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RESUMEN (en espaiiol)

En la presente tesis se aborda el problema de la deteccion de gluten en alimentos para
celiacos, aun no resuelto satisfactoriamente con los inmunoensayos comerciales. Para
ello se propone la obtencién de receptores no proteicos, concretamente aptdmeros, y
su empleo en ensayos analiticos que permitan la deteccidn de las proteinas téxicas.
Mediante el procedimiento SELEX y empleando como diana el péptido
inmunodominante 33-mer, se obtuvieron varios aptameros. Su afinidad por el péptido
asi como por la proteina completa fue evaluada empleando espectroscopia de
impedancia faradica, espectrocopia de resonancia de plasmén de superficie y
cronoamperometria. Todos ellos mostraron una mayor afinidad por el péptido que por
la gliadina, siendo el denominado Gli 4 el de mayor afinidad. Se evalué también su
reactividad hacia otras prolaminas toxicas. Mientras que Gli 4, Gli 1 y Gli 3 son capaces
de enlazarse a las hordeinas de la cebada y las secalinas del centeno, Gli 12 no
responde a éste ultimo. El aptdmero Gli 4 fue el Unico capaz de detectar aveninas,
cuyo potencial toxico es controvertido. La selectividad contra proteinas de soja, maiz y

arroz, no inmunotaoxicas, fue total.

Con el fin de comprobar la idoneidad de desarrollar un método electroquimico de
deteccion de gluten en alimentos, inicialmente se transformdé un método ELISA éptico
comercial en electroquimico, consiguiéndose caracteristicas de respuesta analogas o

ligeramente superiores a las del método existente.

Por tanto, se desarrollaron dos métodos competitivos de andlisis electroquimicos
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basados en la inmovilizacion del péptido 33-mer sobre particulas magnéticas
empleando los aptameros Gli 4 (mas afin) y Gli 1 (mas abundante). Cuando la
calibracion se realizd con el patron recomendado de gliadina, PWG, se obtuvo un
limite de deteccién de 4,9 ppm y 0,5 ppm, respectivamente, en concordancia con la
mayor afinidad de Gli 4. Este ultimo es el mas bajo obtenido hasta el momento. La
reproduciblidad del ensayo para una concentracion de 10 ppb es del 8% y 6%,
respectivamente. Cuando se empled 33-mer como patrdn, unicamente Gli 1 respondid
adecuadamente, por lo que fue el aptamero seleccionado para el analisis de muestras

hidrolizadas.

Finalmente, ambos ensayos se aplicaron a la detecciéon de gluten tanto en muestras
certificadas como de contenido desconocido, obteniendo resultados que correlacionan
bien con los certificados o con los obtenidos mediante dos métodos comerciales. No se
obtuvieron falsos negativos y los escasos falsos positivos fueron fundamentalmente

debidos a la mayor sensibilidad de los métodos aqui descritos.

RESUMEN (en Inglés)

In this thesis the problem of gluten detection in food for coeliac disease patients,
which is not satisfactorily solved by commercial immunoassays yet, is broached. To this
aim, the obtaining of non-protein receptors, specifically aptamers, and their use in
analytical assays that allows the detection of toxic proteins is proposed. Through a
SELEX procedure and using the immunodominant peptide 33-mer as a target, several
aptamers were obtained. Their affinities for the peptide and for the whole protein
were evaluated using faradaic impedance spectroscopy, surface plasmon resonance
and chronoamperometry. All of the obtained aptamers showed higher affinity for the
peptide than for the gliadin, being the aptamer called Gli 4 the one with the highest
affinity. Their reactivity towards other toxic prolamins was also evaluated. While Gli 4,
Gli 1 and Gli 3 were able to bind hordeins from barley and secalins from rye, Gli 12 did
not recognize the latter. Gli 4 aptamer was the only one capable of detecting avenins,

whose toxic potential is controversial. Selectivity towards no immunotoxic proteins
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from soya, maize and rice was complete.

With the aim of testing the suitability of developing an electrochemical method for
detecting gluten in food, firstly, a commercial optical ELISA method was converted into
electrochemical, obtaining response performance similar or even higher than the one

for the existing method.

Therefore, two electrochemical competitive methods based on the immobilization of
the 33-mer peptide on magnetic particles using the aptamers Gli 4 (with higher
affinity) and Gli 1 (the most abundant) were developed. When the calibration was
made using the recommended standard for gliadin, PWG, a detection limit of 4.9 ppm
and 0.5 ppm, respectively, was obtained according to the higher affinity of the Gli 4
aptamer. The latter is the lowest obtained so far. Reproducibility of the assay for a
concentration of 10 ppb is 8 % and 6 % respectively. When the 33-mer peptide was
used as calibration standard, only Gli 1 responded adequately, so this was the aptamer

selected to be used for the analysis of hydrolyzed samples.

Finally, both assays were applied for the detection of gluten in samples with certified
or unknown content, obtaining results that correlate well with the certified or with the
results provided by two commercial methods. False negatives were not obtained the
scarce false positives were due, fundamentally, to the higher sensitivity of the

methods described here.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN QUIMICA FISICA Y
ANALITICA







If you're going to try, go all the way.

Otherwise, don't even start.

Charles Bukowski
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El gluten como problema analitico






1.1 Origen del problema

Segln la definicion aprobada en la Cumbre Mundial sobre la Alimentacidn
celebrada en Roma en 1996 “existe seguridad alimentaria cuando todas las
personas tienen en todo momento acceso fisico, social y econémico a
suficientes alimentos inocuos y nutritivos que satisfagan sus necesidades
dietéticas y sus preferencias alimentarias para desarrollar una vida activa y
sana”. Esta definicién proporciona cuatro dimensiones en las que se puede
evaluar la seguridad alimentaria: acceso, inocuidad, satisfaccién de las

necesidades nutritivas y satisfaccion de las preferencias alimenticias.

La dimensidn de la inocuidad de los alimentos abarca la concienciacidn acerca
de las reacciones adversas causadas por los alimentos. Entre estas se
encuentran las reacciones debidas a toxicos (patdgenos, toxinas,
contaminantes...), las alergias y las intolerancias. Una alergia es una reaccion
adversa mediada por el sistema inmune contra ciertos componentes, en este
caso de los alimentos. Una reaccién alérgica a los alimentos desata sintomas
gue pueden ir desde sintomas gastrointestinales hasta una reaccion anafilactica
severa [1], sufriendo los enfermos alérgicos tanto reacciones locales debido al
contacto inmediato con el alérgeno como reacciones sistémicas. Por el
contrario, una intolerancia es una reaccién adversa no mediada por el sistema

inmune.

Atendiendo a la gravedad y la extensién de las reacciones adversas a los
alimentos se identifican “los ocho grandes” alérgenos alimentarios que son la

leche, los huevos, los cacahuetes, los frutos secos, el pescado, el marisco, la soja



y el trigo. La presente tesis se centra en la determinaciéon de proteinas

alergénicas procedentes de los cereales en alimentos.

Dentro de las reacciones adversas a los alimentos, la enfermedad celiaca (EC) es
uno de los trastornos mas frecuentes en occidente con un indice de afectacion
del 1% sobre la poblacidn total [2]. La enfermedad celiaca se desencadena por
la ingestion de un grupo de proteinas que originan una reaccién inmunitaria en
el paciente. Estas proteinas, ricas en prolina y glutamina, son las proteinas de
almacenamiento de ciertos cereales como el trigo, el centeno la cebada v,

probablemente, también la avena conocidas globalmente como gluten [3].

La EC es un trastorno inflamatorio crénico de naturaleza autoinmune en el que
estdn involucrados tanto factores genéticos como ambientales. El factor
ambiental es bien conocido, la ingesta de las proteinas provenientes de los
cereales trigo, centeno, cebada y avena que constituyen el gluten. Desde el
punto de vista genético se ha descubierto que hay una fuerte relaciéon entre
determinados perfiles del sistema HLA (antigeno leucocitario humano) y la
probabilidad de padecer la enfermedad. Los HLA son moléculas que se
encuentran en la superficie de los glébulos blancos y de casi todas las células de
los tejidos de un individuo y que se encuentran implicadas en el reconocimiento
y sefalizacion del sistema inmune. El 90% de los enfermos celiacos posee la
molécula HLA-DQ2 y el 5% posee la HLA-DQS8 [4]. Pero no todos los individuos
genéticamente predispuestos desarrollan la enfermedad. Asi por ejemplo, los
genes que codifican los antigenos HLA-DQ2/8 estdn presentes en el 35-45 % de
la poblacién en Estados Unidos, mientras que la prevalencia de la enfermedad

celiaca en el mismo pais es del 1 % [2].



La patogénesis de la enfermedad celiaca implica dafio en la mucosa intestinal
del enfermo ante la ingesta de gluten, lo que conlleva una mala absorcién de los
nutrientes [5]. Las proteinas de los cereales son hidrolizadas por las enzimas
gastricas produciendo una serie de péptidos resistentes a la digestidn. Estos
fragmentos son reconocidos por las células T cuando son presentados por los
HLA. Si bien los péptidos en su forma nativa pueden desencadenar la respuesta
inmune, esta es mayor si los péptidos han sufrido la desamidacién de alguno de
los residuos de glutamina por parte de la enzima transglutaminasa tisular (tTG).
La enzima tTG es segregada al intestino debido al dafio tisular, ya que esta
cumple funciones en la reparacién del tejido. Sin embargo, su accidn sobre los
péptidos del gluten aumenta la respuesta inmune producida por los mismos.
Esta respuesta provoca la produccidon de citoquinas pro-inflamatorias que

desencadenan el dafio en la mucosa intestinal [6].

Las manifestaciones clinicas de la EC son muy variadas, pudiendo presentarse
en individuos de cualquier edad y afectando a diferentes érganos [7]. Los
enfermos pueden presentar desde sintomas asociados al sistema
gastrointestinal tales como diarreas, distensién o dolor abdominal, anorexia o
pérdida de peso hasta anemia, fatiga, dermatitis herpetiforme o artritis. Existe
una gran variedad de sintomas no relacionados con el sistema gastrointestinal
gue pueden llegar a desarrollarse a lo largo de la enfermedad. El diagnostico se
suele basar en la presencia del factor de predisposicién genética HLA-DQ2 o
HLA-DQ8, asi como en una biopsia intestinal que confirme dafios en la mucosa
del intestino delgado y la presencia de anticuerpos anti-tTG en suero cuando el

paciente consume gluten [8].



Dependiendo de los sintomas que se desarrollan, la EC se clasifica en diferentes

fenotipos [9]:

e EC clasica: presenta sintomas gastrointestinales y secuelas producidas
por la mala absorcién de nutrientes.

e EC atipica: se caracteriza por la escasa o nula presencia de sintomas
gastrointestinales y la presencia de sintomas sistémicos.

e EC silente: es asintomadtica, pero los individuos que la padecen
presentan test serolégicos positivos y dafios en la mucosa intestinal.

e EClatente: los individuos que la padecen no presentan sintomatologia ni
atrofia en la mucosa intestinal, pero el test serolégico es positivo. Estos
individuos pueden desarrollar sintomas o sufrir cambios histoldgicos a lo

largo del tiempo.

Esta clasificacién hace asemejar el diagndstico de la EC a un iceberg, Figura 1-1.
Habitualmente se diagnostica correctamente solo la EC clasica con sintomas,
siendo esta la punta del iceberg, mientras que una gran parte de la enfermedad
se encuentra sin diagnosticar por causa de la ausencia de sintomas, a pesar de
producirse dafio en la mucosa intestinal, o se encuentra latente pudiendo
desarrollarse los sintomas con posterioridad si se continda con la ingesta de
gluten. De esta forma, a lo largo del tiempo la enfermedad ha permanecido
infra diagnosticada por causa de las variaciones sintomatolégicas. Debido al
reconocimiento de los diferentes cuadros que puede presentar la enfermedad
el diagndstico ha mejorado y, en consecuencia, ha aumentado la prevalencia de

la enfermedad a nivel mundial. En décadas anteriores se consideraba que la



prevalencia de la enfermedad era de 1:3000 mientras que en la actualidad se

estima que es del 1% [10].

EC con sintomas
(Clasica y atipica) .
Intestino
Dafiado
EC Silente
Intestino
EC Latente r Normal

Figura 1-1: Fenotipos de la enfermedad celiaca.

Ademas de la EC, enfermedad autoinmune, se han descrito otras reacciones al
gluten [11]. También mediada por la activacidon de células T en la mucosa
intestinal, se dan casos de alergia al trigo. En estas situaciones, es el
entrecruzamiento de IgE por secuencias repetidas del gluten la que
desencadena la liberacién de determinados mediadores quimicos, como la
histamina, caracteristicos de un proceso alérgico. Ademdas se han detectado
otros casos de reaccion al gluten en los que no se identifica un mecanismo
autoinmune de alergia y que, de manera general, se denominan sensibilidad al

gluten.

El Unico tratamiento efectivo conocido hasta el momento para la enfermedad
celiaca y los otros trastornos asociados descritos es el seguimiento de un dieta
libre de gluten a lo largo de toda la vida del enfermo. Esta dieta hace, en la
mayoria de los casos, que la enfermedad entre en remisidn y desaparezcan los

sintomas. En algunos casos, los sintomas de la enfermedad celiaca no llegan a



desaparecer tras el seguimiento de la dieta libre de gluten o vuelven a afectar al
enfermo después de un tiempo. Estos casos se conocen como enfermedad
celiaca refractaria o resistente [12], y suelen relacionarse con la ingesta
involuntaria de gluten por parte del paciente debido a contaminaciones de los

alimentos presuntamente libres de gluten.

La gravedad y prevalencia de la enfermedad celiaca, de la alergia al trigo y de
las sensibilidades a los cereales no relacionadas con la enfermedad celiaca,
unida al tratamiento que deben seguir los enfermos hace importante que los
afectados por estas condiciones dispongan de informacion segura y fiable
acerca del contenido o ausencia de gluten en los alimentos a su alcance. De
hecho, el gluten esta englobado en un grupo de componentes de los alimentos
gue la Comision Europea considera necesario etiquetar debido a que son causa

de alergias o intolerancias [13].

Existen estudios que intentan determinar la cantidad de alérgeno que se puede
considerar segura para los enfermos de la EC [14]. Estos estudios indican que
las cantidades seguras para los enfermos celiacos debe ser tenida en cuenta
como “ingesta diaria” de proteinas. Teniendo en cuenta la variabilidad de Ila
sensibilidad entre los enfermos celiacos, el nivel mas alto tolerable de gluten
ingerido estad entre 10 y 100 mg al dia para que no se ocasionen lesiones
intestinales ni sintomas en la mayoria de los enfermos. Al mismo tiempo,
también se establece que para los alérgicos al trigo es necesario que se aporte
seguridad sobre la cantidad de alérgeno consumido “por toma”. La alergia
desencadena sintomas en los ninos que ingieren menos de 1 g de proteina

mientras que en adultos los sintomas no se desarrollan hasta la ingesta de 10 g



de proteina. Esto quiere decir que, en la mayoria de los casos, es imprescindible
un etiquetado apropiado de los alimentos que informe acerca de la cantidad
maxima presente en el mismo, de modo que el enfermo celiaco pueda tener

seguridad acerca de la cantidad de proteina que puede ingerir.

El seguimiento de la dieta libre de gluten es, en ocasiones, complicado. Uno de
los principales inconvenientes es la amplia presencia de cereales en la dieta
humana. Tanto el extenso uso de productos derivados de los cereales en la
industria alimentaria, como la coexistencia en el mismo entorno de cultivos de
cereales que no contienen gluten con cereales que contienen gluten, hace que
sea posible la presencia de proteinas alergénicas aun en alimentos que, en
principio, no deberian contenerlas. Las causas pueden ser muy diversas, desde
contaminaciones en el punto de origen de la materia prima hasta
contaminaciones en el procesado de los alimentos. Por esta razén es necesaria
la determinacion de estas proteinas en productos que, en principio, no

contienen ingredientes que aporten el alérgeno.

Ante esto, la legislacion vigente apoyandose en la informacién disponible
acerca de los limites maximos tolerables para la mayoria de las personas que
sufren reacciones adversas al gluten y en las limitaciones que provienen de la
sensibilidad de los métodos de deteccidén de gluten, establece unos limites para
gue un alimento pueda ser etiquetado como “sin gluten” si su contenido en el
alérgeno es inferior a 20 ppm o como “con bajo contenido en gluten” si su
contenido en gluten es inferior a 100 ppm [15]. Sin embargo, los limites
legalmente establecidos, en ocasiones no son suficientes para enfermos

especialmente sensibles. Debido a esto se plantea la necesidad de rebajar los



limites legalmente establecidos y la posibilidad de informar acerca del
contenido exacto en proteinas alergénicas. Asi, la Federacién de Asociaciones
de Celiacos de Espaiia (FACE) aporta a aquellos productos que, tras un analisis
demuestren que su contenido en gluten esta por debajo de las 10 ppm, su
propio sello “Controlado por FACE”. Este valor es muy cercano al limite de
deteccion de la mayoria de los métodos de deteccidn existentes. Esta
circunstancia complica seriamente la disminucién de los limites establecidos

para el etiquetado.

1.2 Retos que plantea la deteccidn de gluten

Existen una serie de problemas intrinsecos a la deteccion de gluten en

alimentos derivados de la propia naturaleza del analito y de la matriz.

1.2.1 Identidad del alérgeno

El gluten no es una especie quimica bien definida, sino un conjunto de proteinas
de almacenamiento de los cereales. Las proteinas de almacenamiento de los
cereales han sido ampliamente estudiadas desde hace siglos y su clasificacion
proviene de los inicios del siglo XX cuando se planted la divisién en fracciones
gue difieren en la solubilidad en diferentes disolventes [16]. Asi se diferencian
las albdminas, la fraccidon soluble en agua, las globulinas son solubles en
disoluciones acuosas salinas y un tercer grupo lo forman las proteinas del

gluten.

El gluten se define como el residuo gomoso que queda tras el lavado de la
harina de trigo para eliminar el almiddn. Se trata de la mayoria de las proteinas

de almacenamiento de los distintos cereales y esta compuesto por prolaminas y
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gluteninas en diferentes porcentajes en los distintos cereales. Las prolaminas
son solubles en mezclas etanol-agua de entre el 50-70%. Se denominaron
prolaminas para reflejar su alto contenido en prolina y en nitrégeno procedente
de la glutamina. La prolamina del trigo es conocida como gliadina, la del
centeno es la hordeina y la de la cebada es la secalina. Estas fracciones
proteicas poseen una estructura similar. Las fracciones insolubles en mezclas
alcohdlicas se llaman glutelinas de forma general y gluteninas en el caso del

trigo [17].

Las prolaminas de los cereales potencialmente téxicos para los enfermos
celiacos se pueden clasificar en tres grupos de fracciones diferentes
dependiendo de la composicién de los aminodcidos que las conforman: fraccién
rica en azufre, a la que pertenecen las o, B y y-gliadinas asi como las gliadinas
agregadas, las y-secalinas y las B-hordeinas; fraccion pobre en azufre a la que
pertenecen las w-gliadinas, las w-secalinas y las C-hordeinas y fraccién de alto

peso molecular [18, 19].

Pese a que se conoce que las prolaminas de centeno y cebada son también
toxicas para los enfermos celiacos, no hay evidencia de que esta toxicidad sea
completamente equivalente. A pesar de esto, las prolaminas de los diferentes
cereales potencialmente tdxicos y su porcentaje con respecto al contenido de
gluten se consideran equivalentes. El nivel legal para la consideracién de un
producto como libre de gluten, 20 mg de gluten / kg, estd basado en la
toxicidad del trigo, y para el establecimiento de este limite se asume que la
misma concentracién de gluten procedente del centeno o la cebada es

igualmente segura para los enfermos celiacos. Sin embargo, se ha demostrado
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una diferencia de toxicidad, no solo entre los distintos cereales, sino dentro de

diferentes cultivos de trigo [20] y de cebada [21].

La toxicidad de las proteinas, para los individuos sensibles, depende en ultimo
lugar de los péptidos que se liberan de las mismas durante el proceso de la
digestion. Las proteinas toxicas ricas en prolina y glutamina producen, tras la
hidrdlisis, péptidos con regiones repetitivas que son epitopos estimulantes de
las células T [22]. En la gliadina se han identificado regiones resistentes a la
hidrdlisis por enzimas que son los verdaderos responsables de la
inmunotoxicidad del gluten [23]. Asi, fracciones peptidicas de la a-gliadina
(ELQPFPQPELPYPQPQ), w-gliadina y C-hordeina (EQPFPQPEQPFPWQP) y la B-
hordeina (EPEQPIPEQPQPYPQQ) suponen el 90% de la respuesta inmune
especifica de la enfermedad celiaca [24]. Una secuencia de 33 aminodacidos
presentes en la a2 gliadina, conocido como péptido 33-mer, es uno de los
fragmentos mas largos identificados, en el que estan presentes muchos de los
otros péptidos inmunotoxicos descritos. Este péptido, de secuencia
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF, una vez ha sido desamidado por la
enzima  transglutaminasa tisular pasa a tener la  secuencia,
LQLQPFPQPELPYPQPELPYPQPELPYPQPQPF, en la que se identifican tres
regiones superpuestas que se unen a los antigenos leucocitarios HLA: DQ2-a-l,
(PFPQPELPY); DQ2-a-Il, (PQPELPYPQ); and DQ2-a-lll, (PYPQPELPY) dando lugar a
epitopos de alta afinidad para el reconocimiento de las células T y

desencadenando, por lo tanto, la enfermedad.

Se han identificado secuencias homodlogas a estas en las proteinas de

almacenamiento de todos los cereales tdxicos para los celiacos, mientras que
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estan ausentes en los cereales considerados como seguros [23]. Esta fraccion
peptidica serd pues una diana adecuada para cuantificar el nivel de toxicidad de

los alimentos.

1.2.2 Dificultad en la obtencion de un estandar

La determinacidon de los niveles de gluten en alimentos para garantizar la
seguridad de los enfermos exige disponer de un estdndar de gluten. Sin
embargo, su obtencién es una tarea complicada. Como ya se ha indicado, el
gluten no es una Unica proteina, sino que existen cientos de proteinas distintas
gue varian no solo entre los distintos cereales sino también dentro de la misma

especie.

La cantidad total de proteina en un grano asi como su porcentaje de gluten no
solo estan determinados genéticamente sino que dependen ademas del
entorno en el que crece la planta [25], viéndose afectados tanto por la
meteorologia durante el crecimiento del cereal como por la composiciéon del

suelo de cultivo.

La mayoria de los métodos actualmente disponibles determinan el contenido
de prolaminas tras un proceso de extraccidon en medios que las solubilicen.
Puesto que esta es una de las principales fracciones inmunotdxicas puede ser
un marcador adecuado y es el que se ha utilizado para definir los niveles de
gluten aceptables para alimentos libres de gluten tanto por el Codex
Alimentarius como por diferentes agencias reguladoras. Se han realizado
diversos intentos para obtener gliadina (prolamina del trigo) como material de

referencia. Actualmente existen en el mercado dos fuentes diferentes de
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gliadina: i) comercializada por Sigma Aldrich y ii) preparada con el objetivo de
obtener un material de referencia aceptado internacionalmente por un grupo
de trabajo del Prolamin Working Group y denominada PWG [26]. Entre estas
dos fuentes existen importantes diferencias de solubilidad y de

comportamiento [27], siendo la segunda la mas ampliamente utilizada [28, 29].

PWG-gliadina es un material obtenido tras el procesado de 28 diferentes
cultivos europeos de trigo. Asi se consigue homogeneizar el contenido de
prolamina minimizando la variabilidad que viene dada por las diferencias en el
cultivo. Tras su obtencién y caracterizacién, la PWG-gliadina fue inicialmente
aceptada por el Instituto de Materiales de Referencia y Medidas (IRMM por sus
siglas en inglés) de la Comisién Europea como material de referencia
certificado, suministrandolo bajo la referencia IRMM-480. Sin embargo el PWG
no estd compuesto solamente de la prolamina del trigo sino que también
contiene gluteninas que se extraen conjuntamente con las prolaminas [30].
Debido a la presencia de gluteninas en la gliadina-PWG, se considera que
presenta impurezas y tras un corto periodo de tiempo el IRMM revocd su
decision inicial. Pese a que la gliadina PWG no es un material de referencia
certificado, sigue siendo el material mas empleado para la calibracion vy
validacién de métodos analiticos. Ademas este material no es representativo de
todas las muestras, al ser obtenido exclusivamente de trigo, lo que puede
conducir a errores significativos (tanto por exceso como por defecto) en la

determinacion del contenido de prolaminas de otras fuentes [31].

Aunque el estandar utilizado en la cuantificacion sea gliadina, el resultado del

analisis debe expresarse como contenido de gluten. Se acepta por consenso
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gue la cantidad de gluten se obtiene multiplicando el contenido de prolamina
encontrado en la muestra por 2. Este es un factor promedio, que asume que, en
el cereal, el 50 % del gluten estd formado por prolaminas. Sin embargo, la
proporcién de prolaminas a glutelinas no es constante, sino que puede variar en
un amplio intervalo dependiendo del cereal tal y como se muestra en la Tabla
1-1 [32]. Esto puede llevar a una sobre- o sub-estimacion del contenido de
gluten de una muestra dependiendo de la proporcién real de prolaminas que

contenga.

Tabla 1-1: Variacion de la relacién prolamina/glutelina en distintos cereales.

Cereal Trigo Centeno Cebada Avena

Relacion Prolamina/glutelina  1,50-3,14 6,27-8,23 1,40-4,98 1,65-3,27

1.2.3 Alteraciones en el procesado de los alimentos

En el procesado de los alimentos por la industria alimentaria se utilizan tanto
tratamientos fisicos como quimicos y enzimaticos que alteran la estructura de
las proteinas del gluten, manteniéndose su toxicidad. Estos cambios afectan
tanto a la eficacia del proceso de extraccion como a la afinidad de la interaccion
anticuerpo-proteina y, por lo tanto, a los resultados de los ensayos analiticos
qgue utilizan este tipo de receptores, lo que conduce a errores en la

cuantificacién de los niveles de gluten en alimentos.

Las proteinas del gluten poseen una gran cantidad de aminoacidos con residuos
—SH los cuales, en su origen, se encuentran formando puentes disulfuro entre
residuos de la misma cadena proteica. Durante el procesamiento térmico en la
coccion y horneado de los alimentos, y dependiendo de la temperatura se

producen distintos cambios en estas proteinas: hasta 50°C se produce
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principalmente la rotura de enlaces intermoleculares de baja energia; entre 50
y 70°C se produce una ruptura de los enlaces S-S intracatenarios y una
formacién de este mismo tipo de enlaces entre diferentes cadenas de la
fraccién de las gluteninas; por encima de 70°C se produce el intercambio
intercatenario/intracatenario de los enlaces S-S en la fraccién de las gliadinas
[33]. Estos cambios producen una estructura polimérica de solubilidad
reducida, impidiendo la extraccién cuantitativa de las proteinas y afectando a
su posterior analisis. Adicionalmente la temperatura también induce cambios

en la conformacion de las proteinas [34].

Se ha comprobado que el procesamiento térmico de las muestras dificulta la
deteccion de las proteinas alergénicas mediante inmunoensayos [35]. La
variacién en la reactividad inmunoquimica de las proteinas del gluten depende
de la temperatura y del tiempo de procesamiento de las mismas, siendo esta
una gran fuente de indeterminaciéon en los inmunoensayos de deteccidén de

prolaminas.

El tratamiento térmico disminuye la eficacia de la extraccién de las proteinas
del gluten debido a la formacién de agregados. Para mejorar el rendimiento de
la extraccion con disoluciones alcohdlicas se han propuesto diferentes
soluciones [36-39]. Estas soluciones se basan en el empleo de distintas
combinaciones de reactivos para mejorar la extraccién. Para ello se emplea un
reductor que rompe los puentes disulfuro intercatenarios formados en el
calentamiento del alimento y un agente disgregante, un detergente o un agente
caotrdpico, que facilite la solubilizaciéon de las proteinas. La primera solucion

propuesta, la mas frecuentemente usada, emplea como agente reductor 2-
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mercaptoetanol y como agente solubilizador hidrocloruro de guanidina en un
tampodn, constituyendo el llamado céctel de extraccién [36]. Sin embargo tanto
los agentes reductores como los desnaturalizantes empleados en la extraccion
con el céctel, pueden dar lugar a interferencias en el reconocimiento de la

proteina afectando a los resultados de la cuantificacion [40].

Como alternativa al cdctel de extraccidn, y para mejorar los inconvenientes que
presenta el mismo, se propone el empleo de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP)
como agente reductor manteniendo el hidrocloruro de guanidina como reactivo
solubilizador [37]. El rendimiento de la extraccién empleando esta disoluciéon es
similar al obtenido con el cdctel, sin embargo no se ha comprobado si aporta
una mejoria en la deteccion. También se ha descrito el empleo como reductor
del ditiotreitol (DTT) en distintas disoluciones alcohdlicas, empleando etanol, 1-
propanol y 2-propanol [38]. La extraccidon con DTT en 40 % de 1-propanol
presenta un rendimiento cercano al del céctel, aunque no se observa mejoria
en la deteccion cuando se utiliza esta combinacion de reactivos. Mas
recientemente, se ha desarrollado un método que emplea como reductor TCEP
y como agente solubilizante el detergente N-lauroilsarcosina [39]. Esta
combinacién de reactivos se denomina soluciéon UPEX (Universal Prolamin and
gluten EXtractant solution) y permite la extraccion de las prolaminas
suponiendo ademas una mejora con respecto al cdctel en la compatibilidad con

métodos de cuantificacién inmunoquimicos.

Los tratamientos enzimdticos a los que son sometidos los alimentos en su
procesamiento conducen a una hidrélisis de las proteinas de los cereales. Esto

produce un cambio en la identidad del analito que pasa de ser una proteina de
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decenas de KDa de peso molecular a una serie de péptidos pequeiios que
puede pesar menos de una décima parte que la proteina de la que procede.
Estos fragmentos, como ya se ha comentado anteriormente, contribuyen a la
toxicidad para los enfermos celiacos o alérgicos y pasarian inadvertidos para el

sistema de control produciendo asi un etiquetado incorrecto.

Estos tratamientos enzimaticos se emplean principalmente en la produccién de
alimentos infantiles, cervezas y siropes. Los siropes a su vez pueden ser
utilizados en distintos tipos de alimentos procesados, siendo introducidos asi en
productos que no deberian constituir riesgo para personas hipersensibles, lo
gue ocasiona problemas de inseguridad a la hora del seguimiento de la dieta

libre de gluten.

Para la cuantificacidon del contenido de gluten en muestras hidrolizadas se hace
necesario un estandar de referencia diferente que permita la conversién de
unidades hidrolizadas en la muestra en gluten presente en la misma [31].
Idealmente este material deberia contener los fragmentos hidrolizados de los
distintos cereales, siendo necesario establecer una correspondencia entre la
sefal proporcionada por los hidrolizados y el contenido en prolamina, que es la

cantidad que debe expresarse en el etiquetado.

1.3 Métodos de deteccion de gluten en alimentos

Como se ha puesto de manifiesto en las secciones anteriores, el correcto
etiquetado de los alimentos “sin gluten” es, en este momento, la Unica forma
de garantizar la seguridad de los enfermos celiacos. Para ello se necesitan

métodos analiticos de gran sensibilidad y selectividad. Aunque son varios los
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tipos de métodos disponibles, no existe aun consenso sobre cudl es mas

adecuado para resolver este problema.

Los diferentes métodos disponibles para detectar y cuantificar gluten en
alimentos pueden dividirse en dos grandes grupos: directos, o basados en la
medida de proteinas, e indirectos, o basados en la medida de ADN. Todos
tienen sus limitaciones, que se revisan en los siguientes apartados, por lo que
su empleo para certificar la seguridad de los alimentos aptos para celiacos debe

realizarse con las apropiadas consideraciones.

1.3.1 Métodos directos

En la actualidad los métodos de eleccion son los métodos inmunoquimicos,
aunque no permiten una evaluacion directa de la toxicidad del alimento para
los pacientes de EC. Estan basados en el empleo de elementos de

reconocimiento como anticuerpos dirigidos contra las proteinas del gluten.

A lo largo de las ultimas décadas se han obtenido anticuerpos, tanto
policlonales como monoclonales, dirigidos fundamentalmente contra distintas
fracciones de las prolaminas del trigo (gliadina) [41] o de otras prolaminas

tdxicas para los enfermos celiacos, como las secalinas [42].

La mayoria de estos métodos son enzimoinmunoensayos con un formato de
ensayo heterogéneo donde uno de los reactivos que participa en la reaccion
inmunolégica de reconocimiento esta inmovilizado sobre la superficie de un
soporte. La etapa final de la detecciéon supone la medida de la actividad del

enzima empleado como marcador. Mas habitualmente se utilizan ensayos ELISA
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tipo sandwich, en los que un primer anticuerpo (anticuerpo de captura) se
adsorbe sobre un soporte sdélido siendo capaz de enlazar la proteina libre de la
muestra (antigeno). Después de que se ha producido la reacciéon de
reconocimiento, se emplea un segundo anticuerpo (anticuerpo indicador) unido
a un enzima y capaz de enlazar al antigeno por un sitio de reconocimiento
diferente, para llevar a cabo la deteccion. La validez de estos ensayos depende
de que sea posible, sin impedimentos estéricos y con una afinidad parecida, la
unién de dos anticuerpos a la molécula diana. Sin embargo, en el caso de
alimentos que han sufrido tratamientos enzimaticos, el alérgeno se encuentra
en forma de pequefos fragmentos que mantienen la inmunotoxicidad pero no
cumplen la condicion arriba senalada. Por tanto, los ensayo sandwich conducen
normalmente a una subestimacion de la concentraciéon de gluten en los

alimentos hidrolizados.

Como alternativa para resolver este problema se han desarrollado ensayos
competitivos, en los que el analito de la muestra compite con el mismo
antigeno inmovilizado sobre el soporte sélido por un anticuerpo marcado con
un enzima capaz de reconocerlos y que se afiade a la disolucion. En este tipo de
ensayos las limitaciones provienen de uno de los escollos inherentes al
problema analitico, es necesaria la calibracién adecuada del ensayo y la
extrapolacién a unidades de concentracién de gluten en la muestra. Para esto
se debe establecer un factor que proporcione la equivalencia entre unidades de
gluten y fragmentos reconocidos. El tipo de deteccién mas frecuentemente
empleada para esta etapa es la medida espectrofotométrica del producto
generado por la reaccién enzimatica, aunque también se ha descrito el

desarrollo de métodos inmunoquimicos que emplean deteccidn electroquimica.

20



El primer método en ser validado por AOAC International en el afio 1991, fue el
basado en el anticuerpo desarrollado por Skerrit [43]. Este método es un ELISA
de tipo sandwich con deteccidn dptica y se basa en un anticuerpo seleccionado
contra las w-gliadinas. Concretamente el epitopo de reconocimiento de este
anticuerpo es el péptido PQPQPFPQE [44]. Esta fraccién de las gliadinas, si bien
es resistente a tratamientos térmicos, lo que permite su deteccién en productos
gue hayan sufrido estos tratamientos, estd presente en el gluten en diferentes
porcentajes dependiendo de la especie de trigo. El contenido de w-gliadinas del
gluten de trigo puede variar desde el 6 al 20 % lo que dificulta la cuantificacion
real del gluten. El método basado en el anticuerpo de Skerrit posee un limite de
deteccion de gluten de 1 ppm, aunque la cuantificacién sélo es fiable a partir de
16 ppm. También presenta como limitacién la incapacidad de detectar de forma
precisa prolaminas provenientes de la cebada y la sobreestimacién de las
prolaminas del centeno [45]. Empleando este anticuerpo, ademads de kits ELISA
sobre placas, se ha desarrollado y comercializado por la empresa ELISA
Technologies un ensayo sobre tiras inmunocromatograficas [46]. Estas tiras
permiten el analisis cualitativo de muestras alimentarias proporcionando una
respuesta positiva si la muestra contiene una concentracién de gluten superior

alas 10 ppm.

En la actualidad, y desde 2006, el método de referencia, considerado por el
Comité del Codex Alimentarius para métodos de analisis y muestreo como
“Método de Tipo |I” para el analisis de gluten en alimentos [47], esta basado en
un anticuerpo desarrollado contra secalinas denominado R5 [42]. Este
anticuerpo reconoce ademads de las secalinas, contra las que ha sido

desarrollado, las gliadinas y hordeinas, aunque no reconoce las aveninas. Esto
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es debido a que el epitopo de reconocimiento de este anticuerpo es un
pentapéptido QQPFP presente tanto en gliadinas como en hordeinas y secalinas
[48]. El formato del ensayo de referencia es un ELISA tipo sandwich [49],
aunque estd disponible comercialmente también un ensayo basado en el
mismo anticuerpo con disefio competitivo [39, 50] para cuya calibracion se
emplea un preparado de proteinas digeridas tripticamente [51]. Del mismo
modo, se ha comercializado, basada en este anticuerpo, una tira
inmucromatografica para el analisis cualitativo de alimentos, que proporciona

un resultado positivo si la concentracion de gluten en la muestra es superior a 5

ppm.

Otro péptido inmunotdxico, comprendido entre los aminoacidos 56 y 75 de la
a-gliadina es la diana del anticuerpo CDC5. Se ha desarrollado empleando este
anticuerpo un método ELISA de tipo sdndwich, validado en un ensayo
interlaboratorio siguiendo las directrices de AOAC International [52]. Los
resultados obtenidos con este ensayo son similares a los que se obtienen
mediante el método basado en el anticuerpo R5. Empleando este anticuerpo se
han desarrollado ademads varios ensayos, también de tipo sandwich, con
deteccion electroquimica [53, 54]. Para los ensayos electroquimicos se emplean
electrodos de oro modificados con una monocapa autoensamblada de
mercapto acidos inmovilizando covalentemente un anticuerpo policlonal de
captura, con un limite de deteccion de 3,29 ppb de gliadina [53], o por
guimisorcion directa de fragmentos Fab del anticuerpo CDC5 con un limite de

deteccion de 2,75 ppm de gluten en muestra [54].
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Cabe destacar por su reciente desarrollo los anticuerpos G12 y Al que fueron
obtenidos contra el fragmento 33-mer de la a2-gliadina, un fragmento
peptidico de conocida inmunotoxicidad [55]. El epitopo de reconocimiento para
el anticuerpo G12 es un hexapéptido presente en dicho fragmento de secuencia
QPQLPY [56]. Empleando el anticuerpo G12 se han desarrollado dos ensayos
ELISA, uno competitivo, con un limite de deteccién de 0,88 ppm de gluten, y
otro de tipo sandwich, con un limite de deteccién de 1,2 ppm de gluten, ambos
con deteccién Optica. El anticuerpo G12 reconoce, ademas de las gliadinas
procedentes del trigo, prolaminas procedentes de centeno, cebada y, con
menor sensibilidad, de avena. Basado en este anticuerpo se encuentra
disponible comercialmente un kit de analisis de tipo sandwich considerado
como un buen indicador de la toxicidad de los alimentos para los enfermos
celiacos [57]. Esto es asi porque el ensayo detecta el péptido responsable de la
mayor parte de la inmunotixicidad de la gliadina, con un limite de deteccién de
gluten en muestra de 3 ppm para el método de tipo competitivo y de 0,6 ppm
para el método de tipo sandwich. La misma casa comercial ofrece ademas tiras
inmucromatograficas que utilizan el anticuerpo para el anadlisis semi-

cuantitativo de muestras alimentarias que ha sido validad por AOAC [58].

Basados en los anticuerpos de Skerrit, en el R5, el G12 y el CDC5, ademas de en
un anticuerpo obtenido por la casa comercial se encuentran comercialmente
disponibles kits de analisis para su uso en la industria alimentaria o en

laboratorios independientes. En la Tabla 1-2 se recogen algunos de estos kits.
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Tabla 1-2 Ensayos comerciales para deteccidn de gluten en alimentos

L.D.
. . Nombre
Anticuerpo Fabricante . Formato (ppm
Comercial
gluten)
Neogen Biokits Sandwich 1
Gluten
Bio Check > ich
Skerrit [43] io Chec Check Sandwic >
ELSA ez Gluten firas 10
technologies inmunocromatograficas
Bio Control Tran5|aP'Iate sandwich 3
Systems Prolamins
Neogen Veratox Sandwich 5
Rida Screen Sandwich 5
Rida Screen
R5 [42 liadi iti
[42] R-Biopharm G |ad|.n. Competitivo 5
competitive
Rida Quick . Tiras - 5
inmunocromatograficas
Ingenasa Ingezim Sandwich 3
gluten
Gluten Tox , .
sandwich Sandwich 0,6
Biomedal Gluten .T(.)X Competitivo 3
Competitivo
G12 [55] Gluten Tox Tiras 3
ELISA Sticks inmunocromatograficas
Agra Quant Sandwich 2
R Lab Ti
omerta Agra-Strip . Iras . 5
inmunocromatograficas
CDC5 [59] Europroxima Gluten Tec Sdndwich 2,5
Wheat
Propio Morinaga protein Sandwich 3
ELISA kit

Ademas de estos anticuerpos que estdn disponibles comercialmente, se han

desarrollado otros contra diferentes epitopos de la gliadina.
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Se ha desarrollado un anticuerpo contra un péptido de 19 aminoacidos de la a-
gliadina, LGQQQPFPPQQPYPQPQPF, denominado PN3, cuyo epitopo de
reconocimiento se encuentra en la regién QQQPFP [60]. Este anticuerpo
reconoce con menor afinidad tanto centeno como cebada dado que en las
secuencias de las proteinas de estos cereales sélo se encuentra presente una
parte del hexapéptido que es el epitopo de reconocimiento. Empleando el
anticuerpo PN3 se han disefiado un ensayo de tipo sandwich, en el que se
utiliza un antisuero policlonal como elemento de la captura, y un ensayo ELISA
de tipo competitivo con detecciéon espectrofotométrica con un limite de

deteccion de 25 ppm de gluten en muestra [61].

Otro anticuerpo utilizado en el disefio de métodos analiticos es el anticuerpo
contra un epitopo estimulante de las células T presente en la a-gliadina cuya
secuencia es RPQQPYP [59]. Este epitopo tiene secuencias homoélogas en las
prolaminas del centeno y la cebada [62]. Se emplea este anticuerpo en un
ensayo competitivo en el que la gliadina presente en la muestra compite con un
péptido marcado con biotina por el anticuerpo fijado sobre la superficie de una

placa ELISA. Se obtiene un limite de deteccién de 5 ppm de gluten en muestra.

También se ha descrito el disefio de un ensayo electroquimico basado en
particulas magnéticas modificadas con gliadina [63] en el que se emplean
gliadina y anticuerpo obtenidos de la empresa Sigma-Aldrich. Se valida este
ensayo en muestras alimentarias, leche desnatada y cerveza enriquecidas y se

obtiene un limite de deteccidén de 4,56 ppm de gluten.
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Otro de los anticuerpos generados contra la gliadina completa es una
inmunoglobulina de tipo Y, obtenido de la yema de huevo tras la inmunizacién
de gallinas con la gliadina de Sigma completa. Se emplea en un ensayo ELISA de
tipo sandwich con deteccién éptica junto con el anticuerpo HYB-314,
anticuerpo comercial desarrollado contra el péptido 58-73 de la a-gliadina
comercializado por Fisher. Este ensayo tiene un limite de deteccion de 1,6 ppm
de gluten y se emplea para la deteccién de gluten en diferentes muestras

alimentarias [64].

En la Tabla 1-3 se resumen los anticuerpos mas utilizados asi como las

caracteristicas mas destacables de los métodos que los utilizan.

Tabla 1-3: Métodos de andlisis de gluten en alimentos desarrollados desde 1990 y sus caracteristicas
analiticas.

. L.D L.D
. . Formato de Tipo de
Anticuerpo Referencia .. (ppb (ppm
ensayo deteccion .
gliadina)  gluten)
Skerrit [43] Sandwich Optica 100 10
RS [49] Sandwich Optica 1,56 3,2
[39] Competitivo Optica 0,36 0,72
CDCS [54] Sandwich Electroquimica 3,29 --
[53] Sandwich Electroquimica 5,5 2,75
612 (55] Séndw.ic.h (:)pt?ca 0,6 1,2
Competitivo Optica 0,44 0,88
PN3 [61] Competitivo Optica 128 25
glia-a2/9 [59] Competitivo Optica 2,5 5
Antigliadin [63] Competitivo Electroquimica 5,7 4,56
IgY/HYB314 [64] Sandwich Optica 4 1,6

Otro importante grupo de métodos es el formado por los métodos de andlisis

protedmico en los que se emplean técnicas que permiten la separacién de las
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diferentes proteinas que componen el gluten, bien cromatografia o
electroforesis, seguido de la identificacion de cada una de las proteinas
separadas. Estas son herramientas indispensables para identificar y caracterizar
las diferentes fracciones del gluten y relacionarlas tanto con la calidad del
cereal, como con sus posibles implicaciones en la toxicidad para los enfermos

celiacos [65].

Se ha descrito el empleo de técnicas electroforéticas para la obtencién de
perfiles proteicos de las proteinas de harina de trigo. La eficacia y especificidad
de la separacion dependen de la metodologia de extraccidon aplicada. Para
obtener mejor resolucién de los perfiles proteicos se emplean protocolos de
extraccion secuenciales. En primer lugar se realizan extracciones sucesivas de
las distintas fracciones proteicas basdandose en la diferente solubilidad de las
mismas comentada en la seccién 1.1. Estos extractos se separan por
cromatografia liquida y las fracciones recolectadas se separan mediante SDS-
PAGE e identifican mediante espectrometria de masas. Esta identificacién se

emplea para diferenciar cultivos de trigo [66].

Adicionalmente a la identificacién de las diferentes subunidades de gliadina se
han realizado también procedimientos de extraccion y separacidon por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para la cuantificacion de sus
porcentajes dentro de las proteinas del cereal. De esta forma se caracteriza la
proporcién de las diferentes fracciones del gluten dentro de la proteina total
del trigo, partiendo de una cantidad grande de proteina se identifican los

porcentajes pero no se emplea como técnica de cuantificacion [67].
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Mediante el acoplamiento de las técnicas de separacién a técnicas de
espectrometria de masas se logra la cuantificacién de las proteinas del gluten,
con este objetivo se utilizan técnicas de ionizacidon suave que no producen
excesiva fragmentacidon de las proteinas, desorcién ldser asistida por matriz

(MALDI) o ionizacién por electrospray (ESI) [68].

Para la cuantificacion de fragmentos peptidicos, tras una hidrdlisis enzimatica
de las proteinas que simula la digestion humana, se realiza una separacion de
los péptidos obtenidos por cromatografia liquida y una posterior determinacién
de los mismos mediante un analizador espectrémetro de masas triple
cuadrupolo masas-masas. Se detectan seis péptidos de diferente longitud, ya
identificadas previamente como resistentes a la hidrdlisis a concentraciones
entre 0,01 y 100 ppm. Sin embargo, este método no se aplica a muestras reales
ni se obtiene una equivalencia entre este limite de deteccion y la cantidad de

gluten en muestra [69].

Se ha desarrollado un procedimiento de analisis que emplea la ionizacidn
MALDI acoplada a espectrometria de masas de tiempo de vuelo (TOF) que
permite la cuantificacién de gliadinas en muestras alimentarias [70]. Esta
metodologia cuantifica gluten en muestra en un intervalo de calibracién de 4 a
100 ppm. El procedimiento requiere de una preparacion de muestra que
implica la extraccion, con etanol 60 %, de las prolaminas y mezcla del extracto
con la matriz que asiste la desorcion [71]. La proporcion de mezcla del extracto
etandlico de muestra con la matriz es un factor crucial que incrementa la

detectabilidad de gluten en la muestra a niveles de entre 1y 10 ppm.

28



Pese al potencial para caracterizar las proteinas y la informacién que aportan,
este grupo de métodos no son considerados como métodos adecuados para
analisis de rutina. Estas metodologias aportan mucha informaciéon para la
caracterizacion de las distintas fracciones de las proteinas. Es por ello que son
mas Utiles para afrontar el problema de la deteccidén desde el reto que plantea
la identidad del analito y no desde el frente de la cuantificacidon de la proteina

en la muestra.

1.3.2 Métodos indirectos

Un grupo de métodos complementarios son los que se basan en la deteccién de
secuencias de ADN especificas de los cereales que contienen gluten. La
deteccion de estas secuencias en alimentos es indicativo de la presencia del
cereal aunque no de la proteina alergénica, de ahi que se denominen métodos

indirectos.

La deteccion de ADN se realiza mediante métodos basados en la reaccién en
cadena de la polimera (PCR), que permite la multiplicacién de pequeiias
cantidades de ADN con gran sensibilidad y especificidad. En la PCR se emplea
una enzima polimerasa que replica ADN a partir de unos oligonucledtidos,
cebadores, complementarios a los extremos de la secuencia a amplificar,
amplicén, y los cuatro desoxiribonucleétidos trifosfato. La enzima polimerasa

anade nucleétidos al cebador empleando la hebra a replicar como molde.

Se propone una PCR para amplificar una secuencia presente en trigo, centeno y
cebada para identificar la presencia de cereales alergénicos en la muestra como

comprobacion tras los analisis de tipo ELISA [72]. Sin embargo, no se establece
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la correlacién entre el contenido de ADN y de proteina por lo que este método
no permite informar sobre la cantidad de proteina alergénica en la muestra. El
mismo disefio de PCR se emplea para analizar diversos productos de panaderia
en un ensayo interlaboratorio, con el que se demuestra que es posible detectar
un 0,1 % de harina de trigo en harina de soja. Con este disefio de PCR se pude
identificar la presencia de cereales alergénicos, pero no se diferencia entre ellos

[73].

Con fines cuantitativos es posible realizar un seguimiento en continuo del
proceso de replicacion del ADN mediante medidas de fluorescencia en la
denominada PCR en tiempo real o cuantitativa (g-PCR). Para ello se emplean
moléculas que emiten fluorescencia solo cuando se encuentran intercaladas
entre dos hebras hibridadas de ADN, por lo que cuanto mas ADN se haya
replicado mayor serd la fluorescencia medida. Otra forma de seguimiento del
transcurso de la amplificacién de ADN por PCR es el empleo de sondas
especificas de hibridacién (Figura 1-2). Estas sondas tienen en un extremo un
fluoréforo, amarillo en la figura y en el otro extremo un sistema de
desactivacion de la fluorescencia, azul en la figura. Inicialmente (1) la sonda
especifica se hibrida con la hebra diana a replicar y durante la replicacion (2), la
polimerasa desaloja esta sonda para poder seguir copiando la hebra molde (3).
La sonda especifica libre en disolucidon emite fluorescencia, por lo que ésta

crece a medida que avanza la amplificacion.
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Figura 1-2: Esquema del funcionamiento de la g-PCR empleando sondas especificas de hibridacion.

La g-PCR se ha empleado para determinar la contaminacién de muestras de
avena por otros cereales. En este caso la estrategia se basd en el disefio de
cebadores especificos de cada prolamina. Utilizando esta técnica se disefiaron
métodos de amplificacidon especificos para las prolaminas de trigo, cebada,
centeno y avena. Se cuantifica la cantidad de ADN procedente de cereales
alergénicos presente en la muestra inicial, identificdndose la procedencia del
cereal contaminante, comparando los resultados con los obtenidos mediante
un inmunoensayo de deteccién de proteinas. Este disefio de PCR permite
identificar la presencia de trigo, centeno o cebada en una muestra, a priori, de

avena [74].

Recientemente se ha propuesto el uso de ensayos de hibridacion como
alternativa a los costosos analisis basados en qT-PCR. Se ha descrito un método
de deteccidn indirecto que cuantifica la cantidad de ADN que codifica el péptido
33-mer inmunotdxico para los enfermos celiacos [75]. El genosensor propuesto

permite la deteccion de ADN gendmico de trigo tras una etapa de PCR
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convencional. Sin necesidad de purificacion tras la extraccion del ADN de la
harina ni del amplicon tras el proceso de PCR para su cuantificacién. Sin
embargo, manifiesta una pequena reactividad cruzada con la cebada y el
centeno. Esta limitacion ha sido superada empleando sondas de ADN de
captura estructuradas (con forma de horquilla). Estas sondas aportan una
mayor selectividad, ya que sélo se hibridan con una secuencia diana

perfectamente complementaria [76].

Los métodos indirectos de deteccion de gluten en alimentos, exigen el
establecimiento de una correlacion entre el contenido en ADN y de proteina en
la muestra. Esta correlacion depende de la expresidn de los genes que codifican
las proteinas alergénicas y esta varia en cada especie de cereal asi como con las
condiciones de crecimiento de la planta, de almacenamiento del grano o del
tipo de procesamiento. Ninguno de los métodos indirectos desarrollados hasta
el momento permite establecer la cantidad de las proteinas inmunotodxicas en la
muestra, con lo que no son adecuados para verificar el cumplimiento de la
normativa vigente sobre etiquetado de productos sin gluten. Se considera
generalmente que estos métodos basados en PCR o sensores de hibridacion son
mas apropiados para identificar las especies de cereales presentes en la

muestra [77].
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2 Objetivos
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El etiquetado de alérgenos en alimentos es un problema crucial que depende
de la disponibilidad de técnicas analiticas que permitan la cuantificacién de los
mismos. Las proteinas que conforman el gluten son uno de los alérgenos
prioritarios ya que pueden provocar diferentes reacciones adversas en un
sector considerable de la poblacidon. Estas reacciones adversas, como la
enfermedad celiaca y las diferentes alergias e intolerancias al gluten en general
tienen como denominador comun que su Unico tratamiento es el seguimiento
de una dieta libre del alérgeno durante toda la vida del paciente. Por esta razén
la normativa vigente en la Comunidad Europea exige el etiquetado de todos
aquellos alimentos que contengan gluten. Para que un alimento sea
considerado libre de gluten debe contener menos de 20 ppm de estas
proteinas. Debido a la hipersensibilidad que presentan determinadas personas,
este limite es en ocasiones insuficiente. Sin embargo, no es posible la rebaja de
los limites legalmente establecidos sin disponer de una técnica de
cuantificacién de gluten en alimentos precisa y lo suficientemente sensible. A
pesar de todos los avances que se han producido hasta el momento, el
desarrollo de métodos de cuantificacidon de gluten tropieza adn con dificultades
importantes derivadas de la identidad del alérgeno y de la falta de receptores
de suficiente afinidad y selectividad que aporten al método analitico las
caracteristicas deseadas. El empleo de aptameros como elementos de
reconocimiento para el desarrollo de métodos analiticos de control de la
seguridad alimentaria es un campo en expansion. Pese a que los aptameros han
sido ampliamente utilizados por su capacidad de enlace a proteinas, su uso en
la deteccién de proteinas alergénicas en alimentos es escaso. Al comienzo de la
presente tesis no se habia desarrollado ningun aptamero que reconociese

ninguna proteina del gluten.
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El objetivo general de la tesis es la obtencién de un aptdmero capaz de

reconocer las diferentes proteinas responsables de las reacciones adversas del

gluten y su uso para el desarrollo de métodos analiticos de deteccidn de gluten

en alimentos. Para ello se han propuesto una serie de objetivos concretos que

son:

36

Seleccionar mediante un proceso SELEX un aptamero que reconozca a
las proteinas del gluten, empleando como diana de reconocimiento el
péptido inmunodominante 33-mer perteneciente a la a2-gliadina.
Partiendo de una biblioteca aleatoria de secuencias de ADN se
seleccionaran aquellas que se enlacen al péptido diana seleccionado,
uno de los principales responsables de la toxicidad del gluten en los
enfermos celiacos.

Comprobar que los aptameros seleccionados reconocen el péptido en la
proteina completa y en las proteinas alergénicas que componen el
gluten procedentes de otros cereales.

Caracterizar la reaccién de reconocimiento aptdmero-péptido y
aptamero-proteina para seleccionar el aptdmero con mejores
caracteristicas de enlace tanto en disolucién como con una de las
especies que interaccionan fijada en una superficie y evaluar el efecto
de la presencia de marcas en el aptdmero y en la molécula diana
(péptido).

Desarrollar un método de deteccion de gluten en alimentos con

deteccion electroquimica empleando los aptdmeros seleccionados.



5. Validar el método desarrollado, empleandolo para cuantificar niveles de
gluten en muestras con contenido certificado o que han sido analizadas

por laboratorios externos.
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Labeling of allergens in food is a crucial problem that depends on the
availability of analytical techniques for quantitation. The proteins composing
gluten are one of the priority allergens because of their adverse reactions in a
substantial sector of the population. These adverse reactions, like coeliac
disease and different allergies and intolerances to gluten in general, have in
common that their only treatment is the following of a strict lifelong gluten free
diet. For this reason, European Union legislation in force requires the labeling of
all gluten containing food products. For being considered as “gluten free”, a
food product must contain less than 20 ppm of gluten proteins. Since there are
hypersensitized individuals, this limit is insufficient in some cases.
Unfortunately, it is not possible to reduce the legal stablished limits without
having a sufficiently precise and sensitive quantitation method. Despite recent
advances, the development of methods for gluten quantitation still encounter
with important difficulties derived from the allergen identity, and the lack of
receptors with enough affinity and selectivity that provides the desired

characteristics to the analytical methods.

The use of aptamers as recognition elements to develop analytical methods for
food safety control is a growing field. Although aptamers have been widely used
for their ability to bind proteins, their use for the detection of allergenic
proteins in food is scarce. At the beginning of the present thesis no aptamers

recognizing gluten proteins had been developed.

The general objective of the thesis is obtaining an aptamer capable of

recognizing the different proteins responsible for the adverse reactions of
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gluten and their use for the development of analytical detection methods of

gluten in food. For this purpose, a number of specific objectives are proposed:

1. Selecting through a SELEX process an aptamer that recognizes the
proteins of gluten, using as recognition target the immunodominant
peptide 33-mer belonging to the a2 gliadin. Starting from a random
library of DNA sequences the ones that bind the target, one of the main
peptides triggering the toxicity of gluten in coeliac patients, will be
selected.

2. Verifying that the selected aptamers recognize the peptide in the wheat
whole protein and in other gluten composing proteins from related toxic
cereals.

3. Characterizing the binding reaction aptamer-peptide and aptamer-
protein for selecting the best binding aptamer, in solution and when one
of the interacting species is attached to a surface and evaluate the effect
of the presence of labels in the aptamer and in the target molecule
(peptide).

4. Developing a method for the determination of gluten in foods based on
the selected aptamers and electrochemical detection.

5. Validating the developed method, applying it to quantify gluten in

samples with certified content or analyzed by external laboratories.
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3 Seleccidon de aptameros como receptores

sintéticos de gluten
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3.1 Introduccion

Tradicionalmente, se han empleado secuencias nucleotidicas como elemento
de reconocimiento de otras secuencias, usando como reaccién de
reconocimiento la hibridacién por complementariedad de las bases. Sin
embargo, las secuencias de acidos nucleicos son capaces de reconocer una gran
variedad de moléculas entre ellas a las proteinas, actuando por tanto como
elementos de reconocimiento que emplean un enlace de afinidad distinto de la
hibridaciéon. A estos dacidos nucleicos se les denomina aptdmeros, y son
secuencias cortas de ARN o de ADN de cadena sencilla que, en presencia del
ligando, pueden adoptar alguna estructura tridimensional que permite el enlace
de afinidad con su diana. Este enlace de afinidad se puede producir como
resultado de una o varias interacciones débiles no covalentes, tales como
interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégeno, apilamiento de anillos

aromaticos o interacciones de van der Waals.

Como moléculas sintéticas, la obtencion de los aptameros se realiza mediante
un procedimiento in vitro, que simula la seleccién natural, conocido como SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment), descrito por
primera vez en 1990 [78, 79]. En este proceso, partiendo de una biblioteca
aleatoria de secuencias de acido nucleico diferentes que se hacen interaccionar
con la diana y mediante iteraciones de un ciclo de seleccién y amplificacién, se
pueden obtener secuencias de acidos nucleicos que enlacen especificamente la

diana escogida con gran afinidad.

Se pueden llevar a cabo procesos SELEX de seleccion de aptameros de ADN o de

aptameros de ARN. La biblioteca inicial de secuencias, generalmente, posee una
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zona variable central, de entre 20 y 80 nucledtidos, y unas zonas constantes en
los extremos de entre 18 y 21 nucledtidos, para hacer posible la amplificacion.
Para la seleccidon de aptameros de ADN se llevan a cabo varios ciclos repetidos,
en cada uno de los cuales se incluyen las etapas esquematizadas en la Figura
3-1. Estas etapas basicas son: incubacién de la biblioteca de acidos nucleicos
con la diana (1); separacién de las secuencias no enlazadas (2); elucion de las
secuencias enlazadas (3); amplificacion de las secuencias enlazadas mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (4). Tras esta etapa se obtienen
hebras dobles de ADN, por lo que es necesario un acondicionamiento (5) previo
al siguiente ciclo para obtener de nuevo una coleccidn de hebras sencillas con la
gue iniciar una nueva etapa de interaccién y, con ella, un nuevo ciclo en
condiciones idénticas o mas restrictivas para favorecer el enlace y, por tanto, la
seleccion de las secuencias mas afines. Se han propuesto varias estrategias para
el acondicionamiento: llevar a cabo una amplificacién PCR asimétrica de forma
gue se copie preferentemente una hebra frente a la otra [80], digestién
enzimatica de una de las hebras que tiene su extremo 5’ fosforilado con una
exonucleasa [81] y, mas habitualmente, realizar la PCR con un cebador
biotinilado que permita atrapar el amplicén sobre superficies modificadas con
estreptavidina como particulas magnéticas y posterior separacion de una de las

hebras por desnaturalizacién del duplex de ADN en medio alcalino [82].
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Tras el ultimo ciclo,
clonaciony
secuenciacion

Biblioteca de ADN

Amplificacion PCR (4) Interaccion (1)
Acondicionamiento (5)

Figura 3-1: Esquema del proceso SELEX

El proceso SELEX proporciona secuencias con funciones tipicas del ADN. Sin
embargo se ha planteado la posibilidad de seleccionar acidos nucleicos con
actividades que no se encuentran en los oligonucledtidos naturales. Para ello es
necesario introducir en el proceso nucleétidos modificados con grupos
funcionales que los doten de mayor afinidad hacia dianas, especialmente

aquellas consideradas mas dificiles [83], o de actividad catalitica especifica [84].

