_ﬁ:/:a:.‘cf* :
/ i
0

== 0

72 \Y.

00 o g A
o0 0l ¥ hho
000083 aboo

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

FACULTAD DE QUIMICA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FiSICA Y ANALITICA

PROGRAMA DE DOCTORADO
Analisis quimico, bioquimico y estructural avanzados

ACIDOS NUCLEICOS ESTRUCTURADOS COMO RECEPTORES DE
AFINIDAD PARA EL DISENO DE SENSORES ELECTROQUIMICOS

TESIS DOCTORAL
2012

EVA GONZALEZ FERNANDEZ






FOR-MAT-VOA-010-BIS

® CENTRO INTERNACIONAL
DE POSTGRADO
cCa

CAMPUS DE EXCELENCIA
INTERNACIONAL

y Postgrado

RESUMEN DEL CONTENIDO DE TESIS DOCTORAL

1.- Titulo de la Tesis

Espafiol/Otro Idioma: Acidos nucleicos Inglés: Structured nucleic acids as molecular
estructurados como receptores de afinidad para | recognition elements for the desing of

el disefio de sensores electroquimicos. electrochemical sensors.

2.- Autor

Nombre: Eva Gonzalez Fernandez.

Programa de Doctorado: Analisis quimico bioquimico y estructural avanzados.

Organo responsable: Universidad de Oviedo.

RESUMEN (en espafiol)

En esta Tesis Doctoral, se exploran diferentes esquemas de integracion
de acidos nucleicos estructurados con transductores electroquimicos para la
determinacién de moléculas de naturaleza no nucleotidica, tanto de pequefo
tamafo molecular o haptenos, como proteinas.

Como modelo de hapteno se ha utilizado el antibiético aminoglicésido
tobramicina, para cuya determinacion se han desarrollado y evaluado dos
estrategias generales de ensayo, basadas en el empleo de aptameros de ARN
modificados como receptor de afinidad. En primer lugar, se ha demostrado que
la modificacion del aptamero de ARN natural, mediante la introducciéon de
grupos OMe en la posicion 2’ de los anillos de ribosa, conduce a una pequefia
disminucién en la afinidad del mismo hacia la tobramicina, medida por
espectroscopia de resonancia de plasmén de superficie (SPR). Sin embargo
esta modificacidén, que aumenta la resistencia del receptor a la degradacién por
nucleasas, no imposibilita la utilizaciéon de los aptameros como elementos de
reconocimiento en ambos ensayos. El primero es un sensor impedimétrico que
no requiere el empleo de reactivos marcados y utiliza un formato de ensayo de
desplazamiento. El sensor se construye inmovilizando el aptamero mediante
enlace de afinidad a una superficie de oro modificada con tobramicina, puede
ser facilmente regenerado y presenta excelentes caracteristicas analiticas,
tanto en términos de sensibilidad como de selectividad. Se ha demostrado que
este sensor puede utilizarse para medir tobramicina en muestras de suero

humano tras una minima dilucién (1 a 1,5) de las mismas. En esta matriz
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presenta un limite de deteccion de 1,8 uM y un intervalo dinamico lineal entre 3
y 70 uM, que cubre el intervalo terapéutico del antibiético. En segundo lugar, se
utilizé el mismo aptamero pero marcado con biotina o fluoresceina para
desarrollar un ensayo voltamétrico utilizando microparticulas magnéticas como
plataforma sensora. Una vez que se ha producido el proceso de
reconocimiento sobre las microparticulas en un formato de ensayo de
inhibicion, se detecta la cantidad de aptamero marcado mediante la
incorporacion de la enzima fosfatasa alcalina (ALP). La senal analitica se
obtiene utilizando electrodos serigrafiados de carbono sobre los que se fijan
con la ayuda de un iman las microparticulas modificadas, midiendo la actividad
enzimatica enlazada por voltametria diferencial de pulso tras la adicién del
sustrato de la enzima a-naftilfosfato. Se han evaluado comparativamente dos
sistemas diferentes para incorporar la enzima, uno multivalente (biotina-
estreptavidina) y el otro monovalente (fluoresceina- antifluoresceina fragmento
Fab). El sistema monovalente de marcaje permite obtener un intervalo lineal de
respuesta mas amplio y un menor limite de deteccion, ademas de aportar una
mayor reproducibilidad al dispositivo. Este ensayo permite determinar
tobramicina en suero humano con un limite de deteccion 1 yM y un intervalo
lineal entre 1y 200 pM.

Para la deteccién de proteinas, se tom6é como modelo los anticuerpos
correspondientes a FLAG y a uno de los epitopos del virus VIH, para los que no
se han descrito aptameros. Se explord la viabilidad de un nuevo concepto de
sensor, denominado “scaffold sensor”’, para determinar estas proteinas en
suero. Aunque el sensor propuesto genera una sefal analitica en presencia del
anticuerpo en suero, son necesarias investigaciones adicionales para mejorar

su comportamiento en esta matriz compleja.
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RESUMEN (en Inglés)

Along the present Doctoral Thesis, different schemes for coupling
structured nucleic acids with electrochemical transducers are explored in order
to detect non nucleic acid molecules such as small molecules (or haptens) and
proteins.

The aminoglycoside antibiotic tobramycin has been selected as a hapten
model molecule. Two general approaches have been developed and evaluated
for tobramycin detection employing modified RNA aptamers as affinity
receptors. Firstly, it has been proved that the modification of the natural RNA
anti-tobramycin sequence by means of the introduction of OMe groups in the
2’position of the ribose moiety leads to a slightly decrease of the aptamer
affinity towards its target molecule measured using surface plasmon resonance
(SPR) as a detection technique. Nevertheless, this modification, which confers
higher stability against endonuclease hydrolysis to the affinity receptor, does not
preclude the use of these modified aptamers as molecular recognition elements
for both proposed assays. The first assay is a label-free impedimetric sensor
based on a displacement format. The aptasensor is constructed by immobilizing
the anti-tobramycin aptamer via its affinity interaction to a tobramycin-modified
gold surface. This sensing phase can be easily regenerated and presents
excellent analytical features in terms of both sensitivity and selectivity. It has
been proved that the proposed aptasensor can be applied for tobramycin
detection in human serum samples after a minimum dilution step (1 to 1.5). The
limit of detection and lineal range observed in this complex matrix were 1.8 yM
and 3-70 pM, respectively, which completely covers the antibiotic therapeutic
range required in serum. Secondly, the same modified aptamer was labeled
with a biotin or a fluorescein molecule for the development of a voltammetric
assay using magnetic microparticles as a sensing platform. Once the
recognition event takes place onto the magnetic microparticles using an
inhibition assay format, the amount of bound labeled-aptamer is detected via
alkaline phosphatase (ALP) conjugate addition. The analytical signal is
recorded on screen-printed carbon electrodes, where the modified magnetic
particles are entrapped by means of a magnet, by measuring the bound

enzymatic activity by differential pulse voltammetry as an electrochemical
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detection technique after the enzymatic substrate (a-naphthyl phosphate)
addition. Two different labeling systems have been proposed and compared for
the enzyme introduction into the system: a multivalent one (biotin-streptavidin)
and a monovalent one (fluorescein-antifluorescein Fab fragment). The
monovalent labeling system provides a wider linear range and a lower limit of
detection, as well as a better reproducibility. This assay can be applied for
tobramycin determination in human serum samples with a limit of detection of 1
MM and a linear range of 1-200 pM.

For protein detection, anti-FLAG and anti-HIV antibodies were selected
as model analytes for which no aptamers sequences have been selected. The
feasibility of a new sensor concept known as “scaffold sensor” was explored for
the determination of these proteins in human serum samples. In spite of the fact
that the scaffold sensor provides an analytical signal related to the presence of
the antibody in serum, further research has to be conducted in order to improve

its performance in this complex matrix.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE QUIMICA FiSICA Y ANALITICA
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RESUMEN

En esta Tesis Doctoral, se exploran diferentes esquemas de integracion de
acidos nucleicos estructurados con transductores electroquimicos para la
determinacion de moléculas de naturaleza no nucleotidica, tanto de pequefio tamafo

molecular o haptenos, como proteinas.

Como modelo de hapteno se ha utlizado el antibidtico aminoglicosido
tobramicina, para cuya determinacién se han desarrollado y evaluado dos estrategias
generales de ensayo, basadas en el empleo de aptdmeros de ARN modificados como
receptor de afinidad. En primer lugar, se ha demostrado que la modificacion del
aptamero de ARN natural, mediante la introduccion de grupos OMe en la posicion 2’ de
los anillos de ribosa, conduce a una pequefia disminucidén en la afinidad del mismo
hacia la tobramicina, medida por espectroscopia de resonancia de plasmoén de
superficie (SPR). Sin embargo esta modificaciébn, que aumenta la resistencia del
receptor a la degradacion por nucleasas, no imposibilita la utilizacion de los aptameros
como elementos de reconocimiento en ambos ensayos. El primero es un sensor
impedimétrico que no requiere el empleo de reactivos marcados y utiliza un formato de
ensayo de desplazamiento. El sensor se construye inmovilizando el aptamero mediante
enlace de afinidad a una superficie de oro modificada con tobramicina, puede ser
facilmente regenerado y presenta excelentes caracteristicas analiticas, tanto en
términos de sensibilidad como de selectividad. Se ha demostrado que este sensor
puede utilizarse para medir tobramicina en muestras de suero humano tras una
minima dilucién (1 a 1,5) de las mismas. En esta matriz presenta un limite de deteccién
de 1,8 pM y un intervalo dindmico lineal entre 3 y 70 uM, que cubre el intervalo
terapéutico del antibiético. En segundo lugar, se utiliz6 el mismo aptamero pero
marcado con biotina o fluoresceina para desarrollar un ensayo voltamétrico utilizando
microparticulas magnéticas como plataforma sensora. Una vez que se ha producido
sobre las microparticulas el proceso de reconocimiento en un formato de ensayo de
inhibicion, se detecta la cantidad de aptamero marcado mediante la incorporacion de la
enzima fosfatasa alcalina (ALP). La sefial analitica se obtiene utilizando electrodos
serigrafiados de carbono sobre los que se fijan con la ayuda de un iman las
microparticulas modificadas, midiendo la actividad enzimatica enlazada por voltametria
diferencial de pulso tras la adicion del sustrato de la enzima a-naftilfosfato. Se han
evaluado comparativamente dos sistemas diferentes para incorporar la enzima, uno

multivalente  (biotina-estreptavidina) y el otro monovalente (fluoresceina-



antifluoresceina fragmento Fab). El sistema monovalente de marcaje permite obtener
un intervalo lineal de respuesta mas amplio y un menor limite de deteccién, ademas de
aportar una mayor reproducibilidad al dispositivo. Este ensayo permite determinar
tobramicina en suero humano con un limite de deteccion 1 pM y un intervalo lineal
entre 1y 200 uM.

Para la deteccion de proteinas se tom6 como modelo los anticuerpos
correspondientes a FLAG y a uno de los epitopos del virus VIH, para los que no se han
descrito aptameros. Se exploré la viabilidad de una nuevo concepto de sensor,
denominado “scaffold sensor”, para determinar estas proteinas en suero. Aunque el
sensor propuesto genera una sefal analitica en presencia del anticuerpo en suero,
investigaciones adicionales son necesarias para mejorar su comportamiento en esta

matriz compleja.



ABSTRACT

Along the present Doctoral Thesis, different schemes for coupling structured
nucleic acids with electrochemical transducers are explored in order to detect non

nucleic acid molecules such as small molecules (or haptens) and proteins.

The aminoglycoside antibiotic tobramycin has been selected as a hapten model
molecule. Two general approaches have been developed and evaluated for tobramycin
detection employing modified RNA aptamers as affinity receptors. Firstly, it has been
proved that the modification of the natural RNA anti-tobramycin sequence by means of
the introduction of OMe groups in the 2 position of the ribose moiety leads to a slightly
decrease of the aptamer affinity towards its target molecule measured using surface
plasmon resonance (SPR) as a detection technique. Nevertheless, this modification,
which confers higher stability against endonuclease hydrolysis to the affinity receptor,
does not preclude the use of these modified aptamers as molecular recognition
elements for both proposed assays. The first assay is a label-free impedimetric sensor
based on a displacement format. The aptasensor is constructed by immobilizing the
anti-tobramycin aptamer via its affinity interaction to a tobramycin-modified gold surface.
This sensing phase can be easily regenerated and presents excellent analytical
features in terms of both sensitivity and selectivity. It has been proved that the proposed
aptasensor can be applied for tobramycin detection in human serum samples after a
minimum dilution step (1 to 1.5). The limit of detection and lineal range observed in this
complex matrix were 1.8 uM and 3-70 uM, respectively, which completely covers the
antibiotic therapeutic range required in serum. Secondly, the same modified aptamer
was labeled with a biotin or a fluorescein molecule for the development of a
voltammetric assay using magnetic microparticles as a sensing platform. Once the
recognition event takes place onto the magnetic microparticles using an inhibition assay
format, the amount of bound labeled-aptamer is detected via alkaline phosphatase
(ALP) conjugate addition. The analytical signal is recorded on screen-printed carbon
electrodes, where the modified magnetic particles are entrapped by means of a magnet,
by measuring the bound enzymatic activity by differential pulse voltammetry as an
electrochemical detection technique after the enzymatic substrate (a-naphthyl
phosphate) addition. Two different labeling systems have been proposed and compared
for the enzyme introduction into the system: a multivalent one (biotin-streptavidin) and a

monovalent one (fluorescein-antifluorescein Fab fragment). The monovalent labeling



system provides a wider linear range and a lower limit of detection, as well as a better
reproducibility. This assay can be applied for tobramycin determination in human serum
samples with a limit of detection of 1 uM and a linear range of 1-200 pM.

For protein detection anti-FLAG and anti-HIV antibodies were selected as model
analytes for which no aptamers sequences have been selected. The feasibility of a new
sensor concept known as “scaffold sensor” was explored for the determination of these
proteins in human serum samples. In spite of the fact that the scaffold sensor provides
an analytical signal related to the presence of the antibody in serum, further research

has to be conducted in order to improve its performance in this complex matrix.
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ADN: Acido desoxirribonucleico.

ALP: Fosfatasa alcalina.

ANOVA: Andlisis de la Varianza.

ARN: Acido ribonucleico.

ATA: Aptdmero anti-tobramicina.

ATANM: Aptamero anti-tobramicina no metilado.
ATATM: Aptamero anti-tobramicina totalmente metilado.
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AuUNPs: Nanoparticulas de oro.

BATA: Aptamero anti-tobramicina biotinado.
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CE-LIF: Electroforesis Capilar-Fluorescencia Inducida mediante Laser.
CFEIA: Inmunoensayo Enzimético en Flujo Continuo.
CRP: Proteina C-reactiva.

CV: Voltametria Ciclica.

DOE: Disefio de Experimentos.

DPV: Voltametria Diferencial de Pulso.
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EIA: Inmunoensayo enzimatico.
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ELSD: Detector Evaporativo de Dispersion.

F: Detector de Fluoresceina.
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FIS: Espectroscopia de Impedancia Faradaica.

FITC: Fluoresceina Isotiocianato.

FITC-ATA: Aptamero anti-tobramicina modificado con fluoresceina isotiocianato.
FLAG: Péptido DYKDDDDKGG.

GDH: Glucosa Deshidrogenasa.

HPLC: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion;



HRP: Peroxidasa de rabano silvestre.

IPAD: Detector Amperométrico de Pulso Integrado.

MB: Azul de Metileno.

MS/MS: Espectrometria tindem de Masas

MTL: Limitacion por transporte de masa.

OTA: Ocratoxina A.

PCR: Polymerase chain reaction o reaccion en cadena de la polimerasa.
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaguetas

POD: Peroxidasa.

QD: Quantum dot.

RT-HPLC: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion de Fase Inversa.
RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa.
SAM: Monocapa autoensamblada.

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment.
SERS: Surface Enhanced Raman Spectroscopy

SPCEs: Electrodos Serigrafiados de Carbono.
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SPR: Resonancia de Plasmon Superficial.

SWV: Voltametria de Onda Cuadrada.

TBA: aptdmero anti-trombina

TMB: Tetrametilbenzidina.

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

a-N: a-naftol.

a-NP: a-naftil fosfato.
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Los acidos nucleicos son la huella dactilar de la vida: constituyen el material
hereditario, encargado de almacenar y transmitir la informacion genética en todos los

organismaos Vivos.