Aunque existen una gran variedad de nucledtidos modificados [85], aun hoy es
un tema activo de investigacion como refleja la reciente propuesta que mejora
en mas de 100 veces la afinidad del aptamero contra el factor de crecimiento

endotelial vascular y el interferon [86]. También se han utilizado bases
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modificadas para mejorar la resistencia a la degradacién por nucleasas [87].
Todas estas modificaciones deben ser reconocidas por las ADN polimerasas
para poder ser utilizadas en el proceso SELEX. En el caso de que no sean
reconocidas, se pueden usar en procesos de modificaciéon de aptdmeros post-
SELEX, lo que obligaria a volver a ensayar su afinidad contra la diana para

asegurar que la modificacion no afecta negativamente a la misma.

Las diferentes etapas del proceso SELEX se pueden afrontar empleando
distintas estrategias, lo que proporciona una elevada versatilidad pero impide la
aplicacion de protocolos generales. Del mismo modo, se pueden aplicar
modificaciones a estas etapas o incluir etapas adicionales que supongan una

mejora en el proceso.

En los primeros procedimientos SELEX la separacion se llevd a cabo mediante
membranas de nitrocelulosa, lo que evita la necesidad de inmovilizacién de la
diana a un soporte sélido. La mayoria de estas selecciones se realizaron con
colecciones de ARN aunque es posible llevarla a cabo con ADN [88]. Sin
embargo este método tiene limitaciones para moléculas pequefias y péptidos
gue pueden llegar a atravesar la membrana y normalmente requieren un

elevado numero de ciclos de seleccion.

Se han propuesto métodos alternativos de separacion en disolucién como Ia
citometria de flujo [89, 90] y especialmente la electroforesis capilar (CE). Esta
técnica presenta una serie de caracteristicas que la hacen muy atractiva para
realizar el procedimiento SELEX completo: rapidez, resolucion, dilucion minima

de la muestra y pequefio volumen de muestra. De hecho, actualmente se
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conoce como CE-SELEX a la variante del proceso SELEX que la utiliza. Tiene la
importante ventaja de requerir muy pocos ciclos de seleccidn, tipicamente
menos de 5 ciclos [91]. El primer CE-SELEX permitié obtener un aptamero
contra IgE en Unicamente 2 ciclos [92] y posteriormente en Unico ciclo [93]. Sin
embargo, presenta el inconveniente de que la cantidad de secuencias a ensayar
es mucho menor que en el SELEX convencional debido a la limitaciéon de
volumen de la técnica que implica que las probabilidades de encontrar al mejor

aptamero (con mayor afinidad) son menores.

Recientemente se ha propuesto aprovechar la capacidad del grafeno oxidado
(GO) para separar hebra doble de ADN (dsADN) de hebra simple de ADN
(ssADN). El GO adsorbe fuertemente al ssADN mientras que el dsADN no se
adsorbe. Por tanto, una vez que el ssADN se ha unido al GO solo se puede
desorber por hibridacion o por enlace a aptameros. En este tipo de SELEX, tras
la etapa de interaccion ADN-diana, Unicamente las hebras no enlazadas se
pueden unir al GO, por lo que el GO con estas hebras se puede separar por

centrifugacion quedando en disolucion el complejo [94].

Muchos procedimientos SELEX inmovilizan la diana sobre un soporte sélido
para facilitar la etapa de separacién. Para ello se han propuesto columnas de
afinidad muy usadas para moléculas diana pequefias como los antibiéticos
aminoglicésidos [95, 96]. Su mayor inconveniente es la gran cantidad de diana
necesaria para rellenar la columna. Una alternativa para la inmovilizacién de la
diana es su fijacion en la superficie de sensores de espectrometria de
resonancia de plasmén superficial (SPR) [81, 97]. Empleando esta estrategia

ademads de disponer de un soporte sobre el que se fija la diana se puede
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caracterizar el enlace aptamero-diana mientras se lleva a cabo el SELEX. Otro
soporte frecuentemente empleado para la inmovilizacion de la diana son las
particulas magnéticas funcionalizadas, debido a la facilidad de manejo vy
separacion en comparacién con filtracién y centrifugacion. Estas particulas
pueden estar recubiertas con estreptavidina, para la union a la diana biotinilada
[82, 98] 0 Ni**-NTA [99, 100] que permite el enlace de péptidos o proteinas que
contienen una cola de histidinas. La combinacién del uso de particulas
magnéticas con una biblioteca de &acidos nucleicos biotinilados constituye el

denominado Flu-Mag SELEX, una de las variantes de mas éxito [82].

Habitualmente se incluyen en el proceso SELEX etapas de seleccidon negativa
[101], que eliminan las secuencias que pueden ser adsorbidas por la matriz
sobre la que se inmoviliza la diana. Con este fin se lleva a cabo un ciclo de SELEX
empleando solamente la matriz, sin diana y conservando e introduciendo en el
ciclo siguiente la fraccién de la biblioteca no enlazada a la misma. De igual
modo se pueden incluir etapas de contra-seleccion, que permiten eliminar
secuencias que presentan afinidad por secuencias parecidas a la diana [102].
Para ello se lleva a cabo un ciclo de SELEX empleando el analogo a la diana que
se quiere descartar como si fuese la diana y conservando e introduciendo en el

siguiente ciclo la fraccién no enlazada.

Cuando el fin del proceso SELEX es obtener un aptamero de ARN, para llevar a
cabo la etapa de amplificacidon por PCR y tras la misma son necesarias etapas de
transcripcién. Previamente a la PCR es necesaria una etapa de transcripcion
inversa para obtener ADN amplificable por PCR. Por lo tanto, es necesario que

uno de los cebadores empleados cuente con una secuencia promotora de la T7
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ARN polimerasa en su extremo 5’. Las hebras de ADN amplificadas han de ser
de nuevo transcritas a ARN por la T7 ARN polimerasa como etapa de

acondicionamiento previo al comienzo del siguiente ciclo de SELEX.

Durante el proceso SELEX es necesaria la monitorizacién del enriquecimiento de
la biblioteca inicial en secuencias afines a la diana para confirmar el buen curso
del mismo. Para ello se realizan ensayos de enriquecimiento con una alicuota
de las fracciones enlazadas eluidas en cada ronda de seleccion. En estos
ensayos se cuantifica el porcentaje de secuencias que se enlazan y el porcentaje
de las mismas que no se enlazan en cada ronda. Si el proceso se lleva a cabo
con éxito, la fraccidén enlazada se incrementard en cada ronda mientras que la
fraccion no enlazada disminuird. Tras una serie de rondas de seleccién este

incremento dejard de ser apreciable y se puede dar por concluido el proceso.

Tras el proceso SELEX se dispone de una serie de secuencias oligonucleotidicas
gue es necesario identificar. Para ello, el panel de aptdmeros que se obtiene
tras la Ultima ronda de seleccidn se clona en un vector bacteriano y las colonias
individuales se secuencian y se analizan las secuencias identificadas de los
aptameros con el fin de identificar homologias entre ellos. Alineando las
secuencias, los aptameros con mas alto grado de homologia se pueden agrupar
en familias. En ocasiones es posible la identificacién de secuencias altamente
conservadas entre las diferentes familias. La existencia de zonas conservadas en
todos los clones se suele asociar a zonas involucradas en la unién a la diana.
Ademads, estas zonas suelen situarse en regiones con similar estructura
secundaria. Es posible establecer las estructuras que adoptan las secuencias de

ADN mediante algoritmos accesibles gratuitamente en internet [103]. Esta
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herramienta informdtica proporciona informacién acerca de zonas de
autohibridacién que se pueden formar a una temperatura y en unas
condiciones salinas determinadas. Es comun que las regiones conservadas
identificadas en los aptdmeros se encuentran en las estructuras secundarias

gue se forman en la secuencia de ADN [104].

Debido al nimero de etapas y a la iteracién de las mismas que requiere el
proceso SELEX se ha propuesto la automatizacion del mismo [105]. Los sistemas
automaticos se disefian de forma que sean versatiles, incluyendo la posibilidad
de emplear diferentes condiciones de seleccion. Estos sistemas incorporan la
capacidad de manejar varios procesos SELEX simultdneos contra diferentes
dianas, de forma que el tiempo empleado en la obtencién de aptameros se

reduzca notablemente, de meses a dias.

Existen aptdmeros desarrollados contra una gran diversidad de dianas [106].
Esto es comprensible teniendo en cuenta que, tedricamente es posible
desarrollar el proceso SELEX empleando como diana cualquier molécula. Sin
embargo, la capacidad de una molécula para generar un aptamero es
impredecible [107]. Pese a eso, se sabe que es mas favorable la obtencién de
aptameros mediante proceso SELEX si la molécula diana posee cargas positivas
en las condiciones de seleccidn, anillos aromaticos planos y grupos que puedan
dar lugar a enlace de hidrégeno. Del mismo modo, se ha comprobado que
existen dificultades para seleccionar secuencias afines selectivamente a dianas

muy apolares o hidrofébicas.
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No obstante, el ADN es capaz de plegarse dando lugar a sitios de unién
hidrofébicos, lo que indica que se pueden formar interacciones hidrofébicas
favorables [108]. Un ejemplo es el aptamero de la cocaina, cuya estructura en
forma de unién en T deja una cavidad central donde la cocaina se introduce
[109]. Aunque la aparicidn de sitios de union de naturaleza hidréfoba es poco
frecuente, es posible obtenerlos [110, 111]. También se han obtenido
aptameros que presentan afinidad por regiones apolares de varias moléculas

[112, 113]

El empleo de aptdmeros como elementos de reconocimiento y el desarrollo de
ensayos y sensores que los empleen presenta una serie de ventajas: pueden ser
seleccionados contra, teéricamente, cualquier molécula incluidas moléculas
téxicas o no inmunogénicas; su seleccién no implica el uso de animales; se
pueden seleccionar y aplicar en condiciones no fisioldgicas, se obtienen
guimicamente de forma muy reproducible, minimizando las variaciones entre

lotes de reactivo, son baratos y su desnaturalizacién es reversible.

En su mayoria, los métodos descritos para el andlisis de proteinas en alimentos
empleando receptores de afinidad se basan en anticuerpos. Recientemente se
han desarrollado algunos aptameros para la deteccién de proteinas alergénicas.
Uno de ellos ha sido seleccionado contra las proteinas del altramuz [114],
alérgeno que ha sido recientemente incorporado a la legislacidon Europea como
tal. Se empled para la seleccion la proteina B-conglutina como diana vy el
aptamero obtenido se utiliza en el disefio de un ensayo de tipo ELISA que

permite la deteccién de la proteina a concentraciones superiores a 153 nM en
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medio acuoso. Sin embargo, no se comprueba el comportamiento del método

en matrices alimentarias.

Se ha obtenido también un aptamero contra las proteina Ara H1 del cacahuete
[115]. Se aplica el aptamero seleccionado como elemento de captura en un
ensayo de tipo sandwich, fijando el aptamero en una fibra dptica recubierta de
oro para medidas de SPR. El formato sandwich se completa con la adicion de un
anticuerpo especifico de la proteina a detectar como elemento de
reconocimiento secundario. No obstante, pese al disefio de tipo sandwich la
seflal medida por SPR es demasiado baja y para incrementarla se emplean
nanoparticulas de oro modificadas con proteina A que se unen al anticuerpo. Se
comprueba el comportamiento del ensayo frente a muestras de alimentos
empleando una barra de golosina fortificada con el alérgeno. La muestra ha de
ser diluida cinco veces para disminuir la viscosidad y asi minimizar los efectos
negativos que tiene la matriz de la muestra sobre la sensibilidad. El sandwich
mixto tiene menor sensibilidad, con un limite de deteccién de 75 nM, que un
sandwich empleando Unicamente anticuerpos desarrollado previamente que

presenta un limite de deteccion de 1,4 nM [116].

También se ha descrito la obtencién de aptdmeros que reconocen uno de los
alérgenos del huevo, la lisozima. Uno de estos aptameros fue seleccionado
empleando SELEX automadtico [105] y se empled con éxito en el desarrollo de
metodologia analitica para la deteccién de lisozima [117]. Sin embargo,
investigaciones posteriores revelaron que la interaccion ADN-lisozima estd

regida por interacciones electrostdticas en lugar de por interacciones
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especificas [118]. Recientemente se ha desarrollado otro aptamero que

reconoce con elevada afinidad a la lisozima [119].

3.2 Proceso de seleccion

Como se ha comentado en la seccidn anterior, el proceso SELEX consiste en la
sucesién de varias etapas que pueden realizarse mediante estrategias muy
diversas. Para llevar a cabo la seleccion de aptameros contra el péptido
inmunotoxico dominante 33-mer [23], se decidié inmovilizar la molécula diana
sobre particulas magnéticas dada la facilidad de manejo que proporcionan, lo
qgue facilita enormemente las numerosas etapas de separacion del

procedimiento.

La molécula diana, el péptido 33-mer, se puede obtener mediante sintesis
quimica en fase sélida o mediante la técnica del ADN recombinante, es decir,
expresando la proteina en un organismo diferente al de origen (trigo). Se eligio
esta ultima opcion por su menor coste y porque permite el marcaje del péptido
con una cola de 6 histidinas, una etiqueta muy habitual en la obtencion de
péptidos y proteinas, ya que permite su purificacion mediante cromatografia de

afinidad.

El proceso fue realizado usando un péptido recombinante que contenia el
péptido inmunodominante y resistente a protedlisis 33-mer con una marca de
polihistidina (Hisg-Tag) enlazada en su extremo C-terminal y un espaciador de

57 aminoacidos entre ellos.
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El empleo de la marca de poli-histidina estd ampliamente extendido para
procedimientos de separacién de proteinas o péptidos. Se aprovecha el enlace
de coordinacién entre el complejo niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA) y el
sexteto de histidinas que marca al péptido recombinante para llevar a cabo la

inmovilizacion de la diana sobre las particulas magnéticas.

Para expresar el péptido en bacterias E. coli, es necesario conocer la secuencia
nucleotidica que lo codifica, amplificar dicha secuencia por PCR e insertarla en
el vector para posteriormente introducirlo en la bacteria. La secuencia de la a2-
gliadina esta descrita en el GenBank con el nimero de acceso AJ 133612.1

(Figura 3-2).

1 atggttagag ttccagtgcc acaattgcag ccacaaaatc catctcagca acaaccacaa gagcaagttc cattggtaca

81 acaacaacaa tttccagggc agcaacaacc atttccacca caacagecat atccgcagec geaaccattt ccatcacaac
161 aaccatatct gcagctgcaa ccatttcege agecgcaact accatatccg cagecgcaac taccatatec gcagecgceaa
241 ctaccatatc cgcagccgea accatttcga ccacaacaac catatccaca atcgcaacca cagtattcge aaccacaaca

321 accaatttcg cagcagcagc agcagcagca acaacaacaa caaCaaaaac aacaacaaca acaacaacaa

cagatccttc

401 aacaaatttt gcaacaacaa ctaattccat gcagggatgt tgtattgcaa caacacagca tagegtatgg aagctcacaa
481 gttttgcaac aaagtactta ccagctggtg caacaattgt gttgtcagcea getgtggeag atccccgage agtegeggtg
561 ccaagccatc cacaatgttg ttcatgctat tattctgcat caacagcaac aacaacaaca acaacaacaa caacaaccgt
641 tgagccaggt ctecttccaa cagectcaac aacaatatcc atcaggecag ggcetecttce agecatctca gcaaaacccea
721 caggcccagg getctgteca gectcaacaa ctgecccagt ttgaggaaat aaggaaccta gegetagaga cgetacctge
801 aatgtgcaat gtctatatcc ctccatattg caccattgct ccagttggea tcttcggtac taactatcga tga

Figura 3-2: Secuencia que codifica la a-gliadina, resaltada la secuencia que codifica al péptido 33-mer.
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La regidon comprendida entre la posiciéon 168 y 267 (resaltada en amarillo) es la
que codifica el péptido 33-mer. Esta secuencia de 99 nucledtidos fue
amplificada por PCR usando los cebadores ExpF y ExpR (Tabla 3-1). En el vial de
PCR se colocan 1 uM de cada uno de los cebadores, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTPs en 1x del tampdn de PCR en presencia de 2,5 U de Taq Polimerasay 4 ug

de la sonda a amplificar.

Las condiciones de la amplificacién fueron las siguientes: tras 10 minutos a 95°C
para activar la enzima, se llevaron a cabo 35 ciclos de 60 segundos a 95°C, 60
segundos a 60°C y 60 segundos a 72°C seguidos de una elongacion final a esta
temperatura. Los amplicones fueron clonados y expresados utilizando el
sistema pETBlue-2 de Novagen, que consiste en la conversion de los extremos
del amplicén en romos y su fosforilacion para permitir su insercion en el vector
(plasmido). Se comprobd mediante secuenciacion que el ADN recombinante
insertado tiene la secuencia en pauta. La construccidn obtenida se introduce en
las células competentes generando colonias recombinantes facilmente

observables a simple vista.
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Tabla 3-1 Secuencias empleadas en el proceso SELEX

Descripcion

(Abreviatura) Secuencia

CT GCA GCT GCA ACC ATT TCC GCA GCC
Secuencia que codifica al péptido GCA ACT ACC ATA TCC GCA GCC GCA
33-mer ACT ACC ATA TCC GCA GCC GCA ACT
ACC ATA TCC GCA GCCGCAACCATTT

Cebador directo para la expresion de

R-33-mer (ExpF) GCT GCA GCT GCA ACC ATT TC

Cebador inverso para la expresion de

R-33-mer (ExpR) ATA AAT GGT TGC GGCTGC GGAT

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQP
QPFISRELVDPNSVQARLQDVDGTIDTRSKL
AAAQLYTRASQPELAPEDPEDLEHHHHHH

Péptido recombinante 33-mer
(R-33-mer)

ISRELVDPNSVQARLQDVDGTIDTRSKLAAA

Péptido control QLYTRASQPELAPEDPEDLEHHHHHH

Biblioteca inicial de ADN AGG GTT GAT AGG TTA AGA GC-40N-
monocatenario CGA TGT CAA CTA GCT GTT GG
Cebador inverso biotinilado biotina-(CH,)s-CCA ACA GCT AGT TGA
(SelR-Biot) CAT CG
Cebador directo marcado 6-FAM
(SelF-6-FAM) 6-FAM-AGG GTT GAT AGG TTA AGA GC
Cebador inverso (SelR) CCA ACA GCT AGT TGA CAT CG
Cebador directo (SelF) AGG GTT GAT AGG TTA AGA GC

Tras cultivar las bacterias, se recogieron aquellas que habian crecido y y se
lisaron. El lisado se purificd por cromatografia de afinidad usando una columna
HisTrap FF de 1 mL. Esta contiene un relleno de sefarosa modificada con un
compuesto quelante, acido nitrilotriacético (NTA) al cual se ha unido iones Ni%".
La cromatografia de afinidad con iones metalicos inmovilizados (IMAC por sus

siglas en inglés, immobilized-metal affinity chromatography) es una técnica de
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purificaciéon de proteinas por la capacidad de estos de formar complejos de
coordinacidon con iones metalicos. Los iones estan retenidos en una matriz
mediante compuestos quelantes como el NTA que tienen multiples puntos de
interaccion con el metal. Estos iones metélicos como Ni**, Co®*, Zn**, etc deben
tener sitios de coordinacién libres o intercambiables para poder coordinarse
con las proteinas, en este caso a través de su unién a dos histidinas. De esta
forma la proteina o péptido queda enlazada a la columna. La elucién se puede
realizar mediante reduccion del pH, incrementando la fuerza idénica, mediante
la adicion de agentes competidores como el imidazol o AEDT, o por
combinacidon de estas tres estrategias [120]. En nuestro caso, la fracciéon
enlazada se eluyd en un gradiente de imidazol (desde 40 a 250 mM) recogiendo
25 fracciones de 2 mL. El imidazol es un analogo de la histidina con mayor
afinidad por el Ni** y que lo desplaza de su sitio de coordinacidn. Las fracciones
se analizaron mediante electroforesis en gel (SDS-PAGE al 15%) (Figura 3-3),
obteniéndose el péptido purificado en las fracciones 4 a 6. En estas fracciones
4-6 se observa un péptido de unos 10 KDa de tamafo que coincide con el
tamafo esperado para el péptido recombinante. Debe considerarse que el
vector empleado introduce un espaciador de 51 aminoacidos ademas de la cola
de histidinas en el extremo C terminal, por lo que el péptido recombinante
contiene 91 aminoacidos (Tabla 3-1).La dltima columna co rresponde al lisado

celular antes de la purificacién.
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M F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 L

Figura 3-3: SDS-PAGE de las fracciones 2 a 8 eluidas de la columna HisTrap FF (F2-F8), del lisado completo
(L) y marcadores de tamafio (M)

La presencia del espaciador y la cola de histidinas puede provocar la obtencién
de aptameros con afinidad por estas regiones en vez de por el 33-mer, por lo
gue se expresé también un péptido de 58 aminodcidos, es decir, sin 33-mer,
para llevar a cabo etapas de seleccidn negativa, que se denomina péptido
control (Tabla 3-1). La separacion del péptido control de las demas proteinas
bacterianas se llevd a cabo de forma totalmente analoga a la separacion del

péptido 33-mer recombinante.

Las fracciones que contenian mayor cantidad de ambos péptidos se
concentraron por diacentrifugacion y su concentracion se midié por
absorbancia a 280 nm resultando ser de 0.5 pg/ulL para el R-33-mer y 0,75
ug/uL para el péptido control. La pureza final se comprobd de nuevo mediante
Western Blot. Esta técnica consiste en una separacion previa mediante
electroforesis en gel (SDS-PAGE) de las proteinas de la muestra debido

fundamentalmente a su tamafio, ya que todas las proteinas estdn
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desnaturalizadas por acciéon del mercaptoetanol que reduce los puentes
disulfuro que mantienen la conformaciéon tridimensional de la proteina vy
recubiertas del polianidon dodecilsulfato sddico (SDS), que unifica su carga neta.
Los péptidos purificados en la columna HisTrap se cargaron en el gel de
poliacrilamida con un 15 % de SDS y tras la separacion electroforética, se
visualizaron por tincion con azul de Coomassie. Una vez separadas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por migracion en el campo
eléctrico aplicado (400 mA durante 1 h). Posteriormente la membrana se
bloqued para su conservacion con 3 % de BSA y azida de sodio a 4°C durante 1 h
y se hizo reaccionar con un anticuerpo contra la cola de histidinas (antiHisg-tag)
en tampon de tris 50 mM y NaCl 150 mM (TBS) con 1 % de BSA y azida de sodio
a temperatura ambiente bajo agitacion durante 1 h. Tras dos lavados con TBS
con 0,05 % de Tween-20, la membrana se incubd con un anticuerpo secundario
conjugado con fosfatasa alcalina en TBS con 1 % de BSA y azida de sodio a
temperatura ambiente con agitaciéon suave durante 1 h. Finalmente, tras tres
etapas de lavado con TBS con 0,05 % de Tween-20 se adiciond el sustrato de la

enzima nitro cloruro de nitroazultetrazoilo para revelar la membrana.

En la Figura 3-4 A se muestra la electroforesis en gel. En la linea en la que se
anadié el péptido control (L2) se observan varias bandas aunque la de menor
tamaio es la mas intensa, lo que indica que no esta completamente puro. En
L3, donde se introdujo el péptido recombinante diana, sélo se observa una
banda a tamafios mayores que los observados en la banda mas intensa en L2.
Este resultado es concordante con el hecho de que el péptido 33-mer tiene un
tamafio bastante mayor que el péptido de control. En el panel B se muestra el

Western-Blot. En ambas lineas se observa una Unica banda, puesto que con esta
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técnica Unicamente se observan aquellas proteinas que tienen una cola de

histidinas, lo que confirma el éxito en la obtencidén y purificacion de ambos

péptidos.
A) B)
L1 L2 L3 L1 L2 L3

Figura 3-4 Visualizacion de SDS-PAGE (A) y Western Blot (B) de: marcador de proteinas L1; péptido

recombinante control L2 y péptido recombinante diana L3

La secuencia del péptido recombinante fue confirmada por espectrometria de
masas. Una muestra del péptido se sometid a digestion triptica y se analizd su
secuencia mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF). Como se
puede ver en la Figura 3-5 se obtienen dos fragmentos de m/z=4468,43 y

4484,44 respectivamente.

El pico principal m/z=4468,43 permite asignar dos secuencias posibles:
MoxLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFISR(+55Da)

MALQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFISR
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Figura 3-5: Espectros de masas del péptido recombinante.

El vector introduce tres aminodacidos (MAM) al inicio del péptido de interés. Al
contener dos M que son el coddn de iniciacién, la expresion se puede iniciar
tanto en la primera metionina como en la segunda, pero en ningun caso puede
estar presente la secuencia MAL. Por lo tanto, lo mas probable es que la
secuencia sea la primera, ya que la oxidacion de metionina es relativamente

frecuente. En cualquier caso se confirma la sintesis del fragmento 33-mer.
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Para iniciar el proceso de seleccion es necesario modificar las particulas
magnéticas con el péptido diana o control, segln corresponda en cada caso.
Para ello, se equilibraron 6 uL de particulas magnéticas Ni’*-NTA MagneHis™ Ni,
de Promega, en 500 pL de tampdén de modificaciéon que contiene 100 mM de
HEPESpH 7,5; 10 mM de imidazol y 0,5 M de NaCl. Para proceder a la
separacion se colocé el tubo con la suspensién de particulas durante 2 minutos
en un iman que atrapa las particulas y, tras descartar el sobrenadante, se
incubaron con 10 pL de péptido recombinante 0,5 pg/uL para péptido diana 'y
0,75 pg/uL para el péptido control.

En ambos casos la modificacion se efectud incubando la suspensién de
particulas durante 15 min con agitacién en una rueda de mezcla a temperatura
ambiente. Tras la separacién magnética se llevaron a cabo dos etapas de lavado
con el tampdn de modificacion con 0,01 % de Tween-20 y una etapa de lavado
con el tampdn de seleccion que contiene 50 mM de Tris pH 7,4, 250 mM de
NaCl y 5 mM de MgCl,. Finalmente las particulas fueron reconstituidas a una
concentracion de 5 pmol de péptido / puL en el tampdn de seleccidn, asumiendo
gue todo el péptido (1 nmol) se inmovilizé sobre las particulas magnéticas, y se

almacenaron a 4°C.

Para verificar la inmovilizacién del péptido 33-mer sobre las particulas
magnéticas a través de la cola de histidinas, una alicuota de las particulas
modificadas fue sometida a elucién con una disolucién con una concentracion
elevada de imidazol (500 mM) en HEPES 100 mM de pH 7,5 durante cinco
minutos. Se recogio el sobrenadante y se repitié la operacion para asegurar la

total elucidn del péptido. Ambos sobrenadantes se mezclaron y con ellos se
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realizd un Western-Blot analogo al realizado para comprobar la pureza de los
péptidos. En la Figura 3-6 se muestra el resultado obtenido. Como medida de
control en L1 se introdujo una alicuota de la disolucion de péptido que estuvo
en contacto con las particulas magnéticas (fraccion no enlazada) y en la L2 se
introdujo la fraccién enlazada y eluida. Como se puede observar en ambas
lineas aparece una banda intensa de idéntico tamafio en la zona de bajo peso
molecular. Esto indica que el péptido recombinante es capaz de coordinarse al
Ni** de las particulas aunque no todo el péptido se unid a las particulas como se
asumiod. La misma experiencia se repitid con el péptido control observandose

idéntico resultado.

Figura 3-6: Western blot de la fraccidn no enlazada en las particulas L1 y la fraccién enlazada y eluida L2
frente a un marcador de peso molecular de proteinas M.

El péptido diana, inmovilizado sobre particulas de Ni**-acido nitrilo triacético a
través de la cola de histidinas, fue expuesto a una biblioteca de ADN de 80
bases que contenia 6x10™ secuencias diferentes. Se disefid una biblioteca
aleatoria con 20 bases fijas en cada extremo, para permitir la amplificacién en

una etapa de PCR y una secuencia central aleatorizada de 40 bases (Tabla 3-1).
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En la etapa inicial de seleccién se empled 1 nmol de esta biblioteca de ADN en
tampon de seleccion (BS), que contiene 50mM de Tris-HCI de pH 7,4 con 250
mM de NaCl y 5 mM de MgCl,, se calenté a 98°C durante 5 minutos v,
posteriormente, se enfrid en hielo durante 5 minutos. A continuacién, se anadié
esta disolucién sobre las particulas modificadas con el péptido y se afiadié BSA
1 pug/mL y t-RNA en una concentracion 10 veces menor que ADN. La adicién de
BSA evita adsorciones inespecificas, mientras que t-RNA se afadié como
competidor para hacer la seleccion mds exigente. Se empled una cantidad de
péptido 10 veces menor que la de ADN con el fin de favorecer la competicién
de las secuencias por el mismo. Tras la etapa de interaccidn se llevé a cabo la
separacion magnética, el sobrenadante es descartado y las particulas fueron

lavadas dos veces con BS que contiene 0,01 % de Tween-20 (BSL).

La elucion de las secuencias enlazadas a las particulas modificadas con el
péptido se llevd a cabo mediante la interaccidon de las mismas con un tampdn
con alto contenido en imidazol 100 mM de HEPES de pH 7,5 con 500 mM de
imidazol. El imidazol actia como un analogo a la histidina desplazando de las
particulas el péptido unido. Tras la elucién de los complejos péptido
recombinante-oligonucledtido, se llevd a cabo la amplificacion de las secuencias
enlazadas mediante PCR. Se comprobd que la presencia del péptido o de
imidazol en la mezcla no afecta a la eficacia del posterior proceso de
amplificacién mediante PCR. Se empleé el cebador inverso marcado con biotina
para poder llevar a cabo un posterior proceso de acondicionamiento de las
secuencias duplex, previo a la siguiente etapa de seleccién. Cada mezcla de PCR

de 100 pL contenia 2 plL del eluato, 1 uM de cada uno de los cebadores SelF y
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SelR-Biot (Tabla 3-1), 0,2 mM de dNTP, 3 mM de Mg2+ y 2,8 U de ADN

polimerasa Start Inmolasa™ todo ello en tampdn de PCR 1x.

Las condiciones de la amplificacion fueron: una etapa inicial de 10 minutos a
37°C; 20 minutos a 95°C para activar la enzima; 15 ciclos de 45 segundos a 94°C,
45 segundos a 57°C y 45 segundos a 72°C; se lleva a cabo una etapa final de
extension de 10 minutos a 72°C. Se comprobd que este protocolo genera un
producto del tamano apropiado llevando a cabo una electroforesis en gel de
agarosa del 2 % utilizando un marcador de tamanos de ADN de 20 pares de

bases.

Teniendo en cuenta que antes de iniciar el siguiente ciclo de seleccidn es
necesario que la biblioteca de secuencias de ADN sea monocatenaria y
sabiendo que tras la PCR se obtienen secuencias duplex, es necesario un
proceso de acondicionamiento previo. De entre las alternativas posibles
anteriormente comentadas se escogié por su simplicidad, rapidez y bajo coste,
la inmovilizacién del duplex sobre particulas magnéticas modificadas con
estreptavidina y posterior separacion en medio basico. Para esto se incubaron
250 pmol de ADN de doble hebra biotinilada, obtenido tras la PCR, con
particulas magnéticas modificadas con estreptavidina, Dynabeads® MyOne™
streptavidin C1 de Life Technologies. La cantidad de particulas necesarias para
enlazar las secuencias biotiniladas y los cebadores restantes son calculadas tras
cada etapa de amplificacién. Se utilizé un exceso de particulas magnéticas para
asegurar la completa captura de las secuencias marcadas con biotina. La
cantidad de particulas calculada en cada caso se lavd dos veces con un tampon

(BLstrep) que contiene 5 mM de Tris-HCl pH 7,4 con 1 M de NaCl y 0,01 % de
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Tween-20 y se resuspende en 250 pmol de ADN en 10 mM de Tris-HCI pH 7,4
con 2 M de NaCl. Tras una incubacidn de 15 minutos con agitacién se procedid a
la separacion magnética y a tres etapas de lavado con BLstrep. A continuacién,
la doble hebra de ADN enlazada a la superficie de las particulas se desnaturalizé
empleando 50 pL de NaOH 100 mM durante 10 minutos bajo agitacion. Tras un
proceso de separacion magnética, el sobrenadante que contiene las secuencias
de hebra simple no biotiniladas se neutralizé con 6 pL de HCI 1 M y se diluyé en

BS para ser utilizado en el siguiente ciclo de seleccion.

Tabla 3-2: Condiciones de los ciclos de SELEX.

Ciclo Seleccion negativa Incubacion (min) N2 de lavados

1 60 2
2 60

3 Si 60 2
4 30 2
5 30 5
6 Si 30 5
7 15 5
8 15 10
9 Si 15 10
10 15 15

Se repitid el ciclo completo descrito 10 veces. Para llevar a cabo la seleccién se
fue incrementando la exigencia en los diferentes ciclos. En la Tabla 3-2 se
presenta un resumen de las condiciones de cada uno de los ciclos de SELEX
realizados. Se comenzd con un tiempo de incubacidon entre la biblioteca y las
particulas modificadas con el péptido de 60 minutos en los ciclos 1-3, siendo
reducido a 30 minutos en las rondas 4-6 y finalmente ajustado a 15 minutos en

las rondas 7-10. Con el mismo propdsito se ajustaron los lavados tras esta etapa
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de interaccidén, que pasaron de 2 en las etapas 1-4, a 5 en las etapas 5-7, 10 en

las etapas 8-9 y finalmente 15 en la ultima etapa.

Teniendo en cuenta el contenido en aminodacidos apolares y la baja carga neta
del péptido 33-mer es imprescindible evitar la seleccion de aptameros contra el
espaciador, que si que contiene cadenas laterales hidrofilicas asi como grupos
ionizables. Para ello se llevaron a cabo etapas de seleccién negativa usando las
mismas particulas modificadas con un péptido de control que constaba del
espaciador de 57 aminodacidos marcado con una cola de histidinas. Estas etapas
de seleccion negativa se introdujeron previamente a las etapas 3, 6 y 9 del
proceso. En estas etapas se incuba el ADN obtenido tras la amplificacion y
acondicionamiento de la etapa anterior con las particulas modificadas con el
péptido control. En este caso el sobrenadante, las secuencias no enlazadas, se
utilizan en la posterior etapa de seleccidon. De esta forma, las secuencias con
afinidad por la marca de poli-histidina y/o a la secuencia peptidica separadora
guedan enlazadas a las particulas y no se incluyen en el siguiente ciclo de la

seleccion.

La cantidad de ADN recuperada tras cada ciclo de seleccion se midid
fluorimétricamente empleando el kit Quant-iT™ PicoGreen de Life Technologies
en un minifluorimetro TBS-380 de Turner Biosiystems después de 15 ciclos de
PCR (Figura 3-7). Como puede apreciarse después de cada seleccidon negativa
(etapas 3, 6 y 9), la cantidad de ADN amplificada es mucho menor que en la
etapa inmediatamente anterior. Esto indica que la seleccidon negativa ha sido
efectiva eliminando aquellas secuencias que se unen inespecificamente al

espaciador o a las particulas magnéticas.
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Figura 3-7: Cantidad de ADN amplificada tras cada ciclo.

En los casos en los que no se obtuvo un minimo de 250 pmol para iniciar la
siguiente ronda se repitié el proceso de amplificacién por PCR en diferentes
alicuotas hasta alcanzar o superar dicha cantidad. Alternativamente se podrian
haber efectuado un numero superior de ciclos de PCR. Sin embargo, se ha
demostrado que esta prdactica conduce a amplificaciones de productos no
deseados. Hay que tener en cuenta que se esta amplificando una coleccién de
ADN con secuencias aleatorias por lo que la probabilidad de que haya
hibridacién entre los productos de amplificacién es mucho mayor que en una
PCR convencional donde la molécula molde tiene una secuencia Unica y bien
definida. Se ha descrito que el principal subproducto en PCRs de secuencias
aleatorias no es la formacién de dimeros de cebadores sino la formacién de
productos debidos a la interaccién entre amplicones. En cada ciclo de
amplificacién se van acumulando estos subproductos, por lo que no es

recomendable hacer mas de 20 ciclos [121].
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Para comprobar si, como se pretendia, en los sucesivos ciclos se esta
enriqueciendo la biblioteca inicial en secuencias que se unan de forma
especifica al péptido diana, se llevd a cabo un ensayo de enriquecimiento en el
gue, mediante medidas de fluorescencia, se evalud el grado de enlace de las
secuencias seleccionadas al péptido diana. Para este ensayo se empled una
alicuota del eluato de cada ronda, sobre la que se llevé a cabo una amplificacion
por PCR con un cebador directo marcado con 5’-6’-carboxifluoresceina (SelF-6-
FAM, Tabla 3-1). Las condiciones de amplificacion son idénticas a las utilizadas
tras cada ronda, empleando en este caso el cebador SelF-6-FAM y el cebador
SelR-Biot. La separacion de las hebras marcadas con 6-FAM se realizé del mismo
modo que se lleva a cabo el acondicionamiento de las secuencias tras la PCR
posterior a cada etapa de seleccidn, aprovechando la etiqueta de biotina que se
incorpora a través del cebador inverso. La concentracién final de ADN marcado
con el fluoréforo fue determinada en un lector fluorimétrico de micro placas

FLX800 de Biotek Instrument.

El ensayo de enlace se llevé a cabo equilibrando una cantidad equimolar de
hebras simples marcadas con 6-FAM obtenidas como se indicé anteriormente,
con particulas magnéticas modificadas con el péptido diana. El enlace se
prolongd durante 10 minutos en BS con agitacion a temperatura ambiente.
Seguidamente se llevd a cabo la separacidn magnética, se reservd el
sobrenadante para realizar medidas de fluorescencia (fraccién no enlazada) y se
procedio a realizar dos etapas de lavado con BSL. La fraccion de hebras de ADN
unidas al péptido (fraccion enlazada) se eluyd del mismo modo que tras cada
etapa de seleccién, con BME durante 10 minutos con agitacion. Se cuantificaron

fluorimétricamente tanto la fraccion enlazada como la fracciéon no enlazada
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empleando como estandar disoluciones de hebras sencillas de ADN marcadas
con 6-FAM de concentracién conocida. Paralelamente se llevd a cabo un ensayo
de enlace analogo empleando particulas modificadas con el péptido control

(blanco).

Tal y como se esperaba solo una pequefia cantidad de ADN manifesté afinidad
por la molécula diana en los primeras ciclos, pero esta cantidad fue en aumento
en los ciclos siguientes. La fraccion de oligonucledtidos enlazada aumenta
progresivamente entre los ciclos 5 y 10 del mismo modo que la fraccién no
enlazada decrece (Figura 3-8). Tras el décimo ciclo, no se detecta unién al
péptido de control, lo que confirma el éxito de las etapas de seleccién negativa.
Los ciclos adicionales no aumentan el enriquecimiento de la fraccion enlazada
por lo que las secuencias obtenidas tras el ciclo 10 se clonaron y se

secuenciaron.
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Figura 3-8: Porcentaje de ADN monocatenario enlazado (*) y no enlazado (o) cuantificado
fluorimétricamente tras los sucesivos ciclos de seleccidon.
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3.3 Clonacion, secuenciacion y analisis de las secuencias

Después de la seleccidn in vitro descrita fue necesario conocer las secuencias de
las hebras de ADN “ganadoras”, que permanecieron enlazadas al péptido en la
ultima ronda. Para ello se amplificd el ADN enlazado después del ciclo 10 de
seleccidon por PCR, siguiendo el procedimiento ya descrito y empleando los
cebadores SelF y SelR (Tabla 3-1). Los productos fueron clonados usando el kit
pETBlue-1 Acceptor Vector de Novagen y transformados en células Nova
Competent. Después del crecimiento, se seleccionaron al azar 25 colonias,
purificando los plasmidos correspondientes mediante el sistema de purificacién
Wizard Plus minipreps DNA de Promega de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Finalmente, se obtuvo su secuencia completa usando el kit BigDye
Terminator y el instrumento Abi PRISM 3130xlI Genetic Analyzer de Applied
Biosystems. En la Figura 3-9 se pueden observar las secuencias obtenidas para
de los 25 clones seleccionados, incluidas las secuencias de los cebadores. Las
regiones aleatorias se pueden observar separadas de los cebadores por un
espacio. Se emplea un cédigo de colores para cada uno de los nucledtidos a fin
de que sea mas facil de identificar las homologias entre cada uno de ellos. Los

puntos indican coincidencia con la secuencia que contiene las letras.
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Figura 3-9: Secuencias completas de los 25 clones escogidos al azar procedentes del ADN enlazado tras los
10 ciclos de seleccién.

El analisis de la regién central de 40 bases de estas secuencias mediante el
software Biokdit reveld importantes homologias y regiones conservadas entre

ellas, lo que permitio la agrupacién de las mismas en cinco familias.
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-
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Familia | CTAGGCGAAATATAGCTACAACTIGTCTRAAGGCACCCAAT
Familia | (dif) N A T T.ATGCTGGCATTGACTCTGCAACAATC
Familia C.Q....} .G.AATTAGG. ATCGTCCATTAAACTGCTTCT
Familia Il ..GT.AG.G.TCTA..GQ... .} .GC.AT.GT.TCGGCCC
Familialv |[CCAGTCTCCC.TTT.CCGCGC. .. .. CAYJ...}..T..C
Familia V JATT. ). . EGGTC. .AATTG. AAAACATGGTGTCAACC

Figura 3-10: Alineamiento de las secuencias representativas de cada una de las familias obtenidas tras la

clonacion.
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Familia |: Esta es la mas numerosa de todas ya que incluye el 52 % de las
secuencias clonadas. Sorprendentemente 12 de las 13 secuencias que la
componen son completamente idénticas. El clon diferente posee una region de

12 nucleétidos idéntica a los demas, pero desplazada hacia el extremo 5.
Familia II: Contiene 5 miembros con un 65 % de homologia entre ellos.

Familias lll y IV: Contiene 3 y 2 miembros idénticos cada una.

Familia V: Contiene 2 miembros con un 60% de homologia entre ellos.

En la Figura 3-10 se puede ver el alineamiento de los miembros representativos
de cada familia identificada, llevado a cabo con el software disenado al efecto
Bioedit, de acceso libre, tomando como referencia la secuencia comun de los
clones de la Familia I. Se mantiene el cddigo de colores para cada base y se han

representado las bases comunes mediante puntos.

Cabe destacar de este analisis que la zona de doce nucleétidos que comparten
los clones que componen la Familia | esta presente con pequefias variaciones
en el resto de familias, siendo comun a todas ellas, como minimo, un grupo de
cuatro nucledtidos GTCT. Esta coincidencia es resenable e indica la presencia de
una zona conservada en todas las secuencias. Mas aun si se realiza un analisis
familia a familia compardndolas con la Familia | la zona conservada puede

considerarse mayor.

Entre la Familia | y las Familias Il y Ill la regién conservada se amplia a seis
nucleétidos GTCTGA. En el caso de la Familia Il esta secuencia se encuentra
localizada mas préxima al extremo 5’, mientras que en la Familia Il se

encuentra en la regidn central de la secuencia. Esta region también es comun a
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la Familia IV, ampliandose mas aun en este caso, puesto que comparte una
secuencia extendida de hasta ocho nucledtidos con la Familia I: TGTCTGAA,
situdndose esta secuencia compartida hacia el extremo 3’. En el caso de la
Familia V la secuencia compartida ampliada, que contiene la secuencia
consenso de cuatro nucledtidos se desplaza en sentido 5 y comparte seis

nucledtidos CTGTCT.

Tras la identificacion de las regiones conservadas entre las familias y con ayuda
de la herramienta informatica Mfold [103] se predijo la estructura secundaria
mas estable de las secuencias oligonucleotidicas a una temperatura concreta
teniendo en cuenta la concentracidn de sales del medio. Para este andlisis se
tomdé como temperatura 25°C y se considerd la concentracion salina del
tampdn de seleccién, 250 mM de NaCl y 5 mM de MgCl,. En estas condiciones
se obtuvieron diferentes estructuras posibles para un representante de cada
familia, de las cuales se presentan a continuacién aquellas cuya energia libre es

mas favorable.
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Figura 3-11: Estructura secundaria de los aptameros seleccionados calculadas empleando el programa
mfold.

A la vista de las estructuras de las distintas familias y teniendo en cuenta sus
energias libres de formacién, se puede afirmar que todas las secuencias
seleccionadas presentan una débil estructura secundaria. Es significativo el
hecho de que ninguna de las secuencias potencialmente aptaméricas presente
fuerte estructura secundaria dado que es muy habitual la presencia de las
mismas en los distintos aptameros descritos. No obstante debe resaltarse que
todos los aptameros obtenidos comparten una estructura similar. De hecho en
muchos casos se observa la formacion de estructuras en forma de horquilla en
las cuales suelen aparecer las secuencias conservadas. En el caso de Gli 1, Gli 12
y Gli 4 la secuencia conservada se encuentra en el bucle de la horquilla,

mientras que esto no ocurre en los aptameros Gli 3 y Gli sq04

Previamente a la realizacion del presente trabajo no habia en la bibliografia
ningun aptdmero descrito contra las proteinas alergénicas del gluten.

Finalizando la presente tesis se publicé la obtencién de un aptdmero
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empleando como diana la gliadina de Sigma [122]. La secuencia de este
aptamero, denominado G33, es
AAACTACTAACTAGGTAAGATCACGCAGCACTAAACGACGTAGTTGCCA. Tiene un
42 % de GC y presenta la estructura secundaria mostrada en la Figura 3-12 con

AG= -4,12 kcal/mol.
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Figura 3-12: Estructura secundaria calculada mediante el programa mfold para el aptdmero G33 contra
gliadina Sigma.

Este aptdamero no contiene la regidon altamente conservada presente en los
aptameros obtenidos en este trabajo. Sin embargo si que se observan algunas
similitudes llamativas como es el relativamente bajo porcentaje de GC y una
estructura secundaria débil asi como algunas regiones homodlogas que se

pueden ver resaltadas en la Figura 3-13.
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Figura 3-13: Alineamiento del aptamero G33 con los aptameros de las diferentes familias.
3.4 Afinidad de las secuencias seleccionadas

Una vez conocidas las secuencias de las 5 familias de aptdmeros es necesario
evaluar su capacidad de reconocimiento tanto frente al péptido contra el que
han sido seleccionadas, como contra la proteina completa procedente del trigo
donde se encuentra esa secuencia peptidica y contra las proteinas que
conforman el gluten provenientes de otros cereales. En la Figura 3-11 que
muestra la estructura del aptamero se identifica el clon seleccionado para cada
familia. En adelante se empleard la nomenclatura que identifica a cada

secuencia como “aptamero Gli X”.

Para comprobar que las secuencias seleccionadas enlazan efectivamente al
péptido 33-mer empleado como diana se realizaron una serie de ensayos de
union. Con este fin se inmovilizé el péptido, modificado con una marca de
biotina, en la superficie de particulas magnéticas modificadas con
estreptavidina. Una cantidad fija del péptido inmovilizado se hizo interaccionar
con concentraciones crecientes de los distintos aptdmeros, entre 0,5 nM y 5uM.
La medida de la cantidad de aptamero enlazada a la superficie después de esta
interaccion permitié obtener las curvas de enlace que se presentan en la Figura

3-17.
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Para obtener estas curvas de enlace se empled un péptido 33-mer sintético, con
una marca de biotina en su extremo C-terminal y un espaciador de 6
aminoacidos entre la biotina y la secuencia del péptido. El separador empleado
es un sexteto de histidinas que también fue utilizado durante el proceso SELEX
Esto ayuda a alejar de la superficie de las particulas la molécula diana, evitando
impedimentos estéricos por la cercania de la superficie. De esta forma se
favorece una mayor libertad del péptido para que se pueda producir el enlace
de reconocimiento del mismo por parte de los aptameros. Ademas se consigue
asi una orientacidn similar a la que tenia durante el proceso SELEX. Este péptido
es sintetizado quimicamente por la empresa Biomedal, que lo proporciona con
una elevada pureza (>90%). Por medio de la marca de biotina, incorporada a la
secuencia del péptido, es posible inmovilizarlo sobre particulas magnéticas
comerciales recubiertas con estreptavidina. Las secuencias de ADN empleadas
son las correspondientes a la zona variable de 40 nucleétidos que se secuencio
tras el proceso SELEX, obtenidas comercialmente mediante sintesis quimica
marcadas con una biotina en su extremo 5°. La etiqueta de biotina se introduce
en los oligonucleétidos con el fin de poder incorporarles posteriormente una

marca enzimatica que haga posible la cuantificacion.

El enlace del péptido 33-mer a las particulas magnéticas modificadas con
estreptavidina se realizé siguiendo el protocolo, esquematizado en la Figura

3-14, detallado a continuacion.

Se lavaron 50 uL de particulas, de concentracién 10 mg/mL, con 950 pL de PBS

1x con 0,01 % de tween-20 (BLmodstrep) dos veces, incubando cada vez 2
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minutos en la rueda mezcladora a temperatura ambiente seguido de 2 minutos
de separacidn magnética.

Inmovilizacion del péptido: se resuspendieron las particulas en 1 mL de PBS
(BMstrep) con 2 uM de péptido biotinilado y se hicieron interaccionar en el
Thermomixer de Eppendorf a 1300 rpm a 30°C durante 30 minutos. Tras esto se
lavaron dos veces durante dos minutos con 1 mL BLmodstrep.

Bloqueo: a continuacion las particulas se resuspendieron en BMstrep con 500
MM de biotina para bloquear los posibles sitios de enlace libres de las
estreptavidinas de la superficie de las particulas. Esta interaccién se realizé
durante 30 minutos, a 1300 rpm, 30 °C y tras ello se lavaron con 1 mL de BSL
primero y luego con 1 mL de BS para resuspenderlas finalmente en 500 pL de BS
para su uso.

Las particulas se modificaron y usaron en el mismo dia.

Péptido 33-mer &
Aptamero biotinilado ¥
Conjugado Str-HRP ¢

2.- Marcaje enzimatico

3.- Medida electroquimica
TMB + H202

Cronoamperometna
1.- Interacmon

con aptamero

S

U

Figura 3-14: Esquema del ensayo para la obtencidn de la curva de enlace
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Para la interaccién de estas particulas con los diferentes aptameros y medida de

la fraccion enlazada se utilizo el siguiente protocolo:

1. Interaccion con los aptdmeros seleccionados (etapa 1): 30 pg de
particulas modificadas con el péptido se hicieron reaccionar durante 30 min a
30°C con 500 pL de disoluciones con concentracidn creciente de los aptdmeros
marcados con biotina, en un intervalo desde 0,5 nM hasta 5 UM en BS.
Posteriormente se procedid a lavar dos veces las particulas con 500 uL de BSL.
2. Marcaje enzimatico (etapa 2): las particulas se resuspendieron en 500 plL
de BS con 2,5 pug/mL de conjugado enzimatico estreptavidina-peroxidasa de
rabano silvestre (Str-HRP). Se dejaron interaccionar durante 30 minutos a 30 °C,
y tras la separacidon magnética se lavaron dos veces con 500 plL de BSLy una vez
con BS. Finalmente se resuspendieron en 30 uL de BS.

3. Medida electroquimica (etapa 3): para la cuantificacién de la cantidad de
aptamero enlazado sobre las particulas se llevd a cabo una medida
electroquimica del producto generado enzimaticamente por la HRP. Con este
fin se empled como sustrato de la enzima la mezcla tetrametilbencidina (TMB) y
H,0,. La TMB se oxida por accién del perdxido de hidrégeno en presencia de
peroxidasa para dar lugar a la especie oxidada de TMB (TMBoy). Este sustrato es
habitualmente empleado en ensayos enzimdticos tanto &pticos como
electroquimicos y se encuentra comercialmente disponible en preparados listo
para su uso, en los que se incluye TMB, perodxido de hidrégeno y conservantes

en un tampon de pH adecuado para que tenga lugar la reaccidén enzimatica.

Las medidas se llevaron a cabo en una celda serigrafiada bajo cuyo electrodo de

trabajo, de carbono, se adhirié un imdan de igual didmetro que el electrodo con
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el fin de que las particulas magnéticas queden atrapadas Unicamente sobre la
superficie del electrodo de trabajo. Para ello se depositaron 10 pL de las
particulas resuspendidas, 10 pug de particulas, sobre el electrodo. Tras dos
minutos, para que el imdn atrapase las particulas, se afadieron 40 pL de
sustrato enzimatico y se dejo que tuviese lugar la reaccion enzimatica durante 1
minuto. Al cabo de ese tiempo se midid electroquimicamente la cantidad de

producto generado enzimaticamente.

.-
G /CH Con medio H.C CH,
7 N F N\ acido =\ =\
HN—= 7\ /—NH o HN=(  )={ F=NH +2H°
=" \={( = e W
H,C CH, HC CH,
Sin medio -
acido ? |  HC CH,
v e 4
T+ — NN
H4C CH, - o SN S NH
H N—': \ V4 .A‘:;:" N M| = -~ 1 HC CH . H
=/ = H,C, CH
H.C CH, —\ =
= HN'_ti = =NH
\— / \—
H,C CH
-8
v
HC CH,
AN=(  )=(  )=NH +2H
H.C CH

Figura 3-15: Mecanismo de oxidacidon de TMB.

Se ha descrito que la oxidacién de TMB es un proceso que origina un catidn
radical (Figura 3-15) y un complejo de transferencia de carga de la diamina vy la
diimina [123]. El producto de la reacciéon enzimatica es el mismo que el de la

reaccion electroquimica. Por esta razon, no es posible emplear para la medida
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de la actividad enzimdtica inmovilizada una técnica que requiera de la
aplicacion de un potencial de acondicionamiento que generaria
electroquimicamente el TMB(oy). En la Figura 3-16 se muestra el comportamiento
voltamétrico del TMB sobre la superficie de electrodos serigrafiados de
carbono. La aplicacion de un potencial de 0 V permite reducir TMB oy generado
enzimdticamente. Fijando el potencial del electrodo de trabajo en este valor se
siguiod la evolucidn de la corriente con el tiempo, registrando una medida cada
0.2 segundos durante 60 segundos, tiempo en el cual la corriente se estabiliza.
Se toma como sefal el valor absoluto del promedio de la corriente medida
durante los ultimos 10 segundos. La corriente generada durante la reduccién
del producto de reaccion enzimatico es una medida de la actividad enzimatica
inmovilizada sobre las particulas magnéticas y, por tanto, de la cantidad de

aptamero enlazado.

15 -~

i (LA)

E(V)

Figura 3-16: Voltagrama ciclico del sustrato TMB obtenidos sobre un electrodo serigrafiado de carbono a

una velocidad de barrido de 50 mV/s
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Siguiendo este procedimiento se obtuvieron las curvas de enlace
oligonucleétido-péptido inmovilizado para los diferentes aptameros que se
muestran en la Figura 3-17. En esta figura se ha representado la intensidad de
corriente medida en pA frente a la concentracién de aptamero en nM en una
escala logaritmica. En la misma figura se representan los resultados de un
experimento analogo con una libreria aleatoria de 40 bases marcada con
biotina. Las curvas de enlace para los diferentes aptameros identificados
adoptan una forma sigmoidea, caracteristica de los ensayos de afinidad. Para
obtener una medida cualitativa de la afinidad de enlace de cada aptdmero por
el péptido 33-mer, se realizé un ajuste no lineal de las curvas utilizando como
modelo la funcién logistica de cuatro pardmetros con el software matematico

Origin 8.6:

(B—A)
y=A+ —x—
1+ Ge)r
donde A representa la maxima sefial o sefial de saturacién (asintota maxima), B
es el valor de la respuesta a concentracién cero o asintota minima, p es la
pendiente de la curva en el punto de inflexidn y ECsq representa la
concentracion de aptamero que se necesita para obtener la mitad de la sefal
maxima. De los parametros que se obtienen del ajuste, es habitual utilizar el
valor de ECsg como una indicacion de la afinidad del ligando por su diana [124].

En la Tabla 3-3 se resumen todos los parametros de ajuste.
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Figura 3-17: Curvas de enlace de los aptdmeros Gli 1 (rosa), Gli 12 (negro), Gli 3 (verde), Gli 4 (azul) y Gli
sq04 (rojo) seleccionados y de la biblioteca aleatoria (gris) al péptido 33-mer.

Se puede apreciar que, mientras que las sefiales obtenidas para la biblioteca
aleatoria son indistinguibles del blanco (datos no ajustados), todos los
aptameros son capaces de enlazar al péptido 33-mer. Este resultado permite
demostrar que existe una afinidad de los aptameros seleccionados mediante el
proceso SELEX por el péptido inmunotéxico utilizado como diana,
descartandose interacciones inespecificas del ADN o del conjugado enzimatico
con las particulas modificadas. Sin embargo existen ciertas diferencias entre las
diferentes familias de secuencias. El aptamero Gli 4 presenta una sefal maxima
mayor que el resto de las secuencias asi como el menor valor de ECsq. Por tanto,
Gli 4 es el aptamero que muestra una mayor afinidad por el péptido. Entre los
aptameros Gli 1, Gli 12, Gli 3 y Gli sq04 las diferencias de comportamiento son

menos apreciables, dado que la sefial maxima que proporcionan cada una de
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ellas no difieren significativamente. Curiosamente es el aptdmero Gli 1,
perteneciente a la familia con mayor nimero de secuencias, el que presenta
mayor valor de ECso. Este hecho, aparentemente contradictorio, ha sido
previamente descrito en procesos de selecciéon de aptdmeros frente a otras
dianas [125, 126] y puede atribuirse a una cierta preferencia durante la
seleccidn por secuencias que se unen mas rapidamente al péptido, mas que por

las que presentan una mayor afinidad de enlace.

Tabla 3-3: Pardmetros de ajuste de las curvas de enlace de los diferentes aptdmeros al péptido 33-mer

A B EC50 P r
Glil 1,20+0,08 0,0610,04 206151 0,9+0,2 0,99
Gli12 1,17+0,07 0,06%0,06 119430 1,2+0,4 0,98
Gli3 1,21+0,08 0,05+0,07 84124 0,9+0,3 0,96
Gli4 1,65+0,05 0,05+0,06 76111 1,5+0,3 0,98
Gli sq04 0,95+0,04 0,02+0,04 85+13 1,7+0,4 0,97

Una vez que se comprueba que las diferentes secuencias presentan afinidad, en
mayor o menor medida, contra el péptido seleccionado como diana es
necesario determinar si presentan también afinidad frente a la proteina
completa. El reconocimiento del fragmento 33-mer no es suficiente para el
desarrollo de un ensayo de deteccidn de gluten en alimentos si el receptor no
es capaz de detectar la proteina en su forma nativa, que es el alérgeno a

determinar.

Se ha descrito en la bibliografia que, en ocasiones, algunas secuencias
seleccionadas frente a un fragmento de una proteina no son capaces de
reconocer la proteina completa o lo hacen con una menor afinidad [127]. Esto

es asi porque la libertad que el fragmento peptidico libre tiene para adaptar
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conformaciones secundarias desaparece cuando se encuentra incluido en la
proteina completa. Las conformaciones secundarias tanto del péptido como de
la secuencia oligonucleotidica seleccionada como receptor, pueden ser cruciales

en la formacién del complejo de reconocimiento ligando-diana.

Con el fin de determinar la capacidad de enlace de las secuencias seleccionadas
frente a la proteina completa se llevd a cabo un ensayo analogo al desarrollado
para la determinacién del enlace al péptido. Para ello se empled la gliadina-
PWG que es un material preparado por el Working Group on Prolamin Analysis
and Toxicity. Esta proteina, comentada anteriormente, ha sido utilizada en la
validacién de diferentes métodos de andlisis y en la presente tesis se emplea
como estandar de gliadina. Sobre la superficie de particulas magnéticas se
inmovilizd esta proteina y se llevaron a cabo incubaciones con concentraciones
crecientes de los aptdmeros biotinilados. La inmovilizacidon de la proteina en
este caso se realizd sobre particulas magnéticas disponibles comercialmente
gue se encuentran modificadas en superficie con grupos tosilo activados. Estos
grupos permiten la formacién de un enlace covalente con grupos amino

disponibles en la proteina.

Se hacen interaccionar las particulas modificadas con la proteina gliadina PWG,

siguiendo el protocolo siguiente:

Las particulas se presentan en una concentracion de 100 mg/mL.
Se lavaron 5 pL de particulas con 1 mL de tampdén de H3BO; 0,1 M pH 9,5
(BMtos1) y se resuspendieron en 1 mL con: 647 uL de BMtos1; 333 ulL de

(NH4)2,S04 3 M y 20 pL de proteina 1 mg/mL. De esta forma se el medio de
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modificacion contiene 40 pg de ligando por cada pg de particulas. Se incubaron
a 37°Cdurante 24 horas.

Tras la incubacidn, se lavaron con 1 mL de BLmod y se procedié al bloqueo de
los sitios activos que no han reaccionado. Para ello se resuspendieron en 1 mL
de BLmod y se incubaron toda la noche a 37°C.

Tras el bloqueo, se lavaron tres veces con 1 mL de BLmod cada vez y se
resuspendieron en 500 mL de BLmod.

Las particulas preparadas se conservaron en nevera y se emplearon durante 2

dias tras su modificacion.

El ensayo de unién de los aptdmeros a las particulas modificadas es analogo al
descrito para el péptido 33-mer y esquematizado en la Figura 3-14. En este caso
se emplearon 300 ug de particulas. Esto es asi debido a que la capacidad de
enlace de las particulas tosil-activadas es de 40 pmol de proteina/mg de
particulas, correspondiéndose a 1/10 de la capacidad de las particulas
modificadas con estreptavidina. De esta forma se tiene tedricamente la misma
cantidad de gliadina-PWG en el medio de interaccion que de péptido en el

estudio anterior.

Tras llevar a cabo el ensayo, se obtuvieron las curvas de enlace que se pueden
ver en la Figura 3-18. Al igual que en el caso de la unién péptido-aptameros, se
utilizé la funcidn logistica de 4 parametros para ajustar las curvas sigmoideas
obtenidas, usando el programa Origin 8.6. Para realizar el ajuste
correspondiente a los aptdmeros Gli 1 y Gli 12 fue necesario fijar la asintota

inferior, B, como 0 para que esta no tomase valores negativos es por eso que no

88



se indica en la Tabla 3-3 donde se muestran los valores de los pardmetros de

ajuste.

2,0 1
1,8
1,6
1,4 ~
1,2 ~
1,0 ~
0,8 A
0,6 A
0,4 -
0,2 -
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Figura 3-18: Curva de enlace de los aptdmeros Gli 1 (rosa), Gli 12 (negro), Gli 3 (verde), Gli 4 (azul) y Gli
sq04 (rojo) a la gliadina-PWG

Se observa que los valores para la ECsg son bastante similares para Gli 12, Gli 3 y
Gli 4, siendo superior para Gli 1. El aptamero Gli sq04 (datos no mostrados)
presenta unos valores de corriente medidos mucho menores a concentraciones
elevadas y un mal ajuste al modelo logistico. La limitada capacidad de enlace de
este aptdmero por la proteina hizo que se descartase su empleo para el

posterior desarrollo de un método de deteccién de gluten.
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Tabla 3-4: Parametros de ajuste de los diferentes aptameros a la proteina gliadina-PWG

A B EC50 p r
Gli1 1,32+ 0,44 0 1091+1140 0,757+0,251 0,97
Gli 12 1,37£0,10 0 247+¢65  1,027+0,186 0,99

Gli 3 1,62+0,26 0,038+0,053 416+213 0,756%0,192 0,99

Gli4 1,70+£0,15 0,022+0,106 119439  0,846+0,258 0,99

Comparando las curvas de enlace obtenidas para cada aptamero con el péptido
33-mer y con la proteina completa (Figura 3-19) se puede observar que para el
aptamero Gli 4 ambas curvas de enlace coinciden, indicando que este aptdmero
tiene una afinidad similar al péptido 33-mer aislado o formando parte de la
proteina completa. Para los demas aptdmeros se observa una separacion de las
dos curvas, que apunta a una menor afinidad de los mismos hacia la proteina
completa. La capacidad de reconocer al péptido diana en la proteina completa
pero con menor afinidad por esta ha sido descrita [127]. Los aptameros pueden
enlazar una conformacién sin estructura del fragmento peptidico que no esta
presente en la proteina natural y que no puede ser facilmente reconocido. De
acuerdo con esto, se puede pensar que cuanto mas cercana a la forma nativa

sea la conformacion reconocida, menor serd la pérdida de afinidad.
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Figura 3£19: Comparacion de las curvas de enlace del aptdmero Gli 1 (rosa), Gli 12 (negro), Gli 3 (verde), Gli
4 (azul) y Gli sq04 (rojo) frente a 33-mer (simbolos rellenos) y frente a PWG (simbolos vacios).
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3.5 Selectividad frente a otras proteinas alergénicas

Teniendo en cuenta que no solo el gluten procedente del trigo, sino también el
gue procede de otros cereales es tdxico para los enfermos celiacos, es
necesario caracterizar el comportamiento de los aptameros ante otras

proteinas alergénicas diferentes de la gliadina.

La primera dificultad a superar es obtener dichas proteinas, debido a que no se
encuentran disponibles comercialmente estandares de las diferentes
prolaminas de la cebada, centeno o avena. Por esta razén se procedid a su
extracciéon a partir de harinas de estos cereales, realizando la extraccion

siguiendo el protocolo detallado a continuacidn.

Se pesaron 0,8 g de harina y se lavaron tres veces con 4 mL de una disolucién
acuosa de NaCl 0,4 M. Se agité durante 30 minutos y se centrifugd durante 45
minutos a 2500 g descartdndose el sobrenadante. De esta forma se eliminaron

albdminas y globulinas.

Se anadieron 4 mL de una disolucidon acuosa de etanol 60 % y se incubd
agitando durante 30 minutos. Se centrifugd durante 45 minutos a 2500 g
conservando el sobrenadante. Se llevd a cabo el proceso dos veces y se

combinaron los extractos.

Para evaluar la capacidad de los diferentes aptameros para enlazarse a estas
proteinas se disefié un ensayo analogo al realizado con la gliadina PWG. Una
cantidad fija de cada proteina se inmovilizé sobre particulas magnéticas tosil-
activadas y, posteriormente, estas se expusieron a cantidades crecientes de los

aptameros, marcados con biotina en su extremo 5’. Se observé que la cantidad

92



de proteina empleada durante la inmovilizacidn sobre particulas magnéticas es
determinante para garantizar el éxito del ensayo. Se observd que una cantidad
de proteina superior o inferior a la empleada en la modificacién de las
particulas ocasionaba agregacién de las mismas. Por tanto, fue necesario
cuantificar la concentracion de proteinas obtenida en cada extracto. Para ello se
utilizé un método general de determinacién de proteinas, el método de
Bradford [128]. Este método esta basado en el cambio de color del reactivo azul
de Coomasie que se produce cuando el colorante se une a aminoacidos basicos
o aromaticos de las proteinas. El colorante unido a las proteinas presenta un
maximo de absorbancia a 595 nm. A esta longitud de onda se realiza un
calibrado con concentraciones crecientes y conocidas de una proteina.
Habitualmente el calibrado al que se refieren las medidas de este método de
cuantificacién es la albumina de suero bovino, BSA. Sin embargo, las proteinas
gue se quieren cuantificar tienen una composicion aminoacidica y unas
caracteristicas que las hacen diferentes. Es por esto que se comprueba la
idoneidad de emplear como estandar de calibracidn la BSA. Para ello, se traza la
recta de calibrado empleando por un lado BSA y por otro PWG, para comprobar

si el comportamiento frente al reactivo colorante es el mismo.
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Figura 3-20: Variacion de absorbancia respecto a la concentracion de proteina empleando el método de
Bradford para la BSA (gris) y el PWG (negro).

En la Figura 3-20 se muestran las rectas de calibrado obtenidas en cada caso.
Las pendientes de ambos calibrados son muy diferentes. A la vista de estos
resultados, la cuantificaciéon de la proteina extraida empleando el método de
Bradford referida a un calibrado con BSA conduciria a una subestimacion de la
cantidad de proteina. Es por esto que para la cuantificacién de la misma se

decidié emplear el calibrado con PWG como estandar.

Tras el proceso de extraccidon, en el extracto etandlico estdn presentes
idealmente solo las prolaminas, dado que constituyen la fraccién soluble en la
mezcla empleada tras el lavado para eliminar albuminas y globulinas.
Considerando esto, se tomd la concentracion de proteina cuantificada por este
método general como concentracion de prolaminas. La concentracién de

prolamina extraida fue: centeno 4.6 mg mL" y avena 4.7 mg mL™.
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La modificacién de las particulas se hizo de la misma forma que en el caso del
ensayo con la gliadina-PWG, enlazando covalentemente las proteinas extraidas
a las particulas modificadas con grupos tosilo activados. La concentracién de
proteina para la modificacidon de las particulas fue de 20 pg/mL. El ensayo de
interaccidn aptamero-proteina es analogo a los descritos anteriormente para el

péptido 33-mery la gliadina-PWG y esquematizado en la Figura 3-14.

En la Figura 3-21 se muestran las curvas de enlace de los aptameros Gli 1, Gli
12, Gli 3 y Gli 4 a las prolaminas del centeno. Como puede observarse el
aptdmero Gli 12 no es capaz de reconocer este tipo de proteinas, mientras que
el aptdmero Gli 3 es el que manifiesta una mejor afinidad pues se necesitan
menos cantidades del mismo para obtener una misma fraccién enlazada a la
proteina. El comportamiento de Gli 4 es intermedio y finalmente, y como se ha
venido observando en los otros ensayos, la curva de enlace que se corresponde
con la familia mas numerosa estd mas desplazada hacia concentraciones

mayores de aptamero, lo que indica una menor afinidad.

Puesto que el aptamero Gli 12 no es capaz de reconocer a las prolaminas del
centeno, tdxicas para los celiacos, se descarta este aptamero para estudios

posteriores.
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Figura 3-21: Curva de enlace de los aptameros aptamero Gli 1 (rosa), Gli 12 (negro), Gli 3 (verde), Gli 4
(azul) a la prolamina del centeno.

Del mismo modo que se ha realizado el ensayo con la proteina proveniente del
centeno, se verificd un ensayo empleando proteina extraida de la avena. Se
sabe que la avena es una proteina fuente de controversia para los expertos en
cuestidon de si es o no téxica para el enfermo celiaco. A la vista de este punto y
conociendo que varios de los anticuerpos disponibles comercialmente no
presentan reactividad con las proteinas de la avena, es interesante la
determinacion de la capacidad de enlace de los aptameros en desarrollo en el

presente trabajo por estas proteinas.

Tras la realizacion de los diferentes ensayos con los tres aptameros, solo el
aptamero Gli 4 permite la obtencién de la curva de enlace con la proteina de la
avena. En la Figura 3-22 se puede observar la curva de enlace obtenida para el
aptamero Gli 4. Cabe destacar, que en este caso, a diferencia de lo obtenido

para el PWG y para la proteina de centeno, las intensidades de corriente netas
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son menores. También se puede apreciar que, a las concentraciones de ADN
ensayadas, idénticas a las de estudios anteriores, no se alcanza la saturacion.
Seria necesaria una concentracion de aptamero mucho mayor a la que se
emplea para se produzca la ocupacion de todos los sitios de unién disponibles.
Esto es una indicacion de que el reconocimiento de la avena por parte del
aptamero Gli 4 se produce con menor afinidad que el enlace del mismo
aptamero a las otras proteinas ensayadas. Este resultado no es inesperado
puesto que como se ha comentado anteriormente, ni siquiera algunos de los
anticuerpos disponibles comercialmente son capaces de reconocer a las
proteinas de la avena. Esto es interesante debido a que disponemos de
aptameros que detectan avena (Gli 4) y otros que no la detectan (Gli 1y Gli 3) lo
gue permitiria, en un ensayo con ambos tipos de aptdmero, determinar la

presencia/ausencia de avena.

0,6 -

0,0 T T T T TIIrI] LI |-||||| T T T T TII0] T T T T TIIrI] T T T 11r11mn
0 1 10 100 1000 10000

[aptamero] / nM

Figura 3-22: Curva de enlace de Gli 4 a la prolamina de avena.
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En resumen, tras el cribado de los diferentes aptameros se comprueba que
todos ellos presentan afinidad contra el péptido 33-mer contra el que fueron
seleccionados. Cuando se estudia el reconocimiento de la gliadina o diferentes
proteinas alergénicas, solo dos de ellos no presentan afinidad suficiente para el
disefio de un ensayo analitico. Es por esto por lo que se descartan los
aptameros Gli 12 y Gli sq04. Los resultados mas prometedores son los
obtenidos para el aptamero Gli 4, siendo del mismo modo interesante la
caracterizacion de Gli 1, que se corresponde con el clon de la familia mas

numerosa.
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4 Caracterizacion de la afinidad de los aptameros
seleccionados
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4.1 Introduccion

Con el objetivo de desarrollar herramientas analiticas para determinar gluten
en alimentos empleando los aptameros seleccionados como receptores
selectivos de la proteina alergénica o sus fragmentos, es necesario caracterizar
la interaccion de afinidad que se produce entre ellos. El reconocimiento
molecular entre el aptdmero (apt) y el péptido 33-mer empleado en su
seleccidn o la proteina completa (diana, D) es un proceso reversible en el que
pueden intervenir multiples interacciones no covalentes como interacciones

electrostdticas, puentes de hidrégeno o interacciones hidrofébicas.

En el caso mas simple, la unién del aptamero al péptido, se puede asumir que el
pequefio tamafio de este impedira la unidn de varias moléculas de aptamero.
Por lo tanto, se puede representar esta interaccién mediante el siguiente

equilibrio:apt+ D 2 apt—D

Este equilibrio viene descrito por la constante de equilibrio correspondiente,
bien en forma de constante de asociacion
_ [apt - D]Eq

= Ecuacion 4-1
A [apt]gq[Dleq

o0 como constante de disociacion

_ [aptlgq[Dlgq _ 1
P [apt-— Dlgq Ka

. . . . . . -1
La constante de asociacion, con dimensiones de inverso de concentracién (M™)

Ecuacion 4-2

es una medida directa de la fuerza de la interaccidn; a mayor constante de

asociaciéon mayor afinidad de union receptor-ligando. Por el contrario, la
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constante de disociacion, con unidades de concentracion (M) es tanto menor

cuanto mayor sea la afinidad de la interaccién en estudio.

Una de las estrategias mas comunes para medir la constante de afinidad es

utilizar el modelo de equilibrio.

El protocolo experimental en este tipo de ensayos es muy simple. Se incuba una
cantidad constante de uno de los componentes que interaccionan con
cantidades crecientes del otro. Una vez que la reaccién ha alcanzado el
equilibrio se debe medir la concentracién del complejo formado. Asi si es el
péptido el que se mantiene constante en el ensayo a un nivel de concentracidn

[D]tot, considerando el balance de masa:

[D]tot = [D]Eq+[apt - D]Eq Ecuacién 4-3
Y sustituyendo [D]gq en la expresién de la constante de afinidad (Ecuacién 4-2)
se puede obtener la relacidn:

[apt] Eq [D] Tot

[apt — D]Eq = m Ecuacion 4-4

De la misma forma si se mantiene constante la cantidad de aptdmero [apt]to¢

teniendo en cuenta que

[apt]Tot = [apt] Eq"'[apt - D] Eq Ecuaci6n 4-5

Se obtiene que:
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[D] Eq [apt]Tot
[D]Eq + KD

Ecuacion 4-6

[apt — D]Eq =

Ambas expresiones representan la isoterma de Langmuir. Si el ensayo se disefia
convenientemente, empleando concentraciones de la especie que se varia
(aptamero en el primer caso y péptido en el segundo) significativamente menor
que Kp, se puede asumir que la concentracion de dicha especie que permanece
libre en el equilibrio no es significativamente diferente de la concentracién
inicial. Por tanto, la representacion de la cantidad de complejo formado en el
equilibrio frente a la concentracién de la especie valorante adoptara la forma
de una hipérbola rectangular y el ajuste no linear de esta curva a las ecuaciones
Ecuacidn a-a y Ecuacion a-6, permite obtener el valor de la constante de afinidad
Kp. En este trabajo se ha optado por emplear diferentes técnicas que permiten
medir la cantidad de complejo formado sin necesidad de llevar a cabo una
separacion de las fracciones enlazada vy libre del aptdmero o péptido una vez

gue la reaccién ha alcanzado el equilibrio.

Entre estas, la calorimetria isotérmica de valoracidn es la técnica de eleccion si
se pretende evaluar la afinidad de la interaccion en disolucion sin necesidad de
marcar ninguno de los componentes que intervienen en la misma. Por otro
lado, se prevé que el desarrollo de ensayos analiticos exigira el uso de alguno de
los dos reactivos: aptdmero o péptido marcados o su inmovilizacidn. Por esta
razon se han seleccionado la espectroscopia de impedancia faradaica (FIS) y la
espectroscopia de resonancia de plasmén de superficie (SPR) para evaluar si la
afinidad de la interaccidn se ve alterada por la inmovilizacion de alguno de los

componentes que participan en ella.
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De igual modo se han empleado los datos obtenidos en la obtencién de la curva
de enlace, donde si que se sigue un procedimiento que supone la separacién de
las fracciones libre y enlazada, para la evaluacion de la influencia del marcaje

del aptdmero en la afinidad.

4.2 Determinacion de la afinidad en disolucion

Para obtener la constante de la reaccién de reconocimiento entre los
aptameros Gli 1 y Gli 4 y el péptido 33-mer en disolucién se empled la
calorimetria isotérmica de valoracién (ITC por sus siglas en inglés) una técnica
ampliamente empleada para la caracterizacion de interacciones entre
biomoléculas [129]. Permite monitorizar las interacciones entre biomoléculas y
obtener diferentes pardmetros que caracterizan las uniones de afinidad
midiendo el calor absorbido o liberado durante la reaccién. Se ha descrito
ampliamente en la bibliografia el empleo de medidas de ITC para caracterizar

enlaces aptdmero-ligando [130].

Mediante esta técnica es posible medir directamente constantes de disociacion,
Kp, desde 107 a 10° M. No es posible medir constantes de disociacion cuyos
valores se encuentra por debajo de 10° M debido a gue la sefial proporcionada
por la fraccion no enlazada estaria por debajo del ruido instrumental. Tampoco
es posible la medida de afinidades mas débiles, cuyas constantes de disociacion
se sittien por encima de 10> M por el requerimiento de grandes cantidades de

reactivos que conllevan problemas de solubilidad y/o disponibilidad.

La instrumentacion requerida para un andlisis por ITC es un calorimetro de flujo

de calor que trabaja siguiendo el principio de compensacién dindmica de la
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potencia. Esto es, mide la potencia calorifica (ucal/s) que se necesita para
mantener constante la diferencia de temperatura entre la celda de medida y la
celda de referencia, siendo esta diferencia de temperatura proxima a cero.
Inicialmente el sistema aplica una pequeiia potencia a la celda de medida en la
gue se encuentra la especie valorada, lo que determina el nivel de la linea de
base. Cada inyeccién de la disolucién de valorante desde la jeringa,
desencadena la reaccién de reconocimiento molecular y, dependiendo de la
afinidad y la concentracién de los reactivos en la celda se forma una cierta
cantidad de complejo de afinidad, aptamero-péptido en nuestro caso. La
formacién del complejo va acompafiada de una liberacién o de una absorcién
de calor que provoca una diferencia de temperatura entre las dos celdas. Para
igualar la temperatura de las dos celdas el sistema requiere de la aplicacion de
una potencia calorifica para compensar la diferencia. Después de cada

inyeccion el sistema vuelve a alcanzar el equilibrio térmico.

La sefial obtenida, potencia calorifica, en cada inyeccion adopta la forma de un
pico. Integrando el area bajo el pico y asumiendo la linea de base como
referencia, se obtiene la cantidad de calor asociada a la inyeccién. El
experimento, en el que se mide la interaccidén entre el ligando ensayado y su

molécula diana constituye un sistema termodinamico cerrado.

Para cada inyeccion el calor absorbido o liberado viene dado por:
q = VAH A[D]g

Donde V es el volumen de reaccion, AH es el cambio de entalpia expresado en
kcalx(mol de ligando)™ y A[D]g en este caso, el péptido, es el cambio de la

concentracion de ligando enlazado, que suponiendo una estequiometria 1:1 se
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corresponderia con A[apt— D]. La acumulacién total de calor emitido o

absorbido es:

Q= VAHZ Alapt — D] = VAH[apt — D] Ecuacién 4-7

Durante el experimento se mantiene constante la cantidad de aptamero en la
celda de medida mientras que se afiaden cantidades crecientes de péptido 33-
mer desde la jeringa. El tampdn que se emplea en el ensayo es el tampdn de
seleccidn, BS. La concentracidn inicial de aptdmero en la celda es de 33.4 uM y
la concentracién de péptido en la jeringa es de 338 uM. En la realizacién del
experimento se hace una primera inyeccion de 4 uL de péptido seguida de 18
inyecciones de 15 L, lo que da lugar a un incremento de su concentracion en
celda desde 0,95 uM hasta 59 uM. En el experimento de ITC se obtiene una
linea de base estable cuando el contenido de la celda calorimétrica alcanza el
equilibrio al ser la temperatura de la celda de medida y la de referencia igual. Es
necesario que la concentraciéon de péptido, cargado en la jeringa, sea mucho
mayor que la de aptamero, situado en la celda calorimétrica, para poder variar
la relacién molar péptido/aptamero desde 0 hasta un valor superior a 1 para

asegurar que todo el aptdmero en la celda esté enlazado a péptido.

En cada caso se recalculan las concentraciones de aptamero y de péptido
teniendo en cuenta la dilucién que se produce tras la adicién de cada una de las
inyecciones. Se registra la potencia calorifica necesaria para mantener la
diferencia de temperatura entre la celda de medida y la celda de referencia,
obteniéndose las medidas que se pueden ver en el inserto la Figura 4-1 de

potencia calorifica en funcidn del tiempo para los experimentos realizados a
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Figura 4-1: Curvas de ajuste del calor integrado para cada inyeccidon en funcién de la relacién molar,
insertos medidas de ITC, potencia calorifica en funcién del tiempo para la reaccidon de reconocimiento
péptido-Aptamero para el Gli 1.
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17°Cy a 37 °C. En el mismo grafico se puede ver la representacién de los datos
de la entalpia, AH, en unidades de kcal/mol para cada inyeccion frente a la
relacién de concentraciones [péptido]/[aptamero], que se ajustan a un modelo
de enlace, obteniéndose los pardmetros de ajuste Ky y n (estequiometria de la
reaccion. Ademas teniendo en cuenta que RT In Kp = AH — T AS, se pueden
también obtener los valores de AG y AS para la interaccién estudiada. De esta
forma se tiene que los datos termodinamicos para la union péptido-ADN son los

detallados en la jError! La autoreferencia al marcador no es valida.

El proceso es exotérmico y el area integrada bajo cada pico representa el calor
liberado tras cada inyeccidn de péptido en la celda. El cambio total de entalpia
de la celda tras cada inyeccion se obtiene dividiendo el calor liberado para cada
inyeccion entre el nimero de moles de ligando afadidos. Esta entalpia global
estd formada por dos componentes, la entalpia correspondiente a la dilucion
del péptido, al variar su concentracién de la original en la jeringa a la final en la
celda, y la entalpia correspondiente al enlace. La entalpia correspondiente a la
dilucién se obtiene cuando todo el aptamero en la celda ha sido saturado de
péptido. En la Figura 4-2 se puede ver la entalpia total para el experimento
realizado a 17°C. En las inyecciones con una relacién molar superior a 1,4, se
tiene todo el aptdmero en la celda saturado de péptido y la entalpia de estas
inyecciones se corresponde con la entalpia de dilucion. El promedio de la
entalpia de las ultimas siete inyecciones es AH =-0.91 + 0.1 kcal-mol™ y se

considera esta como una buena estimacién de la entalpia de dilucién.
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Tabla 4-1: Datos termodinamicos de la unidn péptido-Aptamero para el Gli 1 medidos por ITC.

17°C 37°C

Cambio de energia libre de unién

-9,75 kcal/mol -10,6 kcal/mol

AG =-R-T:In K},

Cambio de entalpia de unién, AH 0,70 + 0,01 kcal/mol

0,57 + 0,01 kcal/mol

Cambio de entropia de unién, AS

36,0 cal/(K-mol) 37,4 cal/(K-mol)

n

1,12 +0,01 1,07 £0,01

Constante de disociacion Kp

AHtotal (kcal/mol)

0,0
-0,1
-0,2
-0,3
-0,4
-0,5
-0,6
-0,7
-0,8
-0,9
-1,0

45+ 10 nM 176 nM

AI-Idil

-

0,0

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Relacion molar

Figura 4-2: Entalpia total del experimento de ITC realizado a 17°C.

La interpretacion de los datos de AH y de su dependencia con la temperatura es

habitualmente cualitativa debido a las complejas contribuciones de los

equilibrios adyacentes a la reaccién de reconocimiento. Para que se dé lugar la

reaccion de afinidad pueden darse cambios en la estructura de cualquiera de las

109



especies implicadas que pueden ocasionar la modificacion de varias

propiedades fisicoquimicas.

El enlace aptamero-péptido estd dominado por la entropia dado que se han
medido entropias altas y positivas para los experimentos realizados a ambas
temperaturas, mientras que la contribucién de la entalpia es pequefia pero
positiva. Esta contribucidén de la entalpia es desfavorable para el enlace. Este
comportamiento termodinamico esta habitualmente asociado al lamado efecto
hidrofdbico, debido principalmente a una reorganizacion del disolvente. Las
variaciones de la entropia relacionadas con la formacion de un complejo
ligando-diana tienen principalmente dos contribuciones: la reduccion de grados
de libertad de ambas moléculas, que es una contribucion generalmente
negativa y los efectos de solvatacidén [131]. Cuando una molécula hidrofébica
estd involucrada, la hidratacién es entrépicamente desfavorable debido a la
ruptura de puentes de hidrégeno estables del agua y la formacién de una capa
de moléculas de agua alrededor de la molécula hidrofoba [132]. Esto conlleva
una entropia desfavorable. Sin embargo, si en enlace supone la retirada de
grupos no polares del agua, el proceso de desolvatacién puede contar con un
cambio favorable en la entropia [131, 133]. Por lo tanto, un cambio positivo en
la entropia es una evidencia de la liberacion de moléculas de agua de
solvatacion desde la esfera de solvatacidon de la molécula hacia el seno de Ia
disolucién [134]. La capacidad calorifica despreciable obtenida minimiza el

papel de las interacciones hidrofébicas en el enlace aptamero-péptido.

Las interacciones de ADN dominadas por la entropia no son inusuales incluso

para enlaces con agentes intercalantes, cuyas interacciones de apilamiento se

110



espera que contribuyan mayoritariamente a la entalpia de enlace con una
entropia negativa [135]. Se ha descrito que la interaccion de aptameros con
antibidticos [136, 137], adenosina [138] o L-tirosinamida [139] estan
controladas por cambios negativos en la entropia. De igual forma, la interaccion
de los aptdmeros con la trombina [140], lisozima [118], y un péptido pridnico
[141] estan también dominadas por la entropia. En el caso de la lisozima, este
comportamiento estd acompafiado por un incremento de la constante de
disociacion con la temperatura, que se explica por una progresiva ruptura de la
débil estructura secundaria del aptdmero. En el caso del aptamero Gli 1, la
estructura secundaria es muy débil a temperatura ambiente, pero se observa la

tendencia opuesta.

Este mismo experimento se ha llevado a cabo también para el aptamero Gli 4.
Sin embargo los resultados de ITC, que se pueden ver en la Figura 4-3.
Realizando inyecciones de péptido en la celda, se mide una absorcién de calor
correspondiente a cada inyeccién que no varia con la relacién molar
aptdmero/péptido. Estas medidas no hacen posible la obtencién de Ia

constante de disociacion ni de ningun pardmetro de enlace.
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Figura 4-3: Medidas de calorimetria de valoracion isotérmica para la interaccidon péptido 33-mer con el
aptamero Gli 4

Las hebras de ADN del aptdmero Gli 4 en disolucién, presentes en la celda,
pueden estar formando duplex imperfectos pero termodinamicamente
favorables. Asi, las moléculas de aptadmero estarian enlazas entre si por
hibridacidn. Los parametros para esta hibridacién son los indicados en la Tabla

4-2.

Tabla 4-2: Caracteristicas termodinamicas de la hibridacién de dos hebras de aptamero Gli 4.

AG AH AS Tm

-6,6 kcal/mol -43,2 kcal/mol -122,7 cal/(K-mol) 23,6°C

Donde T,, la temperatura de fusion del hibrido, que es aquella a la que la mitad
de las hebras estan en forma de duplex. Al ser la temperatura de fusién de
23,6°C, a una temperatura inferior, mas de la mitad de las hebras estaran
hibridadas. Por ello, en el experimento a 17°C una mayoria de las secuencias de
ADN en la celda estarian formando duplex. De esta forma, al afiadir el péptido
33-mer a la celda para que se produzca el reconocimiento deben deshibridarse

los duplex de Gli 4. Asi se produciria la liberacidon/absorcién de calor en varios

112



procesos simultdaneos, siendo imposible la medida del proceso de unidn

aptamero-péptido.

Es llamativo el hecho de que no se pueda monitorizar el enlace del aptamero Gli
4 con el péptido en disolucién teniendo en cuenta que es el que mejores
caracteristicas parecia tener atendiendo a los resultados de las curvas de enlace
frente al péptido 33-mer inmovilizado en las particulas magnéticas realizadas en

los ensayos de cribado.

4.3 Evaluacion del efecto de la inmovilizacion sobre superficies en la
afinidad
En el desarrollo de ensayos analiticos puede ser necesario inmovilizar uno de
los dos reactivos que participa en la reaccién sobre una superficie. La superficie
puede provocar impedimentos estéricos que dificulten la unién, es decir, puede
hacer disminuir la afinidad del receptor por el ligando. En los ensayos tipo
sandwich se inmoviliza el receptor mientras que en los ensayos competitivos se
inmoviliza la diana. Con el fin de evaluar la influencia de la inmovilizacién de
ambas moléculas sobre la afinidad se deben emplear técnicas que no requieran
el uso de marcas. Por ello, se emplean la espectroscopia de impedancia

faradaica y la espectroscopia de resonancia de plasmdn superficial.

4.3.1 Espectroscopia de impedancia faradaica
La espectroscopia de impedancia es una técnica electroquimica que estudia la
respuesta del sistema a la aplicacion de una corriente alterna periddica de

pequeiia amplitud a diferentes frecuencias. El analisis de la respuesta del
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sistema proporciona informacidn acerca de la interfase electrddica, su

estructura y las reacciones que tienen lugar en ella [142].

La impedancia se calcula como la relacion entre las funciones voltaje V(jw) del
sistema y la funcidn corriente I(jw) generada por la perturbacién del sistema
por accién de la corriente alterna aplicada. La medida se puede llevar realizar
empleando diferentes técnicas, una de las cuales utiliza un analizador de

frecuencias de respuesta.

La impedancia de un sistema se describe como:
: V(jw) .
Z(jw) = m = Zre(w) + jZipm (w) Ecuacién 4-8
De esta forma se presenta la impedancia como suma de una parte real Z..(w)
originada por la resistencia de la celda y una parte imaginaria Z;, (w) originada

por la capacitancia de la celda. Siendo en la Ecuacién 4-9: j = vV—1; w = 2nf

con unidades de rad/s y f, frecuencia de excitacidn, con unidades de Hz (5'1).

Una celda electroquimica en la cual una especie en disolucién sufre un proceso
redox sobre la superficie de un electrodo sdélido (reaccion de trasferencia
electrénica heterogénea) puede modelizarse como el denominado circuito
equivalente de Randles-Ershler [143] esquematizado en la Figura 4-4. la
corriente total de la celda esta formada por dos componentes que se suman: la
corriente del proceso faradaico y la del proceso de carga de la doble capa. Por
ello, ambos componentes estdn colocados en paralelo. La capacitancia de la
doble capa esta representada en la rama superior por Cpc, mientras que el

proceso faradaico no puede representarse por un Unico elemento. El
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tratamiento mas simple de la impedancia faradaica consiste en separarla en dos
contribuciones: la resistencia a la trasferencia de carga (Rte) y la impedancia
general, también denominada impedancia de Warburg, Z\, que es la resistencia
a la transferencia de masa desde el seno de la disolucidon al electrodo. Como
toda la corriente debe pasar a través de la disolucidn, la resistencia de la misma,
Rp, se coloca en serie. En un electrodo modificado Cpc se representa como la
capacitancia del electrodo no modificado y la capacitancia originada por la capa
del modificador colocadas en serie. Si la superficie del electrodo es rugoso, Cpc
no describe adecuadamente la capacitancia, por lo que se suele utilizar el
denominado “elemento de fase constante” que refleja la heterogeneidad del
electrodo y la desviacion del modelo de Randles-Ershler. En cualquier caso
cualquier modificador que actie como aislante sobre la superficie electrédica

retardard la cinética de la transferencia electrénica e incrementara Rye.

Coc
1
11
—I— —
Ro
VW—==m
Rw Rre
—

Impedancia faradaica

Figura 4-4: Circuito equivalente general
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De esta forma, Rp y Zw dependen de las propiedades de la disoluciéon y no se
ven afectadas por cambios en la interfase electrédica. Sin embargo, Cpc v Ryt

dependen de la naturaleza de la interfase electrodo electrélito.

Para la obtencién de un espectro de impedancia se aplica un voltaje de
corriente alterna a diferentes frecuencias y se mide la intensidad de la corriente
alterna generada a las distintas frecuencias. Dividiendo V entre | se obtiene la
impedancia a cada frecuencia. Como representacion de la respuesta de estos
experimentos de FIS se obtiene el diagrama de Nyquist que representa, la parte
imaginaria de la impedancia Z;,,(w) como (-Z”) frente a la parte real Z..(w)

como (Z’) obtenida a cada frecuencia aplicada.
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Figura 4-5: Diagrama de Nyquist.

En la Figura 4-5 se muestra un diagrama de Nyquist tipico. Una desventaja de
esta representacién es que no refleja las frecuencias a las que se han obtenido

los datos. El diagrama presenta dos regiones claramente diferenciadas. La parte
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semicircular, obtenida a las frecuencias mas altas, se corresponde con los
procesos limitados por la velocidad de la transferencia electrénica. Del mismo
modo, la parte lineal que caracteristicamente se encuentra a menores
frecuencias se corresponde con los procesos electroquimicos limitados por la
difusién. Esto es asi porque cuando se emplean altas frecuencias, la medida es
tan rapida que la corriente medida es debida a los procesos de transferencia
electronica mas rapidos. Cuando la frecuencia disminuye, el tiempo de medida
se alarga, por lo que la transferencia electrénica es suficientemente rapida
respecto al tiempo de medida y por tanto, deja de ser la etapa limitante de la
reaccién heterogénea. En este punto la reaccidn pasara a estar limitada por la
difusiéon de las moléculas electroactivas desde el seno de la disolucién al
electrodo. El didametro del semicirculo es igual a la resistencia de Ia
transferencia electrdnica, Ry mientras que la interseccidn del semicirculo con el
eje X a altas frecuencias se corresponde con la resistencia de la disolucion Rp.
Cuanto mas aislada o bloqueada esté la superficie del electrodo, mayor serd el

didametro del semicirculo, es decir Ry.

La técnica de espectroscopia de impedancia faradaica (FIS por las siglas inglesas
Faradaic Impedance Spectroscopy) aporta informacion acerca de los cambios
ocurridos en la superficie electrddica que produzcan un cambio en la resistencia
a la transferencia electréonica de la misma en presencia de una especie
electroactiva en el medio. Por ello se propone como técnica para estudiar la

interaccion aptamero-péptido.

Para esto, se modifica la superficie de electrodos de oro con el aptamero Gli 1,

marcado en su extremo 5’ con un tiol que permite la fijacién de la hebra de
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ADN tiolada sobre la superficie de oro por quimisorcion y se hacen
interaccionar con el péptido 33-mer en disolucion. Al pH de medida (pH=7,4) se
encuentra (7,4), el péptido neutro tal y como se puede ver en la Figura 4-6,
obtenida empleando una herramienta informatica disponible online que
permite el calculo de propiedades de péptidos a partir de su secuencia [144].
Debido a esto se espera que la unién del péptido a la superficie modificada con
aptamero aumente la resistencia a la transferencia electréonica de una especie

-3/-4

electroactiva, en este caso [Fe(CN)g] un anioén. Si estuviese cargado

positivamente se esperaria el comportamiento contrario.

z

Figura 4-6: Representacién de la carga neta (Z) frente al pH, para el péptido 33-mer.

La quimisorcion de compuestos tiolados sobre oro conduce a la formacion de
monocapas autoensambladas (SAM por sus siglas en inglés, Self Assambled
Monolayer). Sin embargo, si los compuestos tiolados estan cargados, como en
el caso del polianién ADN, no se forman verdaderas SAM, ya que no es posible
alcanzar un empaquetamiento tan compacto como el logrado con cadenas
hidrocarbonadas [145]. Por ello, la monocapa de ADN presenta regiones sin

recubrir que pueden actuar como puntos de adsorcién de moléculas en
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disolucion. Debido a esto, es necesario introducir una molécula pequeia tiolada

para bloguear estos sitios de adsorcién.

La introduccién de un segundo reactivo tiolado que minimice adsorciones
inespecificas es necesaria y beneficiosa [146] porque el ADN puede enlazarse a
la superficie por los 4tomos de nitrégeno de sus bases, dando como resultado
gue no se podria producir reconocimiento entre el aptdmero y el péptido. El
compuesto tiolado adicional desplaza estas interacciones débiles obligando al
ADN a mantener una posicion mas vertical, favoreciendo su interaccion con
otras moléculas. Tarlov y col. propusieron el empleo de 6-mercapto-1-hexanol
como reactivo tiolado secundario [146]. Aunque se han propuesto varias
alternativas sigue siendo el mas ampliamente utilizado. A pesar de los buenos
resultados obtenidos con SAM binarias se ha comprobado que la construccion
de monocapas de ADN de tres componentes en las que se inmoviliza, junto con
una hebra de ADN, mercaptohexanol y un ditiol presentan ain menores
adsorciones inespecificas debido a un bloqueo mas efectivo de la superficie
[147]. Por ello se decidié emplear una monocapa ternaria para estudiar la
interaccion entre el aptdmero y el péptido. El procedimiento empleado fue el

siguiente:

1. Limpieza del electrodo. La formacién del enlace azufre-oro, que da lugar
a la monocapa autoensamblada, requiere que la superficie esté libre de materia
organica e impurezas y lo menos rugosa posible para que no se vea afectada la
reaccion de quimisorcion y la reproducibilidad de la SAM formada. Con este fin,
se siguid un protocolo que elimina la materia organica de la superficie del oro

sumergiendo los electrodos en disolucién 1:3 de H,0, y H,SOy4, disolucidn piraia
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ialtamente corrosival, durante 10 minutos. Tras ese tiempo se lavaron con agua
Milli-Q. Posteriormente, se pulieron los electrodos sobre alimina de tres
tamafios de particula 1um; 0,5 um, 0,03 um. Se comenzé por la alimina de
mayor tamafio. Entre cada pulido los electrodos se lavaron con agua Milli-Q.
Después de la ultima etapa de pulido los electrodos se sumergieron en agua
Milli-Q y se trataron en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. Como paso
final de limpieza quimica de la superficie se llevaron a cabo tratamientos
alcalinos y acidos de los electrodos, entre cada uno de las diferentes etapas los
electrodos se lavaron con agua Milli-Q. Se sumergieron los electrodos en KOH 2
M a 60°C durante una hora en thermoblock. Finalmente se sumergieron en
HNO;z y luego en H,SO,; concentrados durante 10 minutos. Por ultimo se
procedid a la limpieza electroquimica de la superficie, paso que también
permite comprobar el estado electroquimico de la misma. Para ello se llevaron
a cabo 15 ciclos de potencial desde 0 a 1,6 V en H,S0O4 0,1 M a una velocidad de
barrido de 100 mV/s

2. Desprotecciéon del aptamero tiolado. La secuencia de ADN
correspondiente al aptdmero Gli 1 se obtiene comercialmente sintetizada
guimicamente con la modificacion requerida en el extremo 5. Esta
modificacion se comercializa en forma de ditiol que ha de ser reducida
previamente a su puesta en contacto con la superficie de oro. La secuencia de
ADN es suministrada liofilizada. Tras su llegada se reconstituye en agua Milli-Q a
una concentracién de 50 uM. Se toman 900 pL de la disolucién de secuencia
tiolada protegida con el ditiol, se le afiaden 100 pL de ditiotreitol 100 mM y se
incuban en nevera a 4°C durante 18 horas. Tras este proceso el ditiol se
encuentra ya reducido y es necesario separar la secuencia de ADN de los

productos originados durante la reduccién asi como del exceso de ditiotreitol.
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Para la separacion se lleva a cabo una purificacion de la secuencia de ADN en
columnas de exclusion por tamafios NAP-10 de GE-Healthcare. La elucion del
ADN de la columna se lleva a cabo con agua Milli-Q y se comprueba la
concentracion llevando a cabo una medida espectrofotométrica a 260 nm. Tras
esto la secuencia de ADN tiolada desprotegida se conserva alicuotada en el
congelador a -20°C.

3. Los electrodos limpios se introdujeron en una disolucién de 50 nM del
ADN tiolado con 300 nM de hexanoditiol y se incubaron durante 16 horas con
agitacioén. Tras esto, se lavaron con agua Milli-Q y se procedio al bloqueo de los
sitios libres de la superficie mediante una incubacién con mercaptohexanol en
agua a concentracion 1 mM durante 50 minutos. Tras este proceso los
electrodos modificados con la monocapa ternaria se sumergieron en tampén BS

Yy se conservaron en nevera hasta su uso.

Se realizaron medidas de impedancia previas a los ensayos de enlace. El medio
de medida fue Tris HCl 10 mM de pH 7,4 con KCl 100 mM y 5 mM de una
mezcla equimolar de K3[Fe(CN)s]/K,[Fe(CN)s]. Las medidas se llevaron a cabo a
0,223 V, que es el potencial formal medido del par redox que permite
monitorizar la resistencia al paso de los electrones de la superficie. El intervalo
de frecuencias empleado fue: desde 10 KHz a 100 mHz y amplitud de tensién
alterna superpuesta de 5 mV. Todas las medidas fueron realizadas a

temperatura ambiente con la celda desoxigenada y protegida de la luz.

La impedancia de la monocapa ternaria fue enorme (Z' > 400 kQ a frecuencias
bajas). No se pudo observar la semicircunferencia completa. Esto indica que la

monocapa estd muy bloqueada por lo que no es posible la realizacién del
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ensayo, que implicaria un mayor aumento de la impedancia. Debido a esto se
decidio trabajar con monocapas construidas solo con dos componentes.

Para ello, se inmovilizé en primer lugar el ADN tiolado y posteriormente se
bloqued la monocapa con mercaptohexanol. Se ensayaron dos procedimientos

alternativos.

Inmovilizacion del ADN tiolado sobre la superficie de oro a potencial abierto con
agitacion, es el método mds comun. Para ello se sumergid el electrodo en una
disolucién de aptdmero tiolado de concentraciéon 500 nM en tampdn de ensayo
BS y se incubd bajo agitacién durante 16 horas. Posteriormente se lavd con
agua milli-Q y se bloqueé la superficie incubando con mercaptohexanol en agua
a concentracion 1 mM durante 50 minutos. Tras este proceso los electrodos
modificados con la monocapa binaria se sumergieron en tampdén BS y se

conservaron en nevera.

Para medir la formacién del complejo aptdmero-péptido se sumergid el
electrodo en una disoluciéon de 100 nM de péptido 33-mer en BS, con agitacién
y se dejo interaccionar 5 minutos. Tras esto se lavd el electrodo con BS, se
introdujo en la disolucidn de medida y se mide la impedancia del electrodo tras

la interaccion.
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Figura 4-7. Espectros de impedancia de: (a) Oro limpio; (b) Monocapa; (c) Interaccién 5 min con péptido
para monocapa binaria

Como se puede ver en la Figura 4-7, la formacién de la monocapa, asi como la
interaccidn con el péptido producen un incremento de la resistencia al paso de
electrones hacia el electrodo. La resistencia del electrodo de oro se ve
incrementada por la modificacién del mismo al estar en la superficie presentes
el aptamero tiolado, que es una especie cargada negativamente vy el
mercaptohexanol, que es una especie neutra que actla Unicamente como
blogueante. Tras la interaccién con el péptido también se produce un aumento
de la resistencia debido al enlace del mismo al aptamero presente en la

superficie.

La formacidn de la monocapa a potencial abierto es un proceso largo, por esto,
se plantea la posibilidad de reducir este tiempo de modificacién empleando una

estrategia en la que el aptdmero se deposita en la superficie mediante la
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aplicacion de un potencial al electrodo. Este protocolo experimental ha sido
empleado previamente por nuestro grupo de investigaciéon [148] obteniéndose
resultados asimilables a los que proporciona la modificacién a potencial abierto
pero de forma mucho mas rapida. Para ello se procedié a la reduccién
electroquimica de la superficie del oro, aplicando durante 5 minutos un
potencial de + 0,3 V en SSPE 2x; posteriormente se formd la monocapa con el
ADN tiolado poniendo en contacto el electrodo con una disolucion de 200 nM
de ADN tiolado en el mismo tampdn y aplicando durante 5 minutos un
potencial de +0,4 V. Finalmente el electrodo se lavd con agua milli-Q y se
bloqueé la superficie incubando con mercaptohexanol en agua a concentracion
1 mM durante 50 minutos. Tras este proceso los electrodos modificados con la

monocapa binaria se sumergieron en tampdn BS y se conservaron en nevera.

Para poder comparar los resultados obtenidos con ambos procedimientos se
expreso el cambio de Rtg como:
Rpg (m) — Rpg (i)

% AR = 100
/o AR R

Siendo Rrg (m) la resistencia a la transferencia electrénica de la medida y
Ryg (i) la resistencia a la transferencia electrdnica inicial. Esto es necesario
debido a que, incluso teniendo las mayores precauciones en la preparacién de
las monocapas, lo valores de Rty iniciales varian mucho. Estas variaciones se

corrgen mediante la normalizacidn descrita.
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Figura 4-8: % de ARy para los electrodos modificados con monocapa binaria a potencial abierto o bajo
tension, después de la interaccién durante 15 minutos con 100 nM de péptido.

En la Figura 4-8 se comprueba que los electrodos modificados con ambos
protocolos son equivalentes comparando el % ARte obtenido para cada uno de
ellos interaccionando con 100 nM de péptido durante 15 minutos. Por esto se
opta por el protocolo de inmovilizacién de la sonda tiolada bajo tensién dado

gue aporta la ventaja del ahorro de tiempo.

Dado que la impedancia detecta cambios en la superficie del electrodo,
interacciones inespecificas en la misma proporcionarian sefiales medibles. Para
comprobar que las medidas son especificas se llevaron a cabo una serie de
pruebas con diferentes superficies modificadas. Se prepararon las siguientes

superficies:

1. Oro limpio.
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2. Monocapa de mercaptohexanol.
3. Monocapa de una hebra de ADN tiolado no aptamérica. La secuencia es
AGT CAA CCA GTA TTA TCT GAC CGT CCC A y se inmovilizd en la misma

concentracion siguiendo el mismo procedimiento.

Todas ellas se hicieron reaccionar con el péptido 100 nM durante 15 min.

Adicionalmente se prepard una monocapa de aptamero y mercaptohexanol y se
incubd con un péptido diferente al péptido diana, concretamente el péptido

control.

30 4
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15 ~
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% AR

Figura 4-9: % AR de las diferentes monocapas blanco a la interaccion con péptido 100 nM durante 15
minutos

En la Figura 4-9 se pueden observar los incrementos de Rtz en % obtenidos en
todos los casos. La variaciéon de Rye es practicamente nula en todos los casos y

siempre muy inferior a la obtenida con la monocapa de
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aptamero+mercaptohexanol. Ademas el aptdmero no reconoce al péptido
control. A la vista de estos datos se puede concluir que la monocapa construida
empleando el aptdmero Gli 1 y bloqueada con mercaptohexanol proporciona
unas medidas especificas que responden a la interaccion aptamero-péptido y
gue permiten monitorizar el seguimiento de la reaccién de interaccion. De esta
forma la sefal es una medida de la extensién de la formacién del complejo

aptamero-péptido en la superficie del electrodo.

Las medidas de FIS a diferentes tiempos de incubacidon permiten obtener la
curva cinética de asociacién, Los valores de equilibrio obtenidos son una
medida de la cantidad de complejo aptamero-péptido formado en superficie. Si
se representa Ryt en el equilibrio en % se obtiene una medida de la fraccion de
péptido enlazado. La ecuacidon de Langmuir (Ecuacién 4-6) relaciona la fraccion
de ligando enlazada, en este caso péptido, con la fraccién libre. Esta expresion
permite obtener el valor de la K. Se decidié calcular de esta forma la Kp. Para
ello se prepard un electrodo con la SAM binaria y se introdujo en una disolucion
de 33-mer en BS de concentracién 500 nM vy se realizd6 un espectro de
impedancia a diferentes tiempos de incubacion. En la Figura 4-10 se
representan las curvas de Nyquist en las que se aprecia el aumento de la

impedancia en funcién del tiempo de interaccién con el péptido.
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Figura 4-10. Espectros de impedancia de la interaccion del péptido a concentracion 500 nM con el
electrodo modificado con una monocapa binaria a distintos tiempos: (a) inicial; (b) 1 minuto; (c) 10
minutos: (d) 20 minutos

Para medir el cambio de impedancia a otra concentracién se procedid
incubando en HClI 50 mM en intervalos de tiempo de 2 minutos y se registré la
impedancia tras cada incubaciéon hasta que la resistencia se estabilizd y
recuperd su valor inicial. Sin embargo la regeneracién de la superficie no se
produjo de forma completa como se puede observar en la Figura 4-11. El
incremento de Ry de un electrodo al interaccionar con 500 nM de péptido
durante 20 minutos es del 40% y la sefial tras la regeneracién es de

aproximadamente la mitad.
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Figura 4-11: % ARy correspondiente a la interacciéon con 500 nM de péptido y posterior regeneracion de
un electrodo.

La imposibilidad de regenerar completamente la superficie del electrodo indica
gue no se disocian completamente todos los enlaces de afinidad aptdmero-
péptido formados. De esta forma, en una segunda incubacién con otra
concentracion no se obtiene la misma resistencia de partida teniendo entonces
gue no se dispone de la misma cantidad de sitios de unidn del aptdmero libres
en la superficie por lo que no es posible obtener la isoterma de Langmuir de
esta forma. Se ha descrito en la bibliografia la realizacién de etapas de
incubacién con concentraciones crecientes de la especie en disolucidn sin
etapas de regeneracion intermedias [149]. De este modo se obtiene una
valoracion del aptamero con el péptido. En la Figura 4-12 se muestra un
ejemplo de este tipo de experimentos. Para cada concentracidn se obtiene un
valor de equilibrio tras 15-20 min que se emplea para llevar a cabo el calculo de

la constante de afinidad.
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Figura 4-12: Representacion del incremento de ARy¢ frente al tiempo. Interacciones con (a) 50 nM; (b) 100
nM; (c) 200 nM; (d) 300 nM; (e) 400 nM de péptido 33-mer en disolucidn.

Los datos de cada concentracién se ajustaron a una funcién exponencial
obteniéndose de esta forma el incremento de Ry de equilibrio para cada
concentracion, que se representé frente a la concentracién de péptido en cada
caso trazandose asi la isoterma de Langmuir para cada experimento. Los valores
representados son la media de cuatro réplicas. La representacién de Langmuir
requiere conocer la fraccion libre de péptido. Una monocapa de ADN tipica
contiene aproximadamente 10* moléculas/cm?, lo gue supone unos 30 fmol de
aptamero. Para una concentracidén de péptido de 100 nM y un volumen de 1
mL, la cantidad de péptido, 100 pmol, es muy superior a la de aptamero por lo

que [Péptido]inicias = [Péptido]jipre-
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Figura 4-13. Representacion de la Isoterma de Langmuir para la valoracion de la afinidad.

En la Figura 4-13 se puede ver la isoterma de Langmuir para uno de los
experimentos de valoraciéon de la afinidad. Estos datos se ajustan a la isoterma
de Langmuir, de donde se obtiene la constante de afinidad. Los parametros de
ajuste a las isotermas de Langmuir de los diferentes experimentos se muestran
en la Tabla 4-3. El valor promedio de la constante de afinidad es 98 + 48 nM,
valor superior al calculado por ITC a 25°C (~ 29 nM). Esto indica que la
inmovilizacion del aptdmero por su extremo 5’ disminuye la afinidad pro el
péptido probablemente debido a impedimentos estéricos por la proximidad de

la superficie.
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Tabla 4-3: Parametros de ajuste a la isoterma de Langmuir para los experimentos de EIS

2

Kp (nM) %ARTEMax r
160+18 7143 0,997
41+11 7215 0,987
10016 14+1 0,999
90+18 6414 0,992

4.3.2 Espectroscopia de resonancia de plasmoén superficial

Un plasmodn superficial es la particula asociada a una onda de densidad de carga
superficial en la superficie de un metal que se describe como una onda
polarizada cuyo vector de campo magnético es perpendicular a la direccion de
propagacion. Esta onda se genera cuando un haz de luz polarizada incide sobre
una capa fina de metal (generalmente oro o plata) que se encuentra en la
interfase entre dos medios: uno, del que procede la luz con un indice de
refraccion n; y otro al que se desplaza la luz con un indice de refraccion n,,
siendo ni>n; con un angulo superior al critico. La luz incidente se refleja por
completo (reflexion interna total) salvo a un determinado dngulo de incidencia
para el que se observa una pérdida de reflectividad. Esto es debido a que los
fotones reflejados generan una onda evanescente paralela a la superficie cuya
amplitud decae exponencialmente en la direccion perpendicular a la superficie.
A un determinado angulo de incidendia y para longitudes de onda que difieren
segun el metal, la energia de los fotones coincide con la de los electrones libres
del metal produciéndose una transferencia de energia entre ambos

(resonancia) y esa radiacidn no se refleja.

La constante de propagacién de la onda evanescente desde un metal hasta un

dieléctrico viene dada por la Ecuacién 4-9. Donde w es la frecuencia angular de
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la onda, c es la velocidad de la luz en el vacio, €, y €4 son la permitividad del

metal y del dieléctrico al que se desplaza la onda, respectivamente

W | €n€q
B = — |— Ecuaciéon 4-9
C |emtE&q

La parte real de la ecuacion anterior determina la longitud de onda de la onda
evanescente, mientras que la parte imaginaria determina la penetracion de la
misma en el dieléctrico de estudio. Como la penetracién es muy pequefia, este

fendmeno sdélo se observa en capas muy finas (nm).

La resonancia de plasmdn superficial es experimentalmente observable como
un minimo en la reflectancia de la luz incidente al variar el dngulo de incidencia.
El dngulo de resonancia es muy sensible a las variaciones del indice de
refraccion del medio en contacto con el metal. Debido a esto, cualquier cambio
en la superficie metalica o sus proximidades producird un cambio en el angulo
de resonancia observable lo que permite monitorizar eventos de

reconocimiento entre una molécula unida a la superficie y otra en disolucion.

La aplicacién de la espectrometria de plasmdn superficial se empezd a
desarrollar a finales de la década de 1970 siendo empleada para la
caracterizacion de peliculas delgadas [150] o para la monitorizacion de procesos
qgue ocurren en la interfase del metal [151]. La potencia de la técnica para su
aplicacion en biosensores fue demostrada por Liedberg y Nylander en |la década

de 1980 [152, 153] en primer término para la deteccidn de gases.
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En el presente trabajo se emplea un dispositivo comercial cuyo esquema se
puede ver en la Figura 4-14. El dispositivo consta de un prisma de cuarzo sobre
el que se coloca un sensor con una pelicula de oro. Para que la luz no se desvie
antes de incidir sobre el metal, el contacto entre el prisma y el sensor se realiza

con un aceite de n coincidente con ambos.

Sobre el sensor recubierto con el oro se forma la cubeta de medida, donde se
llevan a cabo las interacciones con diferentes disoluciones tanto para la
modificacion de la superficie como para llevar a cabo los ensayos que
conduzcan a las medidas para la monitorizacion de la reaccién de
reconocimiento péptido-ADN. El equipo empleado posee dos celdas de medida
simultanea, es programable y cuenta con un auto-inyector que permite la
realizacion de los experimentos, incluyendo las etapas de lavado de forma

automatica.

Sensor con film de oro

Figura 4-14: Esquema del dispositivo de medida SPR basado en el modelo de Kerstchmann.
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Existen varias formas experimentales para medir las variaciones del indice de
refraccion del medio en contacto con el metal que producen cambio en la
condicién de resonancia que se debe cumplir para observar el fenédmeno de
resonancia del plasmén superficial. Si se fija el angulo de incidencia, se utiliza un
haz de luz policromatica. Solamente a una longitud de onda determinada, se
producird la resonancia y ésta variara con el indice de refraccién de la interfase
metal-disolucién. Si se fija la longitud de onda, se utiliza un haz de luz
monocromadtica; en este caso la condicién de resonancia se producird a un
angulo de incidencia determinado, que dependera del indice de refraccién del
medio en contacto con el metal. En el presente trabajo se emplea un
equipamiento que mide el dngulo al que se produce la reflectividad minima con
respecto al tiempo, el equipo fabricado por Autolab que se puede ver en la

Figura 4-15.

Se trata de un equipo en el que los diferentes reactivos y tampones que se
emplean son suministrados a la cubeta bien por medio de un sistema de
bombas peristalticas o bien son inyectados por medio de unas agujas acopladas
a unas bombas de jeringa. Estas agujas permiten tanto la inyeccidon de las

disoluciones en la cubeta como la agitacion durante el proceso de medida.

El equipo se encuentra conectado y controlado por un ordenador equipado con
el software que suministra el fabricante para llevar a cabo la automatizacién, la
medida y tratamiento de las sefiales obtenidas. Una vez colocado el cristal
sobre el prisma y cerrado el equipo, las celdas de medida quedan delimitadas
sobre el cristal y se procede a llevar a cabo las modificaciones e interacciones

para la caracterizacion de la reaccidon de afinidad que se quiere estudiar. De
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esta forma se monitoriza el paso de la especie en disolucidn a estar unida a la
superficie mediante el enlace de afinidad que se quiere analizar. Este paso

produce un cambio medible en la sefial de SPR.

Bombas
de jeringa

Laser y sistema
de medida

Bombas
peristalticas

e

Figura 4-15: Equipo de medida SPR empleado

Habitualmente se inmoviliza sobre la superficie la molécula mas pesada para
evitar efectos de transporte de materia de la misma desde la disolucion hacia la
superficie que distorsionarian las medidas. En estos casos la cinética dominante
seria la de transporte de masa que enmascararia la cinética de enlace. El hecho
de inmovilizar la molécula mayor puede tener un efecto negativo si la especie
en disolucion es demasiado pequeiia, puesto que el cambio de la sefial de SPR
es directamente proporcional a la masa de la molécula que se va desplazando

de la disolucién a la superficie, uniéndose a la especie inmovilizada. Si esta
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masa es baja se producen sefales demasiado pequefias, lo que imposibilita Ia

medida.

Los sensores con el film de oro se encuentran disponibles en el mercado tanto
con el oro desnudo como modificado. Estas modificaciones suelen constar de
un polimero de diferentes espesores y funcionalizaciones depositado sobre la
superficie de la pelicula de oro. El SPR se emplea muy frecuentemente en la
monitorizacion del enlace de afinidad, siendo utilizados para la obtencién de las
constantes de afinidad aptamero-diana [154]. Por ello se empled esta técnica

para evaluar la unién aptdmero-péptido.

Inicialmente se decidid emplear superficies de oro modificadas con polimero
entrecruzados que contienen grupos carboxilicos. Se proponen dos estrategias
alternativas (Figura 4-16):

a) Inmovilizacién de gliadina covalentemente.

b) Unidn covalente de estreptavidina y posterior enlace de aptamero o

péptido biotinilado.

Estreptavidina Gliadina

Proteina enlazada
]/ covalentemente

A \
+ A+t
il it TRIIL S olmero carborade

Figura 4-16: Esquema de la modificacion de los sensores de SPR que tiene un polimero carboxilado en su

superficie con gliadina y estreptavidina enlazada covalentemente.
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En cualquier caso, es necesario realizar un acondicionamiento de la superficie.
Para ello se alterné un tampdn de acondicionamiento: HEPES 10 mM, AEDT 3
mM, NaCl 150 mM y Tween-20 0,005 %, durante 5 min con HC| 50 mM durante
60 segundos hasta obtener una linea de base estable en el tampdn de
acondicionamiento. El objetivo de este procedimiento es hidratar la superficie y

eliminar los conservantes que estan presentes en la matriz del polimero.

En su superficie se enlazé proteina covalentemente (gliadina o estreptavidina)
empleando para ello la reaccién de la carbodiimida que permite que los grupos
amino de la proteina se enlacen a los grupos carboxilo disponibles en el

polimero que recubre el sensor. Para ello se completd el siguiente protocolo:

1) Inyecciones sucesivas de una mezcla de N-hidroxisuccinimida (NHS) 200
nM y de etil-(dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) 50 nM en agua durante 5
min. Estos reactivos activan los grupos carboxilo que se han introducido en la
superficie del cristal. (Figura 4-17, etapa 1)

2) Lavado de la cubeta para eliminar los reactivos de activacion,
inyecciones sucesivas de agua durante 5 min. Es necesario eliminar los reactivos
de activacién de los grupos carboxilicos debido a que la molécula que se quiere
fijar a la superficie es una proteina, que presenta tanto grupos amino como
grupos carboxilicos que en presencia de NHS y EDC pueden dar lugar a
entrecruzamientos indeseados. (Figura 4-17, etapa 2)

3) Interaccién con proteina, tres inyecciones de 50 pg/mL de la proteina
seleccionada en el tampdn adecuado durante 20 min. Para la modificacién con
estreptavidina, esta se prepara en tampdn de acetato de sodio 10 mM de pH

4,5 y en el caso de la gliadina se introduce en tampdn de HEPES 10 mM de pH
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7,6. El pH del tampdn de interaccidn es crucial, para eliminar repulsiones entre
la superficie y la proteina. De esta forma se favorece el acercamiento de la
proteina a la superficie y la formacion del enlace amida entre los grupos amino
de la misma y los grupos carboxilo activados de la superficie. (Figura 4-17, etapa
3)

4) Lavado de la cubeta para eliminar la proteina no enlazada, inyecciones
sucesivas de agua durante 10 min. (Figura 4-17, etapa 4)

5) Bloqueo con etanolamina 1 M de los grupos carboxilo que no han
reaccionado durante 30 min. La etanolamina forma un enlace amida con los
grupos carboxilo que han sido activados en la superficie pero que, sin embargo,

no han reaccionado con grupos amina de la proteina. (Figura 4-17, etapa 5)

I
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Figura 4-17: Sensograma del enlace covalente de la proteina al cristal de SPR: 1) Activacion con EDC/NHS;
2) Linea de base en agua; 3) Enlace de estreptavidina; 4) Lavado; 5) bloqueo con etanolamina.
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Tras esta modificacion la superficie del sensor se encuentra modificada con
proteina enlazada covalentemente. De forma general, se puede estimar la
cantidad de ligando fijado en la superficie a través del cambio del dngulo que
provoca el enlace de la molécula sabiendo que un cambio de 120 m° se
corresponde al enlace de 1 ng/mm? de proteina [155]. De igual forma es posible
calcular el cambio mdaximo esperable para el enlace de otra molécula sobre la
gue se encuentra previamente fijada en la superficie aplicando la Ecuacién

4-10.

o o MWL on on
Sesperada(rn ) = SM(m )MWM <<%>L/<%>M> Ecuacion 4-10

Siendo en este caso Sy(m°) el cambio en el angulo de resonancia, en
miligrados, producido por la molécula enlazada en la superficie, My el peso

molecular de la molécula enlazada sobre la superficie, My, el peso molecular

on
ac

del ligando con el que se hace interaccionar y ((Z—E)L/(

) ) la contribucién
M

del cambio del indice de refraccién del medio en contacto con el metal al
cambio del angulo de resonancia. Este Ultimo tiene valor 1 si ambas especies
son ADN o ambas especies son proteinas; 1/0,8 si la especie enlazada sobre la
superficie es una secuencia de ADN vy la especie con la que interacciona es una

proteina; 0,8 si la especie en la superficie es una proteina y se la hace

interaccionar con un ADN.