El descubrimiento, a principios de la década de 1980, de la capacidad de ciertas
secuencias naturales de ARN para actuar como enzimas®? (ribozimas), supuso una
revolucion en el ambito cientifico. Los acidos nucleicos empezaron a considerarse
sofisticadas moléculas funcionales mas alla de ser meros portadores de la informacion
genética. La existencia de estos acidos nucleicos funcionales no codificantes de forma
natural alentd la idea de “seleccionar” in vitro dichas secuencias, lo que unido a la
introduccion de la PCR (Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la
polimerasa en sus siglas en inglés) propicid que en 1990 tres laboratorios, y de modo
independiente, describiesen la seleccion sistematica de &cidos nucleicos funcionales
utilizando técnicas de seleccién in vitro®>. La aplicacién de esta técnica denominada
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) permitié la
obtencion de oligonucledtidos de ARN o ADN capaces de catalizar reacciones
bioquimicas (ribozimas, ADNzimas) o de unirse con una elevada especificidad a un
ligando (aptameros).

Més recientemente, el descubrimiento de pequefias secuencias naturales de
ARN no codificantes que desempefian un papel importante en el control de la expresion
genética en bacterias, eucariotas y organismos superiores, denominadas

“riboswitches”®®

(secuencias de ARN que actuan como interruptores moleculares) ha
confirmado la versatilidad de los &cidos nucleicos. La existencia de “riboswitches”,
capaces de detectar la presencia de pequefios metabolitos, y uniéndose a ellos,
producir un cambio conformacional que promueva la expresion de un gen determinado,
demuestra que la naturaleza utiliza dominios aptaméricos para asegurar su union de

modo especifico y con un elevada afinidad a dichos metabolitos.

Todo ello, unido al desarrollo de sistemas automatizados para la sintesis de
oligonucledtidos que permiten la obtencion de oligonucleétidos de ADN o ARN a la
carta de forma rapida y a un precio competitivo, propicié el empleo de secuencias de

ARN o ADN como receptores moleculares en el desarrollo de biosensores.

Inicialmente se emplearon los acidos nucleicos como receptores moleculares

para la deteccion de secuencias oligonucleotidicas especificas basandose en la

3
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complementariedad de las bases. Sin embargo, el empleo de &cidos nucleicos como
reactivos de reconocimiento molecular para el desarrollo de biosensores no se limita
Unicamente a sensores de hibridacion, sino que los &cidos nucleicos permiten la
determinacion de moléculas de distinta naturaleza. EI empleo de aptameros como
receptores de afinidad ha abierto la posibilidad de deteccion de un gran numero de
analitos de distinta naturaleza, aunque ésta depende de la existencia previa de una
secuencia especifica que sea capaz de reconocer al analito de interés. Sin embargo,
los &cidos nucleicos también han permitido abordar este inconveniente, ya que éstos
pueden actuar como estructura sensora para la determinacion de moléculas de
naturaleza no nucleotidica para las que no se ha seleccionado previamente un

aptamero.

1.1. ACIDOS NUCLEICOS FUNCIONALES COMO REACTIVOS DE AFINIDAD:
APTAMEROS

Los aptameros son secuencias oligonucleotidicas artificiales de cadena sencilla
(ADN o ARN) capaces de reconocer con una alta especificidad y afinidad moléculas de
naturaleza no nucleotidica, desde iones (p.ej. Zn*)°? y moléculas pequefias (p.ej.

ATPY teofilina'!, cocaina?, antibiéticos aminoglicésidos*®*

), hasta proteinas (p.ej.
factor de crecimiento derivado de plaquetas™®, trombina’®, proteina Tat del VIH') o
incluso células completas (p.ej. Células leucémicas Jurkat T8, Escherichia coli*®,

Salmonella®®?h).

La palabra aptamero, derivada del latin “aptus” que significa “ajustar” y del griego
“mero”, que significa “particula”, fue utilizada por primera vez en el afio 1990 por
Ellington y Szostak para referirse a moléculas de ARN capaces de unirse a un

colorante organico®.

Las secuencias oligonucleotidicas de cadena sencilla que conforman los
aptameros, con una longitud tipicamente menor de 100 bases, son capaces de adoptar
diversas conformaciones tridimensionales (Figura 1.1) lo que les confiere la capacidad
de interaccionar con, potencialmente, cualquier tipo de molécula diana. En presencia
de la molécula diana para la que han sido seleccionados, la mayor parte de los
aptameros sufren un cambio conformacional de modo que se crea un sitio de enlace

especifico para dicha molécula. Diversos estudios estructurales han permitido conocer
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la naturaleza de las interacciones intermoleculares que se establecen entre el o los
sitios de union del aptdmero y la molécula diana: complementariedad en la forma
tridimensional, interacciones entre componentes aromaticos y las nucleobases de los
aptameros, interacciones electrostaticas entre grupos cargados y enlaces de

hidrégeno®*2*,

El estudio en profundidad de la capacidad de reconocimiento de los aptameros
hacia todo tipo de moléculas no nucleotidicas ha abierto una nueva ventana de

aplicaciones gue incluye el diagnéstico clinico, biosensores y uso terapéutico.

Y O W
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Figura 1.1. Estructuras tridimensionales que adoptan los aptdmeros tras el reconocimiento de la
molécula diana.

1.1.1. Seleccién de aptameros. El proceso SELEX.

Los aptameros se obtienen mediante un proceso de seleccion in vitro
denominado SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment),
descrito por primera vez en 1990%°. Se trata de un proceso iterativo de seleccién y
amplificacion que se rige por el mismo principio que la seleccién natural y que permite
el aislamiento de moléculas de ARN/ADN que reconocen especificamente a una
molécula diana a partir de una biblioteca inicial compuesta por una elevada cantidad de

secuencias diferentes.
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Figura 1.2. Representacion esquematica del proceso de seleccion de un aptamero, SELEX.

El procedimiento SELEX, esquematizado en la figura 1.2, parte de la sintesis de
una biblioteca inicial de ADN, compuesta habitualmente por 10'*-10'° moléculas
distintas. Cada molécula esta formada por una parte central con igual nimero de bases
(habitualmente 20-80 nucledtidos) pero cuya secuencia es aleatoria flanqueada por dos
regiones constantes necesarias para llevar a cabo la etapa de amplificacién, ya que la
region constante del extremo 5’ tiene una secuencia idéntica a uno de los cebadores,
mientras que la del extremo 3’ es complementaria al otro cebador. Cuando el objetivo
es la obtencion de un aptdmero de ADN la biblioteca se utiliza directamente en el
proceso de seleccién. Sin embargo, cuando se persigue la obtencién de un aptamero
de ARN, la biblioteca inicial de ADN se somete en primer lugar a un proceso de
transcripcion obteniéndose una biblioteca de ARN. Para ello es necesario la
introduccién de un promotor T7 en el extremo 5 de cada secuencia. Este permite que
la ARN polimerasa T7 sea capaz de transcribir las secuencias de ADN de doble hebra
a secuencias de ARN que conformaran la biblioteca aleatoria inicial para la seleccion

de un aptdmero de ARN.
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Una vez sintetizada la biblioteca inicial se procede a la seleccion del aptamero.
Cada ciclo de seleccién incluye una etapa de incubacion con la molécula diana,
seguida de la separacion de los oligonucle6tidos que se han unido a ésta de los que
permanecen libres en disolucion y la recuperaciéon o elucién de las secuencias de

mayor afinidad para su posterior amplificacion.

Uno de los puntos criticos en el desarrollo del proceso SELEX es la separacion
entre las secuencias que se han unido a la molécula diana de las que no lo han hecho.
De la eficiencia de este paso dependeran las caracteristicas de enlace de los
aptdmeros seleccionados (afinidad y selectividad). Una de las primeras técnicas
utiizadas para llevar a cabo dicha separacion fue la filtracion a través de

nitrocelulosa®?>2°

, siendo el principio de separacion la exclusién por tamafios. Aunque
ampliamente utilizada, se trata de una técnica de separacién que acarrea problemas
importantes tales como la interaccion inespecifica de los oligonucleétidos con la
membrana, produciéndose un enriquecimiento en secuencias no afines a la molécula
diana. Una solucion habitual para mejorar dicha separacion es la inmovilizacion de la
molécula diana sobre un soporte. Alguna de las técnicas mas ampliamente utilizadas
para conseguir una separacion eficiente son: cromatografia de afinidad?’, electroforesis

capilar®®?°, SPR*® citometria de flujo®*, o la utilizacién de particulas magnéticas™?.

Una vez realizada la separacion, las secuencias oligonucleotidicas unidas, y por
tanto, aquellas que son candidatas a constituir un aptdmero son recuperadas y
amplificadas mediante PCR, si se trata de la seleccion de un aptdmero de ADN, o
mediante RT-PCR, si la seleccién es de un aptdmero de ARN. El resultado de esta
etapa de amplificacién son secuencias de ADN de doble hebra. Estas deben ser
transformadas en secuencias de ADN de hebra sencilla mediante una simple
separacion de ambas hebras cuando se esta seleccionando un aptamero de ADN o
seran sometidas a una transcripcién in vitro para obtener las correspondientes
secuencias de ARN en el caso de que se esté seleccionando un aptamero de ARN. El
resultado de este proceso es una biblioteca enriquecida en las secuencias que
mostraron una mayor afinidad hacia la molécula diana, la cual constituye la biblioteca

inicial en el siguiente ciclo de seleccion.

Tipicamente son necesarios de 8 a 12 ciclos de seleccion y amplificacion para

que la biblioteca inicial se enriquezca en secuencias que se unen especificamente a la
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molécula diana. Es habitual introducir algun ciclo de contra-seleccién, con el objetivo de

minimizar la cantidad de oligonucleétidos que se unen inespecificamente.

Una vez que la afinidad de la biblioteca inicial se ha enriquecido en un
determinado numero de secuencias que presentan una elevada afinidad por su
molécula diana se procede a su clonacion y secuenciacion. Tras la secuenciacion de
los clones (normalmente unos 50) se identifican las secuencias homodlogas mediante
alineamiento de éstas empleando programas informaticas disefiados al efecto. Los
clones que presentan secuencias consenso son sometidos a ensayos de enlace para
determinar su afinidad y especificidad. Finalmente se realizan truncados de los clones
previamente caracterizados con el objetivo de delimitar las regiones que poseen la
capacidad de unirse especificamente a la molécula diana y que suelen estar en el

intervalo de 15 a 40 nucleétidos.

Una vez definidas las secuencias que conforman los aptameros es de crucial
importancia la caracterizacion del enlace aptdmero-molécula diana mediante estudios
de afinidad, selectividad y conformacion tridimensional. El conocimiento de dichas
estructuras facilitara el disefio de estrategias que empleen aptdmeros como elementos

de reconocimiento, como por ejemplo el desarrollo de biosensores.

La naturaleza oligonucleotidica de los aptameros permite que una vez
seleccionados y caracterizados éstos se puedan someter a modificaciones post-SELEX
con el objetivo de incrementar su estabilidad (introduciendo modificaciones en las
bases nitrogenadas), mejorar sus caracteristicas de enlace (introduciendo grupos
funcionales) o hacer posible su aplicacion en distintos campos tales como el
diagndstico o el andlisis (introduccién de marcadores que permitan una facil deteccion

o de grupos funcionales que permitan su inmovilizacién).

El método SELEX ha sido aplicado con éxito en la seleccion de aptameros
contra todo tipo de moléculas. En la literatura se pueden encontrar gran cantidad de
articulos en los que se revisan los procesos de seleccidbn empleados asi como las
distintas modificaciones realizadas sobre el método SELEX con el objetivo de

conseguir aptameros de modo mas réapido, eficaz y econdmico®*,
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1.1.2. Propiedades de los aptdmeros como elementos de bioreconocimiento.

Los aptameros se presentan como el equivalente oligonucleotidico de los
anticuerpos. Dicha naturaleza oligonucleotidica les confiere una serie de caracteristicas
ventajosas respecto a los anticuerpos, de naturaleza proteica, en el campo de las
aplicaciones analiticas (Tabla 1.1).

A pesar de que los acidos nucleicos poseen una cantidad de grupos funcionales
notablemente inferior quelas proteinas, la capacidad de enlace de los aptameros
rivaliza con la observada para los anticuerpos. Los aptameros presentan una elevada
afinidad hacia su molécula diana, lo cual se manifiesta en los valores de sus constantes
de disociacion, situadas en el intervalo pM-uM, y por tanto comparables a las
observadas en muchos casos para los anticuerpos. En general los aptameros de mayor
afinidad son aquellos que han sido seleccionados para reconocer a moléculas grandes,
como proteinas, mientras que los aptdmeros que reconocen moléculas de baja masa
molecular suelen presentar una menor afinidad. Esto se debe a que las moléculas de
mayor peso molecular presentan estructuras mas complejas, y por lo tanto, son
capaces de establecer mayor cantidad de interacciones entre la molécula diana y la
secuencia oligonucleotidica seleccionada. Ademas los aptdmeros presentan una
excelente selectividad, lo que les confiere la capacidad de diferenciar entre moléculas
que poseen una estructura muy parecida. Este es el caso del aptdmero anti-teofilina’*,
el cual se enlaza a su molécula diana con una afinidad 10.000 veces mayor que a la
cafeina, estructura que solo se diferencia en un grupo metilo de la teofilina. Los
aptameros también son capaces de mostrar enantioselectividad®®, lo que hace posible

su utilizacién como reactivos quirales en cromatografia de afinidad*.

Por otro lado, el proceso de seleccion in vitro (detallado en el apartado anterior)
ha hecho posible la obtencion de aptameros especificos hacia moléculas diana de muy
distinta naturaleza, desde iones, hasta células enteras, pasando por proteinas,
aminoglicosidos, virus, incluyendo moléculas no immunogénicas y toxicas, muchas de
las cuales aparecen recogidas en una base de datos especifica de aptameros®. La
capacidad potencial de obtencién de un aptamero frente a cualquier analito contrasta
con la obtencion de anticuerpos, que es mas limitada y requiere la inmunizacién in vivo
de un animal. EI método SELEX abre también la posibilidad de obtener aptdmeros
especificos dirigidos hacia una zona concreta de la molécula, lo cual no es posible con

los anticuerpos.
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Tabla 1.1. Comparacion de las propiedades de aptdmeros y anticuerpos como elementos de
bioreconocimiento

APTAMEROS ANTICUERPOS
Afinidad pM-uM pM-uM
Especificidad Elevada Elevada
Produccion In vitro In vivo
Tipos de analitos Amplio: i(~3nes, molléculas | Restring,id.o: compue'stf)s
pequefias, proteinas immunogénicos y no téxicos
Variacién entre lotes Baja Elevada
Modificacion quimica Sencilla Limitada
Desnaturalizacion Reversible Irreversible

Una vez conocida la secuencia de bases que exhibe la mayor afinidad hacia la
molécula diana, ésta se sintetiza quimicamente, lo que elimina las variaciones entre
lotes tipicas de la produccion de anticuerpos. La sintesis quimica permite ademas
obtener los aptdmeros con un elevado grado de pureza. También es posible, si se
considera necesario, la modificacion quimica post-SELEX de la secuencia
oligonucleotidica con el objetivo de aumentar su estabilidad, afinidad o
especificidad***3. Por ejemplo, en el desarrollo de diferentes aplicaciones analiticas,
basadas en el empleo de aptameros como elementos de bioreconocimiento, es habitual
la introduccion de modificaciones quimicas que permitan su inmovilizacién sobre
soportes sélidos** o la introduccién de marcadores que faciliten la transduccién de una

sefial*>,

Otra caracteristica destacable de los aptdmeros es su capacidad de
recuperacion de la conformacion inicial tras su desnaturalizacion térmica o quimica (en
condiciones extremas de pH o cambios en la concentracion salina), dato que contrasta
con la desnaturalizaciéon irreversible que sufren los anticuerpos cuando se ven

expuestos a temperaturas elevadas o en condiciones extremas de pH.

Los aptameros experimentan cambios en su estructura tridimensional como
consecuencia del reconocimiento molecular de su respectiva molécula diana. Esta es
una de las propiedades mas destacables de los aptdmeros y que los diferencian por
completo de los anticuerpos, los cuales no sufren cambio conformacional alguno como
fruto de su enlace. Este cambio conformacional ha sido clave en el desarrollo de

numerosas aplicaciones analiticas que emplean los aptdmeros como elementos de
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reconocimiento®’. Sin embargo, la magnitud de este cambio conformacional no es igual
para todos los aductos aptamero-molécula diana, siendo casi indetectable en el caso

de algunos aptameros seleccionados contra moléculas pequefias.

Uno de los problemas mas importantes que supone el trabajo con aptameros es
su relativa inestabilidad frente a la actividad de las nucleasas (ARNasas y ADNasas),
especialmente en el caso de aptameros de ARN, donde la estabilidad frente a la
hidrolisis enzimética es un factor critico que limita su uso tanto ex vivo como in vivo.
Esta inestabilidad a la degradacion por las nucleasas tiene su origen en la capacidad
de estos enzimas para catalizar el ataque del grupo hidroxilo situado en la posicién 2
del azucar al enlace fosfodiéster contiguo, lo que resulta en la destruccion del

esqueleto del acido nucleico.