En la Ecuacidn 4-10 no se tiene en cuenta la influencia de la distancia de la
superficie del oro a la que tiene lugar la interaccion que genera el cambio en la

sefial. Sin embargo, debido a la naturaleza de la técnica y al decaimiento
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exponencial de la onda evanescente cuanto mayor es la distancia a la que se

produce el evento menor es la sefial esperable.

Siguiendo el protocolo anteriormente descrito se enlazé gliadina a la superficie
del oro modificado con carboximetildextrano. De esta forma se dispone de un
cristal modificado con la proteina para monitorizar el enlace del aptamero. Sin
embargo, no se aprecié cambio significativo en el dngulo de resonancia al poner
en contacto el aptamero con la superficie modificada. Como control se repitio el
ensayo usando el anticuerpo G12, que tiene un tamafio mdas de 10 veces
superior al aptamero, Py(aptamero)= 12 kDa y Py (anticuerpo)=160 KDa, por lo
gue se esperan cambios en el dngulo de resonancia mucho mayores. Tampoco
en este caso se pudo apreciar enlace. Por ello se preparé una superficie
mediante la segunda estrategia, esto es modificando la superficie con
estreptavidina y enlazando a ésta aptamero modificado con biotina para
proceder al reconocimiento de la proteina o del péptido. Sin embargo los
cambios en el angulo de resonancia para el enlace de la gliadina o del péptido
son demasiado pequefios incluso a concentraciones de 10 uM de péptido o de 5
UM de gliadina. El cambio maximo logrado para el enlace de la estreptavidina es
de 95 m°, equivalente a 0,8 ng/mmz. Por tanto, el cambio maximo calculado
para la union del aptamero a la superficie serd de aproximadamente 14 m°,
habiéndose obtenido un cambio de 16 m°. El cambio obtenido es mayor al
cambio maximo tedricamente esperable debido a que para ese célculo no se
tiene en cuenta la capacidad de enlace de la estreptavidina, que puede enlazar
a mas de una molécula biotinilada. Para la etapa de enlace, el reconocimiento
del péptido el cambio maximo esperado seria de 7 m° y para la gliadina seria de

70 m°. Como ya se ha indicado anteriormente estos calculos no tienen en
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cuenta la distancia a la que se produce el reconocimiento y este seria el maximo
valor que cabria esperar. Sin embargo y haciendo experimentos con
concentraciones de proteina de hasta 5 UM y de péptido de hasta 10 uM no se

han obtenido sefiales medibles.

El polimero de carboximetildextrano esta fuertemente entrecruzado, con lo que
es esperable que el enlace de las proteinas ocurra solo en la superficie mas
externa del polimero. Esto ocasionaria que la distancia minima a la que tendria
lugar el reconocimiento seria equivalente al grosos del polimero que modifica el
cristal. Por ello, el grosor de la capa polimérica empleada se redujo de 50 nm a
20 nm con el fin de intentar evitar los inconvenientes de que la reaccién de
reconocimiento se produjese demasiado lejos de la superficie. Sin embargo, se
obtuvieron resultados similares a los anteriores, no pudiendo realizar la

caracterizacion de la uniéon empleando estos sensores.

Se decidid emplear superficies de oro modificadas con hidrogeles de
policarboxilato lineal. Con estos cristales se trata de obtener una modificacién
mas préxima a la superficie del cristal debido a que es posible la penetracién de
las especies en el entramado lineal del polimero que modifica la superficie. De
esta forma se persigue que la modificacion no ocurra en la superficie del
polimero, lejos de la superficie del cristal de oro, si no que ocurra en mas

posiciones y estas sean mas cercanas a la misma.

Se enlazé gliadina covalentemente al polimero empleando el protocolo ya
descrito. Se comenzd estudiando la interaccion con el anticuerpo G12. Tras el

enlace covalente se realizaron inyecciones de anticuerpo a concentraciones 3,1
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nM, 6,25 nM, 12,5 nM y 31,3 nM en tampdn BS. Se midi6 la interaccion entre el
anticuerpo y la gliadina durante 10 min tras lo cual se vacia la celda y se
procede a la medida de la disociacion en BS durante 5 min. Tras la disociacién
se regenera la superficie liberando el anticuerpo unido mediante inyecciones de
HCI 50 nM durante 60 segundos y posteriormente obteniendo una linea de base

en BS hasta la recuperacion de la sefial previa a la unién del anticuerpo.

70 A
60 -
50 ~ (d)

S/m°

30 4 (c)

o /¥<b>
10 - o\ (@)
0 _M‘I T T T — T 1

0 200 400 600 800 1000 1200
t/s

Figura 4-18: Sensorgramas obtenidos con sensores de policarboxilato lineal modificados covalentemente
con gliadina concentraciones de anticuerpo G12 (a) 3,1 nM; (b) 6,25 nM; (c) 12,5 nM; (d) 25 nM y blanco
correspondiente a la inyeccion de 3,125 nCM de anticuerpo en el canal de referencia.

En la Figura 4-18 se muestran los sensorgramas obtenidos en el experimento de
enlace de la gliadina inmovilizada covalentemente sobre la superficie del cristal

modificado con carboximetildextrano y el anticuerpo G12. Con los datos
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extraidos de las medidas de SPR es posible calcular la constante de disociacién

por los métodos de equilibrio y cinético.

Para calcular la constante por el método de equilibrio se obtiene la sefial de
equilibrio por extrapolacién del ajuste no lineal de la parte de asociacidon a la
Ecuacién 4-11.

St =So+E(1—e™t)

Ecuacion 4-11

donde Sy + E = S¢q, es la sefial maxima que se alcanza cuando se llega al
equilibrio para la concentracién inyectada, kg = k,[anticuerpo]jipre + Kq
siendo k, y kg las constantes cinéticas de asociacion y disociacidn
respectivamente. Se representa Seqcon respecto a la concentracion de
anticuerpo libre calculada empleando y se ajusta a la ecuacién de Langmuir
Ecuacidén 4-4. Para el cdlculo de la concentracién de anticuerpo libre se emplea

la Ecuacion 4-12:

Seq A 1073
fPyV Ecuacién 4-12

[anticuerpo]yipre = [anticuerpo]iyicial
donde A=2,8 mm? es el 4rea del sensor en contacto con la disolucidn, f es el
factor de conversién entre el cambio del angulo de resonancia en miligrados y
la cantidad de molécula unida a la superficie, para una interaccién proteina
inmovilizada-proteina en disolucion es 120 (m° / ng mm), Py es el peso
molecular del anticuerpo y V = 35 L es el volumen de la cubeta de medida. En
la Figura 4-19 se representa la isoterma de Langmuir, de la que se obtiene una

Kp=31£12 nM por el método de equilibrio.
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Figura 4-19: Representacion de la isoterma de Langmuir para los datos obtenidos mediante SPR para el
reconocimiento de la gliadina por el anticuerpo G12

El SPR nos ofrece informacién cinética que se puede emplear para calcular la
constante de disociacién. Esto requiere la obtencion de las constantes cinéticas
mediante el ajuste no lineal tanto de los datos de la etapa asociacién como de
la de disociacidén. La curva obtenida en la etapa de disociacion se ajusta a la

Ecuacion 4-13

_ kgt
S¢ = Spe 4t + S, Ecuacion 4-13

donde S, es la sefal inicial al comienzo de la disociacion y S, es el valor de la
sefial tras la disociacidn que, al ser distinto de cero, hace referencia a la
disociacion incompleta del complejo ligando-diana. Obteniéndose asi del ajuste
no lineal a la parte de disociacion el valor de ky. Del ajuste de la etapa de
asociacién segun la Ecuacion 4-11 se obtiene el valor de kg. Representando el

valor de kg para cada concentracion frente a la concentracién de anticuerpo
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libre obtenido en cada caso se obtiene una representacién lineal en la que la
pendiente se corresponde a k, y la ordenanda a k4. Teniendo los valores para

ambas constantes cinéticas se calcula la constante de disociacion como

Kk L
Kp = k—d. Los valores calculados para las constantes cinéticas y para la constante
a

de disociacion mediante el método cinético se muestran en la Tabla 4-4.

Tabla 4-4: Constantes cinéticas y de disociacion del anticuerpo G12 a la gliadina calculada por el método
cinético

K, (s7) kg (s™) Ko (nM)

(3,0+1,0)x10™ (2,8+0,8)x107 9+4

Comparando las constantes de disociacién calculadas para el enlace gliadina-
anticuerpo G12 y teniendo en cuenta los errores asociados se puede ver que
ambas difieren. La constante de disociacion calculada por el método cinético es
menor que la que se calcula por el método de equilibrio. Sin embargo los datos
gue permiten la obtencién de la constante por el método de equilibrio
presentan un buen ajuste a la isoterma de Langmuir, r’=0,988. Mientras que
los datos para el calculo de la constante por el método cinético presentan una

. 2
menor correlaciéon r'=0,902.

Se puede ver en la Figura 4-18 que las sefiales que proporciona el
reconocimiento de la gliadina inmovilizada por parte del anticuerpo oscilan
entre los 7 y los 60 m®, pese a que la sefial maxima calculada segun los datos
obtenidos esta por encima de los 100 m® no se ha llegado a obtener una sefial
de esa magnitud experimentalmente. Conociendo la diferencia de masa entre el
aptamero y el anticuerpo y a la vista de estas sefiales no serd posible la

monitorizacién del enlace del aptamero a la superficie modificada con gliadina
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de esta forma debido a problemas de sensibilidad. Se intenta sin embargo ver la
interaccidon gliadina-aptdmero Gli 1 haciendo interaccionar la superficie

modificada con gliadina con 1 uM de aptamero sin éxito.

A la vista de los resultados obtenidos con los cristales modificados con matrices
poliméricas, se descartan para la determinacién de la constante de afinidad del
enlace péptido 33-mer-aptamero debido a la insuficiente sensibilidad del
equipo. Como alternativa se propone el uso de la superficie de oro sin modificar
para formar monocapas autoensambladas que contengan grupos funcionales
adecuados para la posterior inmovilizaciéon del péptido. Para llevar a cabo los
ensayos sobre estas superficies es necesaria la realizacion de una etapa de
limpieza previa que consiste en el lavado del oro con disolucién piraiia, mezcla
3:1 de H,S04+H,0;, durante 10 minutos. Esta mezcla es altamente corrosiva y
elimina toda la posible materia orgénica de la superficie del cristal. Tras esto se
lava el cristal con agua y etanol y una vez seco se coloca en la superficie del

prisma sobre una gota de aceite de indice de refraccidon conocido.

Con el fin de obtener una superficie lo mas bloqueada posible para evitar
adsorciones inespecificas se propone la preparacion de una monocapa
autoensamblada mixta de mercaptodcidos de distinta longitud segun el
procedimiento descrito [156] y una posterior unién covalente de estreptavidina.
Esto se hace para disponer de un cristal modificado con estreptavidina y de esta
forma poder fijar en la superficie péptido modificado con biotina por medio del
enlace de alta afinidad biotina-estreptavidina. Mediante una monocapa
formada por dos especies de diferente longitud se consigue que se enlace

preferentemente la estreptavidina a los grupos carboxilo activados de la
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especie mas larga, mientras que la especie mas corta ayuda al bloqueo de la
superficie de oro y al mismo tiempo le confiere a la misma caracter hidrofilico.
Al enlazarse la proteina preferentemente a la especie de mas longitud, siendo
esta la que estd en menor proporcién se consigue el enlace de una menor
cantidad de estreptavidina. Para obtener valores de la constante de afinidad es
imprescindible disponer de una superficie con un recubrimiento bajo de
molécula inmovilizada que permita acceso no restringido a la molécula en

disolucion.

Para formar la monocapa autoensamblada se puso en contacto con el cristal
una mezcla de acidos mercaptopropanoico y mercaptoundecanoico 10 mM en
proporcién 10:1 en etanol. Se dejaron en la cubeta durante 16 horas a 30 °C
tapando la cubeta con parafilm. Tras ello se lavd la cubeta con agua y se

procedidé a comenzar la funcionalizacién de la monocapa.

Como se ha indicado previamente, se enlaza estreptavidina covalentemente a
la monocapa, lo que permite la fijacién posterior del péptido modificado con
biotina en su extremo C-terminal. Esta inmovilizacion se realizé de igual forma
gue el enlace covalente de proteinas a la superficie de oro modificada con
polimero. Se activaron los grupos carboxilo en la superficie con una mezcla de
NHS y EDC en agua, tras lo que se lavd la superficie con agua para eliminar
residuos de los reactivos de activacion y se inyectd la estreptavidina en tampdn

de acetato 50 mM de pH 4,5.

Se midié un cambio de sefial tras el enlace covalente de la estreptavidina de

200 m® para el canal de medida y de 195 m® para el canal de referencia y
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posteriormente se bloquearon los sitios libres con etanolamina. Este cambio en
el angulo de resonancia equivale a 1,6 ng/mm?® de proteina fijados sobre la

superficie.

Finalizado este procedimiento, la superficie del cristal se encuentra modificada
con estreptavidina y es posible llevar a cabo la modificacién del mismo con
reactivos biotinilados. Para el enlace a la superficie del péptido biotinilado se
llevé a cabo una inyeccién de 50 pL del mismo de una concentracién de 25 nM
en el canal de medida y como referencia el mismo volumen de biotina a

concentracion 500 nM para bloquear los sitios de unién de la estreptavidina.

Antes de inmovilizar los reactivos biotinilados se realizé6 un acondicionamiento
de la superficie, efectuando una serie de inyecciones de HCI 50 mM seguidas de
lineas de base en tampdn de enlace BS, hasta la estabilizacién de la sefial de la
superficie modificada. Esto elimina la estreptavidina fijada débilmente que

ocasiona una disminucién del dngulo de resonancia.

En la Figura 4-20 se muestra el sensograma de la unién del péptido a la
estreptavidina fijada en la superficie. El cambio maximo esperado es de 16 m° y
se obtienen 37 m°. Esto se interpreta como que se ocupa mas de uno de los

sitios de unién de cada estreptavidina fijada en la superficie.

149



60 -

50 -

40 -

S/m°

20

N N

O 1 T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200
t/s

Figura 4-20: Sensorgramanlace del péptido biotinilado (negro) y de la biotina (gris) a la estreptavidina
fijada en la superficie de dcido mercaptopropanoico y mercaptoundecanoico.

En este punto la superficie del cristal de oro se encuentra modificada con el
péptido diana inmovilizado en el canal de medida y una superficie modificada
con estreptavidina bloqueada con biotina como referencia en el segundo canal.
Como validacion se caracterizd la unidén del anticuerpo G12 a dicha superficie.
Para ello se hicieron inyecciones de anticuerpo de concentraciones de
anticuerpo 3,13 nM, 6,25 nM, 12,5 nM y 31,25 nM. Se midié la formacién del
complejo anticuerpo-péptido durante 10 min, tras lo que se vacio la celda y se
inyecté tampdn BS midiéndose la disociacion del complejo formado durante 5
min. Para recuperar la superficie y eliminar el anticuerpo enlazado al péptido se
hicieron inyecciones de HClI 50 mM durante 60 segundos y se estabilizd la

superficie en BS obteniendo una linea de base nueva durante 5 min.
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Las medidas obtenidas permiten el cdlculo de la constante de disociacidon
empleando el método de equilibrio. El ajuste de los datos a la isoterma de
Langmuir, con r’=0,993, se presentan en la Figura 4-21. Obteniéndose una

constante de disociacion de Kp=17+3 nM.
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Seq/ m°
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Figura 4-21: Representacion de la isoterma de Langmuir para los datos obtenidos mediante SPR para el
reconocimiento del péptido 33-mer por el anticuerpo G12 usando un sensor de oro modificado con una
SAM de mercaptodcidos, estreptavidina y péptido biotinilado.

Las medidas obtenidas para el enlace del anticuerpo G12 con el péptido 33-mer
enlazado a la superficie permiten calcular las constantes cinéticas y de
disociacion por el método cinético. Los valores de estas constantes calculadas

por el método cinético se muestran en la Tabla 4-5.
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Tabla 4-5:Constantes cinéticas y de disociacidon del anticuerpo G12 al péptido 33-mer calculada por el
método cinético

K, (s7) kq (s7) Ko (nM)

(2,2+1,8)x10™ (4,7+0,8)x107 21+17

Las constantes de disociacion obtenidas mediante el cdlculo por el método
cinético y mediante el cdlculo por el método de equilibrio para el enlace del
anticuerpo G12 y el péptido 33-mer, teniendo en cuenta el error, no son
significativamente diferentes. Comparando las constantes de disociacion,
calculadas por el método de equilibrio, obtenidas para el reconocimiento por
parte del anticuerpo G12 del péptido 33-mer y de la gliadina, ambos enlazados

a la superficie, se observa que no difieren significativamente.

De forma totalmente andloga se procede a la monitorizacion de la formacién
del complejo péptido-ADN. Para ello se hacen inyecciones de ADN de
concentraciones 50 nM, 100 nM, 500 nM y 5 uM y se dejan interaccionar
agitando la celda durante 10 min. Tras eso se inyecta tampdn BS y se registra la
sefial de la disociacién durante 5 min. Entre cada inyeccidén de aptamero se
procede a la regeneraciéon de la superficie eliminando el ADN enlazado
inyectando HClI 50 mM y dejandolo interaccionar durante 60 segundos para

posteriormente adquirir una linea de base en tampdn BS durante 5 min.

La constante de disociacion se calculd6 mediante el método de equilibrio
representando esta sefial con respecto a la concentracién de aptamero libre. En
el canal empleado como referencia no se observa cambio en la sefial al
interaccionar con el aptdmero mientras que se ve interaccion del aptdmero con

el péptido fijado en la superficie en el canal de medida.
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Figura 4-22: Representacion de la isoterma de Langmuir para los datos obtenidos por SPR para el enlace
entre el aptamero y el péptido.

En la Figura 4-22 se puede ver el ajuste de los datos obtenidos a la isoterma de
Langmuir. Con estos datos se obtienen los parametros de ajuste y el valor para
la constante de disociacién derivado del mismo que se muestran en la Tabla
4-6.

Tabla 4-6: Valores de los parametros de ajuste y de la constante de disociacién para el complejo aptamero
gli 1-péptido obtenidos ajustando al modelo de Langmuir los datos medidos mediante SPR

KD (I‘IM) Smax (mo) rZ

51+21 12+1 0.965

Estos datos para la constante de disociacidon son los correspondientes a la
formacion del complejo péptido-ADN estando el péptido inmovilizado sobre
una superficie y el ADN sin ninguna marca en disolucién. Pese a las diferencias
de operacioén con respecto al ensayo de impedancia comentado en el apartado

4.3 las constantes de afinidad no difieren en gran medida.
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4.4 Efecto del marcaje sobre la afinidad del aptamero

Los datos obtenidos en la construccion de la curva de enlace de los diferentes
aptameros al péptido 33-mer inmovilizado sobre particulas magnéticas
permiten obtener valores de la constante de afinidad de los aptdmero
marcados con biotina. Para ello se asume un modelo de un solo sitio de enlace,

lo que se comprobd mediante ITC.

Siendo D el péptido diana inmovilizado sobre las particulas magnéticas se tiene

gue la reaccidon que ocurre sobre las particulas se puede expresar como
D-+apt—D — apt
por lo que la constante que define a reaccion de asociacion en superficie es

_[D—apt]
A= —

[D] [apt]
La concentracidn total de péptido en la superfice es Dyt

[E]tot = [D] + [D — apt]

[D] = [Dl¢ot — [D — apt]

Suponiendo estequiometria 1:1, siendo [D] la concentracién de péptido
inmovilizado libre.

[D — apt]

= (Dl — D — aptDlaptleg

Ka[D]tot[apt] — Ka[D — apt][apt] = [D — apt]
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KaDot[apt] = (Kalapt] + 1)[D — apt]

[D—apt] _ Ka[apt]

[Dltot ~ Kalapt] + 1

En las curvas de enlace la sefial medida, intensidad de corriente en pA, es
proporcional a la concentracidon de aptdmero en superficie enlazada al péptido
[D — apt] — 1. De esta forma, cuando las particulas se saturen totalmente se

tendrd una medida de la concentracién total de péptido en la superficie

[B]tot = Imax

I Kalapt]
Imax KA [apt] +1

— ImaxKA[apt]
K,[apt] + 1

Ecuacién 4-14

Con lo que finalmente, haciendo los inversos en la Ecuacién 4-15 se tiene:

= + Ecuacién 4-15

Considerando la Ecuacion 4-15, si se asume que la cantidad de aptamero que se

enlaza es despreciable, entonces se tiene que [apt], = [apt]eq Por lo que

1 1 . , .
representando n frente a Tapt se obtiene una linea recta, cuya pendiente es

1

y la ordenada es por lo que de los parametros de la regresion se

Imax A Imax

puede obtener K, expresado en Y/
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Aplicando este modelo a los datos experimentales obtenidos para el ensayo
descrito en la seccién 3.4 empleando particulas magnéticas modificadas con el
péptido 33-mer, en todos los casos se obtiene una buena correlacion lineal. Los
datos de los parametros de ajuste a la recta de todos los aptdmeros se pueden
ver en la Tabla 4-7 y las representaciones graficas se pueden ver en la Figura

4-23.

Tabla 4-7. Parametros de ajuste de 1/1 (uA) frente a 1/[aptamero] (nM) para los ensayos de equilibrio
sobre particulas magnéticas modificadas con péptido 33-mer.

Glil Gli 12 Gli 3 Gli4 Gli sq04

Pendiente 99,0+1,6 168,5%4,2 76,3%3,5 36,0+1,2 117,7+1,8

Ordenada 0,97+0,11 0,57+0,13 0,81+0,02 0,59+0,04 0,82+0,05

r 0,999 0,999 0,997 0,998 0,999
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Figura 4-23: Ajuste al modelo de los datos experimentales correspondientes a la obtencién de la curva de
enlace de Gli 1 (rosa), Gli 12 (negro), Gli 3 (verde), Gli sq04 (azul) y Gli 4 (rojo) a particulas magnéticas
modificadas con péptido 33-mer.
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Los datos obtenidos son consistentes con el modelo y los valores
correspondientes a las constantes aparentes de disociacidon Kp se muestran en

la Tabla 4-8.

Tabla 4-8: Constantes de disociacidn aptdmero-péptido para las diferentes secuencias

Glil Glil2 Gli3 Gli4 Glisq04
Kp (nM) 102+11 296438 9414 61+4 144+7

Se puede observar que el aptdmero Gli 4 presenta una mayor afinidad por el
péptido, con la menor constante de disociacidon encontrada. Los aptameros Gli
1 y Gli 3 tienen una constante de disociacion muy parecida mientras que el

aptamero Gli 12 presenta la mayor de todas las calculadas.

El hecho de que la constante de disociacion y, por tanto la afinidad, del
aptamero representante de la familia mas numerosa no sea la mas favorable de
las encontradas se puede deber a que en el caso del Gli 1 el enlace se produzca
a una mayor velocidad y eso favoreciese la presencia en numero de esta

secuencia. Sin embargo, no es la secuencia mas afin a la diana.

De la misma manera se puede llevar a cabo esta aproximacién para el caso de
las particulas modificadas con gliadina-PW. Asi se obtiene la constante de
afinidad para el complejo aptdmero-PWG, los parametros de ajuste se
presentan en la Tabla 4-9 y las representaciones graficas de muestran en la

Figura 4-24.
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Tabla 4-9: Pardmetros de ajuste de 1/ frente a 1/[aptdmero] para los ensayos de equilibrio sobre
particulas magnéticas modificadas con PWG.

Glil Gli12 Gli3 Glid Gli sq04
Pendiente 31070 266113 98+2 57+1 368t19
Ordenada 1,16+0,16 0,16+0,36 0,84+0,07 0,65+0,04 3,55%0,65
r 0,910 0,997 0,998 0,999 0,997

Se obtiene en la mayor parte de los casos una peor correlacion lineal que la
obtenida para el ajuste al modelo con las particulas modificadas con el péptido,

pero es posible calcular los valores para la constante de disociacidon que se

resumen en la Tabla 4-10.

Tabla 4-10: Constantes de disociacién ADN-proteina para los distintos aptameros.

Glil Gli 12 Gli 3 Gli4 Glisq04
Kp (nM) 267+82 1600+600 117+8 89+4 103+70
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Figura 4-24: Ajuste al modelo de los datos experimentales correspondientes a la obtencién de la curva de
enlace de Gli 1 (rosa), Gli 12 (negro), Gli 3 (verde), Gli sq04 (azul) y Gli 4 (rojo) a particulas magnéticas
modificadas con PWG.
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Asi se comprueba que el aptamero Gli 4, también en este caso es el que
presenta un valor para la Kp menor vy, por lo tanto es el que tiene una mayor
afinidad por la proteina completa. Sin embargo la diferencia entre la constante
de disociacién del aptamero Gli 4 con la correspondiente a los aptameros Gli 3 y
Gli sq04 no es demasiado grande, llegando a coincidir teniendo en cuenta el
valor de la desviacién de la constante de Gli sq04. Del mismo modo, se puede
ver que la constante de disociacidn para la secuencia Gli 12 es marcadamente
diferente a las demas. Esta observacidon estd en consonancia con lo que se
puede deducir a la vista de las curvas de enlace analizadas en la seccién 3.4y
avala la decisién de no continuar con el analisis y el empleo de esta secuencia

en los posteriores procedimientos.

4.5 Caracterizacion estructural

Para conocer en profundidad la naturaleza de la interaccién asi como los
residuos tanto de ADN como del péptido implicados en la reaccidon de
reconocimiento se llevaron a cabo una serie de mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear(RMN). Esta técnica es habitualmente empleada
en la elucidacién estructural de compuestos. El empleo de la espectroscopia de
RMN permite visualizar nucleos que tengan un momento magnético diferente
de cero. Los nucleos giran alrededor de su eje en un movimiento definido por su
momento angular, que es, en todos los casos un valor entero o semi-entero de
la constante de Planck modificada (A = h/2m). El momento angular total se
describe p = Ih = Ih/2m donde I es el nUmero cudntico de espin que puede
adoptar un valor entero o semi-entero caracteristico de cada nucleo. En el caso

de que I = 0 el nucleo no gira y no es detectable mediante RMN.
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Los nucleos utiles para la espectroscopia de RMN son aquellos que tienen un
[ = 1/2. Esto se debe a que al tener [ # 0 los nucleos giran dando lugar a un
campo magnético. El nucleo que gira se comporta como un dipolo magnético
con un momento magnético u = yp donde y es la relacién magnetogirica. Si se
aplica un campo externo By, el dipolo correspondiente al nucleo puede adoptar
un numero finito de estados energéticos cuantizados 21 + 1. Esto es que para
los nucleos de interés solo es posible adoptar dos estados energéticos. En el
caso de nucleos con I > 1/2 esto se complica apareciendo un mayor numero
para los posibles estados energéticos. Teniendo estos dos estados posibles solo
puede haber una transicidon energética permitida, la que lleve al nucleo de uno

de ellos al otro.

Para la obtencidn de un espectro de RMN se coloca al compuesto a analizar en
un campo magnético que se mantiene constante mientras se aplica a la
muestra un pulso de radiofrecuencia. El pulso de radiofrecuencia cubre un
amplio intervalo de frecuencias con el fin de que todos los nucleos absorban
radiacion de frecuencia necesaria para cambiar de estado energético. Se
registra la intensidad de radiacidn, emitida por los nucleos para volver a su
estado inicial, con respecto al tiempo. La emisidn de cada nucleo dependerd de
su entorno electrénico, lo que proporciona informacion de los enlaces que lo
rodean pudiendo elucidar la estructura del compuesto analizando el espectro

de RMN.

En nuestro caso se lleva a cabo un RMN multidimensional aplicando a Ia

muestra diferentes pulsos de radiofrecuencia de frecuencia, forma y fases
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diferentes en momentos del tiempo que permiten extraer informacién
adicional. Concretamente se realizan los experimentos:

e TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) que permite identificar espines
gue estdn acoplados entre si, sean o no vecinos. En este experimento se
obtienen las frecuencias de resonancia a lo largo de dos ejes, los picos
diagonales son aquellos que tienen la misma frecuencia y son los equivalentes a
los que se obtendrian en un experimento 1D-RMN y los picos en cruz indican los
acoplamientos. La correlacion entre nucleos distantes es util para identificar
nucleos en anillos de azlucares o en aminoacidos.

e NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). Se emplea la
relajacién cruzada del efecto nuclear Overhauser entre espines nucleares
durante el periodo de mezcla. El espectro es similar al anterior obteniéndose
también picos diagonales y en cruz. Sin embargo estos ultimos muestran las
resonancias de nucleos que estan espacialmente préximos y contienen picos
axiales adicionales que no dan informacién extra.

o'H -3C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). Esta técnica
es un tipo de espectroscopia RMN 2D muy sensible que indica la transferencia
de la magnetizacion del protén a un segundo nucleo. En este caso el
experimento proporciona una correlacién entre un carbono alifatico y los

protones que éste tiene enlazados.

’ .z 1 1
Los nucleos empleados para la deteccién son protones *H o carbono 13 *3C.
Estos nucleos son ampliamente usados en elucidacion estructural de
compuestos. En cada caso se indica el nicleo empleado para la obtencién del

espectro y las técnicas empleadas.
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Estos experimentos se realizaron con secuencias de ADN correspondientes a los
aptameros Gli 1y Gli 4. Para el caso del aptamero Gli 1 los espectros de mezcla
aptamero-péptido se realizaron empleando el péptido 33-mer con el separador
de histidinas que se ha utilizado previamente,
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFHHHHHH. En el caso del aptamero
Gli 4, ademas, se llevaron a cabo diferentes experimentos empleando péptidos
truncados de 7, QLPYPQP, y 14 aminoacidos, QLPYPQPQLPYPQP, que contiene
la secuencia del péptido 7-mer dos veces. Como se puede observar en la

secuencia del 33-mer estos siete aminodcidos se repiten tres veces.

En primer lugar se llevd a cabo la medida de espectros de RMN tanto del
péptido como del ADN por separado, se procedié a la identificacién de las
sefiales presentadas y posteriormente se hizo el mismo procedimiento con la
mezcla de ambos para estudiar los cambios producidos. Para la realizacion de
los experimentos por separado se empled una muestra de cada especie a una
concentracion de 500 uM en un tampodn de 25 mM de KPi pH 7,0 con 25 mM de
NaCl y se registraron los espectros 1D y 2D-TOCSY y en el caso del péptido
también el espectro 2D-NOESY.

En la Figura 4-25 se puede ver el espectro de 2D-TOCSY y en la Figura 4-26 se
muestra el espectro 2D-NOESY del péptido. La falta de dispersion en el espectro
2D-TOCSY apunta a la ausencia de estructuras secundarias o terciarias. Esto se
confirma en el espectro 2D-NOESY debido a la ausencia de estructuras plegadas

gue se situarian en las zonas recuadradas en el espectro correspondiente.
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A la vista de estos espectros no es posible la asignacidn de las sefales debido al

alto grado de solapamiento, la ausencia de estructura secundaria y la

degeneracion de la propia secuencia. Esto es, que el péptido se puede observar

como una serie de tres repeticiones consecutivas de la secuencia QLPYPQ.

d
Aromaéticos

Figura 4-25: Espectro 2D TOCSY del péptido 33-mer
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Figura 4-26: Espectro 2D NOESY del péptido 33-mer

En el caso de la secuencia de ADN se puede observar en la Figura 4-27 el
espectro de RMN 2D-TOCSY correspondiente a 8 correlaciones de las citidinas,
gue corresponden a sendas bases espectroscépicamente diferentes. Hay una
ausencia total de protones imino a 25°C lo que indica la falta de regiones con
conformacidén helicoidal o estructuras en horquilla, lo cual concuerda con las
estimaciones realizadas con los programas de cédlculo Mfold ya comentados
[103], en los que se destaca la escasa estructura secundaria de los aptameros

obtenidas.
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Figura 4-27: Espectro de RMN 2D-TOCSY del oligonucledtido correspondiente al aptamero Gli 1.

Para obtener el espectro de la interaccién péptido-ADN se prepard una mezcla
equimolecular de proteina y ADN a una concentracién final de 250 uM en un
tampon igual al que se empled en las demas medidas. Se comparan los
resultados obtenidos con los correspondientes a las especies en su forma libre.
La comparaciéon se realiza por zonas sabiendo que en determinadas dareas se
pueden encontrar las alteraciones del enlace sobre las diferentes estructuras

del ADN o del péptido.

Comparando la zona correspondiente a las correlaciones se puede monitorizar
el papel que juega el esqueleto azucar-fosfato del ADN en el reconocimiento
molecular del péptido. Sin embargo se observa que las variaciones son minimas
lo que indica que la interaccidn, en el caso de producirse en estas condiciones,

es de caracter débil.

167



Comparando la zona correspondiente a la regiéon de las correlaciones entre
protones aromaticos de citidinas se puede observar si hay participacion de las
bases correspondientes a estos residuos. Como en el caso anterior, estos
cambios son minimos y no son concluyentes dado que es posible que puedan
deberse a efectos de concentracidn o ligeras diferencias en la composicidon de

los tampones.

Monitorizando los cambios en las sefiales del péptido en la regién de las
correlaciones de tirosina y fenilalanina se pueden observar ligeras variaciones
para dos tirosinas y una variacion algo mayor para la fenilalanina. Ademas hay
un cambio en un grupo de sefiales a la derecha de las anteriores que pueden
corresponder a correlaciones de cadenas de tipo amida primaria de residuos
aspargina o glutamina. Sin embargo estos cambios son pequefios y no son
atribuibles a una interaccion fuerte. Ademas no se pueden encontrar evidencias

mas solidas como NOEs intermoleculares.

Los resultados obtenidos mediante esta técnica no permiten caracterizar la
union péptido-ADN. Esto puede ser debido a que para llevar a cabo las medidas
de RMN es necesaria la variacién de las condiciones de la interacciéon con
respecto a lo que se venia haciendo. Esto es, no se puede llevar a cabo la
interaccion en un tampoén acuoso, debido a la naturaleza de la técnica y
tampoco se lleva a cabo en las condiciones de pH y fuerza idnica que se han

venido empleando en todos los ensayos anteriores.

Para el aptamero Gli 4, los experimentos que se realizaron fueron similares a los

gue se han descrito para el caso anterior. Esto es, primero se realizaron los
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espectros del ADN y del péptido por separado para posteriormente preparar
una mezcla equimolecular y realizar el espectro correspondiente a la
interaccion. El tampdn empleado y las concentraciones de las especies por
separado y mezcladas es la misma que en el experimento descrito

anteriormente.

En este caso, aunque no se muestran los espectros se observa que el ADN esta
estructurado por evidencias encontradas en espectros de 1D de H y 2D de 'H-
3¢ HSQC. Esto podria explicarse por hibridacion de dos secuencias de Gli 4. Los
péptidos 14 y 7 mer no estan estructurados y presentan espectros

practicamente superponibles, como era de esperar al ser repeticiones.

Al llevar a cabo el espectro de la mezcla del ADN y del péptido 14-mer las
sefiales del péptido desaparecen mientras que las del ADN permanecen
inalteradas. Como la concentracién del péptido al adquirir el espectro es
diferente si estd solo que si estd en la mezcla y para descartar que la
desaparicion de las sefales sea fruto de la concentracidn se adquiere un
espectro de péptido solo a la misma concentracién de la mezcla. Haciendo esto
se puede comprobar que la desaparicion de las sefiales del péptido no ocurre si

no esta presente el ADN.

La no observacion de las sefales del péptido en el espectro de la mezcla sugiere
gue aumenta su difusidon rotacional. Esto es posible que sea debido a que
cambia su estado de asociacidn. Este proceso no altera las sefiales del ADN, por
lo tanto no afecta a su estructura a no ser que la parte involucrada en el

proceso no sea visible.
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Si se calienta la mezcla ADN-péptido a 80°C y se baja la temperatura
lentamente hasta temperatura ambiente las sefiales del péptido vuelven a
aparecer. Ademas estas sefales aparecen en la misma posicién que en el

espectro del péptido solo.

A la vista de los resultados es posible que el aptamero Gli 4 induzca de alguna
forma la agregacién del péptido en las condiciones en las que se ha llevado a
cabo la medida. Esto no es un impedimento para algunas de las aproximaciones

experimentales llevadas a cabo en la presente tesis.

4.6 Discusion

A lo largo del presente capitulo se han obtenido diferentes valores para la
constante de disociacién del evento de reconocimiento que ocurre entre el
aptdmero Gli 1 y el péptido. Las distintas técnicas empleadas han
proporcionado diferentes constantes en diferentes condiciones. La constante
de disociacion medida por ITC. Correspondiente a la interaccién en medio
homogéneo donde ninguna de las especies tiene modificaciones ni esta
enlazada a una superficie. Para la obtencién de la constante de disociacidon por
medio de FIS el aptamero incorpora una marca, un separador de 6 atomos de
carbono con un tiol que hace posible la union del aptdmero a la superficie de
oro. Por otro lado en el caso de la constante cuantificada en el experimento de
espectroscopia de SPR el péptido se encuentra inmovilizado, para lo cual se
introdujo una biotina para hacer posible el enlace a la superficie. Finalmente la
constante estimada tratando los datos de las curvas de enlace frente a las
particulas magnéticas modificadas con péptido 33-mer o con gliadina la especie

inmovilizada es bin el péptido o la proteina mientras que el aptdamero se
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encuentra modificado con C6-biotina como en el caso de SPR, para su posterior
marcaje enzimatico con un conjugado estreptavidina HRP. En la Tabla 4-11 se
puede ver resumidos los valores y las condiciones de las constantes

encontradas.

Tabla 4-11: Comparativa de las constantes de disociacion para el aptamero Gli 1 obtenidas mediantes las
diferentes técnicas.

Especie inmovilizada Técnica Marca Péptido Marca Aptamero Kp (nM)

Ninguna ITC Ninguna Ninguna 45110
Aptamero FIS Ninguna Tiol-C6 98+48
Péptido SPR Biotina Ninguna 5116
Péptido Particulas Biotina Biotina-Cé 102111

En todos los casos las marcas del aptamero se introducen en el extremo 5’
mientras que las marcas en el péptido se introducen en el extremo C-terminal
de la secuencia. La introduccion de marca en el aptdmero tiene un efecto
negativo sobre la afinidad. La inmovilizacion del péptido mediante la
introduccidon de una biotina tiene un efecto menor sobre la afinidad que la
inmovilizacion del aptamero mediante la introduccién de un grupo tiol. La
biotinilacién del aptdmero tiene una influencia menor en la afinidad dado que
la constante de afinidad medida empleando el péptido también biotinilado es
comparable a la obtenida para el aptdmero tiolado y el péptido sin marcar. La
mayor influencia sobre la afinidad de los grupos tioles en comparacion con la

biotina ha sido previamente observada para el aptamero de la trombina [157].

En la Tabla 4-12 se compara la constante obtenida para el enlace del aptamero
Gli 1 y el anticuerpo G12 al péptido 33-mer. Esta constante estd obtenida

mediante medidas de SPR en las mismas condiciones para ambos casos.
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Tabla 4-12: Comparativa de las constantes obtenidas en el ensayo de SPR para el aptamero Gli 1y para el
anticuerpo G12.

Ko (nM)
Aptamero Glil 51%16
Anticuerpo G12 1743

La constante obtenida para el anticuerpo G 12 en las mismas condiciones que
para el aptamero Gli 1 es menor, lo que indica que la afinidad de anticuerpo por
el péptido 33-mer inmovilizado sobre la superficie del cristal del SPR es

ligeramente mayor que la que presenta el aptamero Gli 1.

La constante de afinidad para la interacciéon entre los aptameros y la proteina
completa no se pudo obtener en disolucion debido a problemas de solubilidad
de la proteina. Unicamente fue posible medirla empleando aptdmeros
marcados con biotina. Comparando los datos obtenidos para la constante de
disociacion de los aptameros biotinilados frente a la gliadina y frente al péptido,
datos que se muestran en la Figura 4-13, se observa que la constante de
disociacion de casi todos los aptameros frente al péptido es menor que la que
se obtiene frente a la gliadina, excepto para el aptamero Gli sq04. Esto indica
gue la afinidad por la proteina completa es menor que la afinidad que presenta
el aptdmero por el péptido 33-mer. Como se ha comentado en la seccién 3.4 no
es infrecuente la menor afinidad por el péptido formando parte de la proteina

completa que por el péptido aislado [127].
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Tabla 4-13: Comparativa para las constantes de afinidad obtenidas a partir de las curvas de enlace de los
aptameros sobre las particulas modificadas con Gliadina o con péptido biotinilado.

Kp (nM) Glil Gli12 Gli3 Gli4 Glisq04
Péptido 102+11 296+38 94+4 614  144+7
Gliadina 267+82 1600+600 1178 89+4 103+70

Realizando la misma comparacién para los datos obtenidos con el anticuerpo
para el reconocimiento de la proteina y del péptido (Tabla 4-14) se observa que,
al igual que en el caso de los aptameros, la constante de afinidad medida para
el enlace del anticuerpo G12 al péptido es menor que la obtenida para el enlace
del anticuerpo G 12 a la proteina completa. Por lo tanto, la afinidad por el
péptido dentro de la proteina es inferior tanto para el anticuerpo como para los

aptameros.

Tabla 4-14: Comparativa para las constantes de afinidad obtenidas mediante SPR para el anticuerpo G12
frente a la gliadina o el péptido 33-mer inmovilizado.

Ko (nM)
Péptido 1743
Gliadina 31+12
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5 Ensayos electroquimicos de cuantificacion de

gluten
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5.1 Introduccion

Como se ha puesto de manifiesto en el primer capitulo de esta tesis, la
disponibilidad de métodos rdpidos y sensibles para el analisis de gluten en
alimentos es crucial para poder certificar que un alimento es seguro para el

consumo de personas celiacas o con algin desorden relacionado con el gluten.

Teniendo en cuenta la complejidad del problema que se plantea, solo mediante
el empleo de ensayos de alta sensibilidad y selectividad serd posible
proporcionar a los pacientes celiacos o sensibles al gluten una dieta segura.
Para desarrollar estos métodos se requiere disponer de receptores de elevada
afinidad vy selectividad. De hecho, los métodos estandar mdas empleados en la
actualidad para resolver el problema son inmunoensayos que utilizan
anticuerpos que reconocen a alguna de las fracciones alergénicas. Los
aptameros desarrollados a lo largo de este trabajo constituyen una excelente
alternativa a los anticuerpos para desarrollar dispositivos analiticos con las
caracteristicas analiticas que se exigen para garantizar la ausencia del alérgeno
en alimentos. Su naturaleza no proteica les hace mds resistentes quimicamente,
asi como la posibilidad de sintesis quimica de manera reproducible, son algunas
de las ventajas de estos nuevos receptores cuando se les compara con los

anticuerpos.

En este capitulo se describe el desarrollo, caracterizacion y validacion de
diferentes métodos para la cuantificacién de gluten que emplean alguno de los
aptameros seleccionados como elementos de reconocimiento. Inicialmente se
considerd que un sensor quimico, en el que el receptor molecular se integre

sobre la superficie de un transductor, seria una excelente alternativa a los
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métodos actualmente disponibles. Considerando que la mayor parte de estos
métodos utilizan un sistema de transduccidn éptico, se exploré en primer lugar
la compatibilidad de la deteccién de esta proteina. Para ello, se acopld un
enzimoinmunoensayo ELISA sandwich comercial a un transductor
electroquimico. Posteriormente, se exploraron diferentes esquemas para el
acoplamiento de los aptameros con transductores electroquimicos. Los
métodos que mejores caracteristicas analiticas presentaron fueron utilizados
para la cuantificacion de gluten en una amplia variedad de matrices

alimentarias.

5.2 Adaptacion de un método dptico a deteccidn electroquimica

Uno de los objetivos de este trabajo es el desarrollo de un método
electroquimico para la deteccidén de gluten en alimentos. Para ello, en primer
lugar se planted la adaptacién de un inmunoensayo comercial de tipo ELISA,
disefiado para la deteccidn dptica, a un sistema de deteccién electroquimica. En
la obtencién de los aptameros se empled como diana el péptido 33-mer, por
esto, se selecciond un inmunoensayo comercializado por la empresa Biomedal
gue utiliza el anticuerpo G12. Este anticuerpo ha sido seleccionado y reconoce
este mismo fragmento peptidico inmunotdxico para los enfermos celiacos. El kit
del inmunoensayo ELISA seleccionado consta de una placa de pocillos de
microtitulacidn recubierta con gliadina, el anticuerpo G12 marcado con enzima
HRP y estandares de diferentes concentraciones de gliadina, y utiliza un
formato de ensayo competitivo, por lo que permite la deteccidon de gluten en
alimentos hidrolizados. El ensayo comercial emplea el sustrato enzimatico

tetrametilbencidina (TMB) para la deteccion dptica, este sustrato es facilmente
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detectable mediante técnicas electroquimicas y ha sido utilizado previamente

en los ensayos sobre particulas magnéticas descritos en la seccién 3.4.

El ensayo, esquematizado en la Figura 5-1, se realizé en las condiciones que
indica el fabricante, que implica las siguientes etapas:

1) 300 puL de muestra o de estandar se pre-incubaron con 300 uL de
disolucién del anticuerpo G12 conjugado con HRP durante 45 minutos.

2) Se introdujeron 200 puL de esta mezcla en los pocillos tapizados con
gliadina y se dejo interaccionar durante 30 min. Muestras y patrones se
procesaron por duplicado.

3) Pasado el tiempo de reaccién se retird la disolucién de los pocillos y se
lavaron 5 veces con la solucién de lavado del kit.

4) Tras los lavados se retird toda la disolucidn de los pocillos y se introdujo
en los mismos 100 pL de la mezcla de disolucidn sustrato TMB geq)+H20, y se
incubd en la oscuridad 15 min. mientras transcurre la reaccidén enzimatica.

5) Finalmente se para la reaccion enzimatica con 100 uL de disolucién 1 M

de H2504.

La etapa final del ensayo implica la medida de la actividad de HRP inmovilizada
sobre los pocillos de la placa, que se correlaciona con la cantidad de gliadina
inicialmente presente. Para ello se utiliza un método de tiempo fijo, midiendo la
cantidad de producto generado después de que la reaccidon enzimatica ha

transcurrido durante un tiempo controlado

179



Electrodos:
auxiliary
referencia

Direccidn

Direccidn

Muestra + HRP-
Ab

Pre-Incubada

Electrodolde trabajo
Sistema FIA

Lavados TMB+H ,0,

Pl

Interaccion Reaccion Reaccion
competitiva enzimdtica parada

Pocillo
modificado
con gliadina

Figura 5-1: Esquema del ensayo ELISA + FIA electroquimico.

El sustrato, TMB, es oxidado por el H,0, en presencia de la enzima HRP que
actla como catalizador, el producto de oxidacion es azul y tras la adicién de
acido adopta color amarillo, presentando un maximo de absorbancia a 450 nm.
Como TMB es una molécula electroactiva, la reaccién se puede seguir tanto
espectrofotométrica como electroquimicamente, en este Ultimo caso se puede
medir la reduccion de TMB o). Debido al medio acido que se obtiene finalizando

el ensayo no es posible llevar a cabo las medidas, tal y como se ha hecho
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anteriormente, sobre electrodos de carbono serigrafiado dado que el electrodo
de pseudo-referencia es una tinta de Ag que se disuelve parcialmente en dicho
medio. El volumen final, tras parar la reaccidén enzimdtica, en los pocillos de la
placa de microtitulacion es de 200 L, por lo que no es posible llevar a cabo la
medida en una celda electroquimica convencional, que requiere un volumen de

trabajo mayor al disponible.

Por todo lo anterior, se optd por llevar a cabo una medida amperométrica en
un sistema de inyeccion en flujo (FIA) con un electrodo de carbono vitrificado
gue es compatible con el medio de medida. El sistema FIA empleado consta de:
una bomba peristdltica IsmaTec; valvula de inyeccién de seis vias; celda de flujo
de metacrilato con un electrodo de carbono vitrificado; jeringa de plastico,
acoplada a la salida del flujo de la celda, en la que se alojan los electros de
referencia Ag|AgCl|KCI (3M) y el electrodo auxiliar: tubo de acero a través del
cual la disolucién portadora se dirige hacia el desecho. De esta forma, una vez
gue se ha completado la reaccion inmunoldgica en la placa, se realizd la
inyeccion de un volumen de disolucion pequeiio, 50 uL, en el sistema de flujo,
superando el inconveniente de la limitacion de volumen. La disolucién
portadora utilizada fue H,SO4; 0,5 M al igual que el medio en el que se

encuentra el producto de la reaccién enzimatica.
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Figura 5-2: Voltametria ciclica del TMB oxidado en medio acido en un electrodo de carbono vitrificado.

Teniendo en cuenta que el proceso redox del TMB en electrodo de carbono
vitrificado y en medio de H,S0O4 0,5 M aparece a E*’= 0,56 V (Figura 5-2), para la
deteccion amperométrica se selecciond un potencial al que el producto de
oxidacion generado enzimdaticamente se reduzca sobre el electrodo. Se escogid
para la medida un potencial 100 mV menos positivo que el potencial de pico
catodico para asegurar la completa reduccion del TMB oy, por ello el potencial
de medida fue de 0,44 V. a este potencial se obtiene un pico (fiagrama) cuando

la muestra pasa por el electrodo de medida en el sistema de flujo.

En primer lugar se evalud la detectabilidad de la TMB oy midiendo la corriente
de reduccién de este compuesto tras su inyeccion en el sistema FIA a
concentraciones desde 0,1 hasta 0,8 uM. TMBox no es un producto comercial,
por lo que fue necesario generarlo para su medida anadiendo a 500 pL de TMB

de concentraciones crecientes, en presencia de 0,1 mM de H,0, y 40 uL de HRP
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10 pg/mL. Se asegurd que la oxidacidon habia sido cuantitativa mediante
medidas amperométricas a +0,68 V antes y después de la oxidacidon enzimatica.
En ambos casos las medidas se realizaron en &cido sulfurico para simular las
condiciones experimentales empleadas en el inmunoensayo. Se obtuvo que,
para la concentracion de TMB mas alta ensayada, la intensidad de corriente
medida después de la oxidacidon enzimdtica (30 min) fue solo un 3 % de la
intensidad de corriente inicial. Debido a esto se considera que se consigue la
oxidacidon cuantitativa del sustrato en las condiciones experimentales. La
introduccidon del TMB(oy a diferentes concentraciones en el sistema FIA, dio
lugar a corrientes de reduccién que se relacionan con la concentracion de
producto mediante la recta de regresion siguiente: I(nA)=-0,20 + 10,8 [TMBoyx)]
(uM); r=0,993, con un limite de deteccién estimado de 67 nM. A la vista de
estos resultados el sistema FIA con deteccién amperométrica disefiado es una
excelente alternativa a la deteccidon Optica para la medida de la actividad

enzimatica HRP.

Inicialmente, se estudid la influencia del tiempo de reaccién enzimatico sobre la
intensidad de corriente medida para una concentracién de gliadina de 30 ppb.
El tiempo de reaccidon enzimdtica recomendado por los fabricantes del kit es de
30 min, sin embargo, a partir de 5 minutos de incubacién se midieron
intensidades de corriente de 200 nA. A tiempos mas largos la sefial se
incrementd, llegando a doblarse a los 15 minutos y alcanzando los 480 nA a los
30 minutos. Por esto se selecciond un tiempo de incubacion de 15 minutos para

los experimentos siguientes.

Como se menciond anteriormente, el formato de ensayo competitivo permite la

deteccion de gliadina nativa e hidrolizada. Aunque el kit comercial recomienda

183



el uso de la prolamina completa como estandar de calibracidn la respuesta del
ensayo a hidrolizados puede ser diferente. Por esta razon se examind la
posibilidad de emplear el péptido 33-mer como estdndar. Con este propdsito se
evalud la respuesta del ensayo frente a tres estandares diferentes, el péptido
33-mer, las disoluciones de gliadina suministradas con el kit y disoluciones de
gliadina de Sigma preparadas en tampdén proporcionado con el kit. Las
concentraciones de los estandares empleadas fueron 7,5; 15; 30; 60 y 120 ppb
preparadas en el tampdn de trabajo aportado por el fabricante. En todos los
casos, tras parar la reaccién enzimatica se midié la sefial Optica vy
posteriormente se inyectd en el sistema FIA una fraccién de la disolucidon de
cada pocillo. La Figura 5-3 muestra el fiagrama caracteristico, obtenido para
concentraciones crecientes de gliadina del kit. Para poder establecer la
comparacion entre medidas fue necesaria la normalizacién de las mismas,

mediante la siguiente expresion:

Si - Smin
% Senal =
Smax - Smin

x 100

Donde S;es la sefal para cada concentracién, S,,es la sefial para la
concentracion mas alta y Sy,,x es la sefial para la concentracion menor. En la
medida Optica la sefal es la densidad Optica, mientras que para la medida

electroquimica es la intensidad de corriente medida al final del ensayo.
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Figura 5-3: Sefales de amperometria en flujo obtenidas para concentraciones de gliadina del kit: (a) 7,5
ppb; (b) 15 ppb; (c) 60 ppb; (d) 120 ppb.

De esta forma se obtienen las curvas dosis-respuesta que se muestran en la

Figura 5-4 para los estandares propuestos.
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Figura 5-4: Curva dosis-respuesta normalizada obtenida empleando gliadina del kit (verde), gliadina de
Sigma (negro) y 33-mer (rojo) como estandar para la calibracién.

185



Como puede observarse, las curvas de respuesta obtenidas para los patrones de
gliadina de Sigma y gliadina del kit son similares, lo que sugiere que el patrén de
calibracion propuesto en el kit es gliadina, con una ligera influencia de la
composicién desconocida del tampdn. Sin embargo la curva dosis respuesta
obtenida empleando el de péptido 33-mer presenta un comportamiento
diferente, obteniéndose sefiales menores (una mayor respuesta) a la misma
concentracion, en ppb, para el péptido. Debe tenerse en cuenta, sin embargo,
gue la concentracién de ambas especies no puede ser directamente comparada
en estas unidades. Puesto que la forma habitual que presenta una curva dosis
respuesta en los ensayos ELISA es sigmoidea, podria considerarse que la
respuesta al estandar de gliadina corresponde a la parte superior de esta curva
mientras que la respuesta del péptido se corresponderia con la parte inferior de

la misma, si ambos se expresan en unidades de concentracién equivalentes.

Por lo tanto, si se desea utilizar el péptido 33-mer como patréon es
imprescindible establecer una equivalencia entre proteina y péptido que
permita expresar los resultados obtenidos de unidades de péptido a gluten en
muestra. Para esto es necesario conocer la estequiometria de la interaccidn de
afinidad entre el anticuerpo G12 vy la gliadina. Aunque el epitopo de unién del
anticuerpo al péptido se encuentra repetido 3 veces en el 33-mer, solo es
posible la unién de un anticuerpo al péptido por razones estéricas. Si se
establece el nimero de moléculas de anticuerpo que se enlazan a la gliadina se

podria obtener un factor de conversion de ppm de péptido a ppm de gluten.

Con este fin se representaron los resultados para los dos estandares,

expresando su concentracion en nanoequivalentes/L. En el caso del 33-mer se
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asumidé que, el numero de equivalentes/mol es de 1 por la razén expuesta,
mientras que en el caso de la gliadina podria ser superior a 1, por lo que se
realizé el calculo suponiendo valores de entre 1 y 3 equivalentes/mol. Se
obtuvo una Unica curva sigmoidea tanto en el caso en la que se supuso
estequiometria gliadina-anticuerpo 1:1, representada en la Figura 5-5, como en
el caso de estequiometria 1:2, representada en la Figura 5-6. En ambos casos, la
parte superior de la curva sigmoidea se corresponde con las sefiales obtenidas
para la gliadina mientras que la parte inferior se corresponde a las sefiales
obtenidas para el péptido. Estequiometrias superiores no presentan una Unica

curva sigmoidea.
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Figura 5-5: Representacion de la relacion entre la intensidad de corriente medida, en pA, y la
concentracion de gliadina (negro) y péptido 33-mer (gis) en nEg/L suponiendo en el caso de la gliadina una
estequiometria de unién con el anticuerpo 1:1
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Figura 5-6: Representacion de la relacion entre la intensidad de corriente medida, en pA, y la
concentracion de gliadina (negro) y péptido 33-mer (gris) en nEg/L suponiendo en el caso de la gliadina
una estequiometria de unién con el anticuerpo 1:2

El ajuste sigmoideo en ambos casos, tanto en estequiometria 1:1 como en
estequiometria 1:2 da lugar a representaciones muy similares. Sin embargo,
solo la estequiometria 1:2 es compatible con el hecho que el anticuerpo G12 se
ha utilizado en un ensayo ELISA de tipo sandwich, donde este anticuerpo se
utiliza tanto como anticuerpo de captura como de deteccién. Por eso se ha
utilizado en posteriores cdlculos que cada mol de gliadina contiene 2
equivalentes. De esta forma es posible realizar una conversién de unidades de
péptido a unidades de gluten permitiendo la comparacién con la legislacién

vigente y con otros ensayos ELISA.

Se obtuvieron pues las caracteristicas analiticas del método usando el péptido
33-mer como estandar para la calibracién. Para ello se evalud la respuesta a

concentraciones crecientes del mismo, desde 0,4 hasta 400 ppb. La curva
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sigmoidea decreciente obtenida se muestra en la Figura 5-7. El intervalo
analiticamente util se establece como las concentraciones de péptido que
proporcionen una seifal comprendida entre el 80 y el 20 % de la sefial mdxima y
se muestra en la grafica como lineas horizontales discontinuas. El limite de
deteccion se estima como la concentraciéon de péptido que proporciona una
sefal correspondiente al 95 % de la sefial maxima y se muestra en la grafica

como una linea horizontal continua.
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Figura 5-7: Curva dosis respuesta normalizada empleando como estandar para la calibracidn el péptido 33-
mer medida dptica (gris) medida electroquimica (negro).

En la Tabla 5-1 se muestran las caracteristicas analiticas comparadas para los
ensayos electroquimico y O6ptico. El limite de deteccion se expresa en
concentracion de gluten empleando la conversidn encontrada previamente y es

muy similar al encontrado por los fabricantes del kit (1,26 ppm) lo que sugiere
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gue la detectabilidad del ensayo estd limitada por la afinidad del anticuerpo y

no por la técnica de deteccion empleada.

Tabla 5-1. Caracteristicas analiticas del ensayo ELISA de deteccidén de gluten en alimentos con deteccién
Optica y con deteccidn electroquimica.

Deteccidn dptica Deteccion electroquimica
Intervalo lineal 2,8-29,4 ppb gliadina 1,8-27,4 ppb gliadina
L. D. 1,0 ppm gluten 0,75 ppm gluten

En la Figura 5-8 se presenta la comparacién de las sefiales electroquimica y
Optica para el ensayo anterior. La recta de regresion %Seectroquimica = 0.99 %Séptica
— 2; r=0.998, indica que existe una buena correlacidn entre las dos técnicas de

deteccion empleadas.
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Figura 5-8: Correlacion entre las sefiales electroquimica y éptica para el calibrado con gliadina.

Se emplearon los ensayos electroquimico y éptico para la determinacién del

contenido en gluten de muestras de alimentos libres de gluten, utilizando el
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péptido 33-mer como estandar de calibracién y la equivalencia encontrada
anteriormente para la conversion de unidades de péptido a gluten. Para esto se
extrajo la prolamina presente en las muestras empleando una disolucién de
etanol al 60 %, para lo cual se afiadié 10 mL de esta disolucidon a 1 g de muestra
alimentaria, incubando la mezcla durante 30 minutos con agitacion. Tras la
extraccion se centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 2500 g vy
temperatura ambiente, y el sobrenadante convenientemente diluido con la
disoluciéon proporcionada junto con el kit, se sometié al inmunoensayo. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 5-2. Las mismas muestras fueron
analizadas por un laboratorio independiente empleando el método de
referencia, inmunoensayo de tipo sandwich con el anticuerpo R5, asi como el
mismo kit basado en el anticuerpo G12 siguiendo las instrucciones del
fabricante y empleando como estandar las disoluciones de gliadina
proporcionadas en el mismo. La comparacién de los resultados también se

muestra en la tabla siguiente.

Tabla 5-2: Comparaciéon de los contenidos de gluten (ppm) en distintos alimentos, medidas empleando
distintos anticuerpos, estandar y sistema de deteccién.

G12 competitivo
Estandar 33-mer Estandar Gliadina Kit | R5 Sandwich
Electroquimico | Optico Optico

Galletas <0,75 <1,5 <1,26 <5
Magdalenas 1,2 <1,5 <1,26 <5
Bizcocho <0,75 <1,5 <1,26 --
Gazpacho <0,75 <1,5 <1,26 <5
Esparragos <0,75 <1,5 <1,26 <5

A la vista de los resultados se concluye que todas las muestras analizadas,

excepto las magdalenas, tienen contenidos de gluten por debajo del limite de
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deteccion de todos los métodos. Las magdalenas contienen 1,2 ppm de gluten,
valor que se encuentra por encima del limite de deteccion del método
empleando deteccion electroquimica, pero por debajo del limite de deteccién
de los demas ensayos. Todas las muestras se encuentran correctamente
etiquetadas y cumplen los requisitos de la etiqueta “Controlado por FACE” que

garantiza un contenido en gluten de menos de 10 ppm.

Para validar el ensayo con deteccidn electroquimica se realizé un ensayo de la
recuperacién empleando una galleta etiquetada como “sin gluten” enriquecida
con 75 ppm de gliadina comercial. La muestra, enriquecida adicionando gliadina
de Sigma, fue homogeneizada y posteriormente extraida siguiendo el
procedimiento indicado anteriormente. La muestra sin enriquecer proporciond
una sefial inferior al limite de deteccion de la técnica confirmando que es un
producto etiquetado correctamente “sin gluten” el andlisis de las muestras

enriquecidas permitié obtener una recuperacién de (82,4 £ 5,0) %.

5.3 Desarrollo de un apta-sensor electroquimico sobre electrodos
nanoestructurados de oro

Una vez comprobadas las excelentes caracteristicas analiticas que se obtienen

al emplear deteccidn electroquimica en inmunoensayos comerciales, se plantea

el desarrollo de un sensor con los nuevos receptores seleccionados en este

trabajo.

Con el objeto de desarrollar un sensor de bajo coste se decidid elegir una

plataforma sensora desechable y para favorecer la sensibilidad de pensé en
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aprovechar los beneficios de los electrodos nanoestructurados, concretamente

nanoelectrodos de oro.

Este tipo de electrodos fue introducido por Martin en los afios 90 como un tipo
de ultramicroelectrodos generados por deposicién no electroquimica de oro en
los poros de membranas de policarbonato [158]. Sus ventajas consistian en
disminuir fuertemente la corriente capacitiva mientras que se mantenia la
corriente faradaica. Posteriormente, a principios de este siglo, se propuso la
eliminacidn parcial del policarbonato que rodea al oro para dejar al descubierto
partes de los laterales de oro depositado [159, 160]. De esta forma los
electrodos pasan de dos a tres dimensiones y se dispone de mayor superficie

para la inmovilizacidn de reactivos de reconocimiento.

Inicialmente la eliminaciéon del policarbonato se realizaba con plasma de
oxigeno seguido de un sellado térmico [159, 160]. Mas recientemente se han
propuesto otras alternativas mdas econdmicas como mezclas de disolventes
(disolucion o eliminacién quimica) [161]. Esta plataforma se va a usar para la
construccidon de un aptaensayo competitivo donde el péptido 33-mer estara
inmovilizado sobre los nanoelectrodos de oro y se producird una competicion
de este péptido y la proteina PWG en disoluciéon por una cantidad limitada de

aptamero.

El protocolo de obtencién de los nanoelectrodos en tres dimensiones (NEE) fue
el siguiente. Se utilizaron membranas de filtracién de policarbonato de tamano
de poro 50 nm como molde [161], que se sensibilizaron con estafio

sumergiéndolas en SnCl, 25 mM en una mezcla metanol/agua 50:50.
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Posteriormente se sustituyé el estafio depositado sobre la membrana por plata
mediante inmersidon en una disolucion amoniacal de AgNOs; durante 10
minutos. De esta forma la membrana queda recubierta con plata elemental.
Posteriormente se introdujo la membrana en el seno de una disolucion de 10
mg/mL de NaszAu(SOs), en tampdn de 125 mM de Na,S0s, 25 mM de NaHCOs y
625 mM de CH,0 de pH 10 y se dejé a 4°C durante 24 horas. Finalmente, la
membrana recubierta con oro depositado se limpia con HNOs al 25 % durante

12 horas, metanol durante 10 minutos y agua durante 10 minutos.

En este punto los poros de la membrana contienen de oro formando nanotubos
de 50 nm de grosor y las dos caras de la misma se encuentran recubiertas de
[dminas de oro. Para continuar con el proceso de construccion de la
nanoestructura es necesario retirar una de las laminas de oro, de forma que se
descubra la parte superior de los nanotubos de oro formados en los poros de la
membrana. Esto se llevd a cabo mediante una exfoliacién mecdnica. La ultima
etapa consistid6 en la exposicion de los nanotubos de oro, disolviendo
parcialmente la membrana con una mezcla de disolventes EtOH/CH,Cl, al 50%.
De esta forma se obtiene un conjunto de nanoelectrodos de oro con una
disposicion en forma de cepillo. En la Figura 5-9 se esquematiza la modificacién
de la membrana y la exposicidon de la nano-estructura formada en la superficie

de la misma, teniendo asi un NEE en 2D.
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Figura 5-9: Esquema de las etapas finales de la construccidn de los NEE de oro.

Estas membranas no pueden utilizarse directamente como electrodos (Figura
5-10 A). Para ello es necesario ponerles un contacto de cobre que permita su
conexiéon al potenciostato. Ademas es necesario delimitar el area de trabajo,
por lo que cada membrana se dividié en 20 porciones de 4x4 mm? (Figura 5-10
B) y sobre cada una de ellas se colocé una mdascara de teflon adhesiva con un
agujero de 2 mm de didmetro. Esta drea sera el electrodo de trabajo. El
contacto se realiza por la parte de atrds de la membrana, que aldn estd
recubierta de oro, con una cinta de cobre (Figura 5-10 C). el resultado final es el

gue se muestra en la Figura 5-10 D.

Los electrodos construidos se sometieron a un proceso de limpieza
electroquimica que permiti6 también observar su comportamiento
electroquimico y detectar fallos en la construccién (recubrimientos
heterogéneos, incompletos, falta de contacto eléctrico, etc.) El tratamiento
electroquimico consistié en 10 ciclos de -0,2 V a-1,6 V a 100 mV/s en KOH 0,5
M para eliminar de la superficie posibles restos de materia orgdnica y otros 15
ciclos en H,SO; 0,5 M de 0V a 1,6 V a 100 mV/s hasta obtener el voltagrama

ciclico tipico del oro policristalino, como el que se muestra en la Figura 5-11.
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Figura 5-10: Construccion de los electrodos a partir de las membranas. (A) Membranas modificadas con
oro; (B) Corte de la membrana; (C) Mascara, membrana y cinta adhesiva de cobre; (D) Electrodo
construido

Mediante la integracion del proceso de reduccién de los 6xidos de oro, es
posible estimar el area activa del electrodo, considerando que una monocapa

de 6xidos de oro corresponde a 390 pC/cm?’.

Para cada electrodo construido se calculd el drea electroquimicamente activa
. . 2 o .
obteniéndose un promedio de 21 mm* con una RSD del 45 %. Teniendo esto en
cuenta, en el ensayo se trabajé con los valores de densidad de corriente para
corregir las posibles diferencias de sefial atribuibles a la variabilidad del area

electroactiva.
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Figura 5-11: Voltametria ciclica de un electrodo construido con una membrana de oro nanoestructurada
en H,50, 0,5 M.

La preparacién de la fase sensora requiere la inmovilizacién del péptido 33-mer.
Se dispone del péptido biotinilado por lo que la estrategia se basd en la
obtencién de una superficie modificada con estreptavidina. Para ello se formd
una monocapa autoensamblada con un reactivo heterofuncional que contiene
un grupo tiol en un extremo y una biotina por el otro. Este reactivo es el HDPD-
biotin (piridilditio-biotina), conocido comercialmente como EZ-Biotin y viene
como disulfuro, por lo que, en realidad, se forma una monocapa tidlica mixta en
la que la mitad esta formada por el piridilo tiolado y la otra mitad por la biotina
modificada con un espaciador de seis carbonos terminando en un grupo tiol. El

procedimiento empleado fue el siguiente:
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1. Sobre un electrodo nanoestructurado, se colocé una gota de 10 uL de
EZ-Biotin en etanol 50 uM y dejandolos en un ambiente saturado de etanol a 4
°C durante toda la noche.

2. Tras un lavado del electrodo con PBS, se deposité una gota de 10 ulL de
estreptavidina 0,5 mg/mL en PBS y se dejé interaccionar a temperatura
ambiente durante 30 min.

3. Tras un nuevo lavado con PBS, se coloco electrodo una gota de 10 plL de
péptido 33-mer biotinilado 2 uM en PBS durante 30 minutos.

4, Después de eliminar esta disolucién y lavar con PBS, se colocé sobre el
electrodo una gota de 10 pL de biotina 500 uM en PBS y se dejo interaccionar

durante 30 min para bloquear los sitios de unién libres de la estreptavidina.

Los ensayos competitivos se caracterizan por emplear cantidades limitantes de
uno de los reactivos, en nuestro caso, el aptamero. Es, por tanto, imprescindible
seleccionar la concentracién de aptamero que permita una competicién
efectiva entre el péptido inmovilizado y la proteina en disoluciéon. Haciendo
interaccionar concentraciones crecientes de aptdmero con la superficie
modificada con péptido 33-mer. El aptamero empleado en la obtencidn de la
curva de enlace fue el Gli 4 biotinilado, ya que mejores caracteristicas de
afinidad presenta. Se hicieron interaccionar con la superficie concentraciones
de aptdmero de 10 nM, 100 nM, 1 pM y 10 uM. La deteccién se realizd
mediante cronoamperometria tras el marcaje del aptamero en superficie con
Str-HRP y posterior reaccion enzimatica con TMB + H,0,. El protocolo empleado

fue el siguiente:

1. Se colocé sobre el electrodo una gota de 10 L de la concentracién de

Gli 4 biotinilado correspondiente en BS y se dejé interaccionar 30 min.
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2. Tras lavar el electrodo con BSL, se deposité una gota de 10 pL de
conjugado enzimatico estreptavidina-HRP 2,5 mg/mL en BSL y se dejo
interaccionar a temperatura ambiente durante 30 min sobre el electrodo.

3. a continuacién se lavé el electrodo con BS, y se introdujo en una
microcelda con 200 pL de sustrato TMB comercial y se dejé transcurrir la
reacciéon enzimatica durante 1 min, tras lo cual, se llevd a cabo la medida

cronoamperométrica.

En estas condiciones la densidad de corriente para la mayor concentracién de
aptamero (10 pM) fue de 1 pA/mm? mientras que la del blanco fue de 0,9
HA/mm?. Estos resultados impiden la deteccion especifica de la interaccién
entre el péptido y el aptdmero. Se probd a inhibir esta interaccidn inespecifica
con distintos bloqueantes incluyendo en los tampones empleados en las etapas
de marcaje enzimatico, de lavado o en ambas, 1 % de caseina, 1% de BSA o
empleando un tampén comercial de bloqueo sin proteinas. Las medidas
obtenidas para el blanco y para una concentracién de Gli 4 biotinilado de 10 uM
en los ensayos anteriormente descritos se encuentran recogidas en la Tabla 5-3.
Tabla 5-3: Sefiales en densidad de corriente (uA/mmz) para el blanco y una concentracién de Gli 4 de 1

UM para el ensayo sobre electrodos de oro empleando una monocapa de EZ-Biotin y diferentes
bloqueantes.

Sin bloqueante Caseina BSA Tampon bloqueo
sin proteinas
Blanco 0,90+0,07 1,36+£0,10 0,08+0,01 0,47+0,16

Gli4 10 uM 1,02+0,26 1,08+0,18 0,06+0,01 0,64+0,10

En ninguno de los casos anteriores se consiguié diferenciar la sefial del blanco
de la concentracion mas alta del aptdmero por lo que se optd por un diseiio

alternativo de fase sensora, concretamente el descrito en la seccién 4.3.1 en los
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ensayos de SPR, basado en la formacién de una SAM con una mezcla de acido
mercaptoporpanoico (MPA) y acido mercaptoundecanoico (MUA) 10:1 vy
posterior enlace covalente de la estreptavidina. Para la formacion de la
monocapa se colocé en el electrodo una gota de 10 puL de 10 mM de 4acidos
mercaptopropanoico y mercaptoundecanoico en proporcion 10:1 en etanol y se
dejaron a 4 °C durante toda la noche en un ambiente saturado de etanol para
evitar la evaporacion. Una vez formada la monocapa de MPA:MUA, se procedid
a la inmovilizacién covalente de la estreptavidina siguiendo el protocolo

detallado a continuacion:

1. Se depositd sobre el electrodo una gota de 10 puL de N-
hidroxisuccinimida (NHS) 200 nM y de etil-(dimetilaminopropil)-carbodiimida
(EDC) 50 nM en agua y se dejo interaccionar durante 15 minutos.

2. Se lavd el electrodo con tampdn de acetato de sodio 10 mM de pH 4,5, y
se depositd sobre el electrodo una gota de 10 pL de estreptavidina 50 pg/mL en
tampdn de de acetato de pH 4,5 y se deja interaccionar durante 60 min.

3. Se lavé el electrodo con HEPES de pH 8 y se deposité una gota de 10 plL
de etanolamina 1 M en tampdn de HEPES de pH 8 y se dejo interaccionar
durante 30 min, para inactivar los grupos carboxilicos que no hubiesen
reaccionado con la estreptavidina.

4, A continuacién, se colocé sobre el electrodo una gota de 10 pL de
péptido 33-mer biotinilado 2 uM en PBS durante 30 minutos.

5. Tras un lavado del electrodo con PBS, se colocé sobre el electrodo una
gota de 10 ulL de biotina 500 uM en PBS y se deja interaccionar durante 30 min

para bloquear los sitios de union libres de la estreptavidina.
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Con esta superficie se intentd construir la curva de enlace pero tanto la sefial
del blanco como la correspondiente a 10 uM de aptdmero resultaron muy bajas
e idénticas (Tabla 5-4).

Tabla 5-4: Densidad de corriente (uA/mmz) para el blanco y una concentracién de Gli 4 de 10 uM para el

ensayo sobre electrodos de oro empleando una monocapa de acidos mercaptopropanoico y
mercaptoundecanoico con y sin bloqueante.

Sin bloqueante Caseina
Blanco 0,19+0,01 0,50+0,11
Gli410 pM 0,20+0,04 0,51+0,03

La adiciéon de caseina como bloqueante aumenta ambas sefiales en idéntica
proporcién (Tabla 5-4), por lo que se descarté el uso de NEE 3D para la

obtencién de un aptasensor

5.4 Desarrollo de un apta-ensayo competitivo sobre particulas magnéticas

Para el disefo de un ensayo que permita la de gluten en alimentos, se escogio
el formato de ensayo competitivo que permite la determinacién tanto de la
proteina intacta como de pequefios fragmentos peptidicos generados por
hidrdlisis de ésta. Como soporte para la fase sensora se han seleccionado
microparticulas magnéticas para aprovechar las ventajas que ofrecen en la
separacion eficiente y rédpida que facilita las etapas de lavado, que contribuyen
a minimizar los problemas asociados a interacciones inespecificas. La
preparacion de la fase sensora se realizo tal y como se ha descrito en la seccion
3.4 inmovilizando el péptido 33-mer biotinilado sobre microparticulas
magnéticas recubiertas con estreptavidina. El ensayo analitico consta de las

siguientes etapas (Figura 5-12):
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1. Se hicieron interaccionar muestra y aptamero biotinilado con una

cantidad fija de particulas. En esta etapa el analito en disolucién compite
con el péptido inmovilizado por una cantidad limitada de aptamero.
Como resultado parte del aptdmero biotinilado es capturado
especificamente.

Se lavaron las particulas dos veces durante dos minutos con BS para
separar el aptamero fijado en las particulas del resto de la disolucion.
Las particulas se reconstituyeron en BSL con 2,5 pug/mL de conjugado
enzimatico estreptavidina-peroxidasa de rabano silvestre que contiene
dos enzimas por cada estreptavidina (Str-HRP,;) y se hicieron
interaccionar durante 30 min. De esta forma se consigue el marcaje del
aptamero con el conjugado enzimatico para detectar la cantidad del
mismo enlazado a las particulas.

Se lavaron las particulas dos veces durante dos minutos con BSL y una

vez con BS.

Finalmente se cuantificd la actividad enzimatica en la superficie de estas

atrapando magnéticamente las particulas modificadas en un electrodo

serigrafiado de carbono. Tras la adicion del sustrato enzimatico, TMB y perdxido

de hidrégeno, se mide por cronoamperometria la cantidad del producto

generado enzimaticamente. Cuanto mayor sea la concentracion de gliadina en

la muestra menor sera la corriente medida.
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Figura 5-12: Esquema del ensayo competitivo.

Para obtener las condiciones éptimas para el ensayo competitivo se selecciond
la concentracion de aptamero marcado con biotina que es necesario emplear
en la etapa de competicion, fijando la cantidad de particulas modificadas con
péptido empleadas en 0,06 mg/mL. En este estudio se ensayaron diferentes
concentraciones de los aptdmeros en el intervalo de 0,5 nM a 5 uM, sin
proteina ni péptido en disolucidn. Este analisis proporciona las curvas de enlace,
mostradas en la Figura 5-13, para los dos aptameros. Para efectuar el ensayo
competitivo se selecciond una concentracién de cada aptamero de 250 nM, que
corresponde a la concentracion que proporciona aproximadamente el 50 % de
sefial maxima. En ausencia de aptdmeros (ensayo blanco) se obtiene una
pequefia corriente de reducciéon (0,4+0,1) A, lo que confirma que la
contribucién de la interaccion inespecifica del conjugado enzimatico no es

significativa. La seflal maxima obtenida para la concentracion de aptamero
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seleccionada es de 4,7+0,1 pA para el aptamero Gli 4 y de 3,620,1 pA para el
aptamero Gli 1. Estos resultados son consistentes con la interaccidén especifica
de los aptameros con el péptido inmovilizado y la mayor afinidad del aptamero

Gli 4.

10,0 -

0,1 1 10 100 1000
[aptamero] / (nM)

Figura 5-13: Curvas de enlace de las aptdmeros Gli 1 (O, linea continua) y Gli 4 (e, linea discontinua) a
particulas magnéticas modificadas con péptido 33-mer.

La segunda variable que se ha tenido en consideracion es la composicién del
tampon para la competicidon. Durante el proceso de extraccidn de las muestras
previo a la medida se necesita utilizar una disolucion de etanol al 60 %. Por esta
razon es imprescindible evaluar el efecto del etanol en la interaccién péptido
aptamero. Para ello se realiza el ensayo de unién péptido-aptdmero en un
tampdn que contiene diferentes concentraciones de este alcohol. La presencia
de 1,2 % de etanol, que se corresponde con una diluciéon 1:50 de las muestras

extraidas empleando 60 % de etanol, incrementa la sefial maxima mientras que
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no afecta al blanco. Este aumento de sefial obtenido con 1,2 % de etanol puede
explicadarse por la naturaleza apolar del péptido presente en la superficie de
las particulas, que puede inducir una ligera agregacién de las mismas. Una
pequeiia cantidad de etanol puede actuar como agente disgregante y favorecer
la interaccion péptido-aptamero. En concordancia con este resultado, se obtuvo
gue el ensayo competitivo proporciona un descenso mayor de la sefial con esta
cantidad de etanol en el tampdn de competicidn. Incrementando la cantidad de
etanol a una concentracién del 3 %, el enlace del aptamero Gli 1 decrece
aproximadamente un 35 % con respecto al obtenido copn el 1,2 % mientras que
la interaccién del aptdmero Gli 4 apenas se ve afectada. Esto concuerda con la
menor constante de afinidad para la reaccion de reconocimiento del péptido
por parte del Gli 1. Por lo tanto, el mejor resultado en términos de sensibilidad
se obtiene empleando 0,06 mg/mL de particulas modificadas y 250 nM de

aptdmero en presencia de 1,2 % de etanol.

En estas condiciones se compararon las sefnales obtenidas en presencia de 10
ppb de PWG. En el caso del aptamero Gli 1 se observa un descenso del 87 % con
un coeficiente de variacion del 6 %, mientras que con Gli 4 el descenso de la
sefial es del 80 %, lo que indica una mayor sensibilidad como cabe esperar en
un apamero de mayor afinidad. Sin embargo el ensayo utilizando el aptdmero
Gli 4 conduce a una peor reproducibilidad con una RSD del 15 % para tres
medidas de 10 ppb de PWG. Esta mayor desviacion se debe, probablemente, a
la mayor tendencia a la agregacion que presentan las particulas magnéticas
modificadas con el péptido 33-mer en presencia de este aptamero. Para
superar esta dificultad se llevd a cabo el ensayo con el aptdmero Gli 4

empleando una mayor dilucion de las particulas magnéticas durante la etapa de
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competicién, de forma que la concentracion final fue de 0,01 mg/mL, mientras
gue se mantuvo la cantidad de particulas finalmente colocadas en la superficie
del electrodo para la medida. Con esta modificacién se mejora la precision del

ensayo, obteniendo una RSD del 6% para 10 ppb de PWG.

El conjugado enzimatico, Str-HRP,, utilizado en la etapa de marcaje se
encuentra en exceso. Concretamente, se emplea una concentracion tres veces
superior a la estequiométricamente necesaria en el caso de que todo el
aptamero se enlazase sobre las particulas. Se emplea esta cantidad para
asegurar el marcaje de todo el aptamero inmovilizado sobre las particulas y

posibilitar su deteccion.

En las condiciones establecidas se llevd a cabo el ensayo para concentraciones
crecientes de PWG con el objetivo de obtener sus caracteristicas analiticas. En

la Figura 5-14 se representan algunos cronoamperogramas representativos.

-1 _(/———-*

I (HA)

1
[N
(2]
-]

20 40 60
t(s)

o

Figura 5-14: Cronoamperogramas correspondientes al ensayo competitivo con el aptamero Gli 4. Blanco
(morado); concentraciones de PWG, 100 ppb (azul), 10 ppb (rojo), 1 ppb (verde) y Sefial maxima sin PWG.
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Como se ha comentado en la seccidén 1.2.2 el estandar mds empleado para la
calibracion y la validacion es la gliadina PWG [26], que es el que se selecciond
en este caso. Debido a la baja solubilidad de la gliadina en medio acuoso no se
ensayaron concentraciones superiores a 1 pg/L, lo que ha impedido la

obtencién de la curva sigmoidea completa, como se observa en la Figura 5-15.
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Figura 5-15: Curvas de calibracidn para el ensayo competitivo empleando los aptdmeros Gli 1 (e, linea
discontinua) y Gli 4 (g, linea continua) con gliadina PWG como estandar de calibracidn.

En la Figura 5-15 se muestran las intensidades de corriente obtenidas en la
calibracion del ensayo competitivo con los aptamero Gli 1 y Gli 4 empleando
PWG como estandar. Estos datos se han ajustado a la funcion logistica de

cuatro parametros:
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(B—A)

1+ (%)p

Donde A es la respuesta a una concentracidn infinita de analito, B es la

y=A+

respuesta a una concentracién cero de analito, X, es la concentracion de analito
que proporciona un 50 % de la sefial maxima y p es la pendiente de Hill que
representa la pendiente en el punto de inflexién de la sigmoide, el mejor ajuste

se ha obtenido fijando el paradmetro A=0y las ecuaciones son las siguientes:

3,60 _
1+ (WG (ppb))"'s’

I(pA) = r =0.980paraGlily

721

5,17 _
- ([PWG](ppb))O'G’

I(pA) = r = 0.997 para Gli 4.

273

El limite de deteccion de cada ensayo se calculd como la concentracion que
proporciona el 95 % de la sefial maxima y se correspondié con 4,9 ppb de
gliadina empleando el aptamero Gli 1 como elemento de reconocimiento y de
0,5 ppb de gliadina empleando el aptdmero Gli 4. Asumiendo que en muestras
reales hay que hacer una extraccién dilucidn del extracto, el limite de deteccién
seria de 4,9 ppm y de 0,5 ppm de gluten empleando Gli 1 y Gli 4
respectivamente, si la dilucion es 1:500 y considerando que el contenido de

gliadina en el gluten es el 50 %.

El limite de deteccion obtenido para el ensayo empleando el aptamero Gli 4 es

el menor obtenido para un ensayo de deteccién de gluten hasta el momento. El
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método considerado oficial, ELISA de tipo sandwich basado en el anticuerpo R5
tiene un limite de deteccidon de 5 ppm de gluten [49], mientras que el ensayo
competitivo basado en el mismo anticuerpo presenta un limite de deteccion de
0,75 ppm de gluten [39]. De los inmunoensayos comerciales el que tiene mejor
sensibilidad es el ELISA competitivo, comercializado por Biomedal basado en el

anticuerpo G12 [55], que tiene un limite de deteccion de 0,6 ppm de gluten.

Asi mismo, el limite de deteccién para el ensayo empleando el aptdmero Gli 1
permite la verificacion del cumplimiento de la legislacidon vigente para el

etiquetado de alimentos “sin gluten”.

Como se ha comentado en la seccién 3.3, finalizando el presente trabajo se
publicé la obtencién del aptdmero G33 del que no se comprobd su reactividad
contra otras proteinas distintas a la gliadina de Sigma como las del centeno,
cebada o la avena [122]. El método de deteccién desarrollado se basa en un
ensayo competitivo en el que la gliadina presente en la muestra compite con la
gliadina enlazada a un pocillo de una placa ELISA por el aptamero presente en el
medio. Se cuantificd la cantidad de ADN fijada en el pocillo eluyendo el mismo y
llevando a cabo una PCR cuantitativa. El limite de deteccién de este ensayo es
de 100 ppb de gliadina, dado no se ha comprobado su aplicacion a muestras
reales y no se propone una extracciéon o dilucién no se puede calcular el limite

de deteccién de gluten en muestra.

La repetibilidad del ensayo se calculéd como el coeficiente de variaciéon para 1y
para 10 ppb de gliadina, siendo 7 y 8 % respectivamente para el aptamero Gli 1

y 9y 6 % para el aptamero Gli 4. La reproducibilidad interensayo se calcul6 para
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la sefial obtenida para 10 ppb de gliadina en tres dias diferentes y es 9,5 % para

el ensayo con el aptamero Gli 1y 6% para el ensayo con el aptdmero Gli 4.

El ensayo competitivo estd disefiado especificamente para la determinacion de
fragmentos de proteinas hidrolizadas. Por esto, se evalud la viabilidad de
emplear el péptido 33-mer como estdndar para el ensayo competitivo.
Utilizando el aptamero Gli 4 no ha sido posible la calibracién con el péptido en
disolucion. Este hecho se atribuye a la agregacién microscdépica, anteriormente
comentada, de las particulas modificadas con péptido en presencia del
aptamero. Por tanto, este aptdmero es especifico para gluten no hidrolizado.
Por el contrario, cuando se utiliza el aptamero Gli 1 como receptor especifico
fue posible obtener una respuesta decreciente a concentraciones crecientes de

péptido 33-mer.
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Figura 5-16: Curvas de calibrado para el ensayo competitivo basado en el aptamero Gli 1 y empleando
gliadina PWG (g, linea continua) y péptido 33-mer (¢, linea discontinua) como patrén.

En la Figura 5-16 se muestra la respuesta del método basado en el aptamero Gli
1 a concentraciones crecientes de péptido 33-mer, comparado con la
calibracion obtenida empleando PWG, expresando las concentraciones de
ambos patrones en nM. Aungue el aptdmero reconoce el péptido, para que se
produzca una competencia efectiva se requieren concentraciones mayores de
esta diana que de la proteina intacta. Esto puede explicarse si se considera que
el PWG contiene varios sitios de unidn al aptamero en su estructura. Sin
embargo, si a partir de la comparacién de las dos curvas de enlace mostradas
en la Figura 5-16 se trata de obtener el niUmero de sitos de unién, se encuentra
gue este numero seria muy elevado, aproximadamente 200, lo que no parece
razonable. Previamente en este trabajo se encontré que la gliadina presentaba

dos sitios de unidn para el anticuerpo G12.
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También se ha evaluado el reconocimiento por parte del aptamero Gli 1 del
epitopo de reconocimiento del método oficial basado en el anticuerpo R5, el
pentapéptido QQPFP. Esta secuencia no se encuentra en el péptido
inmunodominante 33-mer que fue empleada en la seleccién, pero estd
presente en las prolaminas del trigo, centeno y cebada. El aptdmero reconoce
este péptido pero a concentraciones mucho mas altas que el péptido 33-mer,
por encima de 1 uM, lo que sugiere una afinidad muy inferior. Esta menor
afinidad concuerda con la ausencia de la secuencia en la diana empleada para la

seleccion.

Una vez comprobado el reconocimiento de las proteinas provenientes del trigo
es necesario evaluar la respuesta del ensayo frente a otras proteinas tdxicas
para los enfermos celiacos como el centeno y la cebada que presentan una
toxicidad similar al trigo. Ademds se evalud la respuesta a la avena, cuya
toxicidad estd en entredicho, asi como a las prolaminas procedentes de otros
cereales téxicos y su selectividad contra proteinas de fuentes no tdxicas para los
enfermos celiacos frecuentemente presentes en los alimentos etiquetados “sin
gluten” como arroz, maiz y soja. Debido a la no disponibilidad de estandares
comerciales para estas prolaminas se llevd a cabo su extraccién de la harina de
cada fuente siguiendo el protocolo indicado en secciones previas. Para la
realizacion del ensayo los extractos se diluyeron a los niveles de concentracion

deseados en el tampdn de competicion.
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Figura 5-17: Respuesta del ensayo competitivo empleando el aptamero Gli 1 frente a las prolaminas
toxicas de trigo (rojo), centeno (azul), cebada (verde) y avena (negro).
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Figura 5-18: Respuesta del ensayo competitivo empleando el aptamero Gli 4 frente a las prolaminas
toxicas de trigo (rojo), centeno (azul), cebada (verde) y avena (negro).
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En la Figura 5-17 se muestra la respuesta del ensayo a las diferentes prolaminas
empleando el aptamero Gli 1 y en la Figura 5-18 los resultados del ensayo
utilizando el aptdmero Gli 4. Ambos aptameros reconocen la gliadina del trigo,
la hordeina de la cebada y la secalina del centeno de forma similar dentro del
error experimental. Sin embargo, la respuesta frente a las aveninas de la avena
es diferente, el aptdmero Gli 1 no es capaz de enlazar a las proteinas de la
avena mientras que el aptamero Gli 4 si que las reconoce pero con menor
afinidad que al resto de prolaminas de los cereales téxicos para los enfermos
celiacos, tal y como se habia observado en los ensayos de caracterizacion
(seccion 3.5). Este resultado es interesante dado que los anticuerpos G12 y Al
desarrollados contra el péptido 33-mer también son capaces de enlazarse
débilmente a las aveninas, pese a que el 33-mer no esta presente en su
secuencia. La sensibilidad de los ensayos que utilizan distintos receptores es, sin
embargo diferente, siendo el orden de sensibilidad encontrado: hordeina =
gliadina > secalina >> avenina para el G12 y hordeina = secalina > gliadina >>
avenina para los aptameros. En el caso de los aptameros las diferencias entre
hordeinas, secalinas y gliadinas son menos pronunciadas. El método oficial
basado en el anticuerpo R5 no responde a las prolaminas de la avena. Por tanto,
aunque ambos aptameros han sido seleccionados contra la misma diana
presentan afinidad distinta por las proteinas de la avena. De esta forma
podemos disponer de dos receptores que nos permitirian diferenciar de forma

sencilla el origen del gluten (téxico vs. Controvertido).

También es importante asegurar la respuesta del método desarrollado a
proteinas de harinas no toéxicas para los enfermos celiacos como las

provenientes de arroz, maiz y soja, que son habitualmente sustitutas de las
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harinas de los cereales téxicos en los productos sin gluten. Para evaluar la
reactividad cruzada se midié la respuesta de los ensayos con ambos aptameros
a concentraciones crecientes de las proteinas extraidas de la harina de soja,
maiz y arroz. Las respuestas analiticas, expresadas en porcentaje de corriente
con respecto a la intensidad de corriente mdxima en ausencia de proteina,
estan en torno al 100 % y se pueden observar en la Tabla 5-5. De acuerdo con
estos resultados, los ensayos desarrollados no presentan reactividad cruzada

con las proteinas no téxicas para los enfermos celiacos.

Tabla 5-5: Porcentaje de corriente con respecto a la corriente obtenida en ausencia de proteina medido
para las proteinas provenientes de harinas no toxicas para los enfermos celiacos.

Proteina Glil Glig

Soja 112+11 % 125437 %,
Maiz 135+26 % 121+36 %
Arroz 11249 % 113£25 %.

En definitiva, se puede concluir que los métodos competitivos desarrollados son
suficientemente sensibles y selectivos para ser aplicados a la determinacién de
gluten en alimentos etiquetados “sin gluten” para evaluar el cumplimiento de la
ley y proporcionar mayor informacién al consumidor. La legislacion permite el
etiquetado “sin gluten” a aquellos productos con un contenido en gluten
inferior a 20 ppm. El método basado en el aptamero Gli 4 permitiria rebajar
este limite sensible, protegiendo de forma mas efectiva a la poblacion celiaca
mas vulnerable. Para comprobar la aplicabilidad de estos métodos, se
analizaron muestras proporcionadas por dos laboratorios externos, todas ellas
con un contenido en gluten desconocido y muestras de contenido en gluten
certificado por un ensayo interlaboratorio empleando el método oficial basado

en el anticuerpo R5.
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El protocolo general de extraccion fue el mismo indicado anteriormente para la
extraccidon de las proteinas de las diferentes harinas. La muestra se kava con

NaCl 2M y se somete a dos extracciones sucesivas con etanol 60 %.

En algunos casos y con el fin de comprobar la compatibilidad del método de
extraccion basado en la disolucién céctel que se emplea en muestras sometidas
a calor, se empled el siguiente protocolo. Se mezclé 0,25 g de muestra con 2 mL
de disolucion coctel (250 mercaptoetanol, 2 mM de guanidina en tampdn 0,1x
de PBS). La suspensién se incubd durante 40 minutos a 50 °C. Una vez a
temperatura ambiente se afiadieron 3 mL de etanol y se incubd durante 1 hora
con agitaciéon. Finalmente las muestras fueron centrifugadas durante 30
minutos a 2500 g y el sobrenadante fue utilizado en el andlisis. La muestra que
contenia chocolate fue extraia den presencia de 0,25 g de gelatina y de 0,1 g de
polivinilpirrolidona (PVP) a la que se le afiadié 0,25 g de muestra, para mejorar

el rendimiento de la extraccion.

En primer lugar se analizaron las muestras con contenido en gluten certificado
con el método basado en el aptamero Gli 4: una masa preparada para pastel
certificada como sin gluten en un ensayo interlaboratorio y un preparado
infantil de soja con un valor certificado de 21 ppm de gluten obtenido
igualmente en un ensayo interlaboratorio. Adicionalmente se llevé a cabo un
ensayo de recuperaciéon enriqueciendo el extracto de la masa para pastel con
dos niveles de gliadina, 25 y 100 ppm, adicionando al extracto el volumen
adecuado de una disolucion de PWG de concentracién 1000 ppm 60 %. Los

valores encontrados para todos las muestras se resumen en la Tabla 5-6.
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Tabla 5-6: Resultados obtenidos en el analisis del contenido de gluten en muestras certificadas empleando
el método basado en el aptamero Gli 4.

Valor medido Gli 4 Valor asignado
Muestra
ppm gluten ppm gluten
Preparado .mfantll de 1645 210
soja

Preparado para pastel <L.D. Negativo
Pastel enriquecido 1 27,5+0,3 25
Pastel enriquecido 2 9819 100

Los resultados obtenidos concuerdan con los resultados esperados. Teniendo
en cuenta que el intervalo de valores asighado en el ensayo interlaboratorio
comprende desde 10,5 hasta 31,4 ppm de gluten, el valor obtenido por el
aptaensayo competitivo se encuentra dentro de dicho intervalo. De igual forma
la muestra certificada como negativa no proporciond una seiial diferente del
blanco, mientras que los ensayos con la muestra enriquecida proporcionaron
una recuperacién préxima al 100 % (110 % para el nivel de 25 ppm y 98 % para

el de 100 ppm).

Las muestras proporcionadas por el Laboratorio | se dividieron en dos grupos de
acuerdo a la informacidn obtenida a través de la compaiiia: muestras no
hidrolizadas (Tabla 5-8), que se cuantificaron con el ensayo empleando el
aptamero Gli 4, mds sensible, y muestras hidrolizadas (Tabla 5-7), que se
cuantificaron con el ensayo que utiliza el aptdmero Gli 1, el aptamero que
responde a fragmentos hidrolizados. Las muestras liquidas se diluyeron con
etanol al 60 %, que es el método recomendado por los fabricantes del kit
comercial basado en el anticuerpo G12. Este kit fue el empleado por el
Laboratorio | para proporcionarnos a posteriori los datos necesarios para

comparar nuestros resultados con métodos ya establecidos.
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Tabla 5-7: Resultados proporcionados por el ensayo empleando el aptamero Gli 4 para muestras extraidas
con etanol 60 % en comparacion con los obtenidos por el laboratorio externo utilizando el método G12.

Método Gli 4 Laboratorio Externo |
Muestra
(ppm gluten) (ppm gluten)
Harina de Mijo 16+2 15
Quinoa 76 24 40
Harina de Maiz 35+20 Negativa
Harina de Arroz <L.D. Negativa
Muestra Chamtor 36 £25 Negativa
Harina de almendra 116 £ 65 Negativa
Muestra liquida A 12+1 Negativa
Muestra liquida B 30+13 Positiva
Muestra liquida C 1+0.6 Positiva
Muestra liquida G 35+7 Positiva
Muestra liquida H 16+5 Positiva

Como se puede observar en la Tabla 5-7, todas las muestras identificadas como
positivas por la compaiiia fueron también positivas por el método aqui descrito,
por lo que se concluye que el método competitivo con Gli 4 no da lugar a falsos
negativos. Es interesante destacar que todas las muestras dadas como
negativas por el Laboratorio |, es decir, por debajo de su limite de deteccidn,
excepto una son positivas con el ensayo competitivo. Aunque esta circunstancia
haria pensar que este método es proclive a dar falsos positivos, esta
discrepancia puede atribuirse a la mayor sensibilidad del aptaensayo. En el caso
de la muestra liquida A se ha obtenido un contenido en gluten inferior a 20
ppm, por lo que en cualquier caso la muestra puede ser etiquetada como “sin
gluten”. En el caso de las muestras sdlidas las discrepancias son mas acusadas
pero hay que tener en cuenta que los compuestos o fragmentos diana son

diferentes en cada ensayo. No se puede, por tanto, afirmar que el aptaensayo
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conduzca a falsos positivos sino a resultados, en general, mayores a los

obtenidos con el método del anticuerpo G12.

En el andlisis de muestras hidrolizadas empleando el aptamero Gli 1 se observa
una tendencia andloga. De nuevo no se observan falsos negativos que pondrian
en duda la utilidad de este método para asegurar la seguridad de los enfermos
celiacos. La Unica muestra negativa por el método del G12 es positiva por el
aptaensayo por idénticas razones a las expuestas. En el caso de muestras
hidrolizadas es donde cabe esperar mayores discrepancias puesto que el valor
obtenido depende fuertemente de la secuencia diana detectada y ésta puede

ser diferente a la que origina la respuesta inmunotéxica [162].

Tabla 5-8: Resultados obtenidos en el analisis de muestras liquidas empleando el método competitivo
basado en el aptamero Gli 1 comparados con los valores proporcionados por el laboratorio externo.

Método Gli 1 Laboratorio Externo |
Muestra
(ppm gluten) (ppm gluten)

Cerveza de trigo (Paulaner) 224 +5 Positiva
Muestra liquida D 46 +6 Dudosa
Muestra liquida E 92 +29 Positiva
Cerveza espaiiola (Cruzcampo) 130 + 27 Positiva
Muestra liquida F 130+ 28 Positiva
Cerveza Daura (sin gluten) 113+ 36 Negativa

Utilizando las muestras sélidas proporcionadas por el Laboratorio Il, se evalud
la influencia de los agentes reductores y desnaturalizantes, presentes en el
coctel de extraccidon, sobre la respuesta del apta-ensayo. Los resultados,
mostrados en la Tabla 5-9, se han comparado con los valores obtenidos por el
método oficial basado en el anticuerpo R5, proporcionados por la compafiia

proveedora de las muestras a posteriori y con los analisis llevados a cabo por
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una compaiiia espafiola (Laboratorio Ill) acreditada oficialmente para el analisis
de gluten.
Tabla 5-9: Resultados obtenidos en muestras analizadas empleando el aptamero Gli 4 y dos protocolos

diferentes de extraccion en comparacién con los resultados obtenidos por el método R5 llevado a cabo
por dos laboratorios independientes.

Extrac.

Extrac. Lab Il Lab Il
coctel
Muestra etanol (ppm (ppm (ppm
(ppm gluten) gluten) gluten) gluten)
Pastel >100 >100 78 >80
Fixamyl 8+3 30 7 13.3+1.1
Capuccino 23+3 50 <5 <5
Rollito de avena 63+9 97 +9 77 >80
Corn flakes 2 34 58+4 38 18.1+1.3
Postre de 11 <LD 13 <5
chocolate
Fit snack 81+8 90 77 >80
Crema de vainilla <6 <LD <5 <5
Corn flakes 1 13 34+7 17 30.8+1.9
Panna Cotta 6t1 <LD <5 <5

La mayoria de los valores obtenidos por el método que emplea el anticuerpo R5
son comparables con los resultados obtenidos con el apta-ensayo que emplea
Gli 4, excepto el capuccino, donde se encuentra un falso positivo. De nuevo,
este desacuerdo en los resultados puede ser atribuible a la mayor sensibilidad

del método empleando al aptdmero frente al inmunoensayo.

Cuando se evalua la influencia de la disolucion céctel en el ensayo competitivo
basado en el aptdmero, se obtienen, en general, valores de concentracién de
gluten mas elevados, probablemente debido a un mayor rendimiento de la

extraccion. La excepcién fue la muestra que contiene chocolate. Incluso
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empleando gelatina de pescado y PVP para mejorar el rendimiento de Ia
extraccion, se obtuvieron valores inferiores a los de la extraccién con etanol. En
cualquier caso observando los valores proporcionados independientemente por
dos laboratorios se pone de manifiesto la dificultad de esta muestra. De
acuerdo con el Laboratorio Ill esta muestra no contiene gluten (por debajo del
limite de deteccién) mientras que segun el Laboratorio Il que utiliza
exactamente el mismo método si tiene gluten aunque podria ser etiquetada

como sin gluten.

Adicionalmente, se han encontrado discrepancias en las muestras de corn
flakes. Dependiendo del laboratorio podrian ser etiquetadas como sin gluten o
no. Los valores obtenidos tras la extraccién con etanol empleando el
aptaensayo concuerdan mejor con los valores obtenidos por el Laboratorio Il.
Sin embargo, al realizar la extraccién con el coctel nuestros resultados se
acercan a los obtenidos por el Laboratorio Il en el caso de la muestra 1 pero

difieren en el de la muestra 2.

A la vista de estos resultados se puede concluir que la alteracion de la
conformacién de la proteina durante el procedimiento de extraccidon no afecta
significativamente a su reconocimiento por el aptamero, no se han detectado
falsos negativos, y la solucidn coctel es compatible con el método competitivo
basado en el aptamero a diferencia de los inmunoensayos competitivos

comerciales, que, hasta el momento, requieren extraccion en etanol.
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6 Conclusiones/Conclusions
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Las principales conclusiones extraidas en la presente tesis se presentan a

continuacion.

1. Se ha disefiado un proceso SELEX para la obtencién de un aptdmero
contra con la diana, el péptido 33-mer, una de las fracciones mds inmunotdxicas
del gluten, utilizando particulas magnéticas modificadas con la diana. Pese a la
naturaleza hidrofdbica del péptido, la biblioteca aleatoria inicial de secuencias
de ADN se ha podido enriquecer en secuencias afines con un alto grado de
homologia. Se han identificado cinco aptdmeros diferentes denominados Gli 1,
Gli 3, Gli 4, Gli 12 y Gli sq04.

2. Todos los aptdmeros obtenidos son capaces de detectar tanto el péptido
33-mer aislado como formando parte de la proteina en la que se encuentra,
gliadina, aunque con menor afinidad. Se evalué la interaccién entre el aptamero
Gli 1 (secuencia mas abundante) y el péptido 33-mer en disolucién mediante
ITC obteniéndose una Ky = 45210 nM a 17 °C. El enlace esta dominado por la
variacién de entropia.

3. Se evalué la afinidad de los cuatro aptameros restantes frente a otras
proteinas toxicas para los celiacos. Todos detectaron hordeinas y secalinas
excepto Gli 12, que fue por tanto excluido. Unicamente el aptédmero Gli 4 se
une especificamente a las aveninas. No se detectaron reacciones cruzadas de
ningun aptamero hacia proteinas de soja, maiz o arroz, por lo que el
reconocimiento es especifico del gluten.

4, Se estudiod la posibilidad de inmovilizar el péptido o el aptdmero sobre
un soporte adecuado para el disefio de un ensayo competitivo. El valor de la
constante de afinidad medido por FIS (98+48 nM) usando un aptamero tiolado

fue ligeramente superior al obtenido mediante SPR (51416 nM) inmovilizando
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el péptido mediante interaccién biotina-estreptavidina. Por ello, se prefiere la
inmovilizacion del péptido.

5. El marcaje de los aptdmeros con una biotina también afecté a su
afinidad. Para el aptdmero Gli 1 se obtuvo una Kd de 102+11 nM, el doble de lo
obtenido con el aptdmero sin marcar. Para el aptamero Gli 4 se obtuvo un valor
de 61+3 nM, el mas bajo de todos los aptdmeros ensayados, lo que indica que
es el de mayor afinidad.

6. Se han desarrollado dos métodos competitivos de deteccidn de gluten
en alimentos con deteccién electroquimica, en los que se inmoviliza el péptido
33-mer biotinilado sobre la superficie de particulas magnéticas. Mientras que el
aptamero Gli 1 responde a concentraciones crecientes de gliadina patrén, PWG,
o de péptido 33-mer, el aptamero Gli 4 responde Unicamente al PWG. Por
tanto, el aptamero Gli 1 es el seleccionado para detectar gluten en muestras
hidrolizadas.

7. Los limites de deteccidn de los métodos que emplean Gli 4 y Gli 1 fueron
de 0.5 ppm y 4.9 ppm de gluten, respectivamente. El método competitivo
desarrollado con Gli 4 es el mas sensible hasta el momento, muy por debajo de
los limites legales de etiquetado sin gluten (20 ppm). Su reproducibilidad en el
mismo dia es del 6% y en varios dias del 12.5 % para una concentracion de 10
ppb de gliadina. Ademas, al contrario que los actuales inmunoensayos
competitivos comerciales, es compatible con el método de extraccion
recomendado por el método oficial en muestras que han sufrido tratamientos
térmicos.

8. Ambos métodos han sido validados mediante el analisis de muestras
solidas y liquidas, hidrolizadas o no, con contenido en gluten certificado o

desconocido. En este Ultimo caso las muestras fueron analizadas

226



independientemente por otros laboratorios usando dos inmunoensayos
comerciales distintos. En general, los resultados correlacionan bien. No se han
obtenido falsos negativos y los pocos falsos positivos son debidos a la mayor
detectabilidad de los métodos propuestos, por lo que pueden usarse para la

verificacidon del cumplimiento de la normativa legal europea vigente.
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Herein are the main conclusions extracted from the present thesis.

1. A SELEX procedure has been designed for the evolution of an aptamer
against the 33-mer peptide, one of the most immunotoxic fractions of gluten,
using magnetic particles modified with the target. In spite of the hydrophobic
nature of the peptide, the initial random library of DNA sequences was
succesfully enriched in sequences of higher affinity with a high degree of
homology. Five different aptamers have been identified, which were called Gli
1, Gli 3, Gli 4, Gli 12 and Gli sq04.

2. Every aptamer obtained is able to detect the 33-mer peptide both,
isolated and within the protein where is found, gliadin, although with less
affinity. The interaction between Gli 1 aptamer (the most abundant sequence)
and 33-mer peptide was evaluated in solution using ITC, and a K4 = 45+10 nM at
17 °C was obtained. The binding is dominated by the entropy variation.

3. The affinity of the aptamers towards other proteins toxic for coeliac
disease patients has been evaluated. Gli 1, Gli 3 and Gli 4 were able to detect
hordeins and secalins, but not Gli 12 that was, therefore, excluded. Only Gli 4
aptamer bound specifically avenins. Cross reactions of any aptamers towards
proteins from soya, maize or rice were not detected, so the recognition is
specific to gluten.

4, The possibility of immobilizing the aptamer or the peptide on an
adequate support for the design of a competitive assay was assessed. The value
of the affinity constant measured by FIS (98+48 nM) using a thiolated aptamer
was slightly higher than the one obtained by SPR (51116 nM) immobilizing the
peptide through biotin-streptavidin interaction. For this reason the peptide

immobilization is preferred.
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5. The labeling of the aptamers also affects their affinity. For Gli 1 aptamer,
a Kd = 102+11 nM was obtained, twice the value obtained with the unlabeled
aptamer. For the Gli 4 aptamer a value of 61+3 nM was obtained, the lowest of
all tested aptamers, which indicates that this is the aptamer whith the highest
affinitty.

6. Two competitive methods for detecting gluten in food with
electrochemical detection were developed. In those methods the 33-mer
peptide is immobilized on the surface of magnetic particles. While Gli 1 aptamer
responds to increasing concentrations of gliadin standard, PWG, or 33-mer
peptide, the Gli 4 aptamer responds only to PWG. Therefore, the Gli 1 aptamer
was selected to detect gluten in hydrolyzed samples.

7. The limit of detection of the developed methods using Gli 1 and Gli 4
were 0.5 ppm of gluten and 4.9 ppm of gluten respectively. The competitive
method with Gli 4 aptamer is the most sensitive gluten detection method so
far, well below the legal limit established for the “gluten free” labeling (20
ppm). The intraday reproducibility is 6 % and interday is 12.5 % for a
concentration of 10 ppb of gliadin. Furthermore, unlike the existing competitive
commercial methods, the method proposed is compatible with the officially
recommended extraction method for heat treated samples.

8. Both methods has been validated through analysis of solid and liquid
samples, hydrolyzed or not, with gluten content certified or unknown. In the
latter case, the samples were independently analyzed by other laboratories
using two different commercial immunoassays. In general, the results
correlated well. False negative were not obtained and the scarce false positive

results were due to the better detectability of the proposed methods. The
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developed methods can be used to verify the accomplishment of the European

legislation in force.
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ANEXO I: Tablas de datos
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Tabla 1: Datos correspondientes a las curvas de enlace de los distintas
aptameros con el péptido 33-mer representadas en la Figura 3-17. Intensidad
neta de corriente medida por cronoamperometria para cada concentracién de
aptamero. Sefales netas en pA.

[aptamero] /nM Gli1l Gli1l2 Gli3 Gli4 Glisq04

0,5 0,063 0,040 0,038 0,001 0,000
1,5 0,153 0,000 0,081 0,038 0,000
5 0,048 0,209 0,142 0,036 0,027
15 0,144 0,084 0,257 0,335 0,115
50 0,295 0,382 0,525 0,529 0,324
100 0,450 0,463 0,642 0,969 0,489
200 0,696 0,886 0,817 1,462 0,781
500 0,838 1,017 1,048 1,506 1,002
1000 0,868 0,956 1,111 1,582 0,995
2000 1,112 1,298 1,215 1,774 0,990
3000 1,104 1,114 1,306 1,558 0,890
5000 1,143 1,155 0,997 1,613 0,823
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Tabla 2: Datos correspondientes a las curvas de enlace de los distintas
aptameros con la gliadina representadas en la Figura 3-18. Intensidad neta de
corriente medida por cronoamperometria para cada concentracion de
aptamero. Sefales netas en pA.

[aptamero] /nM Gli1l Gli1l2 Gli3 Gli4 Glisq04

0,5 0,000 0,000 0,011 0,003 0,015
1,5 0,000 0,005 0,035 0,035 0,065
5 0,044 0,014 0,172 0,244 0,023
15 0,000 0,060 0,135 0,224 0,050
50 0,121 0,226 0,374 0,547 0,086
100 0,116 0,437 0,340 0,835 0,209
200 0,386 0,564 0,644 0,963 0,040
500 0,515 0,852 1,480 0,208
1000 0,541 1,096 1,152 1,444 0,410
2000 0,715 1,343 1,211 1,319 0,371
3000 1,095 1,189 1,329 1,741 0,318
5000 0,931 1,664 0,490

Tabla 3: Datos correspondientes a los calibrados del método de Bradfoprd
empleando como estandares BSA y PWG en la Figura 3-20. Sefiales netas de
absorbancia.

[Proteina] ppm BSA PWG

0,5 0,049 0,016
1,5 0,066 0,044
3,0 0,105 0,041
6,0 0,183 0,091
12,0 0,327 0,156
25,0 0,573 0,279
35,0 0,367
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Tabla 4: Datos correspondientes a las curvas de enlace de los distintas
aptameros con la proteina del centeno, secalina, representadas en la Figura
3-21. Intensidad neta de corriente medida por cronoamperometria para cada
concentracion de aptdmero. Sefiales netas en pA.

[aptamero] /nM Gli1l Glil2 Gli3 Gli4
0,5 0,004 0,000 0,061
1,5 0,013 0,038 0,000

5 0,075 0,005 0,036 0,042

15 0,005 0,069 0,206 0,127

50 0,027 0,052 0,416 0,189
100 0,064 0,014 0,537 0,319
200 0,039 0,000 0,579 0,264
500 0,224 0,023 0,996 0,587
1000 0,219 0,073 0,982 0,641
2000 0,420 0,071 1,021 0,710
3000 0,454 0,063 0,982 0,735
5000 0,528 0,064 0,877

Tabla 5: Datos correspondientes a las curvas de enlace del aptdmero Gli 4 con la

proteina de la avena, avenina, representadas en la Figura 3-22. Intensidad neta

de corriente medida por cronoamperometria para cada concentracidon de

aptamero. Sefiales netas en pA.

[aptamero] /nM Gli4

5 0
100 0,12802
500 0,19954

1000 0,33895
2000 0,25651
3000 0,36864
5000 0,53686
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Tabla 6: Datos correspondientes a AHy,: para el experimento de ITC realizado a
17°C mostrados en la Figura 4-2.

[Péptido] / [Gli1] Mot (kcal/mol)

17°C
0,135 0.45
0,243 0.19
0,352 0.20
0,462 0.20
0,573 0.21
0,685 -0.20
0,799 0.22
0,913 0.22
1,029 0.24
1,146 0.27
1,264 -0.37
1,382 0.77
1,503 -0.90
1,624 -0.90
1,746 051
1,870 050
1,995 055
2,120 090
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Tabla 7: Datos correspondientes a

4-1.

los experimentos de ITC realizados
empleando el aptdmero Gli 1 y el péptido 33-mer representados en la Figura

[Péptido] / [Gli 1]

AH (kcal/mol)

17°C  37°C
0,135 0,681 0,565
0,243 0,709 0,556
0,352 0,711 0,569
0,462 0,703 0,545
0,573 0,706 0,564
0,685 0,694 0,569
0,799 0,690 0,572
0,913 0,676 0,553
1,029 0,659 0,426
1,146 0,491 0,087
1,264 0,141 0,015
1,382 0,038 -0,010
1,503 0,009 -0,009
1,624 -0,004 -0,004
1,746 0,007 -0,007
1,870 -0,012 -0,012
1,995 0,009 0,009
2,120 -0,004 -0,004

Tabla 8: Datos correspondientes a 10S %ARy..x para los electrodos modificados
con los dos diferentes protocolos para la construccién de una monocapa binaria

representados en la Figura 4-8.

%ARTEmax
Potencial abierto 21,3
Bajo tension 31,1
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Tabla 9: Datos correspondientes a la respuesta de las diferentes monocapas
blanco representados en la Figura 4-9.

%ARTEmax I
Aptamero/33-mer 31,1
Oro 0,4
Mercaptohexanol 0,5
Sonda aleatoria 4,7
Aptamero/control 1,3

Tabla 10: Datos correspondientes a la regeneraccion de un electrodo
modificado con monocapa binaria construida bajo tensidn tras la interaccidn
con 100 nM de péptido representada en la Figura 4-11.
%ARTEmax
Seiial 100 nM 37,5
Regeneracion 21,0

256



Tabla 11: Datos correspondientes a la valoracién del equilibrio de afinidad del
aptamero Gli 1 inmovilizado en la superficie del electrodo con el péptido 33-
mer en disolucion

[pep] (nM) t (min) %ARteEmax

0 0,0

1 7,8

5 13,7

>0 10 18,7
15 18,8

21 17,5

25 19,8

100 30 23,1
35 23,7

41 25,2

45 32,2

200 50 35,6
55 38,8

61 37,6

65 45,4

300 75 46,1
80 46,1

81 44,1

85 46,1

400 90 49,5
95 51,9

100 51,0
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Tabla 12: Datos correspondientes a la isoterma de Langmuir del ensayo de FIS

representados en la Figura 4-13
[pep] nM  %ARtemax

0 0

50 18,8
100 26,6
200 38,6
300 46,3
400 51,8

Tabla 13: Datos correspondientes al ensayo de enlace medido por SPR para el
anticuerpo G12 en un cristal de policarboxilato modificado con PWG
representados en la Figura 4-19.

[Ac]libre /nM Seq/m°

0,00 0

3,12 9,26
6,25 22,31
12,50 44,17
25,00 61,19

Tabla 14: Datos correspondientes al experimento de enlace medido por SPR del
anticuerpo G12 al péptido 33-mer biotinilado inmovilizado sobre un cristal
respresentados en la Figura 4-21.

[Ac] libre /nM Seq/m°

0,00 0

3,12 15,40
4,17 24,83
6,25 36,49
31,30 81,31
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Tabla 15: Datos correspondientes al experimento de enlace medido por SPR del
aptamero Gli 1 al péptido 33-mer biotinilado inmovilizado sobre un cristal

respresentados en la Figura 4-22.
[Apt]libre /nM Seq/m°

0 0
50 6,231
100 8,264
500 9,593
5000 13,07

Tabla 16: Datos correspondientes al ajuste al modelo para la obtencién de la
constante de afinidad de los resultados experimentales obtenidos en la
obtencién de las curvas de enlace para todos los aptdmeros al péptido 33-mer.

Mostrados en la Figura 4-23.

1/ [aptamero] 1/1(pA)
(nM) Gli1 Gli 12 Gli 3 Glia Gli sq04
0,2 20,9
0,06 6,9 11,8 3,0 8,7
0,02 3,4 3,1
0,01 2,2 2,2 1,6 1,0 2,0
0,005 1,4 1,1 1,2 0,7 1,3
0,002 1,2 1,0 1,0 0,7 1,0
0,001 1,2 0,9 0,6 1,0
0,0005 0,9 0,8 1,0
0,0003 0,9 0,9 0,6
0,0002 0,9 0,6
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Tabla 17: Datos correspondientes al ajuste al modelo para la obtencién de la
constante de afinidad de los resultados experimentales obtenidos en la
obtencién de las curvas de enlace para todos los aptameros al PWG. Mostrados
en la Figura 4-24.

1/ [aptamero] 1/1(pA)
(nM) Gli1 Gli 12 Gli3 Glia Gli sqo04

2,0000 94,4
0,6667 28,7 30,4
0,2000
0,0667 18,2 7,4 4,5 27,8
0,0200 4,4 2,7 1,8 11,7
0,0100 2,3 1,2
0,0050 2,6 1,8 1,6 1,0
0,0020 1,9 1,2 4,8
0,0010 1,8 0,9 0,9 0,7
0,0005 1,4 0,7 0,8 2,7
0,0003 0,9 0,8 0,6
0,0002 1,1 2,0

Tabla 18: Datos correspondientes a la curva dosis respuesta normalizada para
los distintos estandares empleados en el ensayo ELISA electroquimico.

Mostrados en la Figura 5-4.
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[estandar] ppb

% sefal

33-mer Gliadina Kit Gliadina Sigma
7,5 100,0 100,0 100,0
15 65,1 81,8 86,4
30 39,1
60 14,6 52,9 36,8
120 0,0 0,0 0,0




Tabla 19: Datos correspondientes a
electroquimico con el anticuerpo G12 empleando gliadina y péptido como
estandares. Mostrados en la Figura 5-5 y la Figura 5-6.

los calibrados del ensayo ELISA

[gli] nEq/L 1 (pnA)

[pep] nEq/L 1 (nA)

0,15 0,820 1,58 0,475
0,30 0,747 3,17 0,329
0,60 0,604 6,34 0,240
1,20 0,450 12,67 0,126
2,40 0,358 25,35 0,109

Tabla 20: Datos correspondientes a
electroquimico y 6ptico con el anticuerpo G12 empleando péptido 33-mer
como estandar. Mostrados en la Figura 5-7 y la Figura 5-8.

los calibrados del ensayo ELISA

[pepl/ppb % seiial electroquimica % sefia 6ptica

1000

480 0,0 0,0
240 1,6 3,1
120 3,9 6,6
60 11,3 12,8
30 21,2 20,5
15 31,5 37,4
7,5 45,1 53,8
3,2 79,8
1,6 86,5 89,5
0,8 96,4 97,9
0,4 100,0 100,0
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Tabla 21: Datos correspondientes a las curvas de enlace de los aptameros Gli 1
y Gli 4 a particulas modificadas con péptido 33-mer. Representados en la Figura

5-13.
[aptamero] I (HA)

(nM) Glid4 aGlil

0,5 0,280

5 0,323
10 0,432

50 2,262
100 1,980
250 5,318 3,579
500 7,494 4,672
1000 8,858 6,788
2000 6,296

Tabla 22: Datos correspontientes a los calibrados del ensayo competitivo
empleando los aptameros Gli 1y Gli 4 con PWG mostrados en la Figura 5-15.

[PWG] I (HA)
(ppb)  Glia Glil
0,0 5318 3,530
0,1 5,054

1 4672 3,527
5 3,465
10 4,316 3,118
100 3,398 2,504
500 2,072
1000 1,630 1,622
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Tabla 23: Datos correspondientes a los calibrados con el ensayo competitivo
empleando Gli 1 con 33-mer y PWG como estandares. Representados en la

Figura 5-16.
[Estandar] I (MA)
(nM) 33-mer PWG
0,0 3,656 3,530
0,02 3,527
0,1 3,465
0,2 3,118
2 3,146 2,504
10 2,072
20 3,020 1,622
200 2,603
500 2,117
1000 1,765
2000 1,265

Tabla 24: Datos correspondientes al ensayo competitivo con Gli 1 empleando
diferentes proteinas, sefiales en %. Representados en la Figura 5-17 .

[proteina] ppb Centeno Cebada Avena

5 100,0 100,0 100,0
10 94,6 81,1 100,0
100 77,2 75,5 100,0

1000 59,0 41,3 90,9

Tabla 25: Datos correspondientes al ensayo competitivo con Gli 4 empleando
diferentes proteinas, sefiales en %. Representados en la Figura 5-18.