Con el objetivo de superar esta dificultad se han descrito distintas estrategias
entre las que cabe destacar la introduccion de modificaciones post-SELEX, la seleccién
de aptameros modificados y el desarrollo de los llamados “spiegelmers”, que seran

revisadas en profundidad en el apartado 1 del capitulo 3 del presente trabajo.

1.2. APLICACIONES ANALITICAS DE LOS APTAMEROS: APTASENSORES
ELECTROQUIMICOS.

Las ventajosas y Unicas caracteristicas que muestran los aptameros como
elementos de reconocimiento han permitido su aplicacion en el campo de la

biotecnologia y la investigacion biomédica.

No cabe duda de que el gran interés generado alrededor de la investigacion que
conlleva el empleo de aptameros como bioreceptores ha sido impulsado por sus
aplicaciones en el campo de la biomedicina, en los que se incluyen el diagnéstico

820 v/ su potencial como agentes terapéuticos® 2. El primer aptamero aprobado

clinico
para su uso como agente terapéutico fue el aptamero seleccionado para unirse al factor
de crecimiento vascular endotelial®®, VEGF en sus siglas en inglés. El derivado
pegilado de dicho aptamero de ARN (Figura 1.3), conocido como Pegaptanib o
Macugen, se utiliza para el tratamiento de la degeneracidbn macular asociada a la

edad®.
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\
40-kDa PEG-5" 3°-3'-dT-5"

Figura 1.3. Secuencia y estructura secundaria del pegaptanib. En rojo se muestran las bases
puricas metiladas; en azul las bases pirimidinicas modificadas con 2°-F y en negro las bases sin
modificar.

Sin embargo, el campo de aplicacion de los aptameros no se limita solamente a
estas dos lineas de investigacion. De la mano de los avances logrados en estos
campos han surgido nuevas y prometedoras aplicaciones. Uno de los campos que se
encuentra en una fase de gran expansion es el de las aplicaciones analiticas. Los
aptameros fueron utilizados por primera vez con fines analiticos en 1996 por Drolet y
colaboradores, quienes describieron el primer ensayo ELONA o0 ensayo enzimético con
oligonucledtidos (Enzyme Linked Oligonucleotide Assay), analogo al ELISA sandwich
en el que se substituyen los anticuerpos por aptdmeros®. Desde entonces, los
aptameros se han empleado como elementos de bioreconocimiento en numerosas
aplicaciones analiticas tales como cromatografia de afinidad, electroforesis capilar o
electrocromatografia. Se han publicado varios articulos de revision y libros donde se

puede obtener una visién general de dichas aplicaciones®® 2.

Una de las lineas de investigaciéon que desde hace unos afios esta atrayendo
una gran atencion es el empleo de aptdmeros como elementos de reconocimiento para
el desarrollo de biosensores®®*"° denominados también aptasensores. Un biosensor
es un dispositivo que utiliza reacciones biolégicas para detectar un analito de interés,
integrando un elemento de reconocimiento molecular, que en el caso de los
aptasensores se tratard de un aptamero, y un sistema de transduccién capaz de
traducir el evento de bioreconocimiento en una sefal eléctrica. Dependiendo del

sistema de transduccidn los biosensores se pueden clasificar en diferentes categorias

71-74 47,67,75

p.ej. 6pticos’>"*, piezoeléctricos’® o electroquimicos
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De entre la amplia gama de aptasensores descritos en la literatura merecen una
especial atencion aquellos con deteccion electroquimica. La aparicion de los
aptasensores electroquimicos fue mas tardia que en el caso de otros sistemas de
transduccion como los o6pticos. De hecho el primer aptasensor electroquimico fue
descrito por Ikebukuro y colaboradores en el afio 2005’°. Sin embargo, las
caracteristicas ventajosas de los métodos electroquimicos para el desarrollo de
biosensores han impulsado su desarrollo, que ha experimentado un gran aumento en
los dltimos afios. Una de las ventajas que aportan los métodos de deteccién
electroquimica es la simplicidad de la instrumentacion necesaria, o que la hace barata,
facil de manejar y facilita su miniaturizacién y, por lo tanto, el desarrollo de dispositivos
portatiles que puedan utilizarse fuera de un laboratorio, en el punto de necesidad. Otra
ventaja que ofrecen los métodos electroquimicos es la relativa escasez de
contaminantes electroactivos en muestras reales capaces de alterar las medidas
generando falsos positivos. Esto contrasta con la abundancia de fluoréforos y sistemas
gue desactivan la fluorescencia (quenchers) en muestras reales, que alteran las
medidas obtenidas por métodos Opticos, a lo que hay que sumar la necesidad de

instrumentacién sofisticada y dificilmente miniaturizable.

En general, el desarrollo de nuevas estrategias en el disefio de aptasensores
electroquimicos ha ido ligado a la deteccibn de moléculas diana de elevadamasa
molecular como es el caso de las proteinas. Mas aun, gran parte de las estrategias
propuestas emplean la proteina trombina (factor importante en la cascada de la
coagulacion sanguinea) como modelo para la deteccion de este tipo de moléculas.
Menos frecuentes son las estrategias descritas para determinar moléculas de baja
masa molecular, para las que la aplicacion directa de los disefios validos para proteinas
no es siempre exitosa, siendo necesaria su adaptacion o el desarrollo de nuevos

disefios que se adapten a las caracteristicas intrinsecas de este tipo de moléculas.

A continuacion se revisaran las estrategias mas comunes en el disefio de
aptasensores electroquimicos para moléculas de elevado peso molecular
comentandose la posibilidad de su aplicacion para moléculas pequefias. Seguidamente
se revisaran las estrategias propuestas en la literatura para la determinacion de

moléculas pequefias mediante la construccién de aptasensores electroquimicos.
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1.2.1. Estrategias de disefio de aptasensores electroquimicos para proteinas.

Las estrategias descritas en la literatura para la determinacion de proteinas
empleando aptasensores electroquimicos se pueden dividir en cuatro grupos: (a)
ensayos directos; (b) ensayos tipo sandwich; (c) ensayos de desplazamiento y
competitivos y (d) ensayos basados en cambios conformacionales de la estructura

tridimensional del aptamero.
(a) Ensayos directos.

El esquema de ensayo directo, el mas sencillo de todos los posibles, se
beneficia de la capacidad de los aptameros para generar una sefial medible como
consecuencia del reconocimiento de la molécula diana sin necesidad de ninguna

marca.

[Fe(CN)g]3/4 B-Ala-Gly-Nitroanilina
(A) - (B)
[Fe(CN)g]/4 p-nitroanilina
eT
+ (=
[ Au | [ Au | ____Au |

Figura 1.4. Ensayo electroquimico directo para la determinacion de proteinas empleando como
principio de medida (A) cambios en el comportamiento de la superficie sensora tras el
reconocimiento molecular de la proteina y (B) propiedades intrinsecas de la proteina capturada por
el aptamero.

Un ensayo directo se basa en la medida de cambios en el comportamiento de la
superficie sensora producidos por la formacion del complejo aptamero-proteina. Se han
descrito varios ensayos directos para la deteccion de proteinas empleando técnicas de
deteccidén que por su principio de medida no necesitan el empleo de marcas como la
espectroscopia de impedancia faradaica (FIS). Un ejemplo es la determinacion de
trombina tras ser reconocida por el aptamero anti-trombina inmovilizado sobre una
superficie de oro. Esta interaccion provoca un aumento de la resistencia a la
transferencia electronica registrada debido al efecto bloqueante de la proteina’’ (Figura
14
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1.4.A). Se han empleado disefios similares para la deteccién de las proteinas lisozima™

y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)"°.

Las posibilidades de aplicacion de este esquema de deteccibn a la
determinacién de moléculas pequefias son muy limitadas. Su baja masa molecular es
responsable de que los cambios producidos en la superficie sensora con motivo del

reconocimiento molecular sean practicamente indetectables.

Otra posibilidad a la hora de disefiar un ensayo directo es aprovechar las
propiedades intrinsecas de la molécula diana. Un ejemplo es la determinacién de la
trombina enlazada midiendo su actividad como proteasa® (Figura 1.4.B). Obviamente
este esquema no es generalizable debido a que depende de la capacidad del analito

para generar un producto electroquimicamente activo.
(b) Ensayos sandwich

Los denominados aptasensores electroquimicos tipo sandwich derivan de los
ampliamente utilizados ensayos ELISA los cuales emplean dos anticuerpos diferentes
para un mismo analito: el de captura o primario, que se encuentra inmovilizado sobre
un soporte solido, y el de deteccibn o secundario, que incorpora una marca

responsable de la obtencién de una sefial analitica.

La posibilidad de disefio de un aptasensor tipo sandwich para una determinada
molécula diana se ve limitada al cumplimiento de dos requisitos imprescindibles: (1)
disponibilidad de dos aptameros distintos descritos que reconozcan una misma
molécula diana; (2) el analito debe mostrar dos sitios de union lo suficientemente

diferentes y alejados para que la union de un ligando no afecte a la union del segundo.

Practicamente la totalidad de las estrategias que emplean un ensayo sandwich
para la determinacion de proteinas toman a la proteina trombina como molécula
modelo debido a que se han descrito dos aptameros capaces de enlazarse a esta
molécula en dos sitios de reconocimiento distintos: un aptamero de 15 nucleétidos de
longitud (15-mer) que reconoce el sitio de unién del fibrin6geno con una Kp=26 nM*, y
un aptdmero 29-mer que reconoce el sitio de union de la heparina con una Kp=0,5

nMeL,

Ikebukuro y colaboradores desarrollaron el primer aptasensor electroquimico tipo

sandwich para la determinacién de trombina’® (Figura 1.5). En este disefio se
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inmoviliza el aptamero anti-trombina 29-mer sobre una superficie electrodica de oro.
Tras el enlace del analito trombina, se aflade el aptdmero anti-trombina 15-mer
marcado con la enzima glucosa deshidrogenasa (GDH), enlazandose al otro sitio de
unidon de la trombina, que queda capturada entre ambos aptameros. La cantidad de
trombina enlazada se cuantifica mediante la oxidacion enzimética de la glucosa en
presencia de un mediador que se determina amperométricamente, obteniéndose un
limite de deteccién de 10 nM. Posteriormente, se han propuesto variaciones de este
esquema empleando otras marcas enzimaticas para la generacion de la sefal

electroquimica“®.

Debido a que la trombina presenta dos sitios de unién para el aptamero anti-
trombina 15-mer se han podido disefar aptasensores electroquimicos tipo sandwich
donde dicho aptamero actia tanto de aptamero primario como secundario. El grupo del
Prof. Willner ha disefiado un ensayo sandwich donde el aptamero 15-mer que actla
como secundario est4d marcado con nanoparticulas de Pt®2. En este ensayo se utiliz6
como sefial analitica la reduccién del H,O, a H,O catalizada por el Pt, obteniéndose un

limite de detecciéon de 1 nM.

Enzima o catalizador Sustrato

Producto
Enzima o catalizador

eT

Figura 1.5. Esquema de un aptasensor electroquimico tipo sdndwich para la determinacion de una

proteina.

Es obvio que la aplicacion de este tipo de aptasensores esté limitada al nimero
de moléculas para las que se ha descrito mas de un aptdmero. Con el objetivo de
ampliar la variedad de analitos para los que se puede disefiar un aptasensor

electroquimico tipo sandwich se ha propuesto el empleo de estrategias combinadas,
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donde uno de los dos reactivos de afinidad, primario o secundario, es un aptadmero y el
otro un anticuerpo. El grupo del Prof. Mascini ha disefiado un ensayo para la
determinacién de la proteina C-reactiva (CRP) empleando dicha estrategia®®. Otro
ejemplo de ensayo sandwich combinado que emplea un aptamero y un anticuerpo
como elementos de reconocimiento molecular fue disefiado para la determinacion del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) empleando un sistema de
deteccion basado en la amplificacion de ADN circular (rolling circle amplification). En
este caso se aprovechod la naturaleza oligonucleotidica del reactivo secundario, el
aptamero, que facilita la introduccion de un cebador para iniciar la amplificacion
isotérmica. De esta forma se pueden generar cientos de copias de la plantilla circular
de ADN, que se hibridaron posteriormente con una sonda de captura biotinilada, que
permitid la union de una gran cantidad de conjugado enzimatico, ALP unida a
estreptavidina. La deteccion final se llevo a cabo mediante la adicion del sustrato de
dicha enzima, el ascorbato-2-fosfato, cuyo producto, el acido ascorbico, reduce los
iones plata presentes en el medio (Ag*) a Ag, que se electrodeposita sobre la superficie
del electrodo. La cantidad de plata se cuantifica mediante voltametria de barrido lineal,

alcanzandose un limite de deteccion de 10 fv®,

La necesidad de disponer de dos sitios de union independientes, de modo que la
union del primero no impida o modifique el enlace del segundo de ellos, hace imposible
gue esta estrategia sea aplicable a la determinacion de moléculas pequefas. Mas
adelante se comentard cémo la tecnologia basada en el empleo de aptameros ha

intentado resolver este problema.
(c) Ensayos de desplazamiento y competitivos.

Los formatos de ensayo de desplazamiento y competitivos que emplean
aptameros como elemento de reconocimiento son, al igual que los formatos tipo
sandwich, una adaptacion directa de los ampliamente empleados inmunoensayos. Se
requiere la inmovilizacion de una de las dos biomoléculas involucradas, aptamero o
analito, siendo mas habitual la inmovilizaciéon del aptamero sobre un soporte sélido, de
modo que las moléculas del analito sin modificar compitan con (formato competitivo) o
desplazan a (formato de desplazamiento) moléculas del analito marcadas por un
namero limitado de sitios de enlace. La presente memoria se centra en los
aptasensores electroquimicos, por lo que la revisién se restringe a ensayos en los que

las marcas introducidas sean moléculas electroactivas, que generan respuestas
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electroquimicas directas, o que hagan posible la obtencién de éstas, por ejemplo

mediante una reaccion enziméatica en una etapa posterior al evento de reconocimiento.

El grupo de investigacion dirigido por C. O”Sullivan fue uno de los pioneros en la
aplicacién de estos formatos de ensayo a la deteccibn de trombina empleando el
aptamero anti-trombina 15-mer (TBA) como receptor de afinidad. Se describieron
diversos ensayos competitivos y de desplazamiento en los que se utilizé la enzima
HRP como marca, bien unida a la trombina, en cuyo caso el aptamero TBA se
inmoviliza sobre la superficie sélida o bien al aptamero, inmovilizdndose la trombina
sobre el soporte sélido. El formato mas adecuado fue un esquema de desplazamiento
donde el analito sin marcar desplaza al analito marcado con HRP de los sitios de union
del TBA inmovilizado sobre el soporte sélido. Se llevo a cabo la deteccidn tanto Gptica
como electroquimica obteniéndose limites de deteccion de 45 y 1 nM,
respectivamente®™. Un formato de desplazamiento similar fue empleado para la
determinacion simultanea de trombina y lisozima donde ambas proteinas libres en
disolucién desplazan a las respectivas proteinas marcadas y previamente unidas a los
aptameros anti-trombina y anti-lisozima inmovilizados sobre un soporte sélido®. Las
marcas escogidas fueron dos tipos de nanoparticulas de semiconductores (quantum
dot). La cuantificacion de cada proteina se obtuvo solubilizando en medio acido las
marcas que permanecieron enlazadas a la superficie y midiendo el metal que las forma
mediante voltametria de redisolucion anddica. Se obtuvieron limites de deteccion de
0,5 pM.

Més recientemente se ha descrito un ensayo competitivo para la determinacién
de trombina empleando particulas magnéticas como soporte sélido sobre el que se
inmovilizé el aptdmero anti-trombina TBA. La respuesta del ensayo se basa en la
competicion entre la trombina natural y trombina marcada con biotina, ambas en
disolucién, por los sitios de unién del aptamero. Tras la competicion se llevo a cabo una
etapa de marcaje enzimatico mediante la adicibn del conjugado enzimatico
estreptavidina-ALP, realizandose finalmente las medidas electroquimicas sobre
electrodos serigrafiados de carbono. Se obtuvo un limite de deteccion de 430 nM de
trombina®’, valor muy alejado del obtenido con un ensayo tipo sandwich similar, que fue
de 0,45 nM*. Esta diferencia puede estar asociada a la obtencién de una respuesta
creciente en el caso del ensayo sandwich, que contrasta con la respuesta decreciente

gue proporciona el ensayo competitivo.
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(d) Deteccién electroquimica basada en cambios conformacionales en la

estructura tridimensional del aptamero.

El principio de medida de esta clase de biosensores electroquimicos recae sobre
los cambios conformacionales que experimentan las estructuras tridimensionales de los
aptdmeros como resultado del reconocimiento molecular de su molécula diana. Por
ello, este tipo de disefio es solamente aplicable cuando el elemento de reconocimiento
es un aptamero, ya que los anticuerpos no experimentan cambios estructurales

derivados del evento de reconocimiento.