[proteina] (ppb) PWG Trigo Centeno Cebada Avena
0,1 92,4 87,4 91,3 95,3 96,9
1 86,6 83,2 86,0 87,0 98,9
10 84,0 67,1 60,5 76,7 84,9
100 67,0 49,3 65,2 62,5 80,6
1000 45,3 50,3 35,1 41,3 57,1
10000 21,2 15,5 5,6 6,6 21,0
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ABSTRACT: Celiac disease represents a significant public health
problem in large parts of the world. A major hurdle in the effective
management of the disease by celiac sufferers is the sensitivity of the
current available methods for assessing gluten contents in food. In
response, we report a highly sensitive approach for gluten analysis
using aptamers as specific receptors. Gliadins, a fraction of gluten
proteins, are the main constituent responsible for triggering the
disease. However, they are highly hydrophobic and large molecules,
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regarded as difficult targets for in vitro evolution of aptamers without

nucleobase modification. We describe the successful selection of aptamers for these water insoluble prolamins that was achieved
choosing the immunodominant apolar peptide from @2-gliadin as a target for selection. All aptamers evolved are able to bind the
target in its native environment within the natural protein. The best nonprotein receptor is the basis for an electrochemical
competitive enzyme-linked assay on magnetic particles, which allows the measurement of as low as 0.5 ppb of gliadin standard
(0.5 ppm of gluten). Reference immunoassay for detecting the same target has a limit of detection of 3 ppm, 6 times less sensitive
than this method. Importantly, it also displays high specificity, detecting the other three prolamins toxic for celiac patients and
not showing cross-reactivity to nontoxic proteins such as maize, soya, and rice. These features make the proposed method a

valuable tool for gluten detection in foods.

ince more than 2 decades, the systematic evolution of

ligands by exponential enrichment (SELEX)"* has opened
the door to the identification of nucleic acids with defined
affinity for theoretically any kind of target. In practice, the rate
of successful/failed selections is unknown. From the large
collection of targeted compounds available in the literature it is
apparent that not all targets are equally accessible. Although the
“aptamerogenicity” of a target is, so far, unpredictable,® some
indications exist. Ligands containing positively charged groups
under the selection conditions, plane aromatic rings, and
hydrogen-bond forming groups are regarded as the best targets
to find an aptamer of high affinity and specificity. On the
contrary, negatively charged and especially large hydrophobic
molecules are less prone to succeed.* Anionic groups are not
usually involved in recognition. The polyanionic character of
some proteins precludes the isolation of aptamers unless a small
charge-balanced peptide from the protein is used for selection.®
In such a case, the affinity of the aptamer to the complete
molecule must be probed. On the other hand, the folding of
RNA and DNA to form hydrophobic binding pockets is known
since the mid 1990s,° which indicates favorable but constrained
interactions with hydrocarbon chains. So, purely hydrophobic
binding sites are rare though not unexpected using unmodified
nucleic acid libraries.”® A taken to the extreme example
corresponds to a RNA aptamer evolved against moenomycin A,
with much higher affinity to the unsaturated lipid chain of the
molecule than to the polysaccharide moiety.” An aptamer
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against a farnesyl region of a peptide was also described."® Both
RNA sequences share common short motifs but did not show
cross-reactivity, which indicates that the polar moiety of each
target also plays a role at least in selectivity.”'

Herein a successful selection of unmodified DNA aptamers
for the hydrophobic immunodominant peptide from a2-gliadin
(33-mer)"" involved in one of the most prevalent autoimmune
disorders (1% of the population),* celiac disease (CD), is
described. Ingestion of prolamins (alcohol soluble fraction of
gluten) from wheat, barley, rye, and probably certain oat
varieties induces an inflammatory process of the small intestine
in sensitized individuals that develop a variety of clinical
symptoms, only alleviated by adherence to a long-life gluten
free diet. The detection of trace amounts of gluten in foods is,
then, of paramount importance for the patients’ safety. Until
now, only antibodies have been raised a§a1nst toxic/
immunogenic fragments of these prolamins>™*' to be used
as receptors in ELISA assays in food. Current EU regulations
allows labeling a product as “gluten free” when the gluten
content does not exceed 20 ppm based on the most recent
recommendations from the Codex Alimentarius Commission.>>
Unfortunately, this threshold is not equally safe for all CD
patients. In 1999, the Spanish Federation of CD patients’
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associations (FACE) released a warrant label “Controlled by
FACE?” for those products containing less than 10 ppm, a value
very close to the current limit of detection of the reference
method. According to this, the need for analytical methodology
with increased sensitivity to protect a wider sector of celiac
patients is apparent. The search for nonprotein receptors such
as aptamers is a promising alternative. Not only do they exhibit
enhanced chemical and thermal stability but also can be easily
evolved to increase their affinity, which is not possible when
raising antibodies. Herein the first aptamers against the
immunodominant peptide, 33-mer, are described. We hypothe-
size that the antipeptide aptamer could bind both the
immunotoxic peptide and the corresponding native epitope in
the protein. The evolution of aptamers against this and other
small peptides from gliadin has been recently recognized as
repeatedly elusive.”® After several trials with peptides and
complete gliadin from several sources, an aptamer with modest
detectability was reported using Sigma gliadin as a target. This
aptamer was not tested with barley, rye, and real food
samples.23 In this work, a panel of anti-33-mer aptamers was
obtained. All of them also recognized the complete protein.
Comparing all oligonucleotide sequences, gli4 aptamer showed
the best performance and was selected as a receptor in an
electrochemical competitive assay for the detection of gliadin
(prolamin from wheat). Cross-reactivity with prolamins from
other cereals both CD-triggering and non-CD triggering was
evaluated. The low limit of detection, 2 orders of magnitude
lower than the aptamer recently reported, allowed us to
accurately measure gluten in real food samples.

Bl EXPERIMENTAL SECTION

Materials. All DNA oligo sequences were synthesized from
Sigma-Life Science (Spain) as HPLC purified except the initial
library (PAGE purified) and the sequence encoding for 33-mer
and primers for its amplification (desalted). Gliadin standard
from Prolamin Working Group (PWG) was acquired to R-
Biopharm AG (Germany). Hot-start immolase DNA polymer-
ase, buffer, and magnesium salt for PCR were obtained from
Bioline, U.K. The imidazole, 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine
(TMB) liquid substrate system for ELISA, tRNA type X-SA,
streptavidin-peroxidase conjugate (strep-HRP), 4-(2-
hydroxyethyl)piperazine-1-ethanosulfonic acid (HEPES),
dNTPs, 10x PCR buffer without MgCl,, MgCl,, PCR low
ladder set, and the Bradford kit were obtained from Sigma-
Aldrich (Spain). Salts for buffer solutions used in the SELEX
procedure, Tween-20, BSA, and 1 M TRIS/HCl pH 7.4
solution were of molecular biology grade (DNase and RNase
free) and also obtained from Sigma-Aldrich. The $X TBE (0.4S
M Tris-Borate and 0.01 M EDTA, pH 8.3) was acquired from §
Prime (Maryland), and the 6X DNA gel loading buffer was
acquired from Novagen (San Diego). DNA Lo-bind Eppendorf
tubes and Eppendorf epT.LP.S PCR Clean (Sigma-Aldrich)
were used throughout the SELEX procedure. Protein Lo-bind
PCR Clean Eppendorf tubes were used for binding assays to
avoid prolamin binding to plastic.

Apparatus. Electrochemical measurements were performed
with a computer-controlled y-AutoLab type II potentiostat with
GPES 4.9 software (EcoChemie, The Netherlands). The 12-
tube mixing wheel (Dynal MX1) and the magnet (DynaMag-2)
for magnetic separation were purchased from Life Technologies
(Madrid, Spain). PCR was carried out in a GeneAmp PCR
system 9700 (Applied Biosystems, Life Technologies).
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in Vitro Selection of Aptamers. A degenerated 80-nt
DNA oligonucleotide library was synthesized at the 1 pmol
scale. The library was composed of a 40 nt long central
randomized sequence flanked by two constant sequences of 20
nt each (Table S-1 in the Supporting Information). In the initial
round of selection, the 1 nmol library in binding buffer (BS, SO
mM TRIS-HCI pH 7.4 + 025 M NaCl + S mM MgCl,) was
heated at 98 °C for S min and immediately cooled in ice for S
min. This material was added to Ni*"-nitrilotriacetic magnetic
particles (Ni**NTA MPs) modified with a recombinant
peptide (R-33-mer) containing the 33-mer immunotoxic target
and a polyhistidine tag, in such a way that the amount of
peptide was 10-fold lower than the amount of DNA library to
favor the competition. A concentration of 1 yg/mL BSA was
added to the selection mixture to avoid unspecific binding.
tRINA was also used as a competitor to make the selection more
stringent. The [t-RNA]/[ssDNA] ratio was kept at 0.1. After
interaction and magnetic separation, the supernatant was
discarded and the modified MPs were washed in BS + 0.01
tween-20. The bound peptide-DNA complex was then eluted
by incubation with 50 uL of BME (100 mM HEPES pH 7.5 +
500 mM imidazole) for 10 min in the mixer wheel. The eluate
was transferred to PCR tubes for amplification, using a biotin-
reverse primer thus obtaining biotinylated-dsDNA (Supporting
Information). After amplification and strand separation (see the
Supporting Information), 250 pmol of the amplified and
enriched library was used in subsequent rounds. Concen-
trations of target, competitor, and BSA were accordingly
modified. The incubation time was progressively diminished as
indicated in Table S-2 in the Supporting Information. The
number of washing steps was also increased to further enhance
the stringency of the selection. Before rounds 3, 6, and 9, a
counterselection was carried out by incubating the DNA
obtained from the previous round with control peptide-
modified Ni**-NTA MPs. In this case, the supernatant was
collected and used in the subsequent round of selection. After
10 rounds of selection the remaining binding pool was cloned
and 25 randomly selected clones were sequenced (Supporting
Information).

Enrichment Assays. An aliquot of ssDNA from each round
was PCR amplified with S'-biotinylated reverse primer (SelR-
Biot) and §'-6-carboxyfluorescein labeled forward primer (SelF-
6-FAM) (Table S-1 in the Supporting Information). The 6-
FAM labeled strand was separated from the biotinylated one by
entrapment on strep-MPs and further denaturation with
NaOH. The final concentration was determined with a
fluorescence microplate reader (Biotek Instrument flx800,
Biotek, VT) using an excitation wavelength of 480 nm and
an emission one of 528 nm. 6-FAM-ssDNA strands of known
concentration were used as standards. The binding assay was
carried out equilibrating equimolar amounts of 6-FAM-ssDNA
from each cycle and R-33-mer-modified Ni**-NTA MPs for 10
min in BS in a mixer wheel at room temperature, followed by
magnetic separation of the unbound fraction (supernatant)
using a magnet. After two washing steps with BS + 0.01%
Tween-20, the bound fraction was eluted with BME for 10 min
under rotation in a mixer wheel and collected. Both fractions
were measured fluorimetrically. An identical binding assay was
performed with control peptide-modified Ni**-NTA MPs.

Binding Curves to 33-mer on MPs. A volume of 30 L of
the 33-mer modified strep-MPs (see the Supporting
Information for detailed preparation) were equilibrated with
470 uL of increasing concentrations of each biotinylated
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aptamer for 30 min under rotation in the mixer wheel and at
RT. The amount of bound aptamer was then electrochemically
measured, using strep-HRP conjugate as a label. With this aim,
the beads were subjected to two washing steps in BS containing
0.01% Tween-20 (BSL), followed by incubation in S00 uL of
2.5 pg/mL strep-HRP conjugate for 30 min under shaking at
RT. After two washing steps with BSL and one with BS, the
beads were resuspended in 30 uL of BS. A volume of 10 uL of
beads were put on the working electrode of a disposable screen-
printed carbon electrochemical cell (Dropsens, Oviedo, Spain),
electrode area 12.6 mm?, and collected with a magnet (diameter
4 mm) placed under it. After 1 min, to ensure fully magnetic
entrapment, 40 yL of the commercially available ready-to-use
TMB solution was added. The current due to the reduction of
the product generated during 1 min of enzymatic reaction was
cronoamperometrically recorded at 0 V.

Binding Curves to PWG on MPs. To test the ability of the
aptamers for recognizing the whole protein, gliadin standard
from Prolamin Working Group (PWG) was employed. A
volume of 30 L of the PWG-modified tosylactivated MPs were
conditioned in BSL and after discarding the supernatant, they
were equilibrated with 500 uL of increasing concentrations of
each biotinylated aptamer for 30 min under rotation in the
mixer wheel at RT. The following steps (conjugation,
enzymatic reaction and measurement) were identical as those
described for binding curves to 33-mer.

Competitive Assay. A volume of 10 uL of strep-MPs
modified with 33-mer were equilibrated with 1 mL of a mixture
of 250 nM of biotinylated gli4 and increasing concentrations of
PWG for 30 min under continuous shaking at 30 °C. Next,
after two washing steps in BSL, 1 mL of 2.5 ug/mL strep-HRP
conjugate was added and incubated for 30 min under
continuous shaking at 30 °C After two washing steps with
BSL, the beads were resuspended in 10 yL of BS and put on
the working electrode. The measurement is identical to that
described for binding curves to the 33-mer. For blank
experiments, neither aptamer nor PWG were used in the first
step. Selectivity studies were performed with the same protocol
but using ethanol extracts of commercially available flour of
different grains instead of PWG. The protein concentration in
the extracts was measured by the Bradford method using PWG
as a standard.

B RESULTS AND DISCUSSION

Selection of Aptamers against 33-mer. SELEX was
performed using a recombinant peptide containing the
proteolytically resistant immunodominant 33-mer peptide
with a polyhistidine tag (His,-tag) attached to the C terminus
and a spacer between them (R-33-mer, Table S-1 in the
Supporting Information) to ensure proper exposition of the
intended target sequence to the aqueous solution and avoid
steric hindrance from the bead surface. This peptide was
immobilized onto Ni**-NTA MPs through the Hisstag and
exposed to an 80-mer DNA library containing about 6 X 10
different sequences. The stringency of the selection was
controlled by adding tRNA as a competitor and varying the
interaction time from 60 to 10 min and the washing steps from
2 to 1S (Table S-2 in the Supporting Information). The
unspecific binding of aptamers was minimized using BSA in the
selection buffer. Given the high content of apolar amino acids
and low net charge of the 33-mer moiety is essential to avoid
the evolution of aptamers for the spacer that contains
hydrophilic side chains and ionizable groups, which are more
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facile targets for hydrophilic DNA.* Therefore, counter-
selections steps were carried out every three rounds using
Ni**NTA MPs covered with the spacer Hisstag (control
peptide). The reversibility of the Ni**-Hisy tag bond allowed
the elution of the DNA-target complex with a high
concentration of imidazole, a histidine analogue. The presence
of the peptide (confirmed by Western blot assay, Figure S-2 in
the Supporting Information) as well as imidazole in the PCR
mixture did not inhibit the amplification.

A fluorimetric binding assay confirmed the enrichment in
specific aptamers for 33-mer after 10 rounds. The bound
fraction of oligos progressively increases from the fifth to tenth
round and concomitantly the unbound fraction decreased

(Figure 1).
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Figure 1. Percentage of 6-FAM-ssDNA, fluorimetrically measured,

that binds (filled squares) or do not bind (open squares) to R-33-mer
onto Ni*-NTA MPs after each SELEX round.

Additional rounds did not increase the bound fraction, so
sequences from round 10 were cloned and sequenced. Binding
to control peptide was undetectable after 10 rounds, which
confirms the success of counterselection steps. The effective-
ness of counterselection steps is further demonstrated by
measuring the amount of DNA recovered in each SELEX
round by fluorimetry (PicoGreen assay) after 15 PCR cycles. A
clear diminution of the DNA recovered is observed when a
counterselection was carried out before the corresponding
selection step (steps 3, 6 and 9) (Figure S-3 in the Supporting
Information). Inspection of 25 cloned sequences revealed
important homologies showing the successful selection of anti-
33-mer aptamers.

Five different families were identified according to their
sequence. In Table 1, the alignment of a representative member
of each family carried out using Bioedit software is shown. For
clarity, matched nucleotides to glil sequence are shown as dots.
Family I is the most populated one accounting for half of all
clones, being 11 out of 12 fully identical. Interestingly, clone
¢li8 showed a common 12 nt identical motif (ACT GTC TGA
AGG) with family I but displaced toward the very S’ end and it
was included within this family. Family II contains 5 members
with a 65% homology among them. Families III and IV have 3
and 2 identical members, respectively, and family V has two
sequences with a 60% homology. Variations of this 12 nt motif
were also found in families II, III, and IV at different positions,
and the core motif GTCT is also present in family V, which is a
very unusual result that indicates the convergent selection
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Table 1. §" — 3’ Alignment of a Representative Sequence of Each Homologue Family”

Family  Clon AG AG
(kcal (kcal
mol®)  mol™)

10 20 30 40 50 60
O I T P I I e
1(13) Glil CTAGGCGAAATATAGCTACAACTGTCTGAAGGCACCCAAT -9.8 -1.24
11(5) Gli12 C.Covvene G.AATTAGG.ATCGTCCATTAAACTGCTTCT -8.14 -3.21

111(3) Gli3 ..GT.AG.G.TCTA..GC...... GC.AT.GT.TCGGCCC -10.56 -3.06

IV (2) Glida CCAGTCTCCC.TTT.CCGCGC..... CA........ T..C -7.75 -1.72

V(2) Glisq04 AAT....TCTCGGT....ATTGTAAAACATGGTGTCAACC -11.35 -2.95

| Gli8 i e eeeee T .ATGCTGGCATTGACTCTGCAACAATC -9.13 -3.02

“The number of family members is in brackets in column 1. The Gibbs energy values for the full-length (80-mer) clones and for the truncated ones

(randomized region, 40-mer) are indicated in the fourth and fifth columns.

toward a highly conserved sequence. Under the selection
conditions, the Gibbs energy for the most stable secondary
structure of each aptamer is also tabled in columns 4 (full-
length clone) and S (random region). Structural predictions of
representative sequences were made by using Mfold.**

Evaluation of the Specific Reactivity of Candidate
Aptamers against 33-mer and Gliadin. Aptamers repre-
senting each family were tested for their individual abilities to
bind both the immobilized peptide and gliadin. For that, a fixed
amount of biotinylated 33-mer (chemically synthesized without
spacer and Hisg-tag) was immobilized on strep-MPs. Upon
blocking with biotin, beads were exposed to increasing
concentrations of aptamers tagged with a biotin in its 5’ end.
After labeling with streptavidin-HRP conjugate, the aptamer
fraction bound to the MP surface was detected by
chronoamperometry. A similar approach using tosylactivated
MPs was selected to test the affinity of aptamers for the whole
protein. The only well characterized reference material (PWG
gliadin),> widely accepted for gluten calibration in commercial
kits, was immobilized on MPs. It is important to note that
PWG is no longer available as a certified material from
European Union Institute of Reference Materials and Methods
because of several concerns. The lack of a common certified
reference material is still an important issue to solve.”®

All aptamers recognized both the 33-mer (Figure 2A) and
the native protein (Figure 2B) but with different affinity. A
close inspection of both panels reveals that binding curves for
aptamer gli4 perfectly matches each other indicating an
equivalent affinity for the whole protein and 33-mer (Figure
S-4 in the Supporting Information). A slight displacement of
the binding curves toward higher aptamer concentrations when
testing PWG with other aptamers is observed, especially for the
case of glisq04, which also exhibits the lowest intensity currents.

This behavior indicates a lower affinity for PWG. The ability
of recognizing the peptide target within the natural protein but
with lower affinity is not uncommon.>” Aptamers might bind an
unstructured conformation of the peptide or peptide fragment
that it is not present in the natural protein and cannot be easily
fit-induced. Accordingly, it can be speculated that the closer the
native and recognized conformations, the smaller the loss in
affinity.

From the results shown in Figure 2 it is apparent that the
lower the affinity for 33-mer the worse recognition ability for
the peptide sequence within the wheat prolamin molecule. It is
worth noting that the most abundant sequence (family I, glil)
is not the best binder. This, at first sight, self-contradictory
result was previously reported in other selections and attributed
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Figure 2. Binding curves of biotinylated aptamers to (A) biotinylated
33-mer bound to strep-MPs and (B) PWG covalently bound to
tosylactivated MPs. The detection was carried out chronoampero-
metrically at 0 V after labeling with strep-HRP and adding TMB for 1
min.

to a certain selection bias toward fast binders rather than high-
affinity ones.”®*’

As a control experiment, MPs modified with 33-mer were
assayed with a randomized 40 nt-long biotinylated oligonucleo-
tide library within an identical concentration range (Figure 24,
open squares). Low intensity currents were found independ-
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ently of the oligonucleotide concentration tested. This confirms
the specific affinity of the aptamers selected by SELEX to the
immunodominant peptide.

The analysis of the experimental equilibrium binding data
displayed in Figure 2A also provides an estimation of the
dissociation constants (Kj) of the individual aptamers to the
immobilized peptide. Assuming a Langmuir-type adsorption
and considering that the current obtained as signal is a
measurement of bound aptamer, the reciprocal of the signal is
plotted against the reciprocal of aptamer concentration.®® A
good linear relationship was obtained in all cases, consistent
with the hypothesized model. The values of the apparent Ky
estimated from the slope of the straight lines are summarized in
Table 2. Aptamer gli4 showed the highest affinity for the

Table 2. Dissociation Constants of the Aptamer-33-mer
Complex Estimated Form the Saturation Binding Assays
Displayed in Figure 2A

Gli4
61 £3

Gli3
94 + 4

Glil
102 + 11

Gli12
296 + 38

aptamer

Ky/nM

Glisq04
144 £ 7

peptide, with a dissociation constant about 61 nM. A wide
range of Kj values for protein-aptamer interaction have been
reported.* For an amyloid peptide, a molecule similar in size to
33-mer, Ky values between 29 and 48 nM were reported®' in
good agreement with the present estimation. Moreover, this
value lies in the typical range for antibodies, supporting that the
new aptamer can favorably compete with antibodies in
analytical applications.

Competitive Electrochemical Aptamer-Based Assay.
The performance of aptamer with the highest affinity, gli4, was
assessed for quantitative detection of gliadin in a competitive
aptaassay using strep-MPs modified with 33-mer. The
competition is established between the immobilized peptide
and PWG in solution in the presence of a fixed amount of
biotinylated gli4 aptamer. In the presence of increasing
concentrations of PWG, the amount of free aptamer available
to bind 33-mer on the MPs surface diminishes resulting in a
decreasing analytical signal with analyte concentration.

In Figure 3, the decreasing response curve expressed as a
percentage of the maximum signal obtained when no PWG was
added is shown between 0.1 ppb and 10 ppm of PWG. The
calibration curve was fitted to a four-parameter logistic equation
as follows:

where A is the response at oo analyte concentration, B is the
response at zero analyte concentration, ECS0 is the
concentration leading to 50% of the maximum signal, and p
is the Hill slope that represents the slope at the inflection point
of the sigmoid curve. The values of the four parameters that
best fit the experimental data are the following: y = 0.81 +
(98.16 — 0.81)/(1 + (x/284.65)%%).

All PWG standards were prepared to contain 1.2% ethanol in
BS to mimic the final ethanol concentration after gluten
extraction from real samples and dilution. All signals are blank
subtracted. The blank signal corresponds to the nonspecific
adsorption of the enzyme conjugate on modified MPs because
neither aptamer nor PWG were added. A limit of detection of
0.5 ppb is calculated as the concentration that leads to 95% of
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Figure 3. Competitive assay curve. Analytical signals expressed as
percentage of the maximum intensity current as a function of the PWG
concentration in the presence of [gli4] = 250 nM. Detection as in
Figure 2

the maximum signal. The repeatability of the assay expressed as
variation coefficient was 6% for 10 ppb. Using calibration curves
obtained in three different days, the interassay reproducibility at
the same concentration was 12.5%.

Although in the past decade significant advances have been
produced in the development of sensitive and reliable methods
for gluten analysis in gluten-free food, the issue is still
unresolved due to the lack of a well-established threshold
value that ensures the safety of all sensitized individuals.
Consequently, the search for novel receptors that pushes down
the limits of detection is an active area of research.

A variety of methods using antibodies and enzymes with
both spectrophotometric or electrochemical detection appears
in the literature but their comparison is not straightforward
because of the different ways of reporting the analytical
features, especially the limits of detection. To clarify this, Table
3 compiles approaches that appeared in the past decade
differentiating the LD obtained from the working curves using
conveniently diluted standards expressed in ppb of gliadin
standard (PWG or Sigma gliadin) and their equivalence in ppm
of gluten taking into consideration the dilution factor and
assuming that gliadin constitutes 5S0% of gluten. In that table
the apta-PCR assay recently developed is also included for
comparison. From this table, it is apparent that most antibody-
based assays present a LD between 1 and 5 ppm of gluten,
similar to the reference method (RS). Only the competitive
methods using G12 and RS achieved a detectability below 1
ppm. The first one is commercial and the second one is
currently marketed using a different extraction method. The
aptamer-based assay herein described is slightly more sensitive
than them.

Aptamer Reactivity with CD-Triggering and Non-CD-
Triggering Proteins. The ability to recognize other prolamins
that triggers CD while discriminating nonrelated proteins is
essential to evaluate the potential of any receptor for gluten
analysis. Diluted ethanolic extracts of wheat, rye, barley, oat,
maize, rice, and soya flours were tested on strep-MPs modified
with 33-mer in the presence of a fixed amount of gli4. The
amount of biotinylated aptamer bound was measured by
chronoamperometry. In the cases of the four cereals containing
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Table 3. Comparison of the Analytical Performance of the Binding Assays Reported for Gliadin Detection

receptor assay type LD (ppb gliadin)®

RS competitive 1.56
RS competitive 0.36
PN3 competitive 128
CDCS sandwich 3.29
CDCS sandwich S5
G12 sandwich 0.6
G12 competitive 0.44
GI12 competitive 1.26
Antigliadin competitive 57
IgY/HYB314 sandwich 4
Aptamer G33 competitive 100
Aptamer Gli4 competitive 0.5

dilution factor LD (ppm gluten)® ref
1:1000 32 18
1:1000 0.720 32
1:100 25 21

no samples 33
1:250 2.75 17
1:1000 12 15
1:1000 0.88 15
1:500 1.26 34
1:400 4.56 35
1:200 1.6 20
not mentioned 23
1:500 0.5 this work

“Calculated from the working curve. bCalculated taking into account the dilution factor and the gliadin content in gluten as 50%.

prolamins immunotoxic for celiac individuals, an inverse
dependence between the current and the prolamin concen-
tration was found. This indicates that the selected aptamer is
able to recognize all offending proteins even the controversial
avenins. The magnitude of the cross-reactivity was evaluated for
10 ppb (that corresponds to the European legislated threshold
20 ppm in the sample) as the ratio between the percentage of
signal for wheat extract to percentage of signal for barley/rye/
oat extract X 100. The values calculated were 94.5, 86.1, and
76.6%, respectively. This indicates that the gli4 aptamer
responds to barley and rye similarly to wheat, within the
experimental error. The affinity for oat is significantly different.
This result can be expected from the similar homology between
analogous sequences to 33-mer in barley and rye.''
Interestingly, an antibody raised against 33-mer showed
identical behavior, that is, it recognizes barley over rye and
oat with less affinity.'* The aptamer developed against the
Sigma gliadin was not challenged to barley and rye.”® It is well-
known that the response of some receptors to this type of
gliadin is sometimes smaller than the one with PWG.*" The
content of gliadin in gluten varies depending on the source. For
these reasons we have selected the European standard (PWG)
that is made from a mixed of wheat cultivars around the world.

The recognition of avenins is important because their role in
CD is still controversial.?***™>® Antibody used in the official
method of analysis in food does not recognize avenins'*** and
neither does the aptamer recently developed.*® The antibodies
raised against a peptide of a2-gliadin, G12 and PN3 were able
to detect oat prolamins.'®" The availability of receptors
capable of recognizing prolamins from oat is essential to
definitively elucidate their role and to increase the safety of CD
patients.

The competitive aptaassay was also tested with extracts from
non CD-triggering grains such as rice, soya, and maize in the
range between 0.1 ppb and 10 ppm of alcohol soluble protein,
as determined by the Bradford test, except for maize flour for
which a maximum concentration of 1 ppm was assayed. This
was due to the low protein content of this cereal. Currents
equivalent to the blank within the experimental error were
obtained at all protein concentration levels. In Table 4, mean
values and standard deviation for each cereal compared with the
blank signal are shown.

Analysis of Real Samples and Recovery. In order to
demonstrate the feasibility of detecting gluten in food matrixes,
two samples certified by an interlaboratory assay were tested. A
cake mix certified as gluten-free using the RS method and an
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Table 4. Averaged Current Obtained with Nontoxic Grains
from 0.1 ppb to 10 ppm (for Maize Values Were Averaged
up to 1 ppm) and Values for the Respective Blanks

mean blank current + Std (uA)

grain mean current + Std (4A)

rice S0+ 1.1 44 +£09
soya 44+ 13 3.5+08
maize 4.0 £ 1.0 33 £ 04

infant soya formula with a certified assigned value of 21 ppm of
gluten were assayed. In addition to this, the extracted cake mix
was enriched with 25 and 100 ppm of gliadin to evaluate the
recovery.

Good agreement with the values expected was obtained as
shown in Table 5. The response obtained for the infant soya

Table 5. Comparison of Gliadin Analysis in Real Samples
with Certified or Fortified Values

sample certified value concentration found

infant soya formula 21.0 ppm of gluten 16 + 5 ppm of gluten
LD
27.5 £ 0.3 ppm of gliadin

98 + 9 ppm of gliadin

cake negative

cake spiked 25 ppm of gliadin

cake spiked 100 ppm of gliadin

formula agrees well with the assigned value. The range of
concentration reported in the interlaboratory test varies from
10.5 to 31.4 ppm using the RS sandwich method. As expected
the negative sample did not give an analytical signal different
from the blank.

Bl CONCLUSIONS

Oligonucleotides with affinity for the most immunotoxic
fraction of gluten (peptide 33-mer) were developed by
SELEX using magnetic beads and His tags for analyte
immobilization. In spite of the hydrophobic nature of the
target, the initial large pool of different DNA sequences could
be enriched in affinity sequences with a high degree of
homology. All the evolved receptors are able of detecting 33-
mer alone and within the native protein (gliadin). The best of
them also detect hordeins and secalins as well as avenins with
lower affinity and discriminates them from rice, soya, and maize
proteins. This selectivity for the CD-triggering cereals is the
foundation for the development of aptaassays for gluten
detection in food. As a proof of that, a competitive assay on
MPs was developed with a limit of detection of 0.5 ppb of
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PWG, which corresponds to 0.5 ppm of gluten, well below the
value of the reference method. The enhanced detectability
along with the improved chemical and thermal stability of the
nonprotein receptor evolved makes this approach a candidate
to rival the established methods of analysis for more reliable
quantitation of gluten content in food and ensure the safety of a
wider sector of the CD sensitized population.
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PROTOCOLS
Cloning, peptide expression and purification of SELEX target (R-33-mer)

The DNA sequence encoding for 33-mer peptide from a2-gliadin from Triticum aestivum
(accession number AJ 133612.1 position 168-267) was amplified by PCR using the primers ExpF
and ExpR. The PCR vial contained 1 uM of each primer, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1x buffer
PCR, 2.5 U Taq polymerase (Biotools, Madrid, Spain), and 4 pg of template. Amplification
conditions: 10 min at 97 °C to activate the enzyme and 35 cycles of 60 s at 95 °C, 60 s at 60 °C
and 60 s at 72 °C and a final extension at this temperature. These amplicons were cloned and
expressed using the pETBlue-2 system (Novagen, Millipore lbérica, Spain) following the
manufacturer instructions. The purification was carried out using a 1-mL HisTrap FF column in
an AKTA FPLC instrument (GE Healthcare, Spain). The control peptide was similarly obtained
but without inserting the amplicon into the vector. The purity of the target and control, key
for the success of the SELEX procedure, is shown by Western-Blot assay (Figure S-1). All DNA
and peptide sequences are shown in Table S-1.

PCR amplification and conditioning steps in each round of SELEX

After elution of the R33-mer-bound oligonucleotide complexes, amplification of the DNA
sequences was carried out by PCR. Each 100 pL PCR vial contained: 2 uL of template (eluate), 1
UM each primer (SelF and SelR-Biot), 0.2 mM dNTP, 3 mM Mg?*, 1x buffer PCR and 2.8 U hot-
start immolase™ DNA polymerase. Amplification conditions were: initial step 10 min at 37 °C,
20 min at 95 °C to activate the enzyme and 15 cycles of 45 s at 94 °C, 45 s at 57 °C and 45 s at
72 °C. A final extension was carried out at 72 °C for 10 min. This protocol generated the
correct size product as determined by 2% agarose gel using a low size DNA ladder (not shown).
10 pL each vial and standards as well as a low size DNA ladder were loaded on the agarose gel
with 1xTBE as a running buffer. Electrophoresis was carried out at 80 V for about 30 min and
amplicons visualized with ethidium bromide in a transilluminator (Vilber Lourmat, France). At

this point all the PCR products were pooled and quantified fluorimetrically using Quant-iT™



PicoGreen kit (Life Technologies, Spain) in a Minifluorometer TBS-380 (Turner Biosystems, CA).
When less than 250 pmol were obtained, several aliquots were subsequently amplified by PCR
until this quantity was reached. 250 pmol of dsDNA from each round were incubated with
Dynabeads® MyOne™ streptavidin C1 magnetic particles (strep-MPs, Life Tecnologies, Spain).
The amount of beads necessary to bind all biotinylated ssDNA and the remaining biotinylated
primers (SelR-Biot) was calculated according to manufacturer specifications for each round.
The strand separation was carried out as follows. An excess of strept-MPs to ensure complete
entrapment were washed three times with BLstrep (5 mM TRIS-HCI pH 7.4 + 1 M NaCl + 0.01
Tween-20) and then resuspended in a volume of 10 mM TRIS-HCI pH 7.4 + 2 M NaCl equals to
the volume that contains 250 pmol of DNA from each round. The 250 pmol were immediately
added and left to bind for 15 min in the mixer wheel. After magnetic separation, the beads
were washed three times with BLstrep. The dsDNA was denatured with 50 pL of 100 mM
NaOH for 10 min under stirring. The supernatant containing the non-biotinylated strands was
collected, neutralized with 6 pL of HCI 1 M and diluted with BS for a new round of selection.
Cloning and sequencing of sequenced selected during SELEX

After 10 rounds of selection, DNA was amplified by PCR with SelF and SelR (Table S-1) using
the PCR parameters used during SELEX rounds. The products were cloned using pETBlue-1
Acceptor Vector Kit (Novagen) and transformed into Nova Competent cells (Novagen). After
plating, twenty-five colonies were picked and the plasmids purified using Wizard Plus
minipreps DNA purification system (Promega, USA) according to manufacturer specifications.
Finally, they were sequenced using BigDye Terminator kit and run on Abi PRISM 3130x| Genetic
Analyzer instrument (Applied Biosystems, Life Technologies). The sequences were analyzed
using the Chromas Lite 2.01. After identification, the sequences were trimmed to remove the

primer fragments and aligned using the free BioEdit software (lbis Biosciences, CA).



Ni**-NTA MPs modification

6 pL of Ni*-NTA MPs (MagneHis™ Ni, Promega, USA) were equilibrated in 500 pL of
modification buffer (BM, 100 mM HEPES pH 7.5 + 10 mM imidazole + 0.5 M NaCl). After
discarding the supernatant, they were incubated with 10 pL of R-33-mer (0.5 pg/uL) or control
(0.75 pg/ulL) peptides in BM for 15 min in the mixer wheel at RT. After magnetic separation,
they were washed twice with 500 uL BM + 0.01% Tween-20 and once with 500 pL binding
buffer (BS, 50 mM TRIS pH 7.4+0.25 M NaCl+5 mM MgCl,). Finally, the modified Ni**-NTA MPs

were diluted at 5 pmol peptide/uL with BS and stored at 4 °C when not in use.

Modification of strep-MPs with 33-mer

50 plL strep-MPs were washed twice with 1 mL PBS + 0.01 % Tween-20 and resuspended in PBS
+0.01 % Tween-20 containing 2 uM of biotinylated 33-mer (Biomedal, Spain). The interaction
proceeded for 30 min under continuous shaking in a Thermomixer (Eppendorf Ibérica, Spain)
at 30 °C. After that, the beads were washed twice in PBS + 0.01 % Tween-20 and blocked with
500 uM biotin in PBS + 0.01 % Tween-20 for 30 min. After two new washing steps, they were

reconstituted in BS and used within the same day.

Modification of tosylactivated-MPs with PWG

50 uL of Dynabeads® MyOne™ tosylactivated magnetic beads (Life Technologies) were washed
twice with 1.25 mL 0.1 M borate pH 9.5 and then coated with the 0.32 mg/mL PWG in 0.058 M
borate pH 9.5 + 1 M (NH,4),SO,; under continuous shaking at 37 °C for 24 h. After two washing
steps with 1.25 mL PBS + 0.01 % Tween-20, they were left in the same solution overnight
under shaking at 37 °C in a Thermomixer. After two additional washing steps with the same
solution, the beads were resuspended in PBS + 0.01 % Tween-20 and used within the same

day.



Prolamin extraction from flour and food

A simplified version of a previously reported protocol was used®. Briefly: 4 mL of NaCl 0.4 M
was added to 1 g of the corresponding sample (flour or food). After 20 min of shaking at RT,
the suspension was centrifuged in a Heraeus Multifuge 1L-R (ThermoScientific) for 15 min at
7500 g. The supernatant was removed and the whole washing step was repeated twice. To
extract the prolamins, 4 mL of 60% ethanol was added to the washed pellet, incubated for 20
min under shaking at RT and centrifuged for 15 min at 7500 g. After collecting the supernatant,
a second extraction step was performed and both supernatants were combined. Flours of
gluten-containing cereals were extracted in different days to avoid cross-contamination.
Extractions and measurements were carried out in separate rooms for the same reason.

Final prolamin concentration in flour extracts was determined using a Genesys 10S UV-VIS
Spectrophotometer from ThermoScientific, Spain, and the Bradford assay. PWG was used as
standard instead of BSA for calibration due to discrepancies found in absorbance intensities at
equal concentrations. This behavior is attributed to the difference in the content of the dye
target amino acids (mainly arginine, lysine and hystidine)?. Flour extracts were diluted with BS
to obtained concentrations ranging from 0.1 ppb to 10 ppm to carry out selectivity studies in
the competitive assay format.

Food extracts were diluted 1:50 with BS before used in the competitive assay.
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Figure S-1: Expressed R-33-mer and control peptide wisualized by 15% SDS-PAGE with
Commassie stain (A) and western blot (B). Purified peptides in HisTrap FF column by FPLC
were loaded on the SDS-PAGE. After electrophoretic separation the proteins were transferred
onto a nitrocellulose membrane at 400 mA for 1 h at room temperature. The membrane was
further blocked with 3% BSA-TBS with sodium azide for preservation at 4 °C for 1 h and reacted
with an antiHise- tag antibody (Biomedal, Spain) in TBS with 1% BSA and sodium azide for 1 h at
room temperature under gently shaking. After two washing steps with TBS containing 0.05 %
tween-20, the membrane was incubated with anti-mouse-alkaline phosphatase conjugate in
TBS with 1% BSA and sodium azide for 1 h under gently shaking and room temperature. Then,
it was washed three times with TBS with 0.05% tween-20 and developed with nitro-blue
tetrazolium chloride/ 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate toluidine salt (NBT/BCIP from
Sigma-Aldrich). L1: protein marker, L2: control peptide, L3: R-33-mer.



Protein
ladder Ll L2

Figure S-2. Western Blot of the R-33-mer eluted from Ni**-NTA MPs. 1 nmol of R-33-mer were
added to 10 pL of Ni**-NTA MPs and diluted to 500 pL in BM for 15 min at RT in the mixer
wheel. The supernatant (the unbound R-33-mer) was used in the western blot as a comparison
(L1). The MPs were washed three times with BM+0.01% Tween-20. An aliquot of 20 uL of MPs
were separated for western blot analysis. 50 uL of 100 mM HEPES pH 7.5 + 0.5 M NacCl + 500
mM imidazole were added to elute the peptide for 5 min under vigorous shaking with a vortex.
The supernatant was collected and a second elution step was carried out. Both supernatants
were mixed and loaded in 15% SDS-PAGE. The PAGE and western blotting were carried out as
indicated in supporting Figure S-1. Lane 1: protein marker, Lane 2 (L1): unbound R-33-mer,

Lane 3 (L2): eluted R-33-mer
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Figure S-3: Amount of amplified dsDNA obtained after each SELEX round measured
fluorimetrically
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Figure S-4: Binding curves of biotinylated A) gli4, B) gli3, C) gli12, D) glil and E) glisq04
aptamers to (filled symbols) biotinylated 33-mer bound to strep-MPs and (open symbols) PWG
covalently bound to tosylactivated MPs. The detection was carried out
chronoamperometrically at 0 V after labeling with streptavidin-HRP and adding the substrate
for 1 min.



Table S-1: Nucleic acid and amino acid sequences used.

Description (abbreviation) Sequences

33-mer encoding ssDNA GCT GCA GCT GCA ACC ATT TCC GCA GCC GCA ACT ACC ATA TCC
GCA GCC GCA ACT ACC ATA TCC GCA GCC GCA ACT ACC ATA TCC
GCA GCCGCAACCATTT

Forward primer for R-33-mer expression GCT GCA GCT GCA ACCATT TC

(ExpF)

Reverse primer for R-33-mer expression (ExpR) ATA AAT GGT TGC GGCTGC GGA T

Recombinant 33-mer (R-33-mer) MLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFISRELVDPNSVQARLQD
VDGTIDTRSKLAAAQLYTRASQPELAPEDPEDLEHHHHHH

Control peptide MISRELVDPNSVQARLQDVDGTIDTRSKLAAAQLYTRASQPELAPEDPEDLE
HHHHHH

Initial ssDNA library AGG GTT GAT AGG TTA AGA GC-40N-CGA TGT CAA CTA GCT GTT GG

Reverse biotinylated primer (SelR-Biot) biotin-(CH2)s-CCA ACA GCT AGT TGA CAT CG

6-FAM Forward primer (SelF-6-FAM) 6-FAM-AGG GTT GAT AGG TTA AGA GC

Reverse primer (SelR) CCA ACA GCT AGT TGA CAT CG

Forward primer (SelF) AGG GTT GAT AGG TTA AGA GC




Table S-2: SELEX conditions.

Round Counterselection Incubation time (min) Number of washing steps

1 60 2
2 60 2
3 yes 60 2
4 30 2
5 30 5
6 yes 30 5
7 15 5
8 15 10
9 yes 15 10
10 15 15
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Aptamers are starting to increase the reagents tool box to develop more sensitive and reliable methods
for food allergens. In most of these assays, aptamers have to be modified for detection and/or
immobilization purposes. To take full advantage of their affinity, which decisively influence the
detectability, these modifications must be faced rationally. In this work, a recently developed aptamer for
an immunotoxic peptide of gliadin associated to celiac disease is used in different configurations and
modified with various markers and anchored groups to evaluate the influence of such modifications on
the real affinity. The interaction in solution with the peptide is strong for a relatively small molecule
(Kq=45+10nM, 17°C) and slightly stronger than that for the immobilized intact protein due to a
cooperative binding effect. Comparatively, while only minor differences were found when the peptide or
the aptamer were immobilized, labeling with a biotin resulted preferable over fluorescein (Kq=102 +11
vs 208 +£54nM, 25°C). These findings are of prime importance for the design of an aptamer-based
analytical method for gluten quantification.
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1. Introduction

The high affinity of aptamers for their cognate ligand is frequently
invoked as one of the most prominent features that support their use
intheranostic[1,2] or sensing applications [3,4]. Measurement of the

0003-2670/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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affinity between aptamers and their ligands is usually carried out
after SELEX evolution, to select the best binder among the enriched
DNA pool obtained, and to characterize the winning sequence.

In order to select an aptamer among several described for a
given target, K4 values are usually the primary criteria for
comparison. Tables of Ky values, though useful, are reported
irrespective of the method employed for their estimation [5,6].
True dissociation constants in solution are not always measured for
several reasons. On one hand, some techniques such as isothermal
titration calorimetry (ITC) [7] or NMR [8] need partner concen-
trations in the wM range, which is expensive and not always
achievable because of the low solubility of some ligands in aqueous
media. On the other hand, among the variety of techniques
available to measure the constant binding [8-10], some of the most
powerful ones (surface plasmon resonance (SPR), fluorescence
intensity) require partner immobilization.

Interactions between the immobilized partner and the surface
or steric hindrance, related to the proximity of the surface, are
plausible and well-known explanations for the decrease in affinity
commonly observed in heterogeneous binding events. Striking and
not well-explained loss in affinity as large as three orders of
magnitude have been found with aptamers directed against small
molecules immobilized on SPR sensors [11,12]. Nonetheless,
negligible [13] or even the opposite effects have been also reported
and tentatively attributed to a more active presentation of the
immobilized aptamer [14], cooperativity at the matrix or loss of
anionic nature of the immobilized ligand [15].

From a practical point of view, not only the true affinity of an
aptamer in solution but also the actual affinity after post-SELEX
modifications is interesting. For sensing applications, labeling the
aptamer with small molecules is the most wide-spread strategy
that allows easy and inexpensive immobilization and/or detection.
All these modifications, however, can exert a non-trivial impact on
the affinity of the synthetic receptor towards the ligand. In general,
this aspect is set aside assuming that modification of oligonucleo-
tides at their ends keeps enough affinity for most analytical
applications. However, selection of the proper end for labeling as
well as the length and nature of spacers has been proved to
improve the affinity [16,17]. Rational selection would be straight-
forward if the aptamer-ligand complex structure is fully solved.
Unfortunately, this is unknown for most aptamers, so they are
modified at any end irrespective of the effect.

To take advantage of the full binding potential of the winning
aptamer evolved by SELEX, detailed comparative studies on
binding ability of aptamers modified for immobilization or
detection purposes are desirable but scarce. We have recently
developed by SELEX a pool of aptamers against the immunodo-
minant peptide of gliadin, known as 33-mer, that triggers the celiac
disease [18]. Taking as a model the most abundant in the final pool,
we present here a systematic study of the extent to which different
tags to facilitate the immobilization and detection of aptamer
alters its affinity towards both the peptide and the whole protein.
This is crucial in order not to impact further the solution-phase
affinity and selectivity in the development of analytical approaches
aimed at detecting gluten in food. Availability of more sensitive
methods of gluten detection are essential to protect patients from
inadvertent content of gluten in food below the current threshold
(20 ppm) [19] that it is still high for a relevant proportion of the
sensitized population.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Native (unmodified) and 5’-tagged (biotin and 6-FAM) glil
aptamers were obtained from Integrated DNA Technologies (IDT,

Leuven, Belgium). 5'-thiolated glil-aptamer and 5'-thiolated
control DNA were obtained from Sigma-Life Science. Gli1 aptamer
and control DNA sequences are the following:

Gli 1: 5’ CTA GGC GAA ATA TAG CTA CAA CTG TCT GAA GGC ACC
CAAT3Z3

Control DNA: 5’ AGT CAA CCA GTA TTA TCT GAC CGT CCC A 3’

Peptide 33-mer was obtained from Biomedal (Sevilla, Spain).
The sequences of the unmodified and the biotinylated 33-mer are
as follows:

33-mer: LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF

Biotin-33-mer: LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFH-
HHHHH-Biotin

Gliadin standard from Prolamin Working Group (PWG) was
acquired to R-Biopharm AG (Germany). Phosphorus and beryllium
standards were purchased from High Purity Standards (Charleston,
USA): 1000 pg mL~! P in 0.05% HNOs and 1000 pgmL ! Be in 2%
HCL

All aptamer interactions with peptide or PWG were carried out
in the binding solution (BS) composed of 50 mM Tris-HCl pH
7.4+0.25M NaCl+5 mM MgCl,. This buffer was the one used for
aptamer evolution by SELEX, so optimized for the best interaction
[18]. All buffer components were obtained from Sigma-Aldrich.
Milli-Q purified water was used.

2.2. ITC experiments

The isothermal titration calorimetric (ITC) experiments were
performed at two temperatures (17 and 37°C) in a VP-ITC
instrument (MicroCal Inc., USA). The aptamer, loaded into the
calorimetric cell (1.4189 mL) at a concentration of 33.4 WM, was
titrated by the sequential addition of 15 pL-aliquots of the 33-mer
gliadin peptide from the stirring syringe at a concentration of
338 wM (the volume of first injection was 4 L and was not
considered in the fit). The amount of power required to maintain
the reaction cell at constant temperature after each injection was
monitored as a function of time. The exchanged heat due to the
recognition event between 33-mer and gli1 aptamer was obtained
as the difference between the heat of reaction and the
corresponding heat of dilution.

2.3. Faradaic impedance spectroscopy (FIS) experiments

All electrochemical measurements were performed with a
standard three electrode cell controlled by an AutoLab 12
potentiostat equipped with GPES and FRA 4.9 software (EcoChe-
mie, The Netherlands). A platinum wire acted as an auxiliary
electrode and a 1.6 mm diameter gold electrode as a working
electrode (Bioanalytical Systems, Inc., USA). All potentials are
referred to the Ag|AgCl|KCl saturated reference electrode.

The Au electrode was cleaned and conditioned as indicated
elsewhere [20,21]. The gli1l aptamer was immobilized onto the
freshly cleaned surface under potential control due to accelerated
self-assembly [22]. This way, the electrode was immersed in
20 mM sodium phosphate+0.3 M NaCl+2 mM EDTA for 5min at
+0.3 V. The reduced gold surface was then immersed in 200 nM
thiolated gli1 (or thiolated DNA control for specificity studies) in
identical buffer for 5 min at +0.4 V. After washing with water, the
electrode was incubated with 1 mM mercaptohexanol for 50 min to
fill the bare regions and minimize unspecific adsorption. The
modified electrodes were stored in BS at 4 °C until their use.

The interaction was carried out by incubating the modified
electrodes with increasing concentrations of 33-mer peptide in BS
(or the control peptide for unspecific assessment). Each 5 min the
electrode was transferred to the impedance measurement solution
(10mM Tris-HCl pH 7.4+100mM KCl+5mM [Fe(CN)s]>*~/47)
where the corresponding spectra were recorded at a bias potential
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of +0.223 V using a frequency range from 10 kHz to 100 mHz and an
alternating current amplitude of 5mV.

2.4. SPR measurements

A double-channel cuvette ESPRIT instrument (EcoChemie) was
operated in automatic mode using the autosampler for dispensing
the solutions and mixing. All SPR experiments were carried out
using commercial BK7 disks coated with a 50nm gold film
supplied by Autolab (Metrohm, The Netherlands) under controlled
temperature conditions of 25+1°C obtained with a thermostat
HaakeD1 (Germany).

The Au sensor was cleaned as indicated elsewhere [23]. Then, a
mixed SAM monolayer of mercaptoundecanoic and mercaptopro-
pionic acids was prepared overnight from a 10mM ethanolic
mixture of each acid in a 1:10 ratio [24]. After washing with water,
streptavidin was covalently attached to the carboxylic acids by
activating these groups with 4 injections of 50 L of 200 mM EDC
and 50 mM NHS in water for 5 min and subsequent reaction with
the 50 wg mL ™! protein in 50 mM acetate buffer pH 4.5 for 30 min.
The unreacted carboxylic groups were blocked with 1 M ethanol-
amine for 30 min. The streptavidin-modified sensor was primed
with 50 mM HCI. Finally, one channel was modified with 25nM
biotinylated-33-mer and the reference channel with 500 nM biotin
in BS buffer.

Each independent interaction cycle carried out in BS includes
baseline, association, dissociation, regeneration and back to
baseline steps as follows: after obtaining a stable signal by
acquiring several baselines, varying concentrations of aptamer
prepared in BS (35uL) were simultaneously injected in both
channels and the association phase was recorded for 10 min. After
draining the cuvettes, 50 uL of BS were injected and the
dissociation phase was monitored for 5 min resulting in a decrease
of the resonance angle until a stable value was achieved. Finally
regeneration step was accomplished by several injections of 50 L
of 0.05M HCl (1 min) followed by baseline registration until the
initial value was reached. All steps were recorded under needle-
based agitation to avoid mass transfer control.

2.5. Aptamer-PWG interaction assays on microtiter plates

Microtiter plates (Corning High Bind, NY) were modified
overnight at 25°C with 100 pL of 5pugmL™~' PWG in 50 mM
sodium carbonate/hydrogen carbonate buffer (pH 9.6). Then, the
wells were washed with 10 mM Tris-HCl pH 7.4 three times. For
each binding interaction assay, 100 L of increasing concentrations
(60-500nM) of the corresponding native or 6-FAM-tagged glil
aptamer was dispensed on the wells. After 30 min at 25 °C under
mild microtiter plate stirring, the aptamer solutions (free fraction)
were transferred to a vial to be measured by ICP-MS (native
aptamer) or to a microtiter plate for fluorescence measurements
(6-FAM aptamer).

For the ICP-MS measurements, the free aptamer fraction was
diluted 1:10 with 1% v/v HNOs to reduce the salt concentration. An
Element 2 ICP-MS (Thermo Elemental, Bremen, Germany) operat-
ed in medium resolution mode (R =3000) for detection of >'P* was
used. This kind of double focusing instrument improves the
detection of phosphorus, which is obscured by the low ionization
efficiency and the spectra interferences [25]. °Be was used as an
internal standard. The operating conditions were the following:
1280 W RF power, 14.2 Lmin~! coolant gas, 0.91 Lmin ' auxiliary
gas, 0.965Lmin"! nebulizer gas, sample flow 0.4mLmin
Inorganic phosphorus in 1% v/v HNO3; was used as standard for
calibration from 5 to 1000 ppb in the presence of 10 ppb of Be.

For the fluorescence measurements, a FIx800 microplate reader
(BioTek™, VT, USA) was used. The excitation and emission

wavelengths were fixed at 480 and 528nm, respectively.
A calibration plot for each labeled aptamer in the range of
50-500nM was needed. Differences in fluorescent response at
identical total ssDNA concentration as estimated by UV-vis
measurements at 260 nm were found probably due to discrep-
ancies in the yield of the commercial labeling process.

As in the case of ICP-MS, the excellent correlation between the
analytical response and the DNA concentration allowed the
calculation of the unbound aptamer concentration after interac-
tion with PWG.

3. Results
3.1. Homogeneous aptamer-peptide interaction

First, the evaluation of the binding affinity between glil
aptamer to immunodominant peptide 33-mer was addressed.
Among the available techniques, ITC provides not only direct
measurement of all thermodynamic parameters from a single
experiment but also valuable information about binding stoichi-
ometry. It is also the method of choice to thermodynamically
characterize binding reactions with affinity range from mM down
to high nM as expected for most aptamer-protein interactions.
This restriction derives from the need for performing the experi-
ments at WM concentration of both reagents to generate enough
binding heat change [7]. ITC measures the heat involved during
macromolecular interactions. Usually small aliquots of the ligand
are stepwise injected into a solution of the macromolecule
(typically a protein) at a constant temperature. In our case the
aptamer is larger (12 kDa) than the peptide (5 kDa), so the aptamer
was titrated and the heat absorbed/released measured as a
function of time. In Fig. 1 representative data of ITC experiments
at 17 and 37°C are shown. In Table 1, the thermodynamic
parameters obtained by ITC determined by fitting the experimen-
tal data to a single-site binding isotherm.

According to the estimated Ky values (45 +10 and 17 £6nM at
17 and 37 °C, respectively), a strong affinity between gli1 aptamer
and peptide exists, especially at high temperatures, where the
value approaches the limit of detection of the technique. The
binding stoichiometry calculated from the titration equivalence
point is 1:1, which is reasonable for a small peptide.

The aptamer binding is entropically driven since a large positive
entropy at both temperatures is measured, while the enthalpic
contribution is small but positive, that is, unfavorable to the
binding. This thermodynamic signature is usually associated to the
so called hydrophobic effect mainly arising from solvent reorgani-
zation. The entropy variation related to the formation of a
ligand-macromolecule complex originates from two contribu-
tions: reduction of the conformational degree of freedom of both
molecules, which is usually unfavorable (AS<0), and solvation
effects [26]. When a hydrophobic molecule is involved, hydration
is entropically unfavorable because of disruption of the stable
hydrogen-bonding network of the bulk water and the formation of
a shell of strongly bound water molecules to compensate [27]. This
leads to ordering with a penalty in entropy. Binding regarded as a
withdrawal of non-polar groups from water (desolvation process)
can account for a favorable entropy change [26,28]. Then, a positive
entropy change is a strong evidence of removal of water molecules
from the complex interface [29]. The negligible heat capacity
minimizes the role of hydrophobic interactions in the DNA-peptide
binding.

A binding to DNA entropically driven is not unusual even for
intercalating agents where stacking interactions are expected to
give negative enthalpy changes as major contribution to the
binding free energy [30]. The interaction of aptamers with small
molecules such as antibiotics [31,32], adenosine [33] or
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Fig. 1. ITC titration of 33.4 wM gli1 aptamer with 338 M 33-mer in BS at 37°C (A and B) and 17°C (C and D). Top panels: power as a function of time. Bottom panels:
integrated heat change per injection with the fitted curve to a single-site binding model.

L-tyrosinamide [34] was found to be controlled by enthalpy
negative changes. With proteins, both thermodynamic signatures
were found even for a single binding site, the exosite I of thrombin,
with two different ligands [35]. The binding of thrombin [35],
lysozyme [36] and peptide prion [37] aptamers is also entropically
driven. In the lysozyme case, this behavior is accompanied by an
increase in K4 with temperature, which was explained by
progressive disruption of a weak secondary aptamer structure.
In the case of gli1 aptamer, the secondary structure is very weak at
room temperature [18] but exactly the contrary trend is observed.

3.2. Heterogeneous aptamer—peptide interaction

In heterogeneous aptassays and aptasensors, the aptamer is
usually anchored to a solid surface assuming a minimal influence
on affinity, but the ligand can be also immobilized in competitive
or displacement assays. Since the immobilization of each partner
can induce different loss in affinity both approaches were
examined.

Thiolated glil aptamer was assembled on Au surfaces at a
positive potential to accelerate the monolayer formation [22] and
then, the surface was blocked with mercaptohexanol. Successive
additions of increasing concentrations of 33-mer peptide were
followed by faradaic impedance spectroscopy (FIS). An increase in
electron transfer resistance (Re;) with time was observed for each
addition due to the progressive blocking of the electrode surface

Table 1
Thermodynamic parameters and stoichiometry obtained by ITC for the glil
aptamer-33-mer binding.

17°C 37°C
AG (kcalmol™1) -9.75+0.14 ~111+0.3
AH (kcalmol 1) 0.70+0.01 0.57+0.01
AS (calK "mol 1) 36.0+0.5 374407
n 112+0.01 1.07 £0.01

(Fig. 2(A) inset). The equilibrium R, values at each concentration
were expressed as percentage of R, increase through the equation

$%=(Req — Ro)/Ro x 100 1)

where Rq denotes the Re¢ at equilibrium and Ry the initial Re¢. The
plot of S% vs the peptide concentration takes the general form of a
rectangular hyperbola. By non-linear fitting (Fig. 2(A)), a value of
Kq=98 +£48nM was obtained. This calculation implies that the
bound peptide concentration is negligible relative to the total
peptide concentration in solution. Surface coverages in the range of
10'? aptamers cm ™2 are typically achieved that implies an amount
of about 30fmol of aptamers on the surface. Since the lowest
amount of 33-mer tested was 100 pmol it is apparent that this
assumption is reasonable.

The sensing phase prepared did not exhibit significant
unspecific binding. A set of blank experiments was carried out
on bare Au and with sensing phases prepared with mercaptohex-
anol alone, or a mixture of a scrambled DNA sequence and MCH.
These surfaces were incubated with 100 nM of 33-mer. Addition-
ally, a mixed SAM prepared with gli1 was incubated with a 57-mer
peptide control previously used for counter selection steps in the
SELEX process [18]. In all cases, the increase in R.; was negligible
with respect to that obtained in the specific interaction between
33-mer and gli1 aptamer (Fig. 2(B)).

SPR is a better suited technique for biomolecular interaction
characterization. Like FIS is a label-free technique but kinetics is
continuously monitored. Since peptide is a small molecule the
direct observation of binding on self-assembled monolayers of
aptamers is only detectable at high concentrations. So, this
technique was used to evaluate the binding reaction with 33-
mer peptide immobilized on the surface. To do this, a mixed
monolayer of mercaptopropanoic acid and mercaptoundecanoic
acid was prepared and streptavidin was covalently linked through
carbodiimide chemistry. About 200m° of streptavidin were
immobilized that is equivalent to 1.6ng mm 2 assuming 120 m°
corresponds to 1 ng mm 2 according to instrument specifications.
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Fig. 2. (A) Binding isotherm obtained from FIS experiments fitted to the single-site
binding model. Inset: representative data to estimate the K4 between thiolated gli1
aptamer and 33-mer peptide. Normalized Re; (S%) with time after successive
incubation of a Au electrode modified with a mixed SAM of gli1 aptamer and
mercaptohexanol with (a) 50 nM; (b) 100 nM; (c) 200 nM; (d) 300 nM; (e) 400 nM of
33-mer. (B) Variation of the Re, (S%) of different sensing phases to 100 nM of 33-mer
and peptide control (last column).

An averaged angle shift of 37 m° was measured when adding 25 nM
biotinylated 33-mer peptide, indicating that there was more than
one binding site available for peptide binding. In the reference
channel 500 nM of biotin was used to fill the streptavidin binding
sites. Both channels were then challenged with concentrations of
aptamer ranging from 50nM to 5 wM. After each interaction, a
regeneration step with 0.05 M HCl was carried out until the initial
baseline was recovered. The angle shifts at equilibrium were
plotted against the aptamer free concentration calculated as the
difference between the total aptamer in solution and the surface
concentration of complex estimated from the angle shift. At all
concentrations the amount of complex formed was negligible with
respect to the total aptamer concentration in solution. After fitting
to Langmuir isotherm, Kg was estimated to be 51 =16 nM. Although
the mean value is slightly lower than the one estimated by FIS
suggesting a larger influence on affinity when the aptamer is
immobilized, both Ky values are identical within the experimental
error. This indicates that there are subtle differences when
immobilizing the aptamer through a thiol or the peptide through
a biotin-streptavidin affinity interaction. The Ky value in solution
at 25 °Cwas estimated to be about 29 nM. Considering this value, in
both cases the Ky values for the heterogeneous reaction are
substantially higher than that of the homogeneous one calculated
by ITC. It is worth noting that the peptide has a spacer of six
histidine residues adjacent to the biotin and aptamer has a C6
spacer, which can contribute to somehow minimize the steric
hindrance of the surface.

We have previously estimated the K4 of gli1l aptamer from a
binding curve obtained with the peptide immobilized onto
magnetic beads and chronoamperometrically (CRamp) measuring
the aptamer bound using an streptavidin-enzyme conjugate [18].
In that experiment, the aptamer was biotinylated, so the influence
of the labeling can be determined. A K4 value of 102411 nM
indicates that the biotin tag also decreases the affinity. However, it
is not significantly different from the K4 value obtained by FIS
when the aptamer is immobilized. This points out that the
influence of aptamer modification is larger than that of the peptide.
This is reasonable although the peptide is half the size of aptamer.
The binding site is probably constituted by a few amino acids while
the entire aptamer might fold upon ligand binding. The separate
influence of the tagging and the surface steric hindrance is difficult
to interpret. K4 almost doubles from non-labelled (SPR) to biotin-
tagged aptamer (CRamp). This suggests that the tagging effect
dominates over the steric hindrance effect. However, the thiol
group is much smaller than biotin, so its chemical interaction with
the aptamer is expected to be minimal. Its strong impact on the
affinity might be determined, in this case, by the proximity to the
surface.

3.3. Heterogeneous gliadin-aptamer interaction

In real samples, the receptor has to recognize the 33-mer
peptide within the native protein. Previous studies suggest that the
aptamer developed binds to the complete protein [18] but the
extent of the affinity in comparison with the peptide has not been
accomplished yet. The Ky for the homogeneous reaction between
the gliadin standard, PWG, and gli1 aptamer is difficult to estimate
because of the limited solubility of the protein in aqueous solution.
So only the constant for the heterogeneous reaction was estimated
immobilizing the protein on microtiter plates. After interaction
with gli1 aptamer in the concentration range from 60 to 500 nM,
the unbound aptamer fraction (F), was determined by ICP-MS after
tenfold dilution with 1% v/v HNOs to reduce the salt concentration.
In spite of its high first ionization potential and the spectral
interferences, the use of a double focusing instrument allowed the
construction of calibration plots with inorganic P from 5 to
1000 ppb with excellent correlation (r>0.9997). The bound
fraction (B) was estimated as the difference between the total
and free aptamer. Plot of B vs F did not fit to the one-binding site
model indicating that gliadin has several binding sites for the
aptamer. This is not unusual because gliadin is a mixture of peptide
chains containing a high percentage of prolines and glutamines in
repetitive motifs. It is known that the epitope for antigliadin
antibodies G12 and A1 raised against 33-mer are hexameric and
heptameric regions, respectively [38]. Since aptamer is smaller
than antibody a small fraction of the 33-mer is also expected to be
the epitope, so the chances for finding homologue sequences
throughout the overall sequence of gliadin is high. Therefore, the
saturation curve (Fig. 3(A)) was non-linearly fitted to the Hill
equation (Eq. (2)), a simplification of the general Adair equation
that accounts for macromolecules with interacting binding sites,
that is, cooperativity.

n
B= B -
Kq+F
where B is the bound aptamer concentration, F is the free aptamer
concentration and n is a measure of the cooperativity.

Blank experiments on bare microtiter plates gave rise to
undetectable changes in the concentration of the aptamer in
solution, ruling out the unspecific binding to microtiter plates.

Using this approach, the Ky value is 58+2nM, with a
cooperativity index of 3.4 +0.2. This represents a value slightly

(2)
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Fig. 3. Binding isotherms obtained from ICP-MS (A) and fluorescence (B)
experiments at 25°C between PWG and gli1 aptamer.

higher than that of the peptide, which correlates with previous
studies with magnetic particles and electrochemical detection that
suggested a lower affinity for the native protein. However, those
experiments were carried out with a labeled aptamer, so the
influence of a small tag was further evaluated using 6-carboxy-
fluorescein (6-FAM) as fluorophore at 5’ end to be able to directly
monitor the free aptamer fraction by fluorescence. Performing
analogue experiments on microtiter plates and fitting the binding
curves to the Hill equation (Fig. 3(B)), the Ky value (208 & 54 nM)
clearly increases relative to the untagged aptamer. It is worth
noting that in all cases, n values were always higher than 1
indicating a positive cooperativity.

4. Discussion

The immobilization and labeling tag effects we have observed
for glil aptamer with regard to 33-mer and gliadin binding are
summarized in Table 2. Glil was obtained using a short peptide
(the 33-mer immunotoxic peptide) as a target, and it binds two

related ligands, 33-mer peptide and PWG-protein, with similar
affinities. The possibility of generating aptamers from specific
short amino acid sequences to bind that epitope in the protein was
previously shown with a peptide from Rev protein but this strategy
was never generalized [39] and led to up to 16 times decrease in
affinity when challenged against the whole protein [40]. In this
work we have shown that it is possible to obtain aptamers with
similar affinity for the full-length protein. Although the highest
affinity is obtained for the homogeneous interaction between glil
and 33-mer peptide (ITC measurements), the immobilization of
ligand produces only a slight increase in K4 (SPR measurements).
Even when the whole protein, PWG, was adsorbed on the surface,
only 1.7 fold less affinity than for 33-mer in solution was observed.
This is attributed to a positive allosteric effect not previously
reported to the best of our knowledge for other aptamers.
Remarkably, the aptamer evolved against the 33-mer presents a
binding affinity larger than most of the few aptamers raised against
food allergens. Currently aptamers for food allergen sensing are
being developed due to steady increase of allergenic individuals to
a great variety of food ingredients. The discovery of novel receptors
with enhanced sensing properties fuels this trend. Although in all
cases allergenic proteins were used as targets, a wide range of Ky
values were reported. Lupine and peanut aptamers showed affinity
larger than 300nM when measured by SPR. In the former, the
protein was covalently immobilized [41] and in the latter a
biotinylated aptamer was bound to streptavidin coated surfaces
[42]. The affinity of the peanut aptamer was also estimated by
fluorescence anisotropy (FA) and nonequilibrium capillary elec-
trophoresis of equilibrium mixtures (NECEEM) obtaining higher
values than with SPR where immobilization of a biotinylated
aptamer is needed. This increase was attributed to the unpurified
aptamer used in FA obtained from the SELEX and to the high
voltage applied in NECEEM that somehow disrupt the complex.
More interesting is the behavior of lysozyme aptamers. First an
RNA aptamer against a biotinylated lysozyme was evolved using
automated SELEX that showed slightly increased affinity for the
unlabeled protein [43]. Since the aptamer sequence was published
as the DNA template used to generate it, other researchers
erroneously employed that DNA sequence in various successful
analytical approaches [4]. Subsequent investigations revealed that
the DNA-lysozyme interaction was governed by electrostatic
interactions rather than sequence specificity [36]. In that detailed
study, ITC experiments showed a binding driven by entropy, with a
small positive enthalpy change and a high positive entropy change,
similarly to that found for glil aptamer. Authors assigned this
energetic pattern to electrostatic interactions by comparison with
another adsorption process. However, in the case of gli1-33-mer
interaction, the absence of charged amino acids in the sequence
along with the much higher ionic strength used during interaction
rules out this possibility. K4 values around 30 nM for the best clone
against lysozyme were reported by filter binding assays [44], an
order of magnitude lower than those for lupine and peanut. Glil
aptamer raised against a much smaller molecule showed,
nonetheless, similar affinity for the peptide and slightly lower

Table 2
Mean values of the binding constants and cooperativity degree (mean values + SD) for the interaction between aptamer glil and 33-mer peptide or PWG.
Technique Immobilized species Species in solution T (°C) Kq (nM) n
ITC None 33-mer, glil 17 45+10 1.01+0.01
37 17+6 1124+0.01
FIS SH-gli1 33-mer RT 98 +48
SPR Biotin-33-mer Gli1 25 51416
CRamp Biotin-33-mer Biotin-glil 25 102 £ 11 [18]
ICP-MS PWG Gli1 25 58+2 34+0.2
Fluorescence PWG 6-FAM-gli1 25 208 +54 1.7+05

RT: room temperature.
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for the protein, which is remarkable taking into account the apolar
nature of the target. Newly developed DNA aptamers against egg
white lysozyme shown the lowest Ky values (6 nM by SPR) [45] for
food allergens.

The group/molecule attached at 5’ end of gli1l aptamer has a
negative but diverse influence on the affinity. In our case,
immobilizing the peptide resulted somehow less deleterious than
immobilizing the aptamer with a thiol group. Biotinylation of
aptamer, however, could have a milder influence on the affinity
because the average Ky obtained when challenged to biotinylated
33-mer on magnetic beads matches the one measured with the
thiolated aptamer and native peptide. A larger adverse effect of
thiol groups with respect to biotin was observed for the thrombin
aptamer [17].

Labeling aptamer at its 3’ or 5’ end with small molecules for
detection has usually a limited influence on affinity [13,16,46]. As
an example, labeling the protein with a fluorophore sometimes
resulted more damaging than biotinylating the aptamer and this
effect was dependent on the aptamer clone [44]. In our case,
when the aptamer was labeled with 6-FAM, a clear decrease in
binding ability for PWG was found even when a cooperative
mechanism is operating. Although a direct comparison must be
taken with care, 6-FAM seems to be more damaging for the
affinity than biotin.

5. Conclusions

In this work, evaluation of the affinity of the recently developed
aptamer for gliadin was carried out. Modification of the aptamer at
5’ with thiol, biotin and 6-FAM allowed us to gain insight into the
recognition ability. The solution phase binding constant between
gli1 aptamer and 33-mer peptide was significantly low for such a
small molecule. Interestingly, the binding to the whole protein was
only slightly affected, which is unusual for aptamer developed
against a peptide fragment. This encourages the implementation of
that strategy for the generation of future aptamers.

Immobilization of peptide through biotin-streptavidin interac-
tion resulted beneficial when compared with the immobilization
of aptamer through thiol groups. This finding points to the
potential advantages of developing competitive assays, which are
desirable in the food allergen field because of hydrolysis of proteins
during processing. The modification of glil aptamer with a
fluorophore showed an unexpectedly substantial negative effect,
probably larger than that of biotin. As a consequence, for future
applications, the use of biotinylated glil aptamer is strongly
recommended.
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Abstract
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1 Introduction

The storage proteins from some cereal species such as
wheat, barley, rye and oats called gluten, are immunotox-
ic for a growing number of susceptible individuals who
are diagnosed with coeliac disease (CD). Initially consid-
ered as a rare disease with an estimated prevalence of
0.03 % worldwide, the advent of more sensitive and spe-
cific analytical assays that allow the relatively fast screen-
ing of the population, has increasing this Figure up to 1%
in Europe and the USA [1], converting CD in one of the
most prevalent chronic gastrointestinal disorders. CD is
considered an autoimmune disorder with genetic, envi-
ronmental and immunological components that it is be-
lieved to predispose patients to other autoimmune diseas-
es. Since the only treatment is a lifelong strict gluten-free
diet, the surveillance of the ingested food is of paramount
importance for these patients. Unfortunately, gluten is
one of the most common ingredients in human diet and
may be inadvertently present as a consequence of cross-
contamination, which complicates adherence to the pre-
scription. In addition to this, there is no agreement
among countries about the term “gluten-free” food.
Whereas the proposed FDA definition from 2007 remains
in draft form, in the European Community the Commi-
sion Regulation (EC) n° 41/2009 established an upper
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limit of 20 ppm for gluten-free food and 100 ppm for
very-low gluten content. Unfortunately, there is no a de-
fined correlation between the amount of gluten ingested
and the seriousness of clinical symptoms, which makes to
find a threshold value difficult. The Spanish Federation of
Coeliac Associations analyzes food samples to guarantee
a gluten content below 10 ppm, which they considered
the new critical value.

In the past decade great advancements have been ach-
ieved to develop reliable and sensitive methods for the
analysis of gluten in food. Most of them are enzyme im-
munoassays either in competitive or sandwich formats.
Commercial kits use exclusively optical detection [2-4]
but electrochemical readout has also been reported [5,6].
Although PCR-based methods are increasingly applied to
food samples, a positive correlation between the presence
of DNA and the allergenic protein has to be shown be-
cause food technological processing can degrade DNA or
separate the marker DNA from the allergenic protein [7].

Only 10% of gluten, defined as the rubbery mass that
remains when wheat dough is washed to remove starch
granules and water-soluble constituents [7], is actually im-
munotoxic for CD patients, so it is desirable to quantify
selectively this fraction.

Ascertaining which part of gluten is toxic is a difficult
problem. Traditionally, toxic fraction is ascribed to the al-
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cohol-water soluble fraction, the prolamins, whereas glu-
tenins are considered to be safe. The high proline and
glutamine content of prolamins prevent their complete
proteolysis by gastric and pancreatic enzymes leading to
relatively long peptides that are responsible for their tox-
icity [2]. Several antibodies have been raised against dif-
ferent gliadin epitopes. The anti w-gliadin Ab is used in a
sandwich format that was approved as an official method
by AOAC [4]. However, the content of w-fraction in
wheat significantly varies from 6 to 20% [8] and this
method can not accurately detect and quantify barley
prolamins. Other antibodies were raised against different
epitopes of a-gliadin such as PN3 for the toxic 19-mer
peptide (residues 31-49) [9], CDCS (residues 56-75) [6]
and RS for a pentapeptide (QQPFP) repeatedly present
in wheat, barley and rye grains [3]. The latter detects all
wheat fractions and is used in the sandwich ELISA
method endorsed as a type I method by the Codex Com-
mittee on Methods of Analysis and Sampling [10]. A
competitive assay using RS is also commercial but the
gluten content is expressed in ppm of peptide and no con-
version into gluten units is given, which precludes the
direct relation to maximum limits allowable by laws cur-
rently in force [11].

Recently, two monoclonal antibodies were raised
against the immunodominant peptide 33-mer (residues
57-89) from a-gliadin [2]. mAb G12 and mAb Al were
able to detect oat avenins (whose role in celiac disease is
controversial), though with lower sensitivity than the
other three prolamins.

An additional problem regarding the detection of
gluten is the reference material. It has been shown that
the origin and type of gliadin used for calibration has a
huge impact on the results of the analysis. The Prolamin
Working Group has prepared and characterized a materi-
al that was submitted to Institute for Reference Materials
and Measurements (IRMM) of the European Commis-
sion-Joint Research Centre as a candidate material for
the preparation of a Certified Reference Material (CRM)
for gliadin [12]. However, after several years it has not
been accepted so far.

Herein, we propose the use of peptide 33-mer
(LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) as
a calibration standard in a competitive assay that employs
the antibody mAb G12, coupled to a flow injection elec-
trochemical detection for gluten analysis in foodstuff. For
the first time a relationship between the content in ppm
of peptide and the content in ppm of gluten was de-
scribed. The analytical characteristics of the electrochemi-
cal method were compared with those obtained by optical
measurements using both the 33-mer and gliadin as stand-
ards. The method was applied to the determination of
gluten in different food samples.
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2 Experimental

2.1 Apparatus

Cyclic voltammetric measurements were carried out using
a computer-controlled AutoLab Pgstat-10 potentiostat
with GPES 4.9005 (EcoChemie, The Netherlands).

For flow injection experiments, an eight cylinder peri-
staltic pump (IsmaTec, Germany) was used for carrier so-
lution delivery. Samples were injected through a six-port
rotary valve (Rheodyne 5020) with a loop of 50 uL. Am-
perometric detection was performed at an applied poten-
tial of +440mV in a home made thin-layer flow cell
equipped with a glassy carbon electrode of 3 mm in diam-
eter, well fitted in a methacrylate holder. A downstream
compartment coupled to the cell outlet was placed con-
taining the reference electrode (Ag|AgCl|KCl 3 M) and
a stainless steel waste tube, acting as a counterelectrode.
The potential was controlled with the potentiostat men-
tioned above. Unless otherwise stated, the carrier solution
was 0.5 M H,SO,.

Prior to each experiment, GCE was polished with slur-
ries of successively smaller sizes of alumina (1, 0.3 and
0.05 um) on a cloth followed by sonication in purified
water for 5 min.

In order to select the applied potential for amperomet-
ric measurements, a conventional three-electrode electro-
chemical cell consisting of a 2 mm diameter glassy carbon
electrode (Methrom) as a working electrode and a Pt
wire as a counter electrode and a Ag|AgCl|KCl 3 M ref-
erence electrode was used.

Spectrophotometric measurements were carried out
with a pQuant absorbance microplate spectrophotometer
(Biotek, VT).

Sample pretreatment was performed with a centrifuge
Hereaus Multifuge 1L-R, (Thermo Fisher Scientific,
Spain) and a rocking stirring bed Movil tub (Selecta,
Spain).

2.2 Chemicals

3,3'.5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB), horseradish perox-
idase (HRP) type VI-A (1100 U/mg) and gliadin were
purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Other
chemicals were of analytical grade. All aqueous solutions
were prepared in purified water using a Direct-Q system
(Millipore).

Glutentox competitive ELISA was acquired from Bio-
medal (Sevilla, Spain).

The 33-mer peptide from o-gliadin was chemically syn-
thesized by Biomedal (Sevilla, Spain) with a certified
minimum purity of 98%. Standard solutions were pre-
pared daily in water from a 1 mg/mL stock aqueous solu-
tion.

A 2 mg/mL stock solution of gliadin was prepared to
obtain the calibration standards by dilution. Although
gliadin is soluble in alcohol-water mixtures ranging from
40 to 70 %, at this high concentrations a complete dissolu-
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tion was never achieved. Therefore, a stock solution in
DMSO [13] was prepared by adding 20 mg of gliadin to
10 mL of DMSO and subsequent vigorous sonication in a
ultrasonic bath.

TMB is sparingly soluble in aqueous solutions, so, the
stock solution was prepared in DMSO (solubility about
1.7 mg/mL) to a final concentration of 0.8 mg/mL.

HRP stock solutions were prepared in water at a 1 mg/
mL concentration.

2.3 Sample Extraction Procedure

Food samples were extracted in 60 % ethanol-water solu-
tions. 10 mL of this solution was added to 1g of food
sample and agitated in a rocking stirring bed. After
30 min, the tubes were centrifuged at 2500 g for 15 min at
room temperature. The pellet was discarded and the su-
pernatant was diluted with the dilution solution provided
with the kit according to manufacturer recommendations
that depend on the content of gluten expected.

2.4 Competitive ELISA Assay

The Glutentox competitive ELISA test kit was used to
carry out the assay mainly following the manufacturer in-
structions. The procedure is illustrated in Figure 1. 300 pL.
of the diluted food extract (or standard solution) were in-
cubated with 300 pL. of mAb G12-HRP conjugated solu-
tion for 45 min at room temperature. 200 pL of the incu-
bated solution were placed in each gliadin-containing mi-
crotiter well for 30 min. After the competitive interaction
takes place, wells were washed 5 times with the washing
solution and then, the substrate solution (TMB + H,0,)
was added (100 pL). The enzymatic reaction was carried
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Schematic representation of the competitive ELISA assay protocol. Inset: Enzymatic and electrode reactions.

out for 15 min in the dark (unless otherwise stated). Fi-
nally, the reaction was stopped by adding 100 uL of 1 M
H,SO,. Immediately after, the absorbance of each well
was measured, and a volume of each well was introduced
in the FIA system to perform the amperometric measure-
ments.

3 Results and Discussion

3.1 Description/Optimization of the Assay

HRP oxidizes TMB in the presence of H,O, (Figure 1,
Inset). The product (TMB,,) presents a blue color that
turns into yellow-orange color after acid addition. As
TMB is a redox active molecule the reaction can be fol-
lowed both spectrophotometrically and electrochemically.
In this case, the reduction of the enzymatically generated
product TMB,, will be measured.

The electrochemical oxidation of TMB has been previ-
ously studied [14]. In neutral solutions two redox process-
es are observed because of the formation of radical
cation intermediates whereas in acidic solutions only a
single redox process appears because the oxidation takes
place through a 2e~, 2H™ reaction [14]. This behavior
was verified under conditions used in this assay by CV
(data not shown). Since both the enzymatic and electro-
chemical oxidation leads to the same product, it is not
possible to detect the enzymatically generated product by
voltammetric measurements. Amperometric measure-
ment at a potential at which the reduction of the TMB,,
takes place is the alternative option. For analytical pur-
poses a stable species is required, so it was decided to
stop the enzymatic reaction with sulfuric acid and carry
out the amperometric FIA detection under these condi-
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tions. Taking into account that the redox process of TMB
on GCE in 0.5M H,SO, appeared at E°'=0.56 V (E,,=
0.58 V and E_=0.54) (data not shown) and to ensure a
complete reduction of the enzymatically generated prod-
uct (TMB,,), an applied potential of 0.44V, 100 mV
beyond the cathodic peak potential, was selected for am-
perometric FIA measurements.

The detectability of the technique for the detection of
TMB,, was estimated by measuring the reduction current
of this compound in solutions of TMB,, concentration
varying from 0.1 to 0.8 uM. TMB,, is not a commercial
product, so it was enzymatically generated by adding
40 uL of a 1:100 dilution of the stock HRP solution to
500 uL of TMB of increasing concentrations in the pres-
ence of 0.1 mM H,O,. At this point, it is of paramount
importance to ensure the quantitative oxidation of TMB.
Therefore, the oxidation current of TMB before and after
the enzymatic oxidation was amperometrically measured
at +0.68 V. In both cases, sulfuric acid was added to sim-
ulate the assay experimental conditions. After 30 min of
enzymatic reaction, the current intensity was about 3%
of the initial one for the highest concentration of TMB
tested, thus, a quantitative oxidation was achieved under
these experimental conditions. Then, the reduction cur-
rent of TMB,, at different concentrations was measured,
resulting proportional to its concentration. The regression
plot obtained was as follows: I (nA)=-0.20+10.8
[TMB, )] (uM); r=0.993, and the limit of detection was
estimated to be 67 nM. This value ensured the feasibility
of using this technique for the detection of gliadin.

Analysis of gluten traces requires an exquisite care of
the cleanliness of the laboratory and instrumentation
used because of its ubiquitous presence and dusty nature
of standards and food samples. In order to ensure a clean
environment, negative controls were performed with each
experiment. It consisted of the analysis of a maize sample
provided with the kit. In all cases an amperometric signal
higher than the most diluted gliadin standard provided
with the kit was obtained (signal off assay) indicating that
there is no cross-contamination. In addition to this, a pos-
itive control (also provided with the kit) was assayed to
ensure the proper conditions of the kit reagents (mAb
G12-HRP conjugate and substrate).

Preliminary experiments using calibration standards
provided by the kit’s manufacturer showed amperometric
signals much higher than those obtained in the experi-
ment described above, indicating that the analytical signal
can be sacrificed in order to shorten the analysis time.
Therefore, the influence of the extent of the enzymatic
reaction on the current intensity was studied. Even after
only 5 min of incubation, about 200 nA are measured. At
longer times the magnitude of the current intensity in-
creased (twofold at 15 min), although less pronouncedly
beyond this incubation time (/ at 30 min is 480 nA).
Therefore, a 15 min incubation time was selected for fur-
ther experiments.

As mentioned above, competitive assays allow the de-
tection of gliadin in hydrolyzed samples that contains
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only one epitope. The mAb G12 permits the detection of
gliadin based on the measurement of the immunodomi-
nant toxic peptide but the commercial ELISA kit uses
the whole prolamin as standard. The possibility of using
the peptide 33-mer itself was investigated. With this aim,
standard solutions of 33-mer (7.5, 15, 30, 60 and 120 ng/
mL) were prepared from the stock solution. Since the
precise composition of the standard solutions provided
with the kit is unknown, standard solutions of commercial
gliadin were also prepared at the same concentrations.
The ELISA protocol was carried out using the three sets
of standards (33-mer, gliadin from the kit and gliadin
from Sigma). The current intensities measured ampero-
metrically using the FIA system are shown in Figure 2A
for 33-mer. In order to compare the electrochemical sig-
nals, they were normalized by applying the following ex-
pression:

S% = (Si_Smin) (Smux_Smin)7l x 100

where S; was the current intensity at each standard con-
centration, S,;, was the 7 for the higher concentration and
Smax Was the I for the lower concentration.

As can be seen in Figure 2B, dose-response curves for
commercial gliadin and kit standards had a similar shape
suggesting that gliadin was the standard used in the solu-
tions provided with the kit with little influence of the un-
known buffer composition. However, the dose-response
curve obtained with 33-mer standards showed a different
behavior and lower signal (higher response) at a fixed
concentration in ppb. It is worth noting that the concen-
tration can not be directly compared in these units. Since,
a sigmoidal dose-response curve is usually obtained in
ELISA assays, it seems that gliadin standards corresponds
to the upper part of the sigmoidal curve and the peptide
ones corresponds to the lower part of it. From these ex-
periments it was apparent that the analytical signals ob-
tained with both standards were not equal and a relation-
ship between them was needed in order to be able to use
the peptide 33-mer as standard for calibration purposes.
To do this, it was necessary to establish the stoichiometry
of the affinity interaction between gliadin and mAb-G12.
Although the epitope that binds to the mAb in 33-mer is
a hexapeptide repeated 3 times in the peptide sequence,
only one mAb is able to bind the 33-mer due to steric
hindrance. If the number of mAb bound to gliadin is esti-
mated, a straightforward way of conversion ppm of pep-
tide into ppm of gluten will be obtained.

For this purpose, the / measured using both kit and 33-
mer standards was plotted against the concentration ex-
pressed in nano equivalent/L. In the case of 33-mer the
equivalence was clear: 1 eq/mol is used because the small
size of the peptide prevents the binding of more than one
Ab. In the case of gliadin, 1 to 3 eq/mol were used. In
Figure 3 the dose-response curves for 1:1 and 2:1 models
(gliadin: mAb) are depicted. A unique sigmoidal curve
was obtained in both cases. The upper part is formed by
the signals obtained with gliadin standards and the lower
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Fig.2. A) FIAgram corresponding to TMB,, enzymatically gen-
erated after carrying out the ELISA assay protocol with a) 7.5;
b) 15; ¢) 30; d) 60 and e) 120 ppm of 33-mer standard solution.
E ppiica=+0.44 V. Carrier solution: 0.5 M H,SO,. B) Normalized
dose-response curves obtained using (O) kit standards (®) Sigma
Gliadin and (@) 33-mer as standards for calibration.

part by the signals obtained with 33-mer. Higher stoichio-
metries showed no a single curve (data not shown). A sig-
moidal fitting of the data led to very similar fitting pa-
rameters. Taking into account that a sandwich ELISA
assay using mAb G12 as both capture and reporting anti-
bodies, is currently being commercialized, only the 2:1
model can support this, thus, two equivalents/mol were
assume for further calculations. This way, a direct conver-
sion between peptide units and gluten units that allow
their comparison with law regulations and other ELISA
assays was found.

3.2 Analytical Features

In order to obtain the dynamic range and the limit of de-
tection using 33-mer as standard for calibration, a dose-
response curve was constructed using a wide concentra-
tion range (0.4-480 ppb). From the decreasing sigmoidal
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Fig.3. Current intensity measured at +0.44 V vs. nequivalent/L
of (0) kit standards or (®) 33-mer using a A) 1:1B) 2:1 stoichi-
ometry for gliadin-mAb reaction.

curve obtained (Figure 4), the analytically useful range
was established as the 33-mer concentrations that gave a
signal comprising between 80 and 20 % of the maximum
signal (horizontal dashed lines). The limit of detection
was estimated as the 33-mer concentration corresponding
to a 90% of the maximum signal (horizontal solid line).

In Table 1, analytical features for both electrochemical
and optical assays are shown.

The limit of detection calculated in terms of gluten con-
tent, using the conversion herein found, was virtually
identical for both methods of detection and very similar
to the reported by kit manufacturers (1.26 ppm), which
suggested that the detectability of the assay was limited
by the affinity of the antibody rather than by the detec-
tion technique.

The electrochemical signals were compared with those
obtained using the same competitive ELISA assay with
optical detection at 450 nm. In Figure 5, the relationship
between results obtained with both techniques is depict-
ed. The regression plot, % Seicctrochem = 0.99 % Soptica—25 7=
0.998, indicates a good correlation between both detec-
tion techniques.

3.3 Analysis of Gluten in Real Samples

As mentioned before, the quantitative extraction of
gluten from food samples depends on the state of the pro-
tein after food treatment and the method used. Ethanol
extraction is recommended to analyze food containing
native unheated proteins. Thermally treated food has to
be extracted using a special cocktail solution. However,
hydrolyzed proteins only can be detected by competitive
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100

assays that are not compatible with this cocktail. There-
fore, the method of choice is the ethanol extraction. The
recovery was investigated in a “gluten-free” cookie

Table 2. Comparison of gluten content in ppm obtained using
several ELISA format assays in food samples.

Sample (Standard: 33-mer) (Standard: kit RS Sandwich
Electro-  Optical solu'tions) ELISA
chemical Optical

Cookies <1 <15 <1.26 <5

Muffins 12 <15 <1.26 <5

Sponge cake <1 <15 <1.26 -

Gazpacho <1 <15 <1.26 <5

Asparagus <1 <15 <1.26 <5

sample spiked with 75 ppm of commercial gliadin. After
homogenization, the sample was treated as indicated in
the experimental section. The unspiked sample gave a
result below the limit of detection of the technique con-
firming the “gluten-free” label. A recovery of (82.4+
5.0)% was obtained for the enriched sample.

Finally, the complete procedure was applied to other
“gluten-free” samples. In Table 2, the results obtained
with electrochemical and optical measurements are
shown and compared with those obtained independently
with the Codex Alimentarius standard method [10] ex-
pressed in ppm of gluten. All samples but muffins were
below the limit of detection of the technique using both
the 33-mer or gliadin as standards for calibration. Given
that the limit of detection of the standard method is
higher than the reported herein and the fact that the
sandwich assay only detect non-hydrolyzed proteins, the
gluten content of all samples resulted to be below the de-
tectability level. Muffins contained 1.2 ppm of gluten,
which is above the limit of detection of the electrochemi-
cal detection but below the one of the optical as it was
found. Therefore, all samples are correctly labeled as
“gluten-free” and meet the requirements of FACE label,
which guarantee a gluten content below 10 ppm.

4 Conclusions

An amperometric flow system of detection coupled to a
competitive ELISA assay for the detection of gluten in
food samples was described. The sensitivity of the electro-
chemical technique allowed the reduction of the enzymat-
ic reaction time from 30 to 15 min in comparison with the
commercial assay. However, the limit of detection re-
mained nearly constant suggesting that the limiting factor

Table 1. Comparison of the analytical features obtained with electrochemical and optical measurements.

Electrochemical method
Regression plot

I (nA)=—0.15 log([33-mer]/ppb) +0.29; r=—0.999

Optical method
A=-0.17 log([33-mer]/ppb) +0.41; r=—0.999

Analytical range (ppb peptide)  1.8-27.4
Analytical range (ppm gluten) 1.8-28.8
Limit of detection (ppb peptide) 1.0
Limit of detection (ppm gluten) 1.0

2.8-29.4
2.9-31.0
1.5
15
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was the affinity of the antibody. A stoichiometry of 2:1
between the antibody mAb G12 and gliadin was found,
which permitted to obtain a correlation between the con-
tent in peptide units and the content in gluten units in a
competitive assay. The assay was applied to food samples
using an extraction method with a recovery of 82% and
results compared well with optical measurements.
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Abstract

Enzyme-immune assays are currently the methods of choice for gluten control in foods
labelled as “gluten free”, providing a mechanism for assessing food safety for
consumption by coeliac and other allergic patients. However, their limitations, many of
them associated to the reactivity of the different antibodies used and their degree of
specificity, have prevented the establishment of a standardized method of analysis. We
explore new methods for quantitatively determine gluten content in foods based on the
use of two recently described aptamers, raised against a 33-mer peptide recognised as
the immunodominant fragment from a2-gliadin. The assays use the target peptide
immobilized onto streptavidin-coated magnetic beads in combination with a limited
amount of biotin-aptamer in a competitive format, followed by streptavidin-peroxidase
labelling of the aptamer that remains bound to the magnetic beads. The enzyme activity
onto the beads, measured by chronoamperometry in disposable screen-printed
electrodes, is inversely related to the target concentration in the test solution. We find
that while the assay using the aptamer with the highest affinity towards the target (Gli 4)
achieves low detection limits (~0.5 ppm) and excellent analytical performance when
challenged in samples containing the intact protein, gliadin, it fails in detecting the
peptide in solution. This problem is circumvented by employing another aptamer (Gli
1), the most abundant one in the SELEX pool, as a receptor. The proposed assays allow
the convenient detection of the allergen in different kind of food samples, including
heat-treated and hydrolysed ones. The obtained results correlate with those of
commercially available antibody-based assays, providing an alternative for ensuring the
safety and quality of nominally gluten-free foods.

Keywords: Aptamer, Coeliac disease, Electrochemical detection, Gliadin analysis,

Gluten, 33-mer peptide.



1. Introduction

Gluten detection is an outstanding problem because of its relation with coeliac disease
(CD) and gluten-related allergies or intolerances. CD is one of the most prevalent
autoimmune diseases affecting 1% of population and is related to genetic factors and
triggered by the ingestion of gluten [1]. The only treatment for CD is the strict following
of a lifelong gluten free diet. Because of the seriousness of the CD and its prevalence,
EU legislation enforces the labelling of food that may contain gluten-containing cereals,
and allows to label as “gluten free” products those containing less than 20 ppm of gluten
[2]. However, there is not universal agreement on what the term “gluten free” means.
For example, Spanish Federation of CD patients Associations (FACE) stablishes a
“Gluten Free Certification”, which assures that the product contains less than 10 ppm of
gluten. But there are especially sensitive patients who can develop symptomatology
after the ingestion of minimal amounts of gluten that makes those limits insufficient.
The lowering of the existent limits is being frustrated by the need for more sensitive and

reliable gluten detection methods to be applied in the food industry.

The development of gluten detection methods has to confront some challenges because
of the nature of the analytical problem. First, the lack of a clearly defined chemical
target, as gluten is the popular name given to major storage proteins of certain dictary
grains. Gliadins, the alcohol soluble fraction of wheat gluten, and homologous proteins
in barley, rye and possibly oats, globally termed as prolamins, are the main target in
gluten analysis. Additionally, during food processing the proteins composing gluten
may suffer alterations induced by thermal or enzymatic treatments. Gluten proteins have
a relatively large amount of —SH containing amino acids. These residues form
intrachain S-S bonds that suffer different changes depending on the thermal food

processing. Breaking of the S-S intrachain bonds and formation of new ones between



different chains originates a polymeric structure with low solubility, avoiding
quantitative extraction of the proteins and affecting its further analysis [3]. The most
common sample treatment involves extraction of gluten prolamins using a 60 % ethanol
solution. This extraction is not capable of fully dissolving gluten in heat processed
foods [4]. In order to overcome this problem different extraction solutions have been
developed, incorporating a reducing reagent, for breaking interchain S-S bonds, and
caotropic agents, to solubilize gluten proteins in the extraction solution [4,5]. The most
used extraction mixture, called “cocktail” is composed of 2-mercaptoethanol and
guanidine hydrochloride [5]. Another important alteration of the proteins occurs when
food processing involves treatments in which gluten can be hydrolysed. In the
production of starch and syrup and in brewery enzymatic processing breaks down the
proteins into small peptides that are also toxic for CD patients [6-8]. These
immunotoxic small peptides must also be detected to estimate the toxicity of these

products for celiac patients.

Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) are the currently accepted methods for
gluten determination in foods. Several antibodies targeting different fragments of gluten
proteins are employed [9-12]. Despite their many positive characteristics, the traditional
sandwich ELISA is not suitable for quantifying gluten in hydrolysed foods because it
requires the presence of at least two epitopes in the target molecule, which is unlikely in
the fragments obtained after hydrolysis. To overcome this drawback, competitive
immunoassays have been developed based on the R5 antibody and using as calibration
standard gliadin [4] or a mixture of whole protein and hydrolysed fragments [13] or on
the G12 antibody and tracing the calibration curve using whole gliadin [11]. However,
neither the sandwich assays, not the competitive ones are fully compatible with the

cocktail extraction solution because their components may denature the protein receptor



[14]. A non-protein receptor for gliadin would thus contribute to the improvement of

gluten detection methods.

With the aim of solving this problem, we have recently obtained a panel of aptamers for
specific binding to gliadin [15]. These non-protein receptors, obtained against one of the
main immunogenic gluten peptides known as 33-mer [7], are able to bind not only the
peptide used as target for selection but also the whole protein and homologous ones in
rye, barley and oats, suggesting they might serve as viable receptors for the detection of
gluten in foods at concentrations below the 20 ppm threshold proposed by the Codex
Alimentarius Commission. Here, we expand this approach developing and validating
two electrochemical competitive assays on magnetic particles for the determination of
gluten. These assays rely on the use of two of the selected aptamers i.e. Gli 4, the ligand
with the highest affinity towards gliadin, and Gli 1 the most abundant in the selection
pool, whose binding to the peptide may be kinetically favoured. Their analytical
performance is comparatively evaluated and validated against gliadin-ELISA kits. Both
assays are complementary, proving to be reliable tools for sensitive detection of gluten

in a wide variety of foods, including heat-treated and hydrolysed ones.

2. Materials and methods

Reagents

DNA aptamers (5’—37), both labelled in 5’ with biotin,

Gli 4: (CCAGTCTCCCGTTTACCGCGCCTACACATGTCTGAATGCC)

and Gli 1: (CTAGGCGAAATATAGCTACAACTGTCTGAAGGCACCCAAT), which
are tagged with biotin at its 5’-terminus, were obtained from Integrated DNA

Technologies (IDT, Leuven, Belgium).



Unmodified (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF; 33-mer) and
biotinylated (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFHHHHHH-lysine-
Biotin; Biotin-33-mer) peptides and QQPFP were purchased from Biomedal (Sevilla,
Spain).

Streptavidin modified magnetic beads with a binding capacity of 4 nmol mL™ of free
biotin (Dynabeads® MyOne™ streptavidin C1, 1 pm @, 10 mg mL™") were provided by
Life Technologies (Madrid, Spain). Gliadin standard solutions were prepared using the
gliadin standard provided by the Working Group on Prolamin Analysis (PWG) and
acquired to R-Biopharm. Streptavidin-Peroxidase conjugate (Str-HRP,, 176 units mg™'
peroxidase activity) was obtained from Thermo Fisher (Madrid, Spain). Reagents for
buffer preparation, guanidinium hydrochloride, mercaptoethanol, polyvinylpyrrolidone,
fish gelatine and enzymatic substrate 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) liquid
substrate system for ELISA were purchased from Sigma-Aldrich. Solutions were
prepared using MilliQ purified water.

Procedures

Modification of streptavidin coated magnetic beads: An aliquot of 50 puL of the

streptavidin-magnetic beads stock solution was washed twice with BLmod (I mL PBS
+0.01 % Tween-20) for 2 min and then resuspended in 1 mL of 2 uM biotinylated 33-
mer in BLmod. The tube was incubated for 30 min at 30 °C in a Thermomixer
(Eppendorf Ibérica, Spain) under continuous shaking. After that, the beads were washed
twice in BLmod and blocked with 500 uM biotin in BLmod for 30 min. After two new
washing steps, they were reconstituted in 500 pL BS (50 mM TRIS pH 7.4+0.25 M
NaCl+5 mM MgCl,) and used within the same day.

Competitive assay: For Gli 1 assay, 30 uL of modified magnetic beads were incubated

in 500 pL of BS with 250 nM of biotinylated aptamer and selected amounts of



calibration standard (or 10 pL of extracted sample) for 30 min at 30 °C in Thermomixer
under shaking. After that, the beads were washed twice with BSL (50 mM TRIS pH
7.4+0.25 M NaCl+5 mM MgCl, + 0.01 % Tween-20), and incubated with an excess of
enzymatic conjugate (2.5 pg mL™ Str-HRP,) in 500 uL of BSL for 30 min at 30 °C
under shaking. Finally, the beads were washed twice with BSL, once with BS and
resuspended in 30 pL of BS.

For Gli 4 assay, 10 uL of modified magnetic beads were incubated in 1 mL of BS with
250 nM of biotinylated aptamer and selected amounts of calibration standard (or 20 pL
of extracted sample) for 30 min at 30 °C in Thermomixer under shaking. After that, the
beads were washed twice with BSL, and incubated with an excess of enzymatic
conjugate (2.5 pg mL™" Str-HRP,) in 1 mL of BSL for 30 min at 30 °C under shaking.
Finally, the beads were washed twice with BSL, once with BS and resuspended in 10
uL of BS.

Amperometric measurement: The resuspended beads (10 uL) were captured on screen

printed carbon electrodes (Dropsens, Oviedo, Spain) placing a magnet under the
working electrode, and the electrochemical cell was covered with 40 uL of 3,3°,5,5°-
tetramethylbenzidine + H,O, substrate. The enzymatic reaction was developed for 30 s
and the enzymatically obtained product measured by chronoamperometry at 0 V using a
p-AutoLab type II potentiostat (Ecochemie, The Netherlands).

Extractions: For the extraction of flours and no heat-processed foods, 0.8 g of flour or
homogenised food sample was placed in a 15 mL Falcon tube and washed with an
aqueous solution of 2 M NaCl. After 20 minutes of shaking at RT, the tube was
centrifuged in a Heraeus Multifuge 1L-R (ThermoScientific) for 15 min at 7500 g and
the supernatant was discarded. Prolamins were extracted twice with ethanol 60 %

solution. For this purpose 4 mL of ethanol solution were added to the tube and the



mixture was incubated at RT during 20 min and then centrifuged for 15 min at 7500 g,
and both supernatants were combined.

Some food samples were also extracted as follows: 0.25 g of ground sample was mixed
with 2 mL of cocktail solution (250 mM mercaptoethanol, 2 mM guanidine in 0.1x
PBS). The suspension was incubated in an oven at 50 °C for 40 min. Once at room
temperature, 3 mL of ethanol were added and extraction in a shaker was extended for 1
hour. Finally the samples were centrifuged for 30 min at 2500 g, and the supernatant
was used in the analysis. The sample containing chocolate was extracted in the presence
of 0.25 g of gelatin and 0.1 g of polyvinypyrrolidone, which were added to 0.25 g of

ground sample before the extraction.

3. Results and discussion

We chose a competitive assay format, well suited to detect both intact protein and small
protein fragments, using two previously selected aptamers targeting the immunotoxic
02-gliadin fragment, 33-mer [15]. Magnetic microparticles are employed as support for
the sensing phase to take advantage of the efficient magnetic separation offered by this
platform, which facilitates subsequent exhaustive washing steps thus minimizing major
problems associated with non-specific interactions. The preparation of the sensing phase
is very simple. A commercially available 33-mer, modified at its carboxy-terminus with
a biotin, is immobilized onto the surface of streptavidin-modified magnetic particles and
then the unoccupied sites of streptavidin are blocked with biotin. The analytical assay
we developed using this platform comprises the following steps (Figure 1): first, the
sample and the biotin-labelled aptamer are incubated with a fixed amount of the
modified magnetic beads. In this step, the analyte from the test solution competes with

the immobilized peptide for a limited amount of aptamer. As a result, part of the biotin-



aptamer is specifically captured and separated from the sample after applying an
external magnetic field. In order to detect the bound aptamer, particles are incubated in
a second step with a streptavidin-peroxidase conjugate containing two molecules of
enzyme per streptavidin as reporter molecule. Finally, the enzyme activity on the
surface is electrochemically quantified by magnetically entrapping the modified beads
onto a screen-printed carbon electrode. After the addition of tetramethylbenzidine and
hydrogen peroxide we measured by chronomaperometry the reduction of the product
enzymatically produced. The higher the concentration of gliadin in the sample is the

lower the reduction current we obtain.

Figure 1.
3.1. Assay Optimization
To obtain optimal conditions for the competitive assay, the concentration of biotin-
aptamer was first selected, fixing the amount of magnetic particles modified with the
peptide in 0.06 mg mL™". In this study, different concentrations of the aptamers in the
range 0.5 nM-2uM were tested without protein or peptide in solution. This analysis
produces typical binding curves for both aptamers (Figure 2). 250 nM of aptamer, the
concentration that yield around 50% of the maximum obtained signal, was selected for
competition. In the absence of the aptamers, we observe only a small reduction current
(0.4 £0.1 pA), which confirmed that the contribution of the nonspecific interaction of
Str-HRP, conjugate is not significant. The assay also gives negligible responses when it
is performed using a randomized biotinylated DNA library at a 250 nM concentration
level. Conversely, we registered a maximum signal value of 4.7+ 0.1 pA and 3.6+0.1
pA for Gli 4 and Gli 1, respectively at this aptamer concentration. These results are
consistent with the specific interaction of both aptamers with the immobilized peptide

and a higher affinity for the aptamer Gli 4 [15].



Figure 2

The second variable we took into consideration is the composition of the competition
buffer. To evaluate the effect of ethanol in the aptamer/peptide interaction, we
performed the competitive assay in buffer containing different concentrations of this
alcohol. The presence of 1.2% of ethanol, which will correspond to a 1:50 dilution of
samples extracted using 60 % ethanol, increases the maximum signal obtained while the
blank is not affected. The improved signal amplitude at 1.2% ethanol can be explained
given the apolar nature of the peptide modifying the surface of the beads, which may
cause their slight aggregation. A small amount of ethanol may act as disaggregating
agent, favouring the aptamer/peptide interaction. Consistent with this, the competitive
assay achieves improved signal decrease with this amount of ethanol in the buffer. At
3% of ethanol the binding of Gli 1 to the peptide decreases to about 35% of the
maximum while Gli 4 interaction is less affected, which again is in agreement with the
lower affinity constant for the peptide-Gli 1 reaction.

Therefore, the best performance in terms of sensitivity is obtained employing 0.06 mg
mL™" of the modified beads and 250 nM aptamer, in the presence of 1.2% ethanol. Upon
the addition of 10 ug L of PWG standard to the competition buffer in the presence of
Gli 1, a 87% of signal decrease is observed with a coefficient of variation of 6%. Under
the same conditions, Gli 4 gives rise to higher sensitivity with about 80% of decrease at
the same concentration of PWG. We find, however, that this aptamer leads to worse
reproducibility, more than 15% of RSD at 10 pg L™, probably related to the fact that a
higher tendency of the 33-mer-modified magnetic particles to aggregate is observed
with this aptamer. To overcome this difficulty we performed the competitive assay with
Gli 4 using a higher dilution of the magnetic beads during the competition i.e 0.01 mg

mL™", while maintaining the amount of beads on the electrode surface for measurement



(10 pg). In this way sensitivity of the assay was not affected and precision was

improved, with a RSD of 6% for 10 pug L™ of PWG.

3.2. Analytical performance

The performance of both aptamers in competitive assays under the optimum conditions
was compared using PWG gliadin or 33-mer peptide as standards. The selection of the
standard in order to obtain a calibration to which refer the measurements of the samples
have to be carefully done to avoid deviations in the value obtained. Most used
calibration and validation standard is PWG gliadin, a material obtained after processing
of 28 different cultivars of wheat [16]. We used this material as a gliadin standard to
obtain the calibration curve.

In Figure 3A, the current intensities obtained after challenging the modified beads with
increasing concentrations of PWG using both aptamers is depicted. As expected,
aptamer Gli 4 gives rise to higher currents than aptamer Gli 1 as a result of the
difference in affinity.

Data were fitted to a four parameters logistic (equation 1)
(B-A)

P
X
1+<EC50)

where A is the response at an infinite concentration of analyte, B is the response at a

y=A+ (1)

zero concentration of analyte, ECs is the concentration of analyte that corresponds to
the 50 % of the maximum signal and p is the Hill slope that represents the slope at the
inflexion point of the sigmoidal curve. Due to the low solubility of gliadin in aqueous
solution concentrations higher than 1 ug L were not assayed, which precluded the
observation of the complete sigmoidal curve. The best fitting were obtained fixing A

parameter to zero and the equations are the following:



I(nA)= (3.60)/(1+(/PWG (ug L™)])/721)*%); r =0.980 for Gli 1 and

I(nA)=(5.17)/(1+(/PWG (ug L")]/273)"°); = 0.997 for Gli 4.

The limit of detection of each assay was calculated as the concentration that gives the
95 % of the maximum signal and corresponds to 4.9 pg L™ of gliadin when using Gli 1
as recognition element and 0.5 ug L' of gliadin when using Gli 4. Taking into account
the sample extraction, the dilution of the extract and the gliadin to gluten ratio, the limit
of detection in real samples can be calculated in order to verify whether the methods
meet the requirements to evaluate the accomplishment of the EU legislation. The overall
sample dilution is 1:500 and the content of gliadin in gluten is considered as 50 %, [17]
though values ranging from 32% to 67 % have been found [18], so the limit of detection
expressed in gluten for each assay is 4.9 ppm and 0.5 ppm for Gli 1 and Gli 4,
respectively. Those values are below the limits needed to check the legislation
accomplishment and are similar or slightly lower than competitive immunoassays even
those currently marketed [4,11,19-21].

Figure 3
The repeatability of the assays calculated as the coefficient of variation at 1 and 10 pg
L' of gliadin concentration were 7 and 8%, respectively for Gli 1 aptamer and 9 and 6
%, respectively for Gli 4. The inter assay reproducibility, calculated with the signal
obtained for 10 ug L™ in three different days is 9.5 % for Gli 1 assay and 6% for Gli 4
assay.
Competitive assays are specifically designed for hydrolysed samples where the proteins
are digested to small peptides containing a single epitope for the antibody. The
competitive format of RS antibody uses a peptide fragment (QQPFP) as a standard even
though the equivalence between peptide fragments and the intact protein is lacking [13].

This precludes the conversion of the results into gluten content as required in the



legislation [17]. On the contrary, the competitive G12 assay uses the intact protein [11].
We have previously found a correlation between Sigma gliadin and 33-mer using G12
antibody in an electrochemical competitive immunoassay [20]. Therefore, the feasibility
of using 33-mer peptide as a standard for the competitive apta-assay was studied. In
Figure 3B, the response of Gli 1-based method to increasing concentrations of 33-mer
is shown and compared with the calibration plot using PWG both expressed in nM. It is
apparent that the aptamer recognizes the peptide but at much larger concentrations than
the intact protein, which indicates that PWG contains several binding sites in its
structure. However, the number of those “aptatopes” would be very high, about 200,
which seems unrealistic. In our previous work two binding sites for the antibody G12
were found in each gliadin standard, which is reasonable. Recently, we have found that
Gli 1 exhibits positive cooperativity when binding to PWG, which can explain the
apparent higher affinity towards the intact protein even taking into consideration the
presence of several binding sites [22].

On the contrary, proper calibration plots using Gli 4 aptamer as recognition element and
33-mer peptide as standard were not obtained. This fact is attributed to microscopic
aggregation of the beads in presence of this aptamer. Therefore, Glil aptamer was
selected as the receptor for subsequent testing of hydrolysed samples.

The response of Gli 1 aptamer to the recognition epitope of the official RS method, that
is, the pentapeptide QQPFP [23] was also tested. This specific sequence is not present in
the immunodominat 33-mer peptide used for aptamer selection but it is present in
wheat, rye and barley prolamins. The aptamer was able to recognize this peptide but at
much higher concentrations than 33-mer (above 1uM), which suggests a much lower

affinity accordingly to its absence in the selection target.



3.3. Cross-reactivity against other cereals and grains

Not only wheat proteins are toxic for coeliac disease patients, prolamins from barley
and rye have almost the same toxicity. However, the toxicity of oat for coeliac patients
is still controversial [24]([25] and citation therein), so oat prolamins also have to be
evaluated towards the quantification of the toxicity in food products. For this reason it is
necessary to evaluate the response of the competitive assays using Gli 1 and Gli 4
aptamers against prolamins from other toxic cereals and the selectivity against not-CD-
triggering cereals and grains. Because of the unavailability of prolamin standards or
reference materials from other grains, the ethanol-soluble fraction was extracted from
each grain flour. After the extraction, the total protein present in solution was quantified
by the Bradford method using PWG as standard, obtaining a content in prolamin for
each extract as follows: wheat 5.4 mg mL", rye 4.6 mg mL", barley 5.2 mg mL™" and
oat 4.7 mg mL™". All the extracts were diluted at different levels to obtain the desired
protein concentration in the competition buffer. As it can be seen in Figure 4 both
assays with Gli 1 and Gli 4, recognise gliadins (wheat), hordeins (barley) and secalins
(rye) in a similar extension within the experimental error. However, the response to
avenins (oat) is different. Gli 1 aptamer is not able to bind oat proteins while Gli 4
aptamer recognises avenins but with less affinity than the rest of prolamins from CD
toxic cereals. This result is interesting because the antibodies G12 and A1, also raised
against the 33-mer peptide, weakly binds to avenins although 33-mer is not present in
their sequence [26]. The sensitivity order to prolamins was, however, different:
hordenins ~ gliadins > secalins >> avenin for G12 and hordeins = rye > gliadin >>
avenins for the aptamers. In our case, differences between hordeins, gliadins and
secalins are less pronounced in both cases. The official RS method does not respond to

the controversial oat prolamins [10].



Figure 4
It is also important to ensure the non-response of the developed method against proteins
from non-toxic flours such as soya, maize and rice often used as substitutes of toxic
cereals to elaborate CD-safe food. To evaluate the cross-reactivity, the response to
increasing concentrations of proteins extracted from soya, maize and rice flours were
assayed. In all concentration range, the analytical responses expressed as current
percentage of the maximum current obtained in the absence of protein were around
100%. Specifically, percentages obtained with Gli 1 assay were: soya 112+11 % maize
135+26 % and rice 112+9 %. For the Gli 4 assay were: soya 125+37 %, maize 121+36
% and rice 113£25 %. According to this, aptamers do not cross react with non-toxic

proteins.

3.4. Application of the competitive assays to food samples

The competitive methods developed are sensitive and selective enough to be applied to
gluten determination in gluten free labelled foods in order to evaluate the compliance with
the law and to provide more information to the consumer. To do this, we tested samples
provided by two external laboratories. All of them had unknown gluten content. The
samples provided by Laboratory I were divided, according to the information given by the
company, in two groups: non-hydrolysed (Table 1) to be quantified by the Gli 4 assay that
is more sensitive, and hydrolysed samples (Table 2) to be quantified by Gli 1 assay, the
peptide- responsive one. Liquid samples were just diluted with 60% ethanol and solid
samples were extracted with the conventional extraction procedure using 60% ethanol,
which is the method recommended by the commercial kit based on G12, the antibody used
by the company for comparison.

All positive samples were also identified as positive with our method, so no false negative

were found. Only one out of the 5 liquid non-hydrolysed samples analysed (liquid A) was



negative by the G12 immunoassay. In this sample our method detected gluten but with a
content below the 20 ppm threshold level. This difference may be due to the improved
sensitivity of our method with respect to G12. Gliadin levels measured in the solid non-
hydrolysed samples were comparable with levels detected by G12 assay in 50 % of samples
(3 out of 6). Both methods showed non-detectable gluten in a rice sample. In general, our
method detects higher gluten content than did the G12 kit. Interestingly, the three discordant
samples are negative by G12-assay, and positive by our method. These differences can be

explained by variations in the extracted target compounds detected by the two assays.

Attending to the results for hydrolysed samples (Gli 1 assay, Table 2), there is a good
correlation between the results provided by the external analysis and those obtained using
the competitive assay developed in this work. This correlation demonstrates the
applicability of the competitive assay based on the aptamer Gli 1 to quantify gluten in
hydrolysed samples. Only a false positive result was obtained, corresponding to a sample of
a gluten free beer. However, it is accepted that samples where the gluten content differ most
are the hydrolysed ones because the value obtained strongly depends on the target sequence

detected [27].

Solid samples provided by Laboratory II (Table 3) were extracted alternatively with the
conventional 60% aqueous ethanol extraction method and with cocktail solution to evaluate
the influence of reducing and denaturing agents on our method. The results were compared
with values obtained with the official method (R5) provided by the company after carrying
out the analysis with the Gli 4 competitive method and with an independent analysis
performed by a certified Spanish company for gluten analysis (Laboratory IIT). Most of the
values obtained with RS antibody were comparable with those obtained with our method
after ethanol extraction except for cappuccino, where a false positive result is observed.
Again, this is probably due to the increased sensitivity of our method. The influence of the

cocktail solution on the aptamer-based competitive method was studied. In general higher



results were obtained with the cocktail solution, probably because a larger yield of the
extraction. The exception was the sample containing chocolate, even though PVP and fish
gelatin were used to assist the extraction. It is remarkable the discrepancy between the
analysis using the same procedure, which is an indication of the difficulty of such samples.
Additional discrepancies are observed in corn flakes samples which would led to labelling
as gluten free according to one of the laboratories but not to the other. Our results with
ethanol extraction are in agreement with laboratory II and are closer to laboratory III after
cocktail extraction for one of them. Therefore, it can be concluded that the alteration of the
protein conformation during the extraction procedure does not significantly affect its
recognition by the aptamer (no false negative detected) and the cocktail solution is

compatible with our aptamer-based competitive method unlike competitive immunoassays.

4. Conclusions

The combination of magnetic beads and aptamers as receptors has proved to be an
attractive method for the sensitive quantification of gluten, with a detection limit of 0.5
ppm in the case where the aptamer (Gli 4) with the highest binding affinity to the
protein is employed, and 4.9 ppm when using Gli 1, the most abundant aptamer. The
assays can quantify gluten in food samples below the legally established limits for the
labelling of “gluten free” products. Gli 4-based method is compatible with cocktail
extraction method, allowing the quantification of gluten in heated foods. The assay
using Gli 1 aptamer can quantify gluten in hydrolysed samples. Both methods are
complementary and can be valuable tools in the determination of gluten in foods

intended for coeliac patients.
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TABLES

Table 1: Samples extracted with ethanol 60 % and analysed with Gli4 aptamer. They

were compared with a G12 method carried out by the external laboratory

Gli 4 method External Laboratory I

Sample
(ppm gluten) (ppm gluten)

Millet flour 16 £2 15

Quinoa 76 + 24 40
Maize flour 35+£20 Negative
Rice flour <LOD Negative
Chamtor sample 36 +£25 Negative
Almond flour 116 £ 65 Negative
Liquid sample A 12+1 Negative
Liquid sample B 30+13 Positive
Liquid sample C 1+0.6 Positive
Liquid sample G 35+7 Positive

Liquid sample H 16+5 Positive




Table 2: Analysis of liquid hydrolysed samples by the Gli 1 based competitive method

and comparison with the values provided by the external laboratory.

Competitive Gli 1 External
Sample

(ppm gluten) Laboratory I
Wheat beer (Paulaner) 224 +5 Positive
Liquid sample D 46+ 6 Dubious
Liquid sample E 92 £29 Positive
Spanish beer (Cruzcampo) 130 +£27 Positive
Liquid sample F 130 £28 Positive

Daura Beer (gluten free) 113+36 Negative




Table 3: Samples analysed with the assay using Gli 4 aptamer after two different

extraction protocols and compared with R5 method carried out by two independent

laboratories.
Sample ethanol extraction cocktail Lab II Lab III
(ppm gluten) extraction (ppm (ppm
(ppm gluten) gluten) gluten)
Cake >100 >100 78 >80
Fixamyl 8+3 30 7 133+1.1
Capuccino 23+3 50 <5 <5
Rolled oats 63+9 97+9 77 >80
Corn flakes 2 34 58+4 38 18.1+1.3
Dessert Chocolate 11 <LD 13 <5
Fit snack 81+38 90 77 >80
Vanilla cream <6 <LD <5 <5
Corn flakes 1 13 34+7 17 30.8+1.9
Panna Cotta 6+1 <LD <5 <5




CAPTION FOR THE FIGURES

Figure 1: Schematic representation of the competitive aptamer-based assay for gliadin

determination.

Figure 2: Binding curves of aptamers Gli 4 and Gli 1 to 33-mer-modified magnetic

beads.

Figure 3: Calibration curves for the competitive assay: (A) using Gli 1 (e, dotted line)
and Gli 4 (o, solid line) aptamers with PWG gliadin as a standard (B) using Gli 1
aptamer with PWG gliadin (O, solid line) and 33-mer peptide (¢, dotted line) as

standards.

Figure 4: Response of the competitive assay expressed as percentage of the maximum
signal obtained in the absence of protein to different toxic prolamins from wheat (¢), rye

(m), barley (¢), and oats (0) using (A) Gli 1 and (B) Gli 4 aptamers.
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DESCRIPCION

APTAMEROS ESPECIFICOS CONTRA EL GLUTEN Y METODO DE
DETECCION DEL GLUTEN ASOCIADO

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a unas moléculas de ADN de cadena sencilla,
también denominadas aptameros, capaces de reconocer y unirse especificamente
al gluten, y a un método de reconocimiento, captura y/o deteccién de gluten que
emplea dichos aptdmeros. Por tanto, la invencién se podria encuadrar en el
campo de la biotecnologia.

ESTADO DE LA TECNICA

La enfermedad celiaca es una enfermedad autoinmune de origen genético, que se
caracteriza por un proceso inflamatorio permanente del intestino delgado inducido
por la ingestiéon de las proteinas de almacenamiento (gluten) del trigo (todas las
especies denominadas Triticum como el trigo duro, espelta y kamut), la cebada, el
centeno, sus variedades hibridas y probablemente la avena. Segun los datos
actuales esta enfermedad tiene una prevalencia de aproximadamente el 1 por 100
de la poblacién (S.K. Lee et al. 2006 Curr Opin Rheumatol 18, 101-107). La Unica
terapia efectiva conocida se basa en seguir una dieta exenta de gluten de por
vida, lo cual resulta complejo y costoso dado el uso masivo de estos cereales en
la alimentacién actual. Aunque la relacién causal entre la ingesta de gluten y la
enfermedad celiaca esta perfectamente establecida, no esta definida la relacién
entre la cantidad de gluten ingerida y la gravedad de las manifestaciones clinicas.
La variacién individual asi como la heterogeneidad clinica de los pacientes
supone un problema para establecer valores umbral que permitan la proteccion de
todos los individuos susceptibles, ya que incluso trazas de alimentos

contaminados con gluten pueden ser perjudiciales para algunos celiacos.

Para satisfacer las necesidades de este sector de la poblacion, la industria
alimentaria ha desarrollado una gama de productos con limitadas cantidades de
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gluten, ya que su supresion total en cereales que lo contienen naturalmente es
técnicamente dificil y costosa. Ademas, existen otros productos que, aunque no
contienen gluten de forma natural, pueden resultar contaminados durante su
recoleccién, almacenamiento, procesamiento y/o transporte. La Unién Europea ha
homogeneizado las normas sobre la composicion y etiquetado de productos
alimenticios destinados a este colectivo, basandose en las mas recientes
directrices de la Comision del Codex Alimentarius (Codex Alimentarius ALINORM
08/31/REP, Appendix VII, p 107), que indican un umbral de 20 ppm para
alimentos denominados “exentos de gluten”, con el fin de que encuentren
alimentos adaptados a sus necesidades y nivel de sensibilidad.

Este valor es un compromiso entre la detectabilidad que alcanzan los métodos
analiticos actuales basados en ensayos de afinidad con anticuerpos marcados
con enzimas y la capacidad tecnolégica para reducir la contaminacién sin
aumentar los costes econémicos y medioambientales. Desafortunadamente, este
valor no es suficientemente seguro para muchos enfermos celiacos. En 1999, la
Federacion de Asociaciones de Celiacos de Espana (FACE) creé la marca de
garantia “Controlado por FACE” para aquellos productos que garanticen un valor
maximo de 10 ppm, valor muy préximo a los limites de deteccion de los métodos
actuales.