Este tipo de disefios tienen su origen en los denominados faros moleculares
aptaméricos o “aptabeacons”. Estos son secuencias de acidos nucleicos identificadas
como aptameros que se marcan con dos fluoréforos o con un binomio fluoréforo-
desactivador de la fluorescencia en sus dos extremos. Esta configuracion permite que
el cambio conformacional que se produce tras la interaccién del aptamero marcado con
el analito, se traduzca en un cambio en la fluorescencia registrada. La adaptacién de
este tipo de sondas para realizar una deteccion electroquimica consistid en la
inmovilizacién de la secuencia sobre una superficie electrédica mientras que en el otro
extremo se introduce una molécula electroactiva, tipicamente azul de metileno (MB) o
ferroceno (Fc). La interaccion de dicha sonda inmovilizada con la molécula diana
conlleva un cambio conformacional que provoca una alteracion en la distancia de la
marca electroactiva a la superficie electrédica, provocando un aumento 0 una
disminucién de la cinética de la transferencia electrénica, lo que da lugar a un ensayo
bien de curva de respuesta creciente (“signal-on”) o de curva de respuesta decreciente
(“signal-off”), respectivamente (Figura 1.6). En general, la puesta a punto de esta
estrategia requiere un conocimiento previo de la conformacion del aptamero antes y

después del enlace al analito.

Esta metodologia ha sido empleada para la determinacion de proteinas como la

trombina*>88

o el factor de crecimiento derivado de plaquetas PDGF®® obteniéndose
limites de deteccién en el intervalo nM-pM. Se trata de un sistema electroquimico muy
sencillo y que permite la determinacion de moléculas diana sin necesidad de reactivos
adicionales, incluso en muestras complejas como suero humano o sangre. Este disefio
ha sido también aplicado a la determinacion de moléculas pequefias como es el caso
de la cocaina® o la teofilina®®. Sin embargo no se trata de un esquema de aplicacion

general, debido a que es necesario que el evento de reconocimiento induzca un cambio
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importante en la conformacion del aptamero (cuarteto de guaninas, estructura de unién
en T tipicamente). Con el objetivo de aumentar la variedad de analitos que se pueden
determinar empleando este tipo de estrategias de andlisis se ha propuesto la
introduccion de cambios en las secuencias aptaméricas de modo que se magnifique el
cambio conformacional tras el reconocimiento molecular®. Sin embargo, este redisefio
de las sondas es costoso y debe realizarse con cuidado de no alterar la afinidad y
especificidad de los aptameros modificados. Por ello suele ser preferible trabajar con

las secuencias originalmente seleccionadas.

(A)

OFF

Figura 1.6. Aptasensor electroquimico para la determinacion de proteinas basado en cambios
conformacionales experimentados por el aptamero tras el reconocimiento molecular de su molécula
diana. (A) Esquema “signal-off”; (B) Esquema “signal-on”.

1.2.2. Estrategias de disefio de aptasensores electroquimicos para moléculas

pequenas.

La determinacibn de moléculas de pequefio tamafio molecular como
metabolitos, farmacos, drogas sintéticas o herbicidas, es un problema de la maxima
relevancia en diversas areas del andlisis. Este tipo de compuestos, comunmente
denominados haptenos en el contexto de los métodos inmunoquimicos de analisis,

requieren, pues, una atencion especial. La determinacion de estos analitos empleando
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aptasensores con formatos de ensayo como los descritos para la determinacion de
proteinas y en general moléculas de elevada masa molecular suele ser ineficaz. Asi por
ejemplo, los denominados ensayos directos, basados en la medida de los cambios en
las propiedades de la superficie de la fase sensora inducidos por la formacién del
complejo aptamero-analito son de dificil aplicacidbn para este tipo de moléculas,

especialmente si se trata de moléculas neutras.

Uno de los pocos ejemplos de aptasensor electroquimico directo para la
determinaciébn de moléculas pequefias es el propuesto recientemente para la
determinacién del antibiético tetraciclina®. El aptamero anti-tetraciclina (76-mer, Kp=
63,6 nM) fue modificado con una molécula de biotina y se inmovilizé sobre un electrodo
serigrafiado de oro mediante la interaccién biotina-estreptavidina. La tetraciclina se
cuantific6 mediante voltametria ciclica debido a la diferencia en la velocidad de
transferencia electrénica registrada entre una sonda electroactiva (iones ferrocianuro) y
la superficie de oro antes y tras el enlace de la tetraclina. Los cambios observados tras
el enlace del analito se asocian a cambios en la permeabilidad de la capa de
reconocimiento hacia los iones ferricianuro, debidos tanto a cambios conformacionales
del aptamero como fundamentalmente a la incorporacion de la tetraciclina que en las
condiciones de medida se encuentra ionizada. Este aptasensor permite detectar

tetraciclina a concentraciones micromolar con un limite de detecciéon 10 nM.

Para mejorar la sensibilidad de los ensayos para haptenos, en algunos casos es
posible aprovechar los cambios conformacionales inducidos por la interaccion de
afinidad sobre la estructura de los aptameros. Esta estrategia de ensayo es de
aplicacién unicamente en aquellos casos en los que el aptdmero es capaz.de plegarse
en distintas conformaciones tridimensionales tras producirse el enlace a su molécula
diana. De ese modo, si el aptdmero se inmoviliza sobre una superficie electrodica por
uno de sus extremos, mientras que en el otro se introduce una marca electroactiva, las
reorganizaciones estructurales ligadas al enlace de la molécula diana se traduciran en

cambios medibles de la sefal electroquimica registrada.

Esta metodologia se ha empleado satisfactoriamente para la determinacion de
moléculas pequefias como la cocaina® (Figura 1.7) o la teofilina®. Ademas se ha
integrado en un sistema microfluidico con deteccién electroquimica que permite la
monitorizacion de forma muy rapida (1-2 min) de cocaina en suero humano y la

regeneracion del sistema®.
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Generalmente esta estrategia ha dado lugar a ensayos con sefales crecientes
con la concentracion de analito como los sefialados aunque en la literatura también se
puede encontrar algun ejemplo de ensayo en el que el redisefio del aptamero, resulta
en un ensayo de sefial decreciente. Este es el caso de la determinacién de ATP
empleando una secuencia oligonucleotidica que contiene el aptamero anti-ATP. la
disminucién de la sefal registrada tras la interaccién de la fase sensora con el analito

fue solamente de un 15%°2.

Figura 1.7. Aptasensor electroquimico para la determinacidon de cocaina basado en cambios
conformacionales experimentados por el aptamero tras el reconocimiento molecular de su molécula
diana.

También forman parte de este grupo aquellas estrategias que basan su principio
de medida en el cambio conformacional experimentado por el aptamero tras el enlace
del analito pero que requieren la adicién de reactivos en disolucion. Se trata de disefios
gue necesitan la introduccion de una etapa sencilla posterior a la reaccion de
reconocimiento e inherente a la técnica de deteccion seleccionada. Es el caso de un
aptasensor electroquimioluminiscente propuesto para la determinacién de cocaina®,
adaptacion del esquema propuesto anteriormente por Baker y colaboradores®, o de un
aptasensor electroquimico para la determinacién de adenosina que utiliza un aptamero
redisefiado que incluye el sitio de unién para la enzima de restriccién EcoRI*®®. En el
primer caso se inmovilizdé un aptamero anti-cocaina modificado en su extremo 3"con un
complejo de rutenio sobre un electrodo de grafito. La adicion de cocaina acerca la
marca hacia la superficie electrédica y la medida electroguimioluminiscente se obtiene
mediante voltametria ciclica en presencia de tri-n-propilamina, registrandose un limite
de deteccién de 10 pM. En el segundo caso el elemento de reconocimiento propuesto
es una sonda con estructura de horquilla que contiene el aptdmero anti-adenosina en
su bucle y una secuencia que es reconocida especificamente por la enzima EcoRI en
su mango, de modo que la marca electroactiva (ferroceno) se encuentra cercana a la

superficie electrédica. En ausencia de adenosina el mango de la sonda permanece
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intacto por lo que la adicion de la enzima, cuya diana es el ADN de doble cadena,
elimina la marca electroactiva de la superficie electrodica. Por el contrario, cuando la
adenosina esta presente se produce un cambio conformacional en la sonda de captura
que provoca la pérdida de la estructura de doble hélice que forma el sitio de union de la
enzima de restriccion, por lo que la adicion de ésta no elimina la marca electroactiva y
se observa un incremento de la sefial electroquimica asociada al ferroceno (ensayo
“signal-on”). El ensayo presenta un intervalo dinamico lineal muy amplio, 4 érdenes de

magnitud y un limite de deteccién de 100 pM.

Sin embargo esta estrategia no es aplicable a la determinacion de moléculas
pequefias cuyos aptameros previamente seleccionados exhiben estructuras
secundarias fuertes en ausencia del analito y experimentan cambios minimos tras
enlazarse la molécula diana. Este es el caso de los antibiéticos aminoglicésidos como
la neomicina B o la tobramicina, cuyos aptameros muestran una estructura en forma de
horquilla. Para tratar de superar estos inconvenientes, con el objetivo de desarrollar
formatos de ensayos con sensibilidad mejorada y que, idealmente sean de aplicacion
general para moléculas pequefias, se han propuesto dos estrategias principales: a)
empleo de aptameros fragmentados en ensayos tipo sandwich; (b) ensayos de

desplazamiento.
(a) Ensayos tipo sandwich para moléculas pequefias: aptameros fragmentados.

Aunque los ampliamente utilizados inmunoensayos tipo sandwich han servido de
guia a la hora de desarrollar aptasensores electroquimicos para la determinacion de
proteinas, la aplicacion de este tipo de estrategias no es directamente aplicable a
moléculas pequefias, debido a que su tamafio impide que sean reconocidos por dos
ligandos simultaneamente. Incluso cuando se ha seleccionado mas de un aptamero
que enlaza la misma molécula, estos se enlazan alrededor de la misma region,

haciendo imposible la formacién del complejo ternario.

Una vez mas, la versatilidad que la naturaleza oligonucleotidica confiere a los
aptameros ha abierto una nueva posibilidad para resolver este problema analitico. La
clave radica en dividir la secuencia que conforma un aptdmero contra una determinada
molécula en dos mitades. El excelente comportamiento de los aptameros como
elementos de reconocimiento molecular permite que ambas subunidades sean capaces

de reensamblarse en presencia de su molécula diana para dar lugar al complejo de
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afinidad analito-aptdmero. De esta manera, una de las subunidades en las que se
divide el aptdmero desempefia el papel de reactivo de captura, mientras que la otra

actia como reactivo de deteccion.

La primera evidencia de la capacidad de dos subunidades aptaméricas para
reagruparse y reconocer especificamente al analito contra el que fueron seleccionados
fue descrita por Huizenga y colaboradores® al intentar describir cémo la secuencia de

ADN que habian desarrollado para enlazarse a la molécula ATP reconocia a su analito.

Esta primera observacion culminé en el desarrollo del primer sensor basado en
el reensamblaje de dos subunidades aptaméricas para la determinacién de cocaina®?.
Como se puede ver en la figura 1.8 el aptdmero anti-cocaina fue divido en dos
subunidades las cuales se marcaron con una molécula fluorescente y con una molécula
gue actia como desactivador de la fluorescencia, respectivamente. De este modo el
reconocimiento molecular provocé el acercamiento de ambas marcas y la disminucién

de la intensidad de fluorescencia.

)
b
fn)
—
(@]
= n
b
>
fn)
o)
b
fn)
-
a =
q@,:
o)

PPO0O0N0 D> 0PF
- = O 4 4 0
P 00 > 60PF5
N o I 1 B B I o Y

@
o
)
e

Figura 1.8. Aptasensor homogéneo para la determinacion de cocaina basado en el reensamblaje de

dos subunidades aptaméricas.

Esta estrategia ha sido posteriormente adaptada al disefio de aptasensores
electroquimicos. Para ello fue necesario, en primer lugar, inmovilizar una de las
subunidades sobre una superficie electrodica. Tras el reconocimiento molecular del
analito la segunda subunidad aptamérica permiti6 llevar a cabo la deteccién. Esta

deteccion puede estar basada en el acercamiento de una marca electroquimicamente
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activa unida covalentemente a la segunda subunidad aptamérica o por el contrario,
tratarse de un esquema de deteccion sin marcas, basado en la incorporacion de
sondas electroactivas en disolucién tras el evento de reconocimiento, cuyo proceso de

electrodo se vea afectado por este.

La inmovilizacién de una de las dos subunidades sobre un electrodo de oro y su
posterior deteccion empleando el azul de metileno como marca electroactiva unida a la
segunda subunidad ha sido aplicada a la deteccién de cocaina y ATP®® (Figura 1.9). El
ensayo es rapido (1-2 min) y permite la determinacion de niveles submM de ambos

analitos en matrices complejas como suero sanguineo y lisados celulares.
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Figura 1.9. Aptasensor electroquimico tipo “sandwich” para la deteccién de cocaina.

Un disefo similar se empled para la determinacion simultanea de cocaina 'y ATP
utilizando como marca dos tipos de nanoparticulas de semiconductores diferentes (CdS
y PbS)®. Una de las dos subunidades aptaméricas de cada uno de los dos aptdmeros
se inmovilizaron sobre una superficie electrédica de oro. Las otras subunidades
marcadas con la correspondiente nanoparticula se incubaron junto con ambos analitos,
permitiendo asi la reorganizacion de las subunidades correspondientes a cada
aptamero para dar lugar a los dos complejos de afinidad. La deteccion electroquimica
se realiz6 posteriormente, mediante redisolucion en medio acido de las dos marcas. La
cantidad de cationes metélicos (Cd y Pb) liberados se determind mediante voltametria
de redisolucion y se relacioné con el numero de subunidades marcadas que se unieron
a la fase sensora, y por lo tanto, con la cantidad de ambos analitos en disolucion. El
sistema fue utilizado para la determinacion de ambos analitos en suero humano diluido,
donde el valor de la intensidad de corriente fue ligeramente inferior a la obtenida en

disolucién acuosa. Los autores atribuyen este efecto, que no impide la determinacién
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de ambos analitos en la muestra real, a la degradacién de las secuencias aptaméricas

en las muestras bioldgicas.

En lo que se refiere a las estrategias de medida que no necesitan del empleo de
oligonucledticos modificados con una marca, pero si necesitan la adicion al medio de
medida de sondas electroactivas tras el proceso de reconocimiento, en general se han
utilizado como moléculas indicadoras especies que interaccionan con los &acidos
nucleicos bien mediante interacciones electrostaticas, intercalacidn o combinacion de
ambas. El complejo de rutenio [Ru(NHs)s]*" ha sido utilizado como sonda electroactiva
para la determinacion de ATP y cocaina debido a su capacidad de enlazarse
electrostaticamente al ADN*®. El sistema de deteccién consistié en dos electrodos de
trabajo integrados en un sistema de microfluidica, sobre los cuales se inmovilizaron las
subunidades aptaméricas correspondientes a ambos analitos (cada una en un
electrodo diferente). Las otras subunidades aptaméricas se conjugaron a
nanoparticulas de oro (AuNPs), de modo que cada nanoparticula presenté mas de una
subunidad enlazada. En presencia de ATP y cocaina ambas subunidades
fragmentadas se reorganizan para dar lugar a los complejos de afinidad. Seguidamente
se afiadi6 el complejo de rutenio, cuya cantidad, determinada mediante
cronocolumbimetria, esta relacionada con la cantidad de ADN presente sobre el
electrodo de trabajo y, por consiguiente, con la cantidad de analito presente en la
muestra. Las AuNPs logran una amplificaciéon de la sefial debido a que aumentan la
cantidad de ADN presente sobre el electrodo de trabajo y, por tanto, la cantidad de
sonda electroactiva. Los limites de deteccion registrados en disolucién acuosa fueron
bajos (0,3 nM para ATP y 70 nM para la cocaina), aunque la detectabilidad empeoro al
aplicar el método a la determinacion de ambos analitos en muestras reales. Una
estrategia similar se emple6é para la determinacion de la molécula de baja masa
molecular teofilina utilizando como sonda electroactiva la doxorrubicina, un intercalante

del ADN de doble hebra, que en este caso se intercala en una doble hélice de ARN,

El grupo del Prof. Willner ha propuesto el empleo de distintos sistemas de
deteccion para la determinacién de cocaina basada en el empleo de aptameros
fragmentados'®. En todos ellos uno de los fragmentos se inmoviliz6 sobre una
superficie de oro, actuando como reactivo de captura, mientras que el otro fragmento,
gue actua como indicador, se modificé con diversas marcas segun la técnica de

deteccion empleada: nanoparticulas de Pt que catalizan la reduccién del H,O,con
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deteccidn electroquimica; nanoparticulas semiconductoras que en presencia de
trietanolamina permiten una deteccién fotoelectroquimica y nanoparticulas de oro que
proporcionan una amplificacién de la sefal registrada mediante SPR. Se obtuvieron

limites de deteccion en el intervalo 1-10 pM.

A pesar de que el empleo de aptameros fragmentados abre la posibilidad de
utilizar esquemas tipo sandwich para la determinacion de moléculas pequefas, esta
sigue sin ser una estrategia de aplicacion general. Su éxito depende de la
conformacion tridimensional que presenta el aptamero involucrado en ausencia de la
molécula diana, siendo una estrategia no valida para aptameros cuya estructura
tridimensional en ausencia de la molécula diana es muy fuerte. Este es el caso de los
aptameros que muestran una estructura en horquilla. Yamamoto y colaboradores
comprobaron que los fragmentos resultantes de la division del aptamero de ARN contra
la proteina Tat-1, que muestra una estructura en horquilla, retienen afinidad por su
molécula diana'’. La fragmentacién del aptamero consistié en la eliminacién de los
oligonucleotidos que componen el bucle. Sin embargo es necesario destacar que
dichos oligonucleétidos no forman parte del centro de reconocimiento de la molécula
diana. Esta estrategia sencilla de fragmentacibn de aptameros con estructura en
horquilla no es aplicable, por tanto, a aquellos aptameros donde los oligonucleétidos
qgue forman parte del bucle intervienen en el reconocimiento molecular. Otra desventaja
gue presenta la aplicacion de dicha estrategia a aptameros con estructura en horquilla
es la obtencion de sefales elevadas para los blancos, en ausencia de analito. Esto se
debe a que aunque se fragmente la secuencia del aptamero por su bucle la parte del
mango sigue siendo completa o parcialmente complementaria, por lo que ambos
fragmentos son capaces de re-ensamblarse aun en ausencia de la molécula diana.
Yamamoto y colaboradores proponen cémo solucion a este problema el disefio de
nuevas secuencias oligonucleotidicas a partir de los dos fragmentos generados tras la
division del aptamero. Asi, una de las dos mitades se modifica de tal modo que
presenta una estructura en horquilla, mientras que la otra mantiene su estructura lineal.
La estructura tridimensional presentada por uno de los dos fragmentos evita la unién de
ambos en ausencia de la molécula diana. Esta estrategia ha sido aplicada a la

determinacion 6ptica de la proteina Tat-1°3,
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(d) Ensayos de desplazamiento y competitivos.

Una de las soluciones de aplicacion mas general a la determinacion de
moléculas pequefias mediante aptasensores electroquimicos es el disefio de ensayos
de desplazamiento. Esta estrategia explota una capacidad Unica de los &cidos
nucleicos, la de hibridarse con su hebra complementaria. Para ello, se inmoviliza el
aptamero en forma de duplex, es decir, hibridado con su hebra complementaria, bien a
través del propio aptdmero o de la hebra complementaria. En presencia del analito se
forma el complejo de afinidad, produciéndose el desplazamiento de la hebra que no
esté enlazada covalentemente al electrodo. Dado que una de las hebras debe estar
marcada con una molécula electroactiva, este desplazamiento provoca un cambio en la
posicién de la misma respecto al electrodo, originando una variacién en la intensidad
de corriente medida. El empleo de una estrategia de desplazamiento en estos casos
tiene dos objetivos: adaptar esquemas desarrollados para moléculas grandes como las
presentadas anteriormente ampliando asi su campo de aplicacion y aumentar la
sensibilidad del ensayo, normalmente limitada por la menor afinidad de las moléculas

de baja masa molecular por su aptamero.

Un ejemplo de cémo el disefio de un esquema de desplazamiento permite
adaptar una estrategia de deteccién no valida previamente es el caso del aptamero
anti-ATP. La estructura en horquilla del aptamero anti-ATP incluso en ausencia de
analito es la responsable de que el reconocimiento molecular no se traduzca en un
gran cambio conformacional que provoque un cambio apreciable en la eficiencia de
transferencia electrénica entre una marca unida al aptamero y la superficie electrédica.
Sin embargo, la inmovilizacion del duplex formado por la secuencia aptamérica
modificada con la marca electroactiva y su hebra complementaria permite la obtencién
de una fase sensora en la que la marca electroactiva se encuentra alejada de la
superficie electrédica (Figura 1.10.A). La incubacién con el analito, ATP, permite su
reconocimiento por parte del aptdmero provocando el desplazamiento de la hebra
complementaria y el acercamiento a la superficie electrodica de la marca electroactiva
mediante el plegamiento en forma de horquilla, lo que da lugar a un ensayo de sefial

creciente “signal-on”®,

Otro ejemplo similar es el desarrollo de un ensayo
impedimétrico para la determinacion de AMP empleando el aptamero inmovilizado y
parcialmente hibridado con una secuencia corta parcialmente complementaria’®. La

impedancia de la fase sensora es elevada. Sin embargo, en presencia del analito la
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secuencia aptamérica adopta una conformacion tridimensional que genera el
desplazamiento de la hebra complementaria y la disminucion de la resistencia a la
transferencia electronica de la sonda electroactiva en disolucion, obteniéndose en este

caso un ensayo de sefial decreciente “signal-off”.

Esquemas de desplazamiento similares se han utilizado para la determinacién
de ATP o adenosina empleando distintos sistemas de amplificacion de la sefial como

106-108

nanoparticulas de oro o de semiconductores®.

Otra posibilidad en el disefio de aptasensores electroquimicos de
desplazamiento es que la hebra que se inmoviliza sobre la superficie electrddica sea la
complementaria, en lugar del propio aptamero como ocurre en los ejemplos
comentados anteriormente. De esta forma, al producirse la incubacion con la molécula
diana se produce un desplazamiento del aptamero desde la superficie electrddica a la

disolucién donde se formaré el complejo aptdmero-analito.

Si la marca esta enlazada covalentemente a la secuencia aptameérica
inevitablemente se obtiene un esquema de sefial decreciente “signal off” (Figura
1.10.B). Este esquema se ha utilizado para la determinacion de adenosina,
obteniéndose un limite de deteccién de 20 nM**°. Un esquema similar se ha empleado
para la determinacién de la micotoxina ocratoxina A (OTA). El aptamero anti-OTA no se
modificé con ninguna marca sino que se hibridé con dos secuencias oligonucleotidicas
parcialmente complementarias a este y que forman con él un duplex perfecto. Una de
ellas sirvid de anclaje a la superficie electrédica y la otra, marcada con una
nanoparticula de oro fue la responsable de la amplificacion de la sefial. Al producirse el
reconocimiento molecular entre el analito y el aptdmero, éste se desplaza de la
superficie electrddica para formar el complejo de afinidad en disolucion, al igual que la
hebra parcialmente complementaria marcada. De este modo, tras la incubacion con el
analito la cantidad de azul de metileno capaz de intercalarse sobre la superficie

sensora disminuy6 drasticamente**.
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Figura 1.10. Aptasensor basado en un ensayo de desplazamiento para la determinacion de
moléculas pequefias (A) esquema “signal-on”; (B) esquema “signal-off”; (C) esquema “signal-on”

donde la hebra marcada es la complementaria al aptamero; (D) esquema “signal-on” basado en la
rehibridacion con una hebra parcialmente complementaria marcada.

Por el contrario, si la marca se enlaza a la secuencia complementaria se obtiene
un esquema de sefial creciente “signal-on"**?
30
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a la deteccion de ATP con un limite de deteccion de 10 nM, empleando una hebra
complementaria, que tras el desplazamiento de la hebra de aptamero, adquiere una

conformacion en forma de horquilla, que acerca la marca a la superficie del electrodo. .

Una estrategia relativamente nueva consiste en el rellenado o rehibridacion de
las hebras que quedan libres tras el desplazamiento con hebras de deteccion
marcadas, que sonparcialmente complementarias a la hebra que sirve de enlace a la
superficie electrodica. En estos casos ninguna de las hebras del duaplex inicial que
contiene la secuencia aptamérica estd marcada. La hebra de deteccion debe marcarse
con la molécula electroactiva en el extremo que quede mas proximo al electrodo tras la
hibridacion, para maximizar la transferencia electronica (Figura 1.10.D) y, por tanto, la
sensibilidad. Se han descrito ensayos de este tipo para ATP con deteccién por DPV*3,
Esta estrategia es facilmente adaptable a la deteccion multianalito, sin mas que
inmovilizar varios duplex de aptameros para diferentes moléculas y rellenar con la
correspondiente secuencia marcada con moléculas electroactivas distintas y que
presenten procesos redox a potenciales bien diferenciados’'*. También es posible usar
como marcas nanoparticulas de semiconductores para la deteccidon multianalito, en
cuyo caso se prefiri6 que la marca quedase expuesta a la disolucion, alejada del
electrodo para proceder finalmente a su disolucién y posterior deteccion del metal

correspondiente’*>.

Los ensayos competitivos se han utilizado en mucha menor medida que los de
desplazamiento, probablemente porque los esquemas que inmovilizan el aptamero
requieren disponer de analito convenientemente marcado, lo que no siempre es
sencillo ni econémico. Como ejemplo cabe citar el método propuesto por Bonel y
colaboradores™'® para la deteccion de la micotoxina OTA que utiliza particulas
magnéticas modificadas con estreptavidina como soporte. El ensayo es de sefial
decreciente puesto que se produce una competicion entre OTA de la muestra y OTA
marcada con HRP, midiéndose el producto generado enzimaticamente mediante DPV y

se aplicé a muestras de trigo.

1.3. ACIDOS NUCLEICOS COMO ANDAMIOS DE REACTIVOS DE AFINIDAD

Hasta el momento se han descrito las estrategias que permiten integrar los

acidos nucleicos funcionales denominados aptameros en dispositivos sensores. Sin
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embargo, la posibilidad de disefiar nuevos biosensores basados en aptameros recae,
en primera instancia, en la existencia de una secuencia oligonucleotidica que
reconozca especificamente la molécula diana. A pesar de la revolucibn que ha
generado el método SELEX y la aparicion de aptameros, existen numerosos moléculas
con un gran interés desde un punto de vista analitico (marcadores de enfermedades,
contaminantes, etc.) para los que aun no se ha seleccionado un aptamero y que

necesitan detectarse de un modo répido, sencillo y fiable.

Una vez mas, la versatilidad de los acidos nucleicos como reactivos analiticos
permitié el desarrollo de una nueva categoria de biosensores, denominados “sensores
andamio” o “scaffold sensors” que permiten determinar moléculas de naturaleza no
nucleotidicas, que ademas, se caracterizan por no necesitar la adiciéon de reactivos

externos.

Los sensores andamio se han desarrollado acoplados a deteccion
electroquimica y por tanto, se pueden considerar una adaptacién de los esquemas
basados en cambios conformacionales de secuencias aptaméricas autoinformadoras,
es decir, aptameros marcados que se inmovilizan sobre la superficie electrédica bien
en forma monocatenaria o bien en duplex revisados en los apartados 1.2.1dy 1.2.2. d
respectivamente. El grupo dirigido por el profesor Kevin W. Plaxco es pionero en su

descripcion y aplicacion a la determinacion de proteinas™’ 8,

Este tipo de sensores consiste en la inmovilizacion sobre un soporte sélido
(tipicamente un electrodo de oro) de una sonda de ADN de doble hebra, la cual actuara
como una estructura o andamio, sobre la que se fijan tanto el elemento de
reconocimiento como la marca electroquimica, facilitando la reaccion de
reconocimiento y la generacion de una sefial electroquimica. El elemento de
reconocimiento es una molécula pequeia, por ejemplo en el caso de que el analito sea
un anticuerpo, se tratara de su antigeno, que se introduce en el extremo 5°de una de
las hebras que forman el duplex, la cual se conoce como hebra de reconocimiento
(Figura 1.11, hebra de color verde). La otra hebra, conocida como hebra de anclaje es
una secuencia de ADN modificada con un grupo tiol en su extremo 5, que permite su
inmovilizacién sobre una superficie de oro y con una molécula electroactiva, por
ejemplo, azul de metileno o ferroceno, en su extremo 3", que permitira la deteccion del
reconocimiento molecular que se produce en el extremo de la otra hebra (Figura 1.11,

hebra de color azul).
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Figura 1.11. Principio de medida de un “sensor andamio” disefiado para la determinacion de un

anticuerpo donde la marca electroactiva es el azul de metileno y el antigeno un péptido.

En ausencia del analito, la doble hebra presenta una cierta flexibilidad que
permite el acercamiento de la marca electroactiva a la superficie electrddica,
permitiendo el intercambio de electrones. La union del analito (por ejemplo un
anticuerpo) a su correspondiente ligando (en este caso seria una secuencia peptidica)
impide este acercamiento, de modo que la transferencia electronica con la superficie
electrédica disminuye, dando lugar a un ensayo de curva de respuesta decreciente con
la concentracion de analito o “signal-off”. El principio de medida, esquematizado en la
Figura 1.11, se basa, pues, en el cambio de rigidez que experimenta la estructura
formada por la doble hebra fruto de la union de la molécula diana. Esto se traduce en la
alteracion de la eficiencia con la que la marca electroactiva, covalentemente unida a la
estructura de ADN, colisiona con la superficie electrodica y por lo tanto, intercambia

electrones con ésta.

La capacidad de este tipo de fase sensora para determinar macromoléculas fue
comprobada inicialmente con los receptores biotina y digoxigenina’ unidos
covalentemente a hebras de ADN, consiguiéndose detectar estreptavidina y el
anticuerpo anti-digoxigenina en suero humano diluido al 50%. El mismo esquema ha
sido empleado para la determinacion de distintos anticuerpos correspondientes a varios
epitopos del VIH en suero humano sin diluir*'®. En este caso la estructura que forma la

fase sensora se tratd de un duplex hibrido de ADN/PNA, de modo que la hebra de
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anclaje es ADN, mientras que la de reconocimiento es acido nucleico peptidico, es
decir, una secuencia de bases nitrogenadas unidas a un esqueleto peptidico en vez de
al de azucar-fosfato de los &cidos nucleicos convencionales. Los PNAS son capaces de
hibridarse con su correspondiente secuencia complementaria de ADN, aportando una
mayor estabilidad al duplex. Tienen la particularidad de que no incorporan cargas
negativas en su esqueleto, lo que le proporciona ventajas para la hibridacion.
Adicionalmente, este esquema fue adaptado para la determinacion de una molécula de
baja masa molecular, como es el TNT, empleando un formato de ensayo de
desplazamiento, de forma que se obtienen una curva de respuesta creciente con la
concentracion de analito™®. Una molécula de TNT se enlaza a la superficie sensora
mediante la unién de una doble de ADN, cuya hebra complementaria es modificada con
una molécula de azul de metileno, que actia como marca electroactiva. La flexibilidad
de la doble hebra permite obtener una sefial electroquimica como consecuencia de su
colisién con la superficie electrédica. La union del anticuerpo anti-TNT aumenta la
rigidez de la estructura, lo que conlleva una disminucion de la sefial registrada. La
posterior incubacion con el analito, TNT provoca el desplazamiento del anticuerpo

unido a la fase sefiora dando lugar a un aumento de la sefial registrada.
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Objetivos / Objectives

Los &cidos nucleicos desempefian diferentes funciones, cruciales para los
procesos bioldgicos, como son el almacenamiento, procesamiento y expresion de la
informacion genética. La capacidad de las hebras de ADN o ARN para unirse a una
hebra complementaria con gran afinidad y especificidad mediante la reaccion de
hibridacion, es una de las interacciones basicas para estas funciones. Es precisamente
esta caracteristica la que se ha aprovechado para el disefio de una gran variedad de
ensayos analiticos, ensayos y sensores de hibridacién, para la determinacion de
secuencias especificas de acidos nucleicos. Sin embargo, mas alla de estas funciones
se han identificado otras, que implican a los denominados acidos nucleicos funcionales,
en las que se producen interacciones de los mismos con moléculas no nucleotidicas.
En la mayor parte de los casos la funcion va asociada a una estructura caracteristica,
por lo que también se pueden denominar &Acidos nucleicos estructurados. Estas
interacciones han permitido ampliar desde un punto de vista analitico el nUmero de
moléculas que pueden detectarse empleando oligonucleétidos como receptores de
afinidad. En este trabajo se exploran diferentes esquemas de integracion de &cidos
nucleicos estructurados con transductores electroquimicos que permitan el desarrollo

de estrategias generales de deteccion de moléculas de naturaleza no nucleotidica.

Como elemento de reconocimiento molecular se seleccionaron en primer lugar
los aptdmeros, secuencias oligonucleotidicas de ADN o ARN capaces de reconocer a
una amplia gama de analitos mostrando una elevada afinidad y especificidad. La
obtencion de estos receptores de afinidad consiste en un proceso iterativo in vitro
denominado SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential amplification),
basado en los mismos principios que la seleccién natural: amplificacion, mutacion y
seleccion. Muchos de los aptdmeros seleccionados hasta el momento se dirigen contra
proteinas y, consecuentemente, una buena parte de los aptaensayos desarrollados son

de aplicacidon general para la determinacion de este tipo de dianas moleculares.

La deteccion de moléculas de pequefio tamafio molecular, o haptenos,
constituye un problema de méaxima importancia en muchos campos del analisis:
farmacéutico, clinico, alimentario, ambiental, etc., que conlleva una especial dificultad.
En general, las estrategias descritas para la determinacién de moléculas de elevado
peso molecular como proteinas, no son directamente aplicables a la determinacién de
este tipo de compuestos, siendo necesario el disefio de nuevas estrategias que

permitan su deteccidon en muestras reales con una elevada sensibilidad y selectividad.
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Por esta razon, se ha planteado como primer objetivo de este trabajo el disefio
de estrategias generales que permitan la deteccién de moléculas pequefias
mediante el empleo de aptdmeros (aptasensores).

Como analito modelo se escogid la tobramicina, un antibiético aminoglicésido
utilizado clinicamente en el tratamiento de numerosas infecciones. Su empleo lleva
asociada la necesidad de controlar exhaustivamente los niveles séricos del antibiotico
en los pacientes a los que se les suministra, debido a los importantes efectos
secundarios que puede llevar asociados. La existencia en la literatura cientifica de
varias secuencias aptaméricas de ARN capaces de reconocer especificamente la
tobramicina fue también un factor clave en su seleccibn como molécula diana modelo
para el desarrollo de estrategias generales que permitan el desarrollo de aptasensores
electroquimicos para moléculas pequefias. Se pretende evaluar la posibilidad de
emplear alguno de estos aptameros para la construccion de una fase de
reconocimiento integrada con un transductor electroquimico, que permita obtener un

sensor que responda de forma rapida y fiable al antibidtico.

Para alcanzar este objetivo general se proponen una serie de objetivos

especificos que se recogen a continuacion:

1. Disefio de fases sensoras que incorporen aptameros anti-tobramicina
resistentes a la accion de las endocucleasas y evaluacion de sus caracteristicas
de afinidad mediante SPR.

Se plantea modificar la estructura de las moléculas de ARN descritas como
aptameros contra tobramicina con el objetivo de aumentar su resistencia a la hidrolisis
producida por las endonucleasas. Las moléculas de ARN modificadas se integraran
sobre superficies de oro, de manera que mediante espectroscopia de resonancia de
plasmon de superficie (SPR) sea posible monitorizar en tiempo real la interaccion de
dichos aptameros con su molécula diana, la tobramicina. Las caracteristicas cinéticas y
termodindmicas de esta interaccién seran comparadas con las correspondientes a la
interaccion de la tobramicina con el aptamero natural para evaluar la validez de los

diferentes aptameros modificados como receptores de afinidad de la tobramicina.

2. Disefio y evaluacion de un sensor impedimétrico para la determinacién de
tobramicina basado en un ensayo de desplazamiento que no necesita del empleo

de marcas.
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Se evaluarda la viabilidad de un formato de ensayo de desplazamiento para la
determinacién de tobramicina utilizando como receptor de afinidad uno de los
aptdmeros anti-tobramicina seleccionados en la etapa anterior. La seleccion de la
espectrocopia de impedancias como sistema de transduccion hace posible el empleo
del aptamero sin ningun tipo de marcas. En caso de que el ensayo sea viable, se
optimizaran los diferentes parametros de disefio y se evaluardn las caracteristicas de
respuesta, selectividad y reproducibilidad del dispositivo. Se comprobarad la
aplicabilidad del aptasensor propuesto a la determinacion del antibiético en muestras

de suero humano.

3. Disefo, optimizacion y evaluacion de un ensayo voltamétrico con aptameros

marcados para la deteccion de tobramicina.

Se evaluaran comparativamente distintos formatos de ensayo para la deteccién
voltamétrica de tobramicina basados en el empleo de los aptameros anti-tobramicina
modificados y caracterizados previamente. Para esto resulta necesaria la introduccién
de una marca en la secuencia oligonucleotidica de los aptdmeros anti-tobramicina que
permita la obtencion de la sefal voltamétrica. Esta modificacion de la secuencia
aptamérica puede conllevar cambios en la afinidad hacia la molécula diana, por lo que
la interaccion entre cada uno de los aptameros propuestos y la tobramicina sera
caracterizada mediante SPR, empleando la fase sensora disefiada anteriormente. Para
cada uno de los formatos de ensayo disefiados, se optimizaran las variables que
afectan a la sefial analitica registrada y se evaluara su validez para determinar la

tobramicina en muestras de suero humano.

Aunque desde su descripcion en 1990 el método SELEX ha sido
satisfactoriamente empleado para la seleccion de secuencias capaces de reconocer
especificamente todo tipo de analitos, entre los que se incluyen proteinas, iones,
moléculas organicas pequenfias, virus, bacterias, etc., su nimero aun es limitado, lo que
restringe la posibilidad de desarrollo de métodos de deteccién para gran cantidad de
analitos de interés. Por ello, se plante6 como segundo objetivo general explorar nuevas
estrategias que emplean acidos nucleicos como elemento sobre el que recae el
principio de detecciobn pero que no requieren de la existencia de un aptamero

previamente seleccionado hacia el analito en cuestion.
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Recientemente, el grupo de investigacion dirigido por el Profesor K. W. Plaxco,
de la Universidad de California Santa Barbara, ha descrito un nuevo concepto de
sensor denominado “scaffold sensor” que puede ser de aplicacion general a la
deteccion de macromoléculas que interaccionan especificamente con moléculas de
pequefio tamafo sin necesidad de reactivos afiadidos. Esta estrategia se basa en el
empleo de una doble hebra de ADN que actlia como una estructura andamio, capaz de
sostener todos los elementos necesarios para la deteccién: el elemento de
reconocimiento molecular (molécula de pequefio tamafio que interaccionara
especificamente con el analito) y la marca electroactiva, que permite la deteccion
electroquimica, evitando, de este modo, la necesidad de reactivos exdgenos. La Unica
condicion que se requiere es que la unién de la macromolécula produzca un cambio en

la dindmica de la marca electroactiva enlazada al ADN.

Los anticuerpos son moléculas de elevado tamafio capaces de unirse con una
elevada afinidad a sus correspondientes antigenos y cuya deteccion resulta de suma
importancia tanto en el diagnéstico como en el seguimiento de numerosas
enfermedades. La carencia de aptameros seleccionados hacia este tipo de moléculas
se puede suplir con el empleo de esta nueva estrategia. Por tanto, se plantea como
segundo objetivo de esta Tesis examinar la aplicabilidad del nuevo concepto de

sensores “scaffold” ala determinacion de anticuerpos.

Se disefiara una fase sensora que emplea un duplex de ADN como estructura
sensora para la determinacién de un anticuerpo especifico del péptido FLAG, que se
toma como modelo. Se evaluaran las caracteristicas analiticas que ofrece el nuevo
disefio y se compararan con las correspondientes a fases sensoras similares descritas
con anterioridad en la literatura cientifica. Si es viable se planteara la posibilidad de
aplicarlo a uno de los anticuerpos asociados a un epitopo del virus del VIH, dada su
relevancia en el diagnostico. Asimismo, se evaluara su aplicabilidad para la
determinacion de anticuerpos en muestras de suero humano. El trabajo para completar
este Ultimo objetivo ha sido desarrollado en el laboratorio del Prof. Plaxco durante una
estancia que la autora realizé en la Universidad de California Santa Barbara por un

periodo de cuatro meses.
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Nucleic acids have different functions, all of them crucial for biological processes,
such as storage, processing and expression of genetic information. The ability of DNA
or RNA strands to bind a complementary strand with a high affinity and specificity by
means of the hybridization reaction is one of the essential interactions for the
performance of these functions. This unique characteristic has been employed for
designing a great variety of analytical assays and hybridization biosensors for the
determination of specific nucleic acids sequences. Nevertheless, additional functions
have been identified entailing the so-called functional nucleic acids, which involve
interactions between nucleic acids and non-nucleic acid molecules. Function and
specific structure are usually related, so they can also be designated as structured
nucleic acids. These interactions have allowed expanding the range of molecules that
can potentially be detected employing oligonucleotides as affinity molecular receptors.
Herein, different approaches to incorporate structured nucleic acids to electrochemical
transducers for the design of general strategies for detecting non-nucleic acid molecules

are explored.

As molecular recognition element, aptamers (DNA or RNA oligonucleotide
sequences able to recognize a wide range of analytes with a high affinity and
specificity), were firstly selected. The obtention of these affinity receptors is an in vitro
iterative process called SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
enrichment), which is based on the same principles as the Darwinian evolution:
amplification, mutation and selection. Most of the aptamers described in the literature
are raised against proteins, therefore, the majority of the developed aptassays allow the

determination of this type of molecular targets.

The detection of small molecules, also known as haptens, constitutes an
important problem in several fields of the analysis: pharmaceutical, clinical, food,
environmental, etc. that entails singular difficulties. The described strategies for high
molecular weight molecules detection such as proteins are not directly applicable to the
determination of this type of analytes. This way, the design of new strategies to detect
small molecules in real samples with high affinity and specificity is lacking and highly

desirable in the analytical chemistry field.

Thus, the first aim of this work is the design of general strategies for small

molecule detection employing aptamers (aptasensors).
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Tobramycin was selected as a model target. It is an aminoglycoside antibiotic
employed for treating several infectious diseases. An exhaustive control of the antibiotic
serum levels in patients is needed because of the potential side effects that can appear.
The fact that RNA aptamer sequences to specifically recognize tobramycin had been
reported in scientific literature also played an important role for its selection as a target
molecule for the design of general strategies that allowed the development of
electrochemical aptasensors for small molecules. The ability of some of these aptamers
for the construction of a sensing phase coupled to an electrochemical transducer to

obtain a fast and reliable sensor for the detection of the antibiotic is proposed.
To develop this general aim several specific objectives are proposed:

1. Design of sensing phases employing endonuclease resistant anti-tobramycin

aptamers and assessment of their affinity features by means of SPR.

With the purpose of increasing the resistance to the hydrolytic digestion caused
by endonucleases the introduction of a modification on the structure of the previously
selected RNA molecules against tobramycin is proposed. The modified RNA molecules
will be coupled to gold surfaces and a real-time monitoring of the interaction between
these aptamers ant its target molecule, tobramycin, will be carried out by surface
plasmon resonance (SPR). Kinetic and thermodynamic characteristics of this interaction
will be compared to those related to tobramycin and natural RNA aptamer interaction as
a method to evaluate the ability of the modified aptamers to act as molecular recognition

elements for tobramycin detection.

2. Design and evaluation of an impedimetric sensor for tobramycin detection

employing a label-free displacement assay.

The possibility of employing a displacement assay for tobramycin detection using
a previously designed modified aptamer as an affinity receptor will be evaluated. The
selection of impedance spectroscopy as a detection technique allows working with a
label-free aptamer sequence. If the assay is found to be feasible, optimization of several
parameters will be required. The response characteristics, selectivity and reproducibility,
will be evaluated. The applicability of the proposed aptasensor to tobramycin detection

in human serum samples will be also assessed.
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3. Design, optimization and evaluation of a voltammetric assay using labeled
aptamers for tobramycin detection.

Different assays formats will be critically evaluated for the voltammetric
tobramycin detection using the previously characterized modified anti-tobramycin
aptamers. For this purpose it is necessary to introduce a label in the anti-tobramycin
aptamer sequence, thus a voltammetric signal is provided. This modification of the
aptamer sequence could induce changes in the affinity towards the target molecule. In
order to assess the extent of these changes, the interaction between tobramycin and
the proposed labeled anti-tobramycin aptamers will be evaluated by means of SPR
measurements using the previously designed sensing phase. Optimization studies will
be carried out for each format assay proposed and the ability for tobramycin

determination in human serum samples will be also conducted.

Although the SELEX method described in 1990 has been successfully applied for
the selection of sequences able to specifically recognize a wide range of analytes,
including proteins, ions, small organic molecules, viruses, bacteria, etc., the number of
aptamer sequences is still small, limiting the development of detection methods for a
large amount of potential analytes of paramount importance. This way, as a second
aim, it is proposed to explore new strategies employing nucleic acids as foundation for
detection but without the need for a known previously aptamer sequence towards the

selected target molecule.

Recently, the research group headed by Prof. Kevin W, Plaxco at the University
of California Santa Barbara, has described a new sensor concept known as “scaffold
sensor” that can be generally applied for the reagentless detection of macromolecules
that specifically interact with small molecules. This strategy relies on the employment of
a double stranded DNA that acts as a scaffold structure, where all needed elements for
the detection are supported: the molecular recognition element (small molecule that
specifically interacts with the analyte) and the electroactive reporter, which allows the
electrochemical detection avoiding the need for exogenous reagents. The only
requirement is that the macromolecule binding generates a change in the dynamic

structure of the electroactive marker bound to DNA.

Antibodies are high weight compounds able to bind with high affinity to their

cognate antigens, whose detection is very important for both the diagnosis and
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monitoring of many diseases. The lack of selected aptamers towards this type of
molecules can be overcomed by employing this new strategy. This way, it is proposed
as a second aim of this work, to evaluate the feasibility of the new “scaffold

sensors” concept for antibodies detection.

A double stranded DNA based sensing phase will be designed for the anti-FLAG
antibody determination, taken as a model. The analytical features will be evaluated and
compared to those obtained for similar previously described sensing phases in the
scientific literature. If the proposed design is feasible, it will be tested for a HIV antibody
determination because of its relevance in diagnosis. The feasibility of the scaffold
sensor for antibody determination in human serum samples will be also assessed. The
work needed for completing this second objective has been developed in the Plaxco

research group at the University of California Santa Barbara for a four-month period.
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Capitulo 3

El empleo de aptdmeros de ARN con fines analiticos esta limitado por su
susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica catalizada por las nucleasas. En este capitulo
se revisan las modificaciones propuestas en la literatura con el fin de tratar de resolver
este problema. A continuacion se analiza el caso concreto del aptamero de ARN
previamente seleccionado contra la tobramicina, centrando la discusion en su
estructura tridimensional y en el modo en que se establece el reconocimiento molecular
entre el aptamero y la molécula diana, imprescindible para poder disefarlas
modificaciones mas adecuadas para evitar su degradacién en medios bioldgicos.
Finalmente, se presentan los diferentes disefios de aptameros modificados propuestos
para la deteccidon de tobramicina, asi como la caracterizacion de su afinidad mediante

medidas de espectroscopia de resonancia de Plasmén de superficie.

3.1. ESTABILIZACION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS FRENTE A LA ACCION DE
NUCLEASAS.

A pesar de que la gran mayoria de los aptdmeros descritos son secuencias
oligonucleotidicas de ARN, la mayor parte de los aptameros empleados con fines
analiticos son secuencias de ADN. Esto se debe a la mayor resistencia de éstos

altimos a la digestion hidrolitica causada por las nucleasas.

Las nucleasas son enzimas capaces de catalizar la degradacién de los acidos
nucleicos (ADN o ARN) mediante la hidrodlisis de los enlaces fosfodiéster. Desempefian
un papel vital en el metabolismo, por lo que estan presentes en todo tipo de muestras
bioldgicas. Las nucleasas pueden clasificarse en exo- o endo-nucleasas dependiendo
de la posicion del enlace fosfodiéster hidrolizado dentro del polimero que constituye la
secuencia oligonucleotidica. Las exonucleasas rompen los enlaces fosfodiéster que se
encuentran en los extremos de las secuencias, mientras que las endonucleasas
afectan a los enlaces fosfodiéster internos. La degradacion por parte de las nucleasas
afecta en mayor medida a las secuencias de ARN, de tal modo que su vida media en

fluidos biolégicos es de tan solo unos minutos®®.

Esto hace que el empleo de
aptameros de ARN con fines analiticos conlleve mas dificultad que la utilizacion de

aptadmeros de ADN.

Afortunadamente la degradacién de los acidos nucleicos causada por las

nucleasas puede ser controlada mediante la introduccidon de modificaciones en las
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secuencias oligonucleotidicas, sin que su afinidad o actividad se vea alterada
significativamente. Se han propuesto diversas estrategias de modificacion, resumidas a
continuacion, que pueden clasificarse en: modificaciones pre-SELEX (se modifica la
biblioteca inicial que luego se sometera al proceso iterativo) o post-SELEX (una vez

seleccionado el aptdmero se modifica la estructura de sus bases).

Las modificaciones pre-SELEX pueden ser de dos tipos: modificacion del
esqueleto de fosfatos o introduccion de modificaciones en el azlcar. Las
modificaciones del esqueleto de fosfatos mas habituales consisten en la sustitucién del

oxigeno no enlazado de la unién fosfodiéster por un 4tomo de azufre (fosfotioatos)*?°, o

121 La introduccion de modificaciones en el

en el empleo de enlaces boranofosfato
azucar que forma parte del nucledsido es otra estrategia ampliamente utilizada.
Consiste en la sustitucion del grupo 2-OH de la ribosa por los grupos O-metil, O-
metoxietil, -F, -NH,, empleando una biblioteca que contiene dichos nucleétidos
modificados para llevar a cabo el proceso SELEX. Légicamente el éxito de esta
estrategia recae sobre la compatibilidad de dichos nucleétidos modificados con las
polimerasas utilizadas durante el proceso de seleccion'®. Se demostré6 que la
sustitucion de los grupos 2°-OH por los grupos 2°-NH, o 2°-F en todas las bases
pirimidinicas aumenta la estabilidad de la secuencia completa®’. El primer aptamero
obtenido mediante SELEX que incorpora la modificacion 2°-OMe en todas sus bases
fue descrito en 2005'%. La principal ventaja de este método es que la afinidad del

aptamero modificado por su molécula diana esta asegurada.

Las modificaciones post-SELEX, como su nombre indica, son aquellas que se
realizan tomando como punto de partida un aptamero previamente seleccionado. De
este modo no es necesario realizar un proceso de seleccion adicional para conseguir
un aptamero modificado para un analito determinado. Sin embargo, se debe prestar
especial atencion al efecto que la introduccion de dichas modificaciones tenga sobre su
afinidad. Las modificaciones post-SELEX mas habituales consisten en la introduccién
de modificaciones en el azicar de los nucleétidos. Estas pueden afectar a todas las
bases o solamente a aquellas que no estén involucradas directamente en el
reconocimiento molecular de la molécula diana. Por ejemplo, la introduccién del grupo
2°-OMe en todas las bases de una secuencia aptamérica que reconoce al elemento de
ARN-TAR del virus VIH produce un gran aumento en la estabilidad del aptamero,

mientras que su afinidad por la molécula diana no se ve afectada®®*. Sin embargo no
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siempre la modificacion de todas las bases es la mejor opcién. Conviene estudiar las
caracteristicas intrinsecas de cada complejo aptamero-molécula diana con el objetivo
de modificar lo menos posible las caracteristicas del aptdmero. Por ejemplo se
comprobdé que la modificacion de todas las bases puricas de un aptamero dirigido
contra el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) conlleva una pérdida de
afinidad, mientras que la modificacion de 10 de las 14 bases puricas da lugar a un

incremento en la afinidad*?.

A la vista de estos estudios, se concluye que el empleo de un aptadmero
modificado después de su seleccion, como elemento de reconocimiento molecular para
el desarrollo de biosensores debe ir precedido de la evaluacién de su afinidad hacia su
molécula diana. De este modo se valora la influencia que la introduccién de la

modificacion post-SELEX tiene sobre el aptdmero.

Una tercera estrategia que se describe en la literatura con el objetivo de evitar la
degradacion de los acidos nucleicos causada por las nucleasas es el empleo de los
denominados “spiegelmers” (del aleman spiegel, que significa espejo)*?>. Son &cidos
nucleicos sintetizados quimicamente y que no se encuentran en la naturaleza, ya que
se trata de los enantiomeros de las secuencias naturales seleccionadas, L-ribosa o L-
desoxiribosa, que no son susceptibles de ser degradadas por nucleasas. La idea que
subyace detras del desarrollo de los “spiegelmers” es que si existe un ARN natural que
se una especificamente al enantiomero del analito, el enantiomero de este ARN, el
“spiegelmer”, reconocera al analito. Esto supone que el analito existe en dos formas

enantioméricas, por lo que no es de aplicabilidad general.

3.2. APTAMERO ANTI-TOBRAMICINA. ESTRUCTURA DEL COMPLEJO DE
AFINIDAD.

Como modelo de moléculas de bajo peso molecular, para las que tanto la
seleccion de un aptamero como su utilizacion en el desarrollo de sensores son
especialmente dificiles, como ya se sefialo en el capitulo 2 se selecciond el antibiético
tobramicina. En la bibliografia se pueden encontrar descritos diversos aptameros

13126-128 tanto secuencias de

capaces de reconocer especificamente este antibidtico
ADN como de ARN, cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 3.1. El més reciente

se trata de un aptamero de ADN seleccionado contra el antibidtico kanamicina, cuya
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estructura estd muy relacionada con la de la tobramicina (Figura 3.1), y que ademas
también es capaz de reconocer especificamente a esta Ultima'®®. La afinidad del
aptamero hacia ambos antibiéticos es similar, con una constante de disociacion, Kp,
alrededor de 100 nM. El resto de aptameros seleccionados para reconocer
especificamente a la tobramicina son secuencias de ARN. Uno de los aptdmeros
seleccionados es un faro molecular que presenta una afinidad (Kp=16 pM)*?" del orden
de la que presentan aptameros dirigidos contra otras moléculas pequefas.

Sorprendentemente, mediante el empleo de un SELEX automatizado*?®

se han logrado
seleccionar otras tres secuencias capaces de reconocer a la tobramicina que presentan
constantes de disociacidn mucho menores, comprendidas entre 30-500 nM. Por altimo,
las secuencias de ARN descritas con mayor afinidad por la tobramicina, entre las que
se encuentra la seleccionada para la realizacién de este trabajo, son las presentadas
por Wang y Rando. Se trata de dos secuencias de ARN que reconocen la tobramicina
con una elevada afinidad y selectividad, especialmente dificil de conseguir cuando se

trata de moléculas pequenas.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los aptameros descritos en la literatura cientifica que reconocen

especificamente a la tobramicina.

Naturaleza Denominacion Estructura Ko N° ciclos Ref.
(n° bases) aptamero SELEX
ADN (21) Ky?2 Horquilla 103 nM 9 128
Horquilla
ARN (80) Tobral2CA , 30-100 nM 12 126
compleja
Horquilla 126
ARN (80) Tobral2CB . 100-500 nM 12
compleja
Horquilla 126
ARN (80) Tobral2CC _ 100-500 nM 12
compleja
ARN (61) BA-14-2 Horquilla 16 pM 14 127
ARN (27) Aptamero-1 Horquilla 9+3 nM 6 13
ARN (26) Aptamero-2 Horquilla 1245 nM 6 13
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Figura 3.1. Estructura de la tobramicina y de otros antibidticos aminoglicésidos.
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Figura 3.2. Secuencias de los dos aptameros seleccionados por Wang y Rando que reconocen

especificamente a la tobramicina: (a) aptamero I; (b) aptamero I11.

Estos dos aptameros descritos poseen una estructura molecular en forma de
horquilla, bastante similar, diferenciAndose en los valores de las constantes de
disociacion: Kp=9+3 nM para el denominado aptdmero | y Kp=12+5 nM para el
aptamero 1l (Figura 3.2). En ambos casos la estequiometria de enlace del complejo
aptamero-tobramicina es 1:2 en las condiciones en las que se llevd a cabo la

seleccién®. El valor de las constantes descritas fue el criterio utilizado para seleccionar
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el aptdmero |, con mayor constante de afinidad, como elemento de reconocimiento para

la deteccion de tobramicina a lo largo del presente trabajo.

La estructura del aptamero |, que a partir de este momento denominaremos
aptamero anti-tobramicina, ha sido ampliamente estudiada con el objetivo de tratar de
comprender el mecanismo de reconocimiento existente entre el aptamero y el ligando
de interés?**129130 ge trata de una secuencia de ARN de 27 nucleétidos (Figura
3.2.(a)) que adopta una estructura secundaria formada por una parte troncal con
estructura de Watson y Crick exceptuando la base Al19, que constituye una
perturbacién en la estructura, y un bucle formado por 6 bases, que aparece como
consecuencia de un error en el emparejamiento de las bases U11eU16, alineadas a
través de la formacién de dos enlaces de hidrégeno, tras el cual las tres bases
siguientes U12, A13 y G14 dan lugar a un giro en U que supone un cambio direccional
en el apilamiento de las bases. La estabilidad de este giro se debe a la interaccion
entre A13 y G14 (error de emparejamiento con mayor estabilidad) y a la formacion de
dos enlaces de hidrégeno entre las bases U12 y G14. El protdén del grupo imino de la
base U12 establece un enlace de hidrogeno con el grupo fosfato situado entre G14 y
C15 vy el protdn del grupo 2-OH de U12 forma un segundo enlace de hidrogeno con el
nitrdgeno en la posicion 7 (N7) del anillo de G14. La base C15 del bucle se desconecta
de éste en disolucion hacia el surco principal de la hebra de ARN desempefiando un
papel importante en el reconocimiento de la tobramicina®. Todos los estudios
conformacionales, llevados a cabo en disolucion reguladora 10 mM de fosfato pH 6,8 a
5 °C, sefalan que la estequiometria del complejo aptamero-tobramicina en estas

condiciones es 1:1*%,

En el proceso de reconocimiento de la tobramicina por el sitio de union del
aptamero estan involucrados tanto elementos de la zona del tronco como del bucle.
Los elementos clave encargados de definir dicho sitio de unién son las dimensiones del
surco principal de la doble hebra y las orientaciones de la base C15 que se encuentra
fuera del bucle, la base A19 que forma una perturbacion en la parte troncal de la
molécula y el grupo 2°-OH de la base U12. La importancia de la base C15 reside en su
capacidad para encapsular los anillos | y Ill de la tobramicina (Figura 3.1), aislandolos
de la disolucion. Dichos anillos 1 y 1ll, son los que se ven involucrados en un mayor
grado en la formacion del complejo antibiotico-aptamero, mientras que el anillo Il esta

mas expuesto hacia el disolvente. Esto no deberia de resultar sorprendente teniendo
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en cuenta que el anillo Il es el que sirve de anclaje para la inmovilizacién de la
tobramicina en la columna en la que se llevd a cabo el SELEX™. La base Al19
contribuye a que el surco principal de la hebra muestre el tamafio adecuado para lograr
albergar a la tobramicina. Adicionalmente, Jiang et al. atribuyeron una gran importancia
al papel desempefiado por el grupo hidroxilo de la base U12 a partir de la interpretacion
del espectro de RMN de los protones imino del aptamero libre y del complejo 1:1

aptamero-tobramicina®°.

3.3. DISENO DE APTAMEROS MODIFICADOS PARA LA DETERMINACION DE
TOBRAMICINA.

Uno de los principales objetivos del presente trabajo es la determinacion de
tobramicina en muestras biolégicas empleando aptdmeros como elemento de
reconocimiento molecular. El primer obstaculo para alcanzar dicho objetivo es la corta
vida media que presentan los aptameros de ARN en medios biolégicos. Con el fin de
incrementar su estabilidad se optd por introducir una modificacion post-SELEX en la
secuencia, previamente conocida, del aptdmero anti-tobramicina. La modificacion
escogida fue la sustitucion de los grupos 2-OH de las ribosas por grupos 2'-OMe
(Figura 3.3). Esta modificacion ya ha sido empleada con éxito con anterioridad para

otros aptameros*?*%

, incluyendo trabajos previos de nuestro grupo de investigacion en
los que se utiliza un aptamero dirigido contra el antibiético neomicina B*?°. En este
altimo caso se utilizO una secuencia oligonucleotidica de ARN modificada mediante
metilacidbn en todas las bases, observandose que no se produce alteracion en las
propiedades de reconocimiento molecular del receptor, el cual fue empleado
satisfactoriamente en el disefio de un sensor impedimétrico que permite el analisis del

antibiético en muestras de leche®®?.
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Figura 3.3. Estructura de una nucleésido de ARN (A) natural; (B) tras la introduccion de la

modificacion 2" -OMe.

Teniendo en cuenta toda la informacion disponible sobre la estructura del
aptamero anti-tobramicina seleccionado y la del correspondiente complejo de afinidad,
expuesta en la seccion anterior, se disefiaron dos aptdmeros anti-tobramicina con
diferente grado de metilacion, con el objetivo de evaluar si esta modificacion altera las

caracteristicas de reconocimiento del receptor por la molécula diana correspondiente.

El primer aptamero anti-tobramicina modificado que se disefio fue un aptamero
totalmente metilado. La modificacién se introduce en todas las ribosas de las 27 bases
gue conforman su secuencia. Este aptdmero sera denominado ATATM (aptamero anti-

tobramicina totalmente metilado).

El segundo aptdmero disefiado consistio en la modificacion de 26 de las 27
ribosas totales. Unicamente se dejo intacta la posicion 2" -OH correspondiente a la base
Ul2 de la secuencia del aptamero. La exclusién de la modificacion del nucleétido U12
se debe a la implicacion directa del correspondiente grupo hidroxilo en el proceso de
reconocimiento de la tobramicina™*. Este aptamero sera denominado ATA (aptamero

anti-tobramicina).

La introducciébn de modificaciones post-SELEX en secuencias aptaméricas
previamente seleccionadas puede resultar en la alteracion de sus caracteristicas para
actuar como receptores. Por ello, antes de ser empleados como receptores de afinidad

es necesario evaluar la influencia que la modificacion tiene sobre el aptamero.

En nuestro caso se caracterizaron ambos aptameros modificados (ATATM y

ATA) mediante la evaluacion de su constante de disociacion y la cinética de enlace a la
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molécula diana, la tobramicina. Los valores obtenidos se compararon con los
correspondientes para el aptamero anti-tobramicina natural, sin modificar, ATANM

(aptamero anti-tobramicina no metilado).

La técnica seleccionada para llevar a cabo dicha caracterizacion fue la
espectroscopia de resonancia de plasmoén de superficie 0 SPR por sus siglas en inglés.
Se trata de una técnica de analisis Optica que permite el seguimiento directo (sin
marcas) y en tiempo real de interacciones moleculares y puede, por tanto, utilizarse
para estudiar no sélo la afinidad de unién receptor-ligando sino también la cinética de la
interacciéon. Dicha interaccion se estudia mediante la monitorizacion continua de los
procesos de enlace y de disociacion que se producen cuando una disolucion del
ligando en disolucion se pone en contacto con el receptor inmovilizado sobre una
superficie metélica. Este registro aporta la informacion necesaria para la determinacion
de las constantes de disociacion (Kp) y cinéticas (ka, kg) de la interacciébn molecular

objeto de estudio.

3.4. ESPECTROSCOPIA DE PLASMON DE SUPERFICIE COMO TECNICA PARA
LA CARACTERIZACION DE LOS APTAMEROS MODIFICADOS. PRINCIPIO DE
MEDIDA.

Desde que Wood lo observara por primera vez en 1902**?, el fenémeno fisico de
la resonancia de plasmon superficial ha abierto un amplio camino para el desarrollo de
equipos capaces de detectar recubrimientos superficiales de orden molecular. La
primera aplicacion de este fenOmeno al estudio de interacciones moleculares fue
desarrollada por Liedberg®®® en 1983, y desde este momento hasta hoy en dia esta
técnica ha logrado establecerse como una de las mas adecuadas para el estudio de

interacciones moleculares que tienen lugar sobre superficies metalicas.

El SPR y los dispositivos analiticos que se basan en él, miden cambios en el
indice de refraccion (n) de la disolucién en contacto con el sensor, que pueden estar
asociados a eventos de reconocimiento molecular, adsorcion, etc. La mayoria de los
instrumentos de SPR consisten en un prisma Opticamente denso (n elevado) sobre el
gue se coloca un sensor compuesto por una fina capa metalica, tipicamente de Au, que
estd en contacto con un dieléctrico de indice de refraccibn menor que el del prisma,

habitualmente medios acuosos (Figura 3.4).
55



Disefio y caracterizacion de aptameros modificados para la deteccién de tobramicina

0 @
PYY Y1
o\ou
Onda '%"
evanescente 'g
Moléculas 4R A E
Fuente laser Oro N E:) -
. I . Anagulo. m°
Cristal 9, q, ngulo, m
¢ Radiacion Radiacion . : #
incidente reflejada %
=]
e -
semicilindrico >
—1\<
Espejo movil Detector tl tl Tiemp6 (s)
1 2

Figura 3.4. Representacion esquematica del principio de SPR.

Cuando un haz de radiacion atraviesa el prisma e incide sobre el metal con un
angulo superior al critico, se refleja totalmente en un fenémeno conocido como
reflexion total interna. Al mismo tiempo que se produce la reflexién total, los fotones
reflejados generan un campo electromagnético que se extiende por el metal y por el
dieléctrico (si el espesor metalico es suficientemente pequefio), produciendo una onda
electromagnética no homogénea paralela a la superficie denominada onda
evanescente, ya que la amplitud de su campo eléctrico decae exponencialmente en la
direccion perpendicular a la interfase. Tiene una profundidad de penetracién que
depende de la longitud de la onda incidente (1) y es igual a 1/2)\. Esto es importante

para el fendmeno de resonancia en el que se basa el SPR.

Por otra parte, la aplicacion de un campo electromagnético con unas
caracteristicas determinadas sobre la interfase metal-dieléctrico puede provocar la
aparicion de ondas de plasma de superficie, que no son mas que ondas de densidad
electronica que se propagan a lo largo de la interfase longitudinalmente, y son también
evanescentes, ya que su magnitud es maxima en la interfase y decrece segun se
penetra en el dieléctrico o en el metal. Para el Au en contacto con el aire, la
profundidad de penetracion (distancia a la cual el campo electromagnético ha
disminuido por un valor de 1/e) es de entre 100-500 nm, mientras que en el metal es de
20-40 nm. La profundidad de penetracion en el dieléctrico es muy importante porque va

a determinar el alcance de la técnica, la distancia a la que es sensible, la distancia
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sensora. Las ondas de plasma superficial, como cualquier onda, se caracterizan por la
constante de propagacion, que depende de la frecuencia angular y de los indices de
refraccion del dieléctrico y del metal. De esta manera, si varia n del dieléctrico, por
ejemplo, por union de una molécula a la superficie metélica, cambiara la constante de
propagacion, que es lo que realmente se mide. Los plasmones, particula asociada a la
onda de densidad electrénica, aparecen en los metales puesto que estan intimamente
relacionados con los electrones de la banda de conduccién, que se comportan como un
plasma, es decir, tienen efectos colectivos. De hecho, los plasmones no son mas que
cambios de conductividad que se producen como consecuencia de oscilaciones

colectivas de la densidad de carga superficial.

Si la capa metalica es muy fina, los fotones de la onda evanescente
provenientes del campo electromagnético generado por la radiaciéon incidente
interacciona con los electrones libres de la superficie metalica externa. Si y solo si su
energia coincide con la de los plasmones se produce la resonancia de plasmon
superficial o acoplamiento de energia. En estos casos se produce una transferencia
energética de unos a otros, que se traduce en la aparicién de un minimo en la radiacion
reflejada, ya que parte de la energia del haz incidente se transmite a los electrones y
no se refleja, no llega al detector. En definitiva, cuando se produce la resonancia, se

observa un minimo en la reflectividad.

La condicion de resonancia se produce en condiciones muy determinadas.
Requiere que la longitud de onda de la luz incidente sea superior a un valor critico.
Para el Au estas longitudes se encuentran en el espectro visible. Ademés debe
emplearse luz polarizada, ya que la excitacion de los plasmones superficiales solo tiene
lugar cuando la componente del vector de onda de la luz incidente que es paralela a la
superficie metalica iguala a la de la onda de plasma superficial. Por tanto, sélo la luz
polarizada en el plano de incidencia puede inducir un cambio en la densidad de carga

superficial.

En general, la constante de propagacion de una onda de plasma superficial en la
interfase es mayor que la de la componente del vector de onda de la luz en un
dieléctrico. Esto explica por qué los plasmones no son excitados por la luz incidente
sobre una superficie metdlica lisa. Hay que recurrir a configuraciones especificas para
incrementar esta constante. Una de las mas comunes es la configuracion de

Kretschmann en la que se usa un prisma de alta densidad Optica sobre el que se
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coloca un disco del mismo material que el prisma, sobre el que se ha adherido una fina
capa de Au. Normalmente para mejorar la adhesién entre el sustrato del disco y el Au
se suele colocar una pequefisima capa de Ti. Entre el prisma y el disco se pone un
aceite de n igual al del prisma para que la luz no se desvie antes de llegar a la capa
metalica. La eleccion de Au como sustrato para los experimentos de SPR no sélo es
ventajoso por permitir el uso de luz visible, sino que ademés es mas resistente a
oxidaciones y contaminaciones que otros metales como Ag o Al, y a la vez es

compatible con muchas modificaciones quimicas.

Debido a su principio fisico la técnica carece de selectividad intrinseca, ya que
todo cambio en el indice de refraccion que se produzca en la proximidad de la
superficie metalica genera una variacion en la sefial, que puede ser debida a un cambio
en la composicion de la disolucion reguladora empleada, a una adsorcion inespecifica
de material sobre dicha superficie, etc. Para conseguir una deteccion selectiva, la
superficie del sensor debe ser modificada con un receptor adecuado para el
reconocimiento del analito de interés, de modo que la condicién de resonancia se vea
afectada por las moléculas enlazadas especificamente. De este modo cualquier cambio
experimentado por la molécula inmovilizada, ya sea un cambio conformacional, una
modificacion quimica posterior a su inmovilizacién o su interaccion con cualquier tipo de

molécula presente en la disolucion, puede ser detectado.
3.4.1. Tipos de instrumentacion SPR.

Un instrumento SPR esté integrado por 3 sistemas principales: el optico, el de

manejo de fluidos y la superficie sensora.

En un sensor de SPR, un cambio en el n del dieléctrico produce un cambio en la
constante de propagacion de la onda de plasma superficial, alterando la condicion de
resonancia 0 acoplamiento entre la luz y los plasmones. Esta variacion puede
observarse como un cambio en una de las caracteristicas de la onda incidente.
Atendiendo a la configuracion del sistema oOptico, que determina la caracteristica de la
onda medida, los instrumentos de SPR se pueden clasificar en tres grupos: (1) aquellos
donde se monitoriza el angulo de incidencia al que se produce el minimo de la luz
reflejada frente al tiempo; (2) instrumentos en los que se monitoriza la longitud de onda
respecto al tiempo y (3) instrumentos en los que se monitoriza el tanto por ciento de

reflectividad medido a un angulo fijo.
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El primer grupo lo constituyen los sensores con modulacion angular. Usan luz
monocromatica que se hace incidir con diferentes angulos siempre superiores al critico,
hasta encontrar el angulo al que se produce la condicion de resonancia, es decir, el
minimo de reflectividad (Figura 3.4). Es la configuracion mas utilizada, ya que es en la
gue se basan los instrumentos de SPR comercializados por dos de las compafiias que
dominan el mercado: Biacore y Autolab. La configuracién empleada en el instrumento
comercializado por Autolab (empleado a lo largo del presente trabajo), utiliza un haz de
luz polarizada dirigida hacia la superficie del sensor gracias a un espejo movil que
escanea muy rapidamente una ventana muy estrecha de angulos de incidencia., que
tras reflejarse en la superficie metalica llega a un fotodetector (Figura 3.4). En este
caso se excita una superficie del sensor relativamente grande, de modo que la
reflectividad medida es un promedio de la del area iluminada, lo que contribuye a
mejorar la relacién sefal/ruido. Los instrumentos Autolab consiguen barrer la ventana
completa de angulo (4°) unas 76 veces por segundo. Sin embargo, la presencia de
elementos mdviles conlleva la desventaja de ser susceptibles de desgaste con el
tiempo. En el caso del equipo comercializado por la casa Biacore, la fuente de
excitacion es un haz de luz polarizada en forma de abanico que cubre un determinado
intervalo de angulos. Una matriz lineal de diodos detecta la intensidad de luz a cada
angulo simultaneamente y mediante un rapido procesamiento informatico identifica el
angulo de minima reflectividad, por lo que no precisa de elementos mdviles (Figura
3.5.(A)). En ambos casos el angulo de resonancia se monitoriza en continuo
obteniéndose el denominado sensorgrama o representacion del angulo respecto al

tiempo.

En el segundo grupo se encuentran aquellos dispositivos de SPR con
modulacion de la longitud de onda. La fuente de excitacion es una luz policromatica y el
detector es un espectrofotometro que monitoriza el desplazamiento de la longitud de
onda a la cual se produce la resonancia (Figura 3.5.(B)). La empresa ThermoElectron

Corp. (Waltham, MA, USA) comercializa un instrumento basado en esta configuracion.

El tercer grupo se corresponde con aquellos instrumentos con modulacion de la
intensidad, que monitorizan el tanto por ciento de reflectividad en funcion del tiempo.
En este caso se mide la reflectividad manteniendo constante tanto angulo de incidencia

como la longitud de onda. En muchos instrumentos el angulo de medida Optimo se
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puede ajustar para localizar el angulo de inflexion de la sefial de SPR, donde los

cambios en la reflectividad registrada son mayores (Figura 3.5.(C)).
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Figura 3.5. Configuraciones opticas mas habituales para medir el fendbmeno de SPR: (A)

modulacién angular; (B) modulacion de la longitud de onda y (C) modulacién de la intensidad.

El modo en el que la muestra se pone en contacto con la superficie del sensor
resulta determinante a la hora de estudiarlas caracteristicas cinéticas de las
interacciones, y viene definido por el sistema de manejo de fluidos. Existen dos
configuraciones principales: los sistemas en flujo y los de cubeta. En ambos casos

existen instrumentos con distintos grados de automatizacion.
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En los sistemas de flujo, los liquidos son transportados hacia la celda de flujo
mediante bombas peristalticas o jeringas a través de canales. Este es el sistema
empleado en los instrumentos comercializados por Biacore. Esta casa comercial ha
disefiado un sistema de microfluidica que permite el transporte continuo de la muestra
sobre la superficie del sensor a una velocidad controlada. La interpretacion cinética de

los resultados esta especialmente indicada en este tipo de configuracion.

La configuracién en cubeta es semejante a un pequefo reactor en cuyo fondo,
se sitla la superficie sensora, sobre la que tienen lugar los eventos de reconocimiento
molecular. El equipo empleado a lo largo de este trabajo, ESPRIT (Autolab), presenta
este tipo de configuracion. La cubeta, de 150 yuL de capacidad, es el recipiente en el
que se introduce la muestra mediante un sistema robotizado que incluye agujas y
jeringas que permiten la agitacion continua de la muestra mediante sucesivos ciclos de
aspiracion/dispensacion, de modo que se garantice el transporte de las biomoléculas
desde el seno de la disolucién hasta la superficie del sensor durante el tiempo de
interaccion que puede variarse a voluntad. El software del instrumento permite
seleccionar una amplia gama de velocidades de agitacibn que se adapten a las
necesidades de la aplicacion concreta. Ademas este tipo de configuracion permite
trabajar con muestras en las que pueden estar presentes particulas de gran tamafo, ya
que al contrario de lo que ocurre en los sistemas de flujo, no existe el peligro de

obstruccién de la celda de flujo o de los tubos por los que se conduce la muestra.

La cubeta del equipo ESPRIT consta de dos canales, sistema que permite
operar con una superficie de referencia, para asegurar la especificidad de las
interacciones observadas (Figura 3.6). El equipo esta totalmente robotizado, de forma
que todas las etapas, incluidas las inyecciones de todos los reactivos necesarios, se
llevan a cabo mediante un brazo automatizado controlado por ordenador (Figura 3.7).
Ambos canales constan de un sistema de lavado y drenaje que permite eliminar una
disoluciébn e inyectar la siguiente asegurando la limpieza del sistema. La luz
monocromatica empleada como fuente de excitacion tiene una longitud de onda de 670

nm y el intervalo dinAmico es de 4 grados, con una resolucién menor de 0,04 m°.
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3.5. PREPARACION DE LA FASE SENSORA PARA LA CARACTERIZACION DE
LOS APTAMEROS MEDIANTE SPR.

El disefio de un experimento de SPR conlleva la inmovilizacion de una de las
biomoléculas involucradas en la interaccion objeto de estudio sobre una superficie de
oro, la cual se expone a una disolucion que contiene la otra biomolécula. La primera
decision a tomar es, por tanto, cual de las dos moléculas (tobramicina o aptamero)
inmovilizar. Para ello se deben de tener en cuenta distintos aspectos tales como

tamafio, estabilidad, solubilidad y grupos funcionales disponibles en ambas moléculas.
3.5.1. Inmovilizacion del aptdmero sobre la superficie del sensor.

En el disefio de experimentos de SPR suele estar mas indicada la inmovilizacion
de la molécula que posea mayor masa molecular, de modo que sea la molécula de
menor masa molecular la que tenga que difundir desde el seno de la disolucion hasta la
superficie del sensor. En el caso particular de este estudio, y siguiendo estas
recomendaciones, se deberia de inmovilizar el aptamero anti-tobramicina sobre la
superficie del sensor. Esta superficie sensora se pondria en contacto, posteriormente,
con concentraciones crecientes de tobramicina en disolucién y la interaccion entre
ambas moléculas seria registrada en continuo. La menor masa molecular de la
tobramicina evitaria la aparicion de limitaciones cinéticas por efectos de transporte de
masa (MTL).
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De este modo, una primera aproximacién a la caracterizacion de la interaccion
aptadmero-tobramicina consistio en la inmovilizacion del aptdmero anti-tobramicina
parcialmente metilado (ATA) modificado con un grupo tiol en su extremo 5° (SHATA)
sobre la superficie de oro del disco de SPR mediante la formacion de una monocapa
autoensamblada (SAM). Para evitar las adsorciones de las bases de la secuencia
oligonucleotidica sobre el oro, que podrian impedir que el aptdmero adoptase la
conformacién adecuada para la interaccion, se disefié una monocapa binaria, en la que

el segundo componente es el mercaptohexanol (MCH).

La inespecificidad de la técnica hace que sea necesario el uso de una
referencia. Dado que el equipo SPR dispone de dos canales, en uno se formo una SAM
mixta formada por una mezcla del aptamero tiolado y mercaptohexanol (MCH) (Figura
3.8, canal 1) mientras que en el otro canal, que actla como referencia, se inmovilizé
Unicamente MCH (Figura 3.8 canal 2, referencia). De esta manera sera posible evaluar,
si las hubiera, las interacciones inespecificas de la tobramicina con la superficie

sensora.
El protocolo para la formacién de la fase sensora fue el siguiente:

La superficie del disco recubierta por una capa de oro se trata con disolucion
pirafia (H.SO4 (conc.)+H,0, (33%) (70:30)) durante 10 min con el objeto de que la
superficie de oro esté completamente libre de materia organica antes de su uso. Tras
lavar el cristal con agua y con etanol, se seca con una corriente de nitrégeno. Una vez
que el cristal esta completamente seco se coloca cuidadosamente sobre el prisma
semicilindrico previamente cubierto con un aceite de inmersion que posee un indice de
refraccién conocido (np®'“=1,518+0,002) y el soporte del prisma se coloca en el
equipo. Se acondiciona el sensor con agua hasta que la sefal registrada sea estable,
momento en el que se introduce manualmente en el canal 1 de la celda una disolucién
de aptamero anti-tobramicina tiolado (SHATA) 0,1 uM, preparada en la disolucion
utilizada para llevar a cabo el SELEX*® (disolucién de afinidad, Anexo 1) conteniendo
NaCl 0,3 M para conseguir una mayor fuerza ionica. De este modo se minimizan las
fuerzas de repulsién presentes entre las moléculas de aptamero debido a su carga
negativa, lo que permite aumentar el niumero de moléculas inmovilizadas sobre la
superficie. El oligonucleétido es comercializado con enlaces disulfito, que seran
reducidos previamente a su uso siguiendo el protocolo detallado en el Anexo Il

Paralelamente, en el canal 2 se introduce una disolucion de MCH 1 mM preparada en
63



Disefio y caracterizacion de aptameros modificados para la deteccién de tobramicina

el mismo medio. Se registra la sefal obtenida durante toda la noche (Figura 3.8),
permitiendo la formacién de una SAM sobre la superficie de oro del sensor, tras lo cual
se drena la disolucién y se inyecta manualmente en ambos canales la disolucién de
MCH. Esta disolucion se mantiene en contacto con la superficie del sensor durante 1 h.
Con la adicion de MCH en el canal 1 se forma una monocapa mixta. Sus funciones son
varias: desplazar las moléculas de aptamero que se hubiesen quedado adsorbidas
sobre la superficie de oro de forma inespecifica (no a través del tiol), bloquear los sitios
de la superficie del oro que no hayan sido modificados con el aptamero tiolado y
orientar hacia la disolucion las moléculas de aptamero tiolado que se hayan unido a la
superficie de oro para que sean mas accesibles a las moléculas de tobramicina en
disolucion. En la figura 3.8, se observa como el angulo de resonancia medido tras la
modificacion de ambos canales es superior al inicial, lo que indica que la superficie de
oro ha sufrido una modificaciéon. La diferencia en el angulo registrado en el canal 1 es
superior a la diferencia registrada en el canal 2. Esto se debe a la clara diferencia de
tamafio entre el SHATA, inmovilizado en el canal 1 (MW=9188 Da) y el MCH,
inmovilizado en el canal 2 (MW=134,24 Da). La diferencia entre el angulo registrado
antes y después de la inmovilizacion de una biomolécula permite conocer la cantidad
de ésta que se ha inmovilizado sobre la superficie del sensor como se expondra mas

adelante.

Una vez modificados