Los métodos de analisis del gluten se basan en la deteccion directa de la proteina
alergénica. El gluten esta formado por cientos de proteinas caracterizadas por su
alto contenido en prolina y glutamina y bajos contenidos en aminoacidos con
cadenas laterales cargadas. Tradicionalmente se subdivide en dos grandes
fracciones segun su solubilidad en alcohol:agua (60%): las solubles prolaminas
(gliadina en trigo, hordeina en cebada, secalina en centeno, avenina en avena) y
las insolubles gluteninas. Se han identificado diversos fragmentos tdxicos o
inmunogénicos en las prolaminas que son resistentes a la digestién por proteasas
humanas (R. Ciccocioppo et al. 2005 Clin Exp Immunol 140, 408-416), aunque
estudios recientes apuntan a que las gluteninas también son téxicas (D.H. Dewar
et al. 2006 Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 18, 483-491). Shan et al. identificaron
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un péptido de 33 aminoacidos en la a-2-gliadina (L. Shan et al. 2002 Science 297,
2275-2279) que resulté ser inmunodominante (L.Shan et al. 2005 J Proteome Res
4, 1732-1741). Hoy en dia, los métodos estandar para la deteccién de gluten se
basan en ensayos tipo ELISA, empleando diferentes anticuerpos que reconocen
diferentes epitopos de las prolaminas. Sin embargo, los resultados obtenidos
dependen fuertemente del anticuerpo asi como del material de referencia
empleado (R. van Eckert et al. 2010 J. Cereal Sci. 51, 198-204). El anticuerpo
denominado MAb 401.21 desarrollado en 19390 por Skerrit (J.H. Skerritt et al. 1990
J. Agric. Food Chem. 38, 1771-1778) y descrito en la patente australiana
AU572955, se comercializa en un ensayo tipo sandwich aprobado por la AOAC
International (“the scientific association dedicated to analytical excelence®”, (J.H.
Skerritt et al. 1991 J. AOAC 74, 257-264) descrito en las solicitudes de patente
GB2207921, CA1294903 y AU1891788, aunque no es capaz de cuantificar
hordeinas (detecta s6lo un 4-5%), subestima el trigo duro y sobreestima el triticale
y las secalinas (T. Thompson et al. 2008 J. Am. Diet. Assoc. 108, 1682-1687).
Tampoco detecta gluten parcialmente hidrolizado debido al formato tipo sandwich.
Estudios recientes muestran que también reacciona contra gluteninas (R. van
Eckert et al. 2010 J. Cereal Sci. 51, 198-204). Posteriormente se ha desarrollado
el anticuerpo denominado RS, que reconoce el epitopo potencialmente toxico
QQPFP y otras secuencias similares presentes en las prolaminas, incluido el 33-
mer (L. Sorell et al. Febs Lett 439, 46-50; |. Valdes et al. 2003 Eur. J.
Gastroenterol. Hepatol. 15, 465-474). El ensayo sandwich con el R5 ha sido
designado como método tipo | por el Comité de métodos de andlisis y muestreo
del Codex Alimentarius (Codex Alimentarius ALINORM 06/29/23, Appendix Il, p.
40) y permite la deteccidn de gluten en muestras naturales o procesadas con
calor, previa extraccion con una disolucién que contiene reductores para eliminar
los puentes disulfuro intercatenarios que se forman tras el calentamiento (E.
Garcia et al. 2005 Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 17, 529-539) descrita en la
patente espafola con nimero de publicacion ES2182698 y familia de patentes
(EP1424345, US7585529). Sin embargo, este método no sirve para medir las
prolaminas hidrolizadas. Se han desarrollado otros anticuerpos como el PN3 (H.J.
Ellis et al. 1998 Gut 43, 190-195), el CDC5 (H.M. Nassef et al. 2008 Anal. Chem.
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80, 9265-9271) y el G12 (B. Moron et al. 2008 Am. J. Clin. Nutr. 87 405-414; B.
Moron et al. 2008 Plos One 3) contra los epitopos tdxicos o immunogénicos
comprendidos entre los aminoacidos 31-49, 56-75 y 57-89 de la «-gliadina,
respectivamente.

Con el fin de detectar el gluten hidrolizado, se han propuesto ensayos
competitivos, que requieren un Unico epitopo, y que han sido comercializados
usando los anticuerpos R5 descritos en la patente espafiola con nimero de
publicacion ES2304874 (ver también W02008110655) y G12. Sin embargo, estos
métodos no son compatibles con el procedimiento de extracciéon anteriormente
citado debido a que desnaturalizan los anticuerpos y marcadores enzimaticos
durante la inevitable incubacion entre la muestra y el Gnico anticuerpo de
deteccién usado.

Los aptameros son un tipo de receptor molecular no proteico, son estables
térmica y quimicamente en condiciones extremas y, por tanto, constituyen una
alternativa prometedora respecto a los anticuerpos. Los aptameros son
oligonucledtidos que se seleccionan in vitro mediante un método combinatorio
denominado SELEX (evoluciéon sistematica de ligandos por enriquecimiento
exponencial) y se caracterizan por presentar una gran afinidad y especificidad
hacia un ligando determinado (A.D. Ellington et al. 1990 Nature 346, 818-822; C.
Tuerk et al. 1990 Science 249, 505-510). La presencia del ligando puede inducir
un cambio conformacional en el oligonucleétido que permite el reconocimiento
molecular. Una vez conocida la secuencia del oligonucleétido, su sintesis es

quimica (no requiere el uso de animales), muy reproducible y barata.

El procedimiento SELEX consiste en encontrar la secuencia de mayor afinidad por
un ligando en las condiciones experimentales deseadas entre la mayor cantidad
posible de hebras diferentes (~10"*-10'°) mediante un sistema iterativo de puesta
en contacto entre las hebras de acido nucleico y el ligando, separacion de las
hebras con afinidad por el ligando y amplificacién por PCR de las mismas. La
seleccion de aptameros contra proteinas se suele realizar empleando como diana
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la proteina completa. Sin embargo, la obtencién de aptameros contra epitopos
especificos de proteinas es también posible siguiendo varias estrategias (A.V.
Kulbachinsky et al. 2007 Biochemistry-Moscow 72, 1505-1518). Una de ellas
consiste en emplear la secuencia peptidica especifica, mucho mas corta que la
proteina completa. Se ha demostrado que los aptameros asi obtenidos son
capaces de reconocer el péptido dentro de la proteina completa (D. Proske et al.
2002 Chembiochem 3, 717-725), aunque en algunos casos con menor afinidad
(W. Xu et al. 1996 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 7475-7480).

Aunque a priori podria pensarse que la seleccién de aptameros es posible para
cualquier ligando, hay una serie de prerrequisitos para tener altas probabilidades
de encontrar un aptamero de alta afinidad y especificidad. Ligandos con grupos
cargados positivamente, capaces de formar puentes de hidrégeno o estructuras
aromaticas planas, son mas favorables que los que tienen grupos cargados
negativamente y, especialmente, que los que tienen una fuerte naturaleza
hidrofobica (R. Stoltenburg et al. 2007 Biomolecular Engineering 24, 381-403).
Aunque el reconocimiento del ARN/ADN de estructuras hidrofébicas es conocido,
es bastante raro (B.A. Gilbert et al. 1997 Bioorgan Med Chem 5, 1115-1122). La
estrategia para facilitar la interaccién de acidos nucleicos con moléculas
hidrofébicas podria ser el uso de nucleétidos modificados con grupos que le
confieran hidrofobicidad, compatibles con las enzimas de amplificacion (S.D.
Jayasena 1999 Clin. Chem. 45, 1628-1650). Por tanto, no es evidente que la
seleccion de aptameros contra ligandos muy hidrofébicos, como el péptido 33-mer
empleado en esta invencion, usando nucledtidos no modificados con grupos
hidrofébicos, dé lugar a secuencias consenso de alta afinidad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere en un primer aspecto a una molécula de ADN de

cadena sencilla caracterizada por que dicha molécula reconoce y se une

especificamente al gluten.
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En un segundo aspecto, |la presente invencién se refiere a un kit para la deteccion
de gluten caracterizado por que comprende una molécula de ADN de cadena
sencilla del primer aspecto de la invencién.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un uso de la molécula de
ADN de cadena sencilla del primer aspecto de la invencién o del kit del segundo

aspecto de la invencion, para la deteccion del gluten.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere a un método de deteccién
del gluten basado en la molécula de ADN de cadena sencilla del primer aspecto

de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion supone una solucidon a la necesidad de detectar la
presencia de gluten en muestras de productos alimentarios o de otro tipo que
puedan provocar intolerancia en individuos celiacos.

Los inventores de la presente invencién han demostrado la utilidad de unas
secuencias de ADN de cadena sencilla, también llamados aptameros, capaces de

unir especificamente gluten, para la separacion y/o deteccion de esta proteina.

Una ventaja de la presente invencién es que los aptameros son moléculas que
pueden ser modificadas facilmente para unirlas a moléculas marcadoras, a
diferencia de los anticuerpos, y por tanto presentan una alta versatilidad a la hora
de su deteccion. Ademas, los aptdmeros son moléculas altamente estables, lo
cual supone una gran ventaja a la hora de desarrollar ensayos in vitro para la
deteccién del gluten. Es importante resaltar que los aptameros son también
mucho mas baratos y faciles de sintetizar que los anticuerpos, que son las

moléculas usadas actualmente para la deteccién del gluten.
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La presente invencion permite la deteccibn de gluten a nivel de trazas,
concretamente menos de 50 ppb (partes por billon) de gliadina patron PWG
pueden ser detectadas con seguridad.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula
de ADN de cadena sencilla caracterizada por que dicha molécula reconoce y se
une especificamente al gluten. Preferiblemente, dicho gluten es de trigo, cebada,
centeno o avena. Mas preferiblemente, dicho gluten es de trigo.

La expresién “molécula de ADN de cadena sencilla”, tal y como se emplea en la
presente descripcion, se refiere a una unica hebra de nucleédtidos unidos, que a su
vez estan compuestos cada uno de ellos por un azucar, una base nitrogenada y
un grupo fosfato. A diferencia del ADN que se presenta como una doble cadena
de nucleédtidos, en la que las dos hebras estan unidas entre si por unas
conexiones denominadas puentes de hidrégeno, el ADN de cadena sencilla
presenta una Unica hebra. En la presente descripcion, la expresion “molécula de
ADN de cadena sencilla” y el término “aptamero” se usan indistintamente.

La expresion “reconoce y se une especificamente”, tal y como se emplea en la
presente descripcion, se refiere a la capacidad de los aptameros de la presente
invencion de interaccionar con el gluten de manera especifica, es decir, de unirse
con una determinada afinidad a dicha proteina y de no unirse a otras. Esta
capacidad de los aptameros de la invencion de reconocer y unirse

especificamente a gluten es similar a la de los anticuerpos.

En la presente descripcion, se entiende por gluten una proteina amorfa que se
encuentra en la semilla de algunos cereales, como el trigo, el centeno, la cebada
y la avena, combinada con almidén. El gluten representa un 80% de las proteinas
del trigo. Cuando la harina de uno de estos cereales se mezcla con agua, dos
proteinas del grano pertenecientes al grupo de las prolaminas, las gliadinas y las
gluteninas, se unen para formar una red proteica llamada gluten. Esta proteina
genera en una pequefa parte de la poblacién una enfermedad llamada celiaquia,
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en la cual el sistema inmunolégico responde dafiando el intestino delgado de las
personas que la ingieren al no poder digerirla. La gliadina parece ser la proteina
que presenta el mayor problema en la enfermedad celiaca o intolerancia al gluten,
es modificada por la transglutaminasa y presentada por el alelo DQ2 del complejo
mayor de histocompatibilidad. Esto hace que cada vez que se consuma un
alimento con gluten se produzca una reaccidon inmunolégica que deteriora
progresivamente el intestino, pudiéndose ademas complicar con episodios de

dermatitis herpetiforme y otras patologias neurolégicas, reumaticas, etc.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la molécula de
ADN de cadena sencilla reconoce y se une especificamente a gliadina, hordeina,
secalina o avenina. Preferiblemente, la molécula de ADN de cadena sencilla
reconoce y se une especificamente a gliadina. Los autores de la presente
invencion han demostrado la capacidad de los aptameros de la presente
invencion de reconocer y unir especificamente gliadina, como muestra el ejemplo
5y la figura 4B.

El término “gliadina”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se refiere a
una prolamina que forma parte de la porcion proteica del gluten (soluble en
etanol) de las semillas del trigo. Las prolaminas son proteinas que poseen
grandes cantidades de prolina y acido glutamico. Existen homologos de la gliadina
en la cebada (hordeina), el centeno (secalina) y algunas variedades de avena
(avenina), lo que explica que dichos cereales puedan también provocar la
enfermedad celiaca.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la molécula de
ADN de cadena sencilla es incapaz de reconocer y unir especificamente proteinas
de maiz, soja o arroz. Preferiblemente, la molécula de ADN de cadena sencilla es
incapaz de reconocer y unir especificamente proteinas de arroz. Los autores de la
presente invencién han demostrado que los aptameros de la presente invencion

son incapaces de unir y detectar proteinas de arroz, lo cual implica la ventaja de
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que no van a dar resultados de falsos positivos en ensayos de deteccion de
gluten.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula de
ADN de cadena sencilla reconoce y se une especificamente a un péptido que
comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1. El péptido con SEQ ID NO:
1 es el conocido como péptido 33-mer. En la presente descripcion, se entiende
por péptido 33-mer un péptido de la a-gliadina de trigo, que es resistente a
proteasas y que se ha considerado como el iniciador primario de la respuesta
inflamatoria al gluten en los enfermos celiacos. Asi, se ha demostrado mediante
ensayos in vitro que el péptido 33-mer es el péptido del gluten mas bioactivo
(inmunodominante) que es reconocido por células T procedentes de donantes
celiacos HLA-DQ2". En la presente invencion el péptido 33-mer se ha elegido
como diana para la evolucién de las moléculas de ADN de cadena sencilla
(aptameros), concretamente la secuencia entre los aminoacidos 57 y 89 de la
gliadina, que corresponde a SEQ ID NO: 1.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula de
ADN de cadena sencilla comprende la secuencia nucleotidica X-GTCT-Y, donde
X comprende entre 3 y 29 nucleétidos e Y comprende entre 7 y 33 nucledtidos.
Preferiblemente, la molécula de ADN de cadena sencilla comprende una
secuencia nucleotidica que se selecciona de entre SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9y SEQ ID NO: 10. Preferiblemente, dicha molécula se une a la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 1 con una constante de disociacion Kp igual o menor
de 55 nM.

En la presente descripcion, se entiende por constante de disociacién Kp una
constante que mide la afinidad con la que un ligando, en la presente invencién la
molécula de ADN de cadena sencilla, se une a una proteina, en la presente
invencién el gluten. La afinidad ligando-proteina depende de interacciones

intermoleculares no covalentes entre dos moléculas como puentes de hidrégeno,
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interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals e hidrofébicas. Cuanto
menor sea la Kp, mayor serd la afinidad con la que el aptamero se una al gluten.

En una realizaciéon preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula de

ADN de cadena sencilla comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la molécula de
ADN de cadena sencilla comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 7.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula de
ADN de cadena sencilla comprende ademas una molécula marcadora.
Preferiblemente, la molécula marcadora se selecciona de entre un fluoréforo, una
enzima, un péptido, una nanoparticula, una molécula electroactiva, una

digoxigenina y una biotina.

En la presente descripcion, se entiende por molécula marcadora una molécula
facilmente detectable mediante distintos métodos, que puede por ejemplo tener
receptores especificos o puede ser una enzima que cataliza una reaccion
detectable directa o indirectamente tras la adicién de los correspondientes
sustratos para la deteccién de la molécula de ADN de cadena sencilla de interés.

El término “fluoréforo”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se refiere
a un compuesto quimico fluorescente que emite luz tras su excitacion. Un
fluoréforo unido a la molécula de ADN de cadena sencilla de interés permite por lo
tanto su deteccion. En una realizaciéon preferida del primer aspecto de la
invencion, el fluoréforo se selecciona de entre fluoresceina, boro-dipirrometeno,

cianina, naftaleno y rodamina y cualquiera de sus derivados.
En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, la enzima se

selecciona de entre peroxidasa, fosfatasa alcalina, DNAzimas y NADH
deshidrogenasas.

11



10

15

20

25

30

ES 2436 861 B2

El término “DNAzimas”, tal y como se emplea en la presente descripcion, se
refiere a acidos nucleicos con actividad catalitica que pueden generar con dicha

actividad un marcaje detectable asociado a la presencia de dicha DNAzima.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el péptido se
selecciona de entre una polihistidina, un epitopo myc y un epitopo FLAG. Una
polihistidina es un péptido de entre 2 y 12 histidinas, preferiblemente de 6
histidinas. Un epitopo myc es un péptido de 10 aminoacidos derivado del gen c-
myc y que por ser altamente inmunogénico es faciimente detectable mediante
anticuerpos, como por ejemplo el anticuerpo monoclonal llamada 9E10 del
Developmental Studies Hybridoma Bank. Un epitopo FLAG es un octapéptido que
también es altamente inmunogénico y por tanto facilmente detectable mediante
anticuerpos. Ambos epitopos son bien conocidos en el estado de la técnica.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, la nanoparticula
se selecciona de entre una nanoparticula metalica, nanoparticula semiconductora
y micro o nanoparticula magnética.

El término “nanoparticula metélica”, tal y como se emplea en la presente
descripcion, se refiere a un nanoobjeto con sus tres dimensiones en la
nanoescala (entre 1 y 100 nm), formada por oro, plata, platino u otros metales,
que unida a la molécula de ADN de cadena sencilla de interés permite su

deteccion a través de sus propiedades oOpticas, electroquimicas o cataliticas.

El término “inmovilizado”, tal y como se utiliza en la presente invencién, se refiere
a que el péptido 33-mer, la proteina inmunégena o la molécula de ADN de cadena
sencilla de la invencién pueden estar unidos a un soporte sin perder su actividad.
El soporte puede ser la superficie de una placa de microtitulacién, superficies de
materiales conductores, micro y nanoparticulas magnéticas, soportes de vidrio,
particulas de latex, nanotubos de carbono, entre otras.

12
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El término “nanoparticula semiconductora”, tal y como se emplea en la presente
descripcién, se refiere a un nanoobjeto con sus tres dimensiones en la
nanoescala de material semiconductor, como por ejemplo sulfuros, seleniuros y
telururos de Cd, Zn o Pb, que unido a la molécula de ADN de cadena sencilla de
interés permite su deteccidon mediante sus propiedades épticas o electroquimicas.

El término “micro o nanoparticula magnética”, tal y como se emplea en la presente
descripcion, se refiere a una particula microscépica con propiedades magnéticas,
que unida a la molécula de ADN de cadena sencilla de interés permite su
deteccién mediante el cambio en las propiedades opticas que tienen lugar tras la
unién entre la proteina y la cadena de ADN asi marcada. En la presente invencion
dicha nanoparticula se utiliza para la deteccién como molécula marcadora y
también como soporte sélido para la inmovilizacién de la molécula de ADN de
cadena sencilla, del péptido 33-mer o de la proteina inmunégena (gliadina o
gluten).

En una realizaciéon preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula
electroactiva se selecciona de entre azul de metileno, ferroceno, antraquinona y

tionina, y cualquiera de sus derivados, entre otras.

El término molécula electroactiva, tal y como se emplea en la presente
descripcion, se refiere a una molécula que puede oxidarse o reducirse dentro de
la ventana de potencial de un material electrédico y que, por tanto, su presencia
puede ser detectada mediante técnicas electroquimicas faradaicas bien conocidas
en el estado de la técnica.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula
marcadora es biotina. La biotina es también conocida como vitamina H y es una
molécula muy usada en biotecnologia para marcar otras moléculas, por lo que se
conoce como biotinilacién. Las proteinas avidina y estreptavidina se unen con una
altisima afinidad y especificidad a la biotina, por lo que dicha molécula es un buen
marcador.
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En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula
marcadora es digoxigenina. La digoxigenina es un hapteno y puede conjugarse a
las moléculas de ADN de cadena sencilla de la presente invencién como
marcador de las mismas, ya que puede ser detectado facilmente mediante

anticuerpos especificos anti-digoxigenina.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencién, la molécula de
ADN de cadena sencilla comprende un cebador en cada uno de sus extremos
para su deteccién mediante PCR.

En la presente descripciéon, se entiende por cebador una cadena de &cido
nucleico que sirve como punto de partida para la amplificacion de ADN. Es una
secuencia corta de acido nucleico que contiene un grupo 3' hidroxilo libre que
forma pares de bases complementarios a la hebra molde y actia como punto de
inicio para la adicién de nucleétidos con el fin de copiar y amplificar la hebra
molde. En la presente invencioén los cebadores se unen a los extremos de la
molécula de ADN de cadena sencilla para su amplificacién y deteccién mediante
PCR. Los cebadores pueden estar marcados con biotina o el fluoréforo 6-
carboxilfuoresceina (6-FAM), o sin marcar.

En la presente descripcion, se entiende por PCR la reacciéon en cadena de la
polimerasa. Es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran
numero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo.
Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de los ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN partiendo de cebadores que se unen en los extremos de
las hebras, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas
para separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de
replicacion y la union del cebador y, a continuacién, dejar que vuelvan a unirse las
polimerasas para que vuelvan a duplicarlas. En la presente invencién la PCR se
emplea para la amplificacion y posterior deteccién de la molécula de ADN de
cadena sencilla unida al gluten, péptido 33-mer, péptido recombinante 33-mer o
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péptido control. Existen varios tipos de PCR como la PCR a tiempo real, PCR-
ELISA o PCR-ELOSA. La principal caracteristica de la PCR a tiempo real o
cuantitativa es que permite cuantificar la cantidad de ADN presentes en la
muestra original o identificar con una muy alta probabilidad, muestras de ADN
especificas a partir de su temperatura de fusion. La PCR-ELISA (reaccién en
cadena de polimerasa — ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas) es una
técnica hibrida entre PCR y ELISA para la cuantificacién de productos de ADN.
En este ensayo los productos de PCR estan marcados con una biotina y con un
hapteno para permitir su captura sobre superficies con (estrept)avidina y posterior
cuantificacion usando un anticuerpo contra el hapteno conjugado con una enzima.
La PCR-ELOSA es una técnica muy similar a la PCR-ELISA, en la que los
productos de PCR solo estan marcados con el hapteno, de manera que se
hibridan con una sonda de captura inmovilizada y se cuantifica mediante la
utilizacién de un anticuerpo contra dicho hapteno conjugado con un enzima.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, al menos un
enlace fosfodiéster de la molécula de ADN de cadena sencilla contiene al menos
un oxigeno (O) sustituido por un azufre (S).

La expresion “enlace fosfodiéster”, tal y como se emplea en la presente
descripcién, se refiere a un enlace covalente que se produce entre un grupo
hidroxilo (OH") en el carbono 3' y un grupo fosfato (POs>") en el carbono 5' del
azlcar ribosa de los nucledtidos de la molécula de ADN de cadena sencilla,
formandose asi un doble enlace éster. Para mejorar la resistencia de los
aptameros frente a la degradacion por nucleasas, se incluyen en la presente
invencién aptameros modificados, en los cuales se ha sustituido al menos uno de
los atomos de oxigeno que participan en el enlace fosfodiéster, por un atomo de
azufre.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para la deteccion

de gluten caracterizado por que comprende al menos una molécula de ADN de
cadena sencilla del primer aspecto de la invencion. Preferiblemente, dicho kit
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ademas comprende un soporte sélido. Mas preferiblemente, la molécula de ADN
de cadena sencilla esta anclada al soporte solido. En una realizaciéon preferida, el
kit comprende al menos dos aptameros, uno de captura y otro de deteccion.

En una realizacion preferida, el kit ademas comprende el péptido con SEQ ID NO:
1 o gliadina o gluten, anclado al soporte sélido. Un kit de este tipo permitiria llevar
a cabo un ensayo ELISA competitivo, que consistiria en la competicion entre el
gluten presente en la correspondiente muestra y el péptido SEQ ID NO: 1
inmovilizado sobre soportes solidos por una cantidad fija y limitada de aptamero
en disolucién previamente marcado y/o modificado como se ha descrito arriba.

Preferiblemente, dicho kit comprende ademas un anticuerpo que reconoce y se
une especificamente a gluten. El gluten tiene varias repeticiones de la SEQ ID
NO: 1, es decir, tiene varios sitios de union por los que tanto los aptameros de la
invencion como un anticuerpo especifico podrian unirse al mismo tiempo. Por
tanto, mas de un aptamero o uno o varios aptameros y uno o varios anticuerpos

podrian usarse de manera combinada para la separacion y/o deteccion de gluten.

El kit de la invencion pueden comprender ademas, sin ningun tipo de limitacion,
anticuerpos primarios conjugados o no conjugados, péptidos, cebadores
marcados o0 sin marcar, tampones, anticuerpos secundarios conjugados,
proteinas o péptidos patrones, agentes para prevenir la contaminacion,
compuestos marcadores, aunque sin limitarnos, fluorocromos, etc. Por otro lado,
el kit de la invencion puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios
para su puesta en marcha y optimizacion. El kit de la invencion pueden contener
ademas ofras proteinas o péptidos que sirvan como controles positivos y
negativos. Preferiblemente, este kit comprende ademas las instrucciones para
llevar a cabo la deteccion y/o cuantificacion de la molécula de ADN de cadena
sencilla de la invencién.

El término “anticuerpo”, tal como se emplea en esta memoria, se refiere a
moléculas de inmunoglobulinas y porciones inmunologicamente activas de
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moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de
fijacion de antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona) con la
proteina gluten, con alguno de sus fragmentos o con otras moléculas indicadoras
utilizadas en el proceso de deteccién.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un uso de la molécula de
ADN de cadena sencilla del primer aspecto de la invencién o del kit del segundo
aspecto de la invencion, para la deteccion del gluten. Como se demuestra en los
ejemplos y figuras de la presente descripcién, los aptameros de la invencién han
probado ser utiles en la deteccion especifica del gluten.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere a un método de deteccidon
del gluten que comprende las siguientes etapas:
a) poner en contacto una molécula de ADN de cadena sencilla del primer
aspecto de la invencién con una muestra problema; y
b) detectar la presencia del complejo formado por dicha molécula y el gluten
de la muestra problema en la etapa (a).

Se entiende por “muestra problema” cualquier muestra, ya sea una muestra
alimentaria o de otro tipo, susceptible de contener gluten o fragmentos derivados

del gluten que puedan provocar la intolerancia en un individuo celiaco.

En una realizacién preferida del cuarto aspecto de la invencion, la etapa (a) se
lleva a cabo en disolucion.

En una realizacién preferida del cuarto aspecto de la invencién, la etapa (a) se
lleva a cabo en un soporte sdélido.

En una realizacién preferida del cuarto aspecto de la invencién, la etapa (b) se
lleva a cabo mediante PCR.
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En una realizaciéon preferida del cuarto aspecto de la invencién, la etapa (b) se
lleva a cabo mediante un aptaensayo. El término “aptaensayo”, tal y como se
emplea en la presente descripcion, se refiere a ensayos de union donde la
molécula receptora que enlaza al gluten es una cadena de ADN sencilla o
aptamero de forma completamente analoga a los inmunoensayos donde la
molécula receptora es un anticuerpo. Por analogia con los inmunoensayos, en
este término se incluyen toda la variedad de formatos conocidos para los
inmunoensayos, sin mas que sustituir anticuerpo por aptamero.

En una realizaciéon preferida del cuarto aspecto de la invencion, la etapa (b) se
lleva a cabo mediante un inmunoensayo. Preferiblemente, dicho inmunoensayo se
selecciona de entre western blot, dot blot o ELISA. Mas preferiblemente, dicho
inmunoensayo es un ELISA.

Los aptameros de la presente invenciéon pueden ser usados para capturar,
concentrar y/o detectar gluten en disoluciéon o anclados sobre superficies sélidas.
Por ejemplo, para capturar y/o preconcentrar gluten se podrian usar los
aptameros biotinilados conjugados a un soporte sélido que contenga
estreptavidina o alguna de sus variantes (microparticulas magnéticas, placas de
microtitulacion, etc) que permita su separacién de la matriz que contenga el
gluten.

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 invencién se desprenderan en parte de la descripcidén y en
parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se
proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. A) Representacion de la concentracién de aptameros de cada ciclo de
seleccién que no se enlazan (gris oscuro) y que se enlazan (gris claro) al péptido
con SEQ ID NO: 1 tras su interaccion con el mismo durante 10 min en BS
(tampon de enlace) obtenidas por fluorescencia. B) Evolucion del porcentaje de
enriquecimiento en secuencias de ADN de afinidad hacia el péptido con SEQ ID
NO: 1 con las sucesivas rondas de seleccion.

FIG. 2. Estructura secundaria mas estable de los aptameros con A) SEQ ID NO:
2, B) SEQ ID NO: 5, C) SEQ ID NO: 7, D) SEQ ID NO: 8, E) SEQ ID NO: 9y F)
SEQ ID NO: 10, obtenidos mediante el servidor en red (mfold) de acceso libre,
alojado por “The RNA Institute, College of Arts and Sciences, State University of
New York at Albany’”.

FIG. 3. Valoracion calorimétrica de 33,4 uM del aptamero con SEQ ID NO: 2 con
0,338 mM del péptido con SEQ ID NO: 1 en BS (50 mM TRIS pH 7,4+0,25 M
NaCl+5 mM MgCl;) a 15 °C (A) y 35 °C (B). Graficas superiores: Potencia en
funcién del tiempo obtenida tras cada adicion de péptido. Graficas inferiores:
Valores integrados de la variacion de calor en cada adicion tras la correccion con
el calor de dilucion.

FIG. 4. Curvas de enlace de los aptameros con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 a particulas
magnéticas modificadas A) con el péptido con SEQ ID NO: 1 B) con el estandar
de gliadina PWG (Prolamin Working Group).

FIG. 5. Curvas de enlace de los aptameros con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 a particulas magnéticas modificadas con extractos
etandlicos de harina de A) centeno (en porcentaje de fraccion enlazada) y B)
avena (en intensidad de corriente).
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EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que pone de manifiesto la eficacia de los aptameros de la invencion y

del método de deteccion de gluten de la invencion.

Ejemplo 1: Obtencién de aptameros para el péptido con SEQ ID NO: 1 de la o-2-
gliadina.

Materiales

La diana seleccionada, el péptido con SEQ ID NO: 1, se obtuvo mediante técnicas
de ADN recombinante. A partir de un oligonucleotido sintético (SEQ ID NO: 20)
obtenido en Sigma-Genosys con la secuencia que codifica para los 33
aminoacidos que van desde la posicién 57 a la 89 de la gliadina (Gen Bank,
numero de acceso AJ133612.1) y los cebadores directo (SEQ ID NO: 11) e
inverso (SEQ ID NO: 12), se obtuvieron multiples copias por PCR. El péptido
recombinante fue obtenido tras clonar este producto de PCR y expresarlo en el
sistema pETBIlue-2, siguiendo las instrucciones del fabricante (Novagen), por el
cual se le afiade una cola de histidinas. Para la purificacion del péptido con la cola
de histidinas (SEQ ID NO: 13) se utilizé una columna HisTrap FF de 1 mL en un
equipo AKTA FPLC (GE Healthcare). Para la contraseleccién se empled la cola
de histidinas (péptido control, SEQ ID NO: 14) obtenida con el sistema pETBIlue-2.

La coleccion de secuencias de ADN de 80 nucleétidos fue disefiada de forma que
su secuencia general corresponde a la SEQ ID NO: 15. La coleccién fue
sintetizada y purificada por PAGE por Sigma-Genosys. Las secuencias de los
cebadores empleados en la etapa de amplificacion por PCR corresponden a SEQ
ID NO: 16 (cebador directo) y SEQ ID NO: 17 (cebador inverso biotinilado). Para
cada ronda se emplearon microparticulas magnéticas (MagneHis™ Ni particles,
de Promega, USA) modificadas con el péptido diana o con el control. El protocolo
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de modificacién consistié en equilibrar las particulas en tampon de modificacion
(BM, 100 mM HEPES pH 7,5+10 mM imidazol+0,5 M NaCl). Después se
incubaron con péptido con SEQ ID NO: 1 o con péptido control con SEQ ID NO:
14 en concentraciéon comprendida entre 0,25 y 1 ug/uL en BM durante 15 min con
rotacion a temperatura ambiente. Tras decantar y lavar 2 veces con BM + 0,01%
Tween-20 y 1 vez con tampo6n de enlace (BS: 50 mM TRIS pH 7,4+0,25 M
NaCl+5 mM MgCl,), las particulas magnéticas modificadas fueron diluidas a 5
pmol de diana/uL en BS.

Procedimiento

Para cada ronda de seleccién se usaron 250 pmoles de la coleccion de ADN
seleccionada y amplificada en la ronda anterior (1 nmol de la coleccion inicial en
la primera ronda para asegurar una variedad de secuencias de 5x10'-1x10"
moléculas) diluidos en BS. Se calentaron a 98 °C durante 4 min e inmediatamente
se enfriaron en hielo otros 4 min. El medio de seleccion consistié en BS al que se
le anadié6 1 pg/mL de BSA (albumina de suero bovino) para evitar uniones
inespecificas y un ARN transferente competidor en una concentracién 10 veces
inferior a la de la coleccién de ADN. En este medio se pusieron en contacto las
moléculas de ADN con una concentracion de péptido (péptido con SEQ ID NO: 1
o péptido control con SEQ ID NO: 14 en Ias contraselecciones) 10 veces inferior a
la de ADN para limitar la cantidad de diana y favorecer la competicion. Tras un
tiempo de incubacién que fue disminuyendo progresivamente en las rondas
sucesivas segun la tabla 1, se hicieron varios lavados en BS+0,01 Tween-20 (ver
tabla 1).

Finalmente se eluy6 el complejo ADN-péptido incubando las particulas en 100
mM HEPES pH 7,5+500 mM imidazol (BME) durante 10 min bajo agitacion. El
eluato fue transferido a tubos de PCR para proceder a su amplificacion. Cada 100
pL de PCR contenia: 2 pL de molde (eluato), 1 uM de cada cebador (SEQ ID NO:
16 y SEQ ID NO: 17), 0,2 mM de dNTP, 3 mM de Mg?*, 1x buffer PCR y 2,8 U de
inmolase DNA polymerase (Disbiotec). Las condiciones de PCR fueron:
incubacion inicial a 37 °C durante 10 min, 20 min a 95 °C para activar la enzima y
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15 ciclos de 94 °C- 57 °C- 72 °C durante 45 s cada uno. La extensién final fue
realizada a 72 °C durante 10 min. La amplificacion fue confirmada por
electroforesis en gel de agarosa al 2%. La cuantificaciéon del ADN de cadena
doble amplificado se realizé fluorimétricamente con un "MiniFluorimetro” modelo
TBS-380 de la casa Turner Biosystems. La obtencion de la hebra de ADN de
cadena simple se logré6 usando particulas magnéticas modificadas con
estreptavidina (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1, Life Technologies,
Madrid). Estas particulas se pusieron en contacto con el ADN durante 15 min a
temperatura ambiente y bajo rotacién tras lo cual, se procedié a la separacion de
las hebras por incubaciéon en NaOH 100 mM durante 10 min bajo agitacion. El
sobrenadante resultante contiene el ADN de cadena simple que se emplea en la

siguiente ronda.

Tabla 1. Condiciones experimentales variables empleadas en las sucesivas
rondas de la seleccion.

Ronda | Contraseleccion | Tiempo de incubacién (min) | Nimero de lavados
1 60 2
2 60 2
3 si 60 2
4 30 2
5 30 5
6 si 30 5
7 15 5
8 15 10
9 si 15 10
10 15 15

Antes de las rondas 3, 6 y 9 se procedi6 a hacer una contraseleccion incubando el
ADN de la ronda anterior con particulas magnéticas modificadas con el péptido
control con SEQ ID NO: 14 en las mismas condiciones que con el péptido con
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SEQ ID NO: 1, pero en este caso se desecharon las particulas y se usé6 el
sobrenadante en la correspondiente ronda de seleccion.

Tras 10 rondas de seleccion, el 12,8% del ADN seleccionado fue capaz de unirse
al péptido recombinante, mientras que no se detectaron secuencias que se
uniesen al péptido control. El porcentaje de union se determiné con alicuotas de
cada ciclo amplificadas por PCR en las mismas condiciones experimentales que
en cada ciclo salvo que se empled un cebador directo con SEQ ID NO: 16
marcado con 6-FAM (SEQ ID NO: 18). La hebra marcada con 6-FAM fue
separada de la marcada con biotina de manera idéntica a la separacion de hebras
previa a cada ronda y su concentracion fue determinada fluorimétricamente
(Biotek Instrument fIx800) frente a un calibrado realizado con secuencias
aleatorias de ADN-6-FAM de concentracién conocida empleando una A de

excitacion de 480 nm y una A de emisién de 528 nm.

El ensayo de unién se realizé poniendo en contacto cantidades equimolares de
ADN-6-FAM de cada ciclo y péptido recombinante (SEQ ID NO: 13) inmovilizados
sobre particulas magnéticas (15 pmoles) durante 10 minutos en BS. La fraccion
no enlazada se recogio y tras 2 lavados en BS + 0,01% Tween-20, se eluyeron los
aptameros enlazados en BME durante 10 min bajo agitacién, obteniendo asi la
fraccion enlazada. Ambas fracciones fueron analizadas fluorimétricamente (figura
1A), observandose una progresiva disminucion de la fraccién no enlazada con los
ciclos simultaneamente a un aumento de la fraccion enlazada (figura 1B). Se
realizé un ensayo de unién con el péptido control y las secuencias de ADN
obtenidas en el ciclo 10. La fluorescencia emitida por la fraccién no enlazada fue
inferior al limite de deteccion, lo que indica que no se amplificaron secuencias con

afinidad por la cola de histidinas ni por el soporte sélido.

Ejemplo 2: Identificacion de las aptameros de ADN obtenidos.
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Para identificar los aptameros con afinidad por el péptido SEQ ID NO: 1 se
procedié a amplificar una alicuota del ciclo 10 usando los cebadores no
modificados (SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 19) usando las mismas condiciones
que en anteriores etapas de amplificacién, y se clond utilizando el sistema

5 pETBIue-1 Acceptor Vector Kit de la casa Novagen. Tras clonarlo se sembraron
placas de la cepa huésped (Nova Competent cells, Novagen) y se secuenciaron
25 clones utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) y un equipo Abi PRISM 3130xlI Genetic Analyzer. Las secuencias
obtenidas se analizaron mediante el software Chromas Lite 2.01.

10
Se determiné la estructura secundaria de los seis aptameros SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10 usando
el servidor en red “mfold” en las condiciones de enlace (25 °C, 250 mM de NaCl y
5 mM de MgCL). En la figura 2 y en la tabla 2 se muestra la estructura mas

15 estable y las energias libres de Gibbs para cada uno de los aptameros,
respectivamente.

Tabla 2. Parametros termodinamicos de los aptameros.

Aptamero AG (kcal mol™)
SEQ ID NO: 2 -1.24
SEQID NO: 5 -3.21
SEQ ID NO: 7 -1.72
SEQ ID NO: 8 -3.06
SEQ ID NO: 9 -2.95
SEQ ID NO: 10 -4.11

20 Ejemplo 3: Caracterizacion del aptamero SEQ ID NO: 2.
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El aptamero con SEQ ID NO: 2 se seleccioné para su posterior caracterizacion
mediante valoracion calorimétrica isoterma. Se empledé como molécula diana el
péptido SEQ ID NO: 1 sintetizado quimicamente por Biomedal (Sevilla, Espafia).
El enlace del aptamero con SEQ ID NO: 2 al péptido SEQ ID NO: 1 fue estudiado
mediante valoracion calorimétrica isoterma. La concentracién del aptamero en la
celda calorimétrica fue de 33,4 uM, mientras que la concentracién de péptido en la
jeringa fue de 0,338 mM. Se realizé la siguiente serie de inyecciones de péptido:
una primera inyeccion de 4 uL seguida de 18 inyecciones de 15 pL. En la figura 3
se muestran las valoraciones a ambas temperaturas 15° C y 35 ° C. El analisis de
las medidas han proporcionado los valores termodinamicos resumidos en la tabla
3.

Tabla 3. Parametros termodinamicos hallados por ITC.

15°C 35°C
Constante de enlace, Kg (2,2 £ 0,5) x10’ (6 +2) x10’
Constante de disociacién, Kp 45+ 10 nM 17 £10 nM
Cambio de energia libre de y .
-10,0 kcal mol -10,6 kcal mol
enlace, AGg
Cambio de entalpia de enlace, +0,70 £ 0,01 kcal +0,57 + 0,01 keal
AHg mol mol”
Cambio de entropia de enlace, 4 4
AS +36,0 cal/(K mol™) +37,4 cal/(K mol™)
B

La Kp fue determinada mediante valoracién calorimétrica isoterma (ITC), técnica
habitual para este tipo de medidas. El aptamero fue valorado mediante adiciones
sucesivas de péptido SEQ ID NO: 1 sintetizado quimicamente, a 15 y 35 °C,
obteniéndose unas Kp de 45 + 10 nM y 17 £10 nM, respectivamente.

Estos datos confirman la unién entre el aptdmero con SEQ ID NO: 2 objeto de la

invencion y el péptido SEQ ID NO: 1. Ademas el aptamero con SEQ ID NO: 2
presenta una gran afinidad por la diana, como se deduce de una constante de
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disociacion nM para una molécula hidrofébica, que no contiene los grupos

funcionales que favorecen la interaccién con los acidos nucleicos.

Ejemplo 4 Curvas de enlace de los aptameros seleccionados al péptido con SEQ
ID NO: 1.

La evaluacion de la afinidad de los aptameros por el péptido con SEQ ID NO: 1 se
realiz6 mediante ensayos de unién sobre particulas magnéticas recubiertas de
estreptavidina, sobre los que se inmovilizé el péptido con SEQ ID NO: 1
biotinilado en su extremo C terminal. La fraccion de cada uno de los seis
aptameros modificados con biotina que se une a dichas particulas fue medida
cronoamperomeétricamente tras adiciéon del conjugado de estreptavidina-HRP y del
sustrato de la enzima (tetrametilbencidina + H;0O,). Todos los aptameros
seleccionados presentaron afinidad por la diana.

Para ello se modificaron particulas magnéticas recubiertas de estreptavidina
(Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1, Life Technologies, Madrid) con péptido
SEQ ID NO: 1 biotinilado en su extremo C terminal (Biomedal, Sevilla) 2 uM en
PBS + 0,01 % Tween-20 durante toda la noche. Tras dos lavados con PBS + 0,01
% Tween-20, se bloguearon con 500 uM de biotina en PBS + 0,01 % Tween-20
durante 30 min. Tras 2 nuevos lavados se reconstituyeron en BS. Se pusieron en
contacto concentraciones crecientes de cada uno de los aptameros biotinilados
(SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y
SEQ ID NO: 10) en BS durante 30 min. Tras 2 lavados con BS + 0,01 % Tween-
20, se anadieron 2,5 pg/mL estreptavidina-HRP de Sigma-Aldrich durante 30 min.
Tras 3 lavados con BS + 0,01 % Tween-20, una alicuota se colocd sobre un
electrodo serigrafiado de carbono (Dropsens, Oviedo) y se anadié el sustrato.
Tras 1 minuto de reaccion enzimatica se midié cronoamperométricamente a 0 V la
cantidad de producto generado usando un potenciostato p-AutolLab tipo Il PGstat-
12 equipado con el software GPES 4.9 (EcoChemie, Holanda). En la figura 4A se
observa que todos los aptameros presentan afinidad por la diana (péptido SEQ ID
NO: 1).
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Ejemplo 5 Curvas de enlace de los aptameros seleccionados a PWG.

Se realizé la evaluacion de la afinidad de los aptameros por el patron de gliadina
comunmente usado en los inmunoensayos comerciales obtenido a partir de una
mezcla de harinas de trigo de diferente procedencia, denominado PWG. Se
llevaron a cabo ensayos de unién sobre particulas magnéticas activadas con
grupos tosilo superficiales, sobre los que se inmovilizé el PWG. La fraccion de
cada uno de los seis aptameros modificados con biotina que se une a dichas
particulas fue medida cronoamperométricamente tras adiciéon del conjugado de
estreptavidina-HRP y del sustrato de la enzima (tetrametilbencidina + H205).

Para ello se modificaron particulas magnéticas con grupos tosilo superficiales
(Dynabeads® MyOne™ Tosylactivated, Life Technologies, Madrid) con PWG
(estandar de gliadina de Prolamin Working Group) en 0,32 mg/mL en Borato
0,058 M pH 9,5 +(NH4)2S0,4 1M durante 24 h a 37 °C. Tras dos lavados en PBS
+0,01 % Tween-20, se dejan en el mismo tampén durante la noche a 37 °C. Tras
2 nuevos lavados se reconstituyeron en PBS +0,01 % Tween-20 y se utilizaron
para la obtencion de las curvas de enlace. Para ello alicuotas idénticas de las
microparticulas modificadas con PWG se pusieron en contacto con
concentraciones crecientes de cada uno de los aptameros biotinilados (SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9) en BS +
0,01 % Tween-20 durante 30 min. Tras 2 lavados con BS +0,01 % Tween-20, se
anadieron 2,5 pg/mL estreptavidina-HRP de Sigma-Aldrich y se incubé durante 30
min. Tras 2 lavados con BS + 0,01 % Tween-20 y uno en BS, se resuspendieron
en BS. Una alicuota se colocé sobre un electrodo serigrafiado de carbono
(Dropsens, Oviedo) y se afiadi6 el sustrato. Tras 1 minuto de reaccién enzimatica
se midié cronoamperométricamente a 0 V la cantidad de producto generado
usando un potenciostato u-AutoLab tipo Il PGstat-12 equipado con el software
GPES 4.9 (EcoChemie, Holanda). En la figura 4B se observa que todos los
aptameros presentan afinidad por la proteina gliadina completa, como cabe
esperar tras la exigente seleccion efectuada mediante SELEX.
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Ejemplo 6: Especificidad de la interaccién.

Se evalu6 la especificidad de la afinidad de los aptdameros hacia otras proteinas
susceptibles de desencadenar la enfermedad celiaca y se evalu6 su reactividad
cruzada con otras proteinas presentes en cereales que no la desencadenan. Se
llevaron a cabo ensayos de unién sobre particulas magnéticas activadas con
grupos tosilo superficiales, sobre los que se inmovilizd un extracto etandlico
diluido de harinas de centeno, avena y arroz. La fraccion de cada uno de los
aptameros modificados con biotina que se une a dichas particulas fue medida
cronoamperométricamente tras adicién del conjugado de estreptavidina-HRP y del
sustrato de la enzima (tetrametilbencidina + H,0O,) (Figura 5).

Para ello, se realizaron curvas de enlace de los aptameros con secuencias SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 8, hacia las prolaminas de otros cereales
que provocan la enfermedad celiaca (centeno y posiblemente avena) y otros que
no la ocasionan (arroz). La extraccién de 1 g de cada harina se realizé con 10 mL
de etanol al 60% durante 30 min bajo agitacion, tras lo cual se centrifugé a 2500 g
durante 45 min. El extracto volvié a ser centrifugado y el sobrenadante resultante
recogido para su uso. Se modificaron particulas magnéticas tosiladas de la forma
indicada en el ejemplo 5 y se realizaron las curvas de enlace de manera
totalmente analoga. En la figura 5 se observa que todos los aptameros ensayados
tienen afinidad por el centeno, aunque menor que por el trigo. Como se muestra
en la figura 5B el aptamero SEQ ID NO: 7 muestra afinidad por la avena, aunque
a concentraciones mas elevadas que para el trigo y el centeno, por lo que es
capaz de reconocer las aveninas, cuyo papel en el desencadenamiento de la
enfermedad celiaca no esta aun completamente esclarecido. El aptamero SEQ ID
NO: 2 no mostrd afinidad por las proteinas de arroz puesto que las sefiales
amperométricas obtenidas son indistiguibles del blanco.
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REIVINDICACIONES

1.- Una molécula de ADN de cadena sencilla, donde dicha secuencia reconoce y
se une especificamente a un péptido que comprende la secuencia aminoacidica
SEQ ID NO:1.

2.- La molécula de ADN segun la reivindicaciéon 1, caracterizada por que dicha

molécula reconoce y se une especificamente al gluten.

3.- La molécula de ADN segun la reivindicacién 2, donde dicho gluten es de trigo,
cebada, centeno o avena.

4 .- La molécula de ADN segun la reivindicacion 3, donde dicho gluten es de trigo.

5.- La molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, donde
dicha molécula reconoce y se une especificamente a gliadina, hordeina, secalina
0 avenina.

6.- La molécula de ADN segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde

dicha molécula reconoce y se une especificamente a gliadina.

7.- La secuencia de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde
dicha secuencia es incapaz de reconocer y unir especificamente proteinas de
maiz, soja o arroz.

8.- La secuencia de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde
dicha secuencia comprende la secuencia nucleotidica X-GTCT-Y, donde X

comprende entre 3 y 29 nucleétidos e Y comprende entre 7 y 33 nucleétidos.

9.- La secuencia de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde

dicha secuencia comprende una secuencia nucleotidica que se selecciona de

29



10

15

20

25

30

ES 2436 861 B2

entre SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10.

10.- La secuencia de ADN segln la reivindicacidén 9, donde dicha secuencia se
une a la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1 con una constante de disociacion
Kp igual o menor de 55 nM.

11.- La secuencia de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde
dicha secuencia comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 2.

12. La secuencia de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 donde
dicha secuencia comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 7.

13.- La secuencia de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde

dicha secuencia comprende ademas una molécula marcadora.

14.- La secuencia de ADN segun la reivindicacion 13, donde dicha molécula
marcadora se selecciona de entre un fluoréforo, una enzima, un péptido, una

nanoparticula, una molécula electroactiva, una digoxigenina y una biotina.

15.- La secuencia de ADN segun la reivindicacion 14, donde dicha molécula
electroactiva se selecciona de entre azul de metileno, ferroceno, antraquinona y
tionina.

16.- La secuencia de ADN segun la reivindicacién14, donde dicho fluoréforo se
selecciona de entre fluoresceina, boro-dipirrometeno, cianina, naftaleno vy

rodamina.
17.- La secuencia de ADN seguln la reivindicacion 14, donde dicha enzima se

selecciona de entre peroxidasa, fosfatasa alcalina, DNAzimas y NADH
deshidrogenasas.
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18.- La secuencia de ADN segln la reivindicacién 14, donde el péptido se
selecciona de entre una polihistidina, un epitopo myc y un epitopo flag.

19.- La secuencia de ADN segtn la reivindicacion 14, donde dicha nanoparticula
se selecciona de entre una nanoparticula metalica, nanoparticula semiconductora

y micro o nanoparticula magnética.

20.- La secuencia de ADN segun la reivindicacion 14, donde la molécula
marcadora es biotina.

21.- La secuencia de ADN segun la reivindicacién 14, donde la molécula
marcadora es digoxigenina.

22 .- La secuencia de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, donde
al menos un enlace fosfodiéster de dicha secuencia contiene al menos un O
sustituido por un S.

23.- Un kit para la deteccion de gluten caracterizado por que comprende al menos
una secuencia de ADN de cadena sencilla segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22,

24 - El kit segln la reivindicacion 23, caracterizado por que ademas comprende

un soporte sélido.

25.- El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 23 o 24, donde la secuencia de

ADN esta anclada al soporte sélido.
26.- El kit segin cualquiera de las reivindicaciones 23 o 24, que ademas

comprende el péptido con SEQ ID NO: 1 o gliadina o gluten, anclado al soporte
sdlido.
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27 .- El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26, donde ademas

comprende un anticuerpo que reconoce y se une especificamente a gluten.

28.- Uso de la secuencia de ADN de cadena sencilla segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22 o del kit seglin cualquiera de las reivindicaciones 23 a 27,
para la deteccién del gluten.

29.- Un método de deteccién del gluten que comprende las siguientes etapas:
a) poner en contacto una secuencia de ADN de cadena sencilla segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22 con una muestra problema; y
b) detectar la presencia del complejo formado por dicha secuencia y el
gluten de la muestra problema en la etapa (a).

30.- El método seguin la reivindicacién 29, donde la etapa (a) se lleva a cabo en
disolucion.

31.- El método segun la reivindicacién 29, donde la etapa (a) se lleva a cabo en
un soporte sélido.

32.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 31, donde la etapa
(b) se lleva a cabo mediante PCR.

33.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 31, donde la etapa
(b) se lleva a cabo mediante un aptaensayo.

34.- El método segln la reivindicacién 33, donde el aptaensayo es un ELOSA.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Universidad de Oviedo

<120> APTAMERO ESPECIFICOS CONTRA EL GLUTEN Y METODO DE DETECCION DEL
GLUTEN ASOCIADO

<130> ES1624.4

<160> 20

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 33

<212> PRT

<213> Triticum aestivum
<400> 1

Leu GIn Leu GIn Pro Phe Pro GIn Pro Gln Leu Pro Tyr Pro GIn Pro
1 5 10

GIn Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro GIn Pro Gln Pro
20 25

30
Phe
<210> 2
<211> 40
<212> DNA
<213> sSecuencia artificial
<220>
<223> secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO: 1.
<400> 2
ctaggcgaaa tatagctaca actgtctgaa ggcacccaat 40
<210> 3
<211> 40
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220> -
<223> secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO: 1
<400> 3
ctaggcgaga tatagctaca actgtctgaa ggcacctaat 40
<210> 4
<211> 40
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO: 1
<400> 4

actgtctgaa ggtaatgctg gcattgactc tgcaacaatc 40



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2436 861 B2

5

40

DNA

Secuencia artificial

Secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO: 1

5

cccgtctgag gaattaggaa tcgtccatta aactgcttct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

40

DNA

Secuencia artificial

Secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO: 1

6

ccccgtgeca atgaccagta atgtgtctcg aaccttaaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

40

DNA

Secuencia artificial

Secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO:

7

ccagtctccc gtttaccgcg cctacacatg tctgaatgcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

40

DNA

Secuencia artificial

Secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO:

8

cggtaagtgg tctaaagcgt ctgagcgatc gtatcggecc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

40

DNA

Secuencia artificial

Secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO:

9

aattctgtct cggtccaaat tgtaaaacat ggtgtcaacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

10
40
DNA
Secuencia artificial

Secuencia artificial que une especificamente SEQ ID NO:

40

40

40

40

40



<400>

10
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gctcagccgt ctccgccccg acgtagtgaa actctcaact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11
20
DNA
Secuencia artificial

Cebador directo clonacioén

11

gctgcagetg caaccatttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

22

DNA

Secuencia artificial

Cebador inverso clonacion

12

ataaatggtt gcggctgcgg at

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

91

PRT

Secuencia artificial

Péptido recombinante

13

Met Leu Gln Leu Gln Pro Phe
5

5

Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln

20

Pro Phe g;e Ser Arg Glu Leu

Leu ?%n Asp val Asp Gly Thr

55

Ala GIn Leu Tyr Thr Arg Ala

70

Pro Glu Asp Leu Glu His His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

85

14
58
PRT
Secuencia artificial

33-mer con cola

Pro GIn Pro Gln
10

Pro GIn Leu Pro
25

val Asp Pro Asn
40

Ile Asp Thr Arg

ser GIn Pro Glu
75

His His His His
90

de histidinas
Leu Pro Tyr Pro Gln
15
Tyr Pro GIn Pro Gln
30
Ser val GIn Ala Arg

Ser Lys Leu Ala Ala
60

Leu Ala Pro Glu Asp
80

40

20

22



<223>

<400>
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Péptido control: Cola de histidinas del péptido recombinante

33-mer

14

Met Ile Ser Arg Glu Leu val Asp Pro Asn Ser val Gln Ala Arg Leu
i 5 10 15

Gln Asp val Asp Gly Thr ITe Asp Thr Arg Ser Lys Leu Ala Ala Ala
20 25 30

GIn Leu ;gr Thr Arg Ala Ser Gln Pro Glu Leu Ala ggo Glu Asp Pro

40

Glu Asp Leu Glu His His His His His His

50 55
<210> 15
<211> 80
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cColeccién de ADN inicial
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)-.(60)
<223> nis a, ¢, g, or t
<400> 15

agggttgata ggttaagagC nnnnnnnnnn nnnnannnnn nannnnnnnn nnnninnnnnn

cgatgtcaac tagctgttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
20
DNA
Secuencia artificial

Cebador directo amplificacién
16

agggttgata ggttaagagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

17
20
DNA
Secuencia artificial

Cebador inverso biotinilado

misc_binding
..M
biotina-(CH2)6-

17

60
80

20
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ccaacagcta gttgacatcg 20
<210> 18

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo marcado con 6-FAM

<220> -
<221> misc_binding
<222> (1..(D
<223> 6-FAM

<400> 18

agggttgata ggttaagagc 20
<210> 19

<211> 20

<212> DNA ) o

<213> secuencia artificial

<220> ) )

<223> Cebador inverso amplificacidn

<400> 19

ccaacagcta gttgacatcg 20
<210> 20

<211> 100

<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<400> 20

gctgcagctg caaccatttc cgcagccgca actaccatat ccgcagccgc aactaccata 60

tccgcageccg caactaccat atccgcagcc gcaaccattt 100



OFICINA ESPANOLA

DE PATENTES Y MARCAS
@ N.° solicitud: 201200600

@ Fecha de presentacion de la solicitud: 31.05.2012

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

® mtc.:  C12Q1/68 (2006.01)
CO07H21/04 (2006.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A SHAN L. et al. Structural Basis for Gluten Intolerance in Celiac Sprue. Science. 2002. Vol. 297, 1-34

paginas 2275-2279, todo el documento.

A LEE JF. et al. Aptamer therapeutics advance. Current Opinion in Chemical Biology. 2006. Vol. 10, 1-34
paginas 282-289.

A WO 2006051145 A1 (CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS [ES/ES]) 1-34
18.05.2006, pagina 2, linea 10 — pagina 3, linea 12.

A WO 2008110655 (CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS [ES/ES]) 1-34
18.09.2008, resumen.
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X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita
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A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones O para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacién del informe Examinador Pagina
24.04.2013 M. D. Garcia Gravalos 1/4




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N° de solicitud: 201200600

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
C12Q, CO7H

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, NPL, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, USPTO PATENT DATABASE, PUBMED, GOOGLE PATENTS,
GOOGLE SCHOLAR, EBI.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 2/4




OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201200600

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 24.04.2013

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinioén.-

1-34

1-34

Sl
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201200600

1. Documentos considerados.-

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

Documento Nimero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 SHAN L. et al. 2002. Vol. (297), paginas: 2275-2279. 2002
D02 LEE JF. et al. Current Opinion in Chemical Biology. 2006. 2006
Vol. (10), paginas: 282-289.
D03 WO 2006051145 A1 18.05.2006
D04 WO 2008110655 A1 18.09.2008

2. Declaracion 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 divulga una molécula de ADN de cadena sencilla, preferentemente que contenga las secuencias
definidas como SEQ ID NO: 2-10, como aptamero capaz de reconocer y de unirse especificamente al péptido definido como
SEQ ID NO: 1 o al gluten, pudiendo ir unida a una molécula marcadora (reivindicaciones 1-22). Se refiere también a un kit y
a su uso en un método para deteccion de gluten en una muestra problema (reivindicaciones 23-34).

El documento D01 divulga un péptido de 33 aminoacidos de la alfa-gliadina, proteina que constituye uno de los principales
componentes téxicos del gluten, y su relacion con el inicio de la respuesta inflamatoria del gluten en pacientes celiacos;
sugiriendo también su uso en terapia para tratamiento de dicha enfermedad (ver todo el documento).

El documento D02 divulga las ventajas de los aptdmeros para uso terapéutico; estas moléculas compiten con los
anticuerpos debido a que, ademas de presentar una gran afinidad y especificidad de unién a proteinas, pueden ser
sintetizadas quimicamente e introducir en ellas modificaciones que mejoren sus propiedades farmacocinéticas (ver todo el
documento).

El documento D03 divulga un método de identificacion del gluten hidrolizado en alimentos, o materias primas, dirigidos a
pacientes celiacos, mediante un ELISA Competitivo que permite cuantificar las prolaminas total o parcialmente hidrolizadas;
asi como un kit para llevar a cabo dicho ensayo (ver pagina 2, linea 10 - pagina 3, linea 12).

El documento D04 divulga un método de detecciéon y cuantificacion de ADN de cereales en alimentos, mediante PCR
cuantitativa en tiempo real empleando cebadores especificos para una region conservada de dichos cereales. Dicho método
es util para determinacion del gluten en alimentos y control de los dirigidos a pacientes celiacos (ver resumen).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1y 8.1 LP 11/1986)

La presente solicitud divulga una molécula de ADN de cadena sencilla, preferentemente que contenga las secuencias
definidas como SEQ ID NO: 2-10, como aptdmero capaz de reconocer y de unirse especificamente al péptido definido como
SEQ ID NO: 1 o al gluten. Se refiere también a un kit y a su uso en un método para deteccion de gluten en una muestra
problema.

1.1. REIVINDICACIONES 1-34

El documento DO1 anticipa el péptido de 33 aminoacidos definido en la presente solicitud como SEQ ID NO: 1, proveniente
de la alfa-gliadina del gluten, asi como su uso en terapia para la enfermedad celiaca. Por otra parte, el documento D02
anticipa el uso de aptameros en terapia y en clinica por la ventaja que presentan estas moléculas frente a los anticuerpos.

Sin embargo estos documentos no anticipan aptameros especificos para las proteinas del gluten, ni el uso de aptdameros en
terapia para pacientes celiacos. Ademas, los aptameros definidos como SEQ ID NO: 2-10 no se han encontrado en el
estado de la técnica.

En base a lo expuesto, se concluye que el objeto de las reivindicaciones 1-34 no se encuentra en el estado de la técnica y
no podria haber sido deducido del mismo por un experto en la materia a partir de lo divulgado en los documentos D01 y
D02. Ninguno de estos documentos, tomados independientemente o en combinacion, anticipa los aptameros objeto de la
presente invencion, ni su uso en un método para deteccion del gluten.

En consecuencia, segun lo divulgado en los documentos D01 y D02, las reivindicaciones 1-34 cumplen el requisito de
novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)

Los documentos D03 y D04 se refieren al estado de la técnica y no se consideran relevantes en relaciéon con el objeto de la
invencion.
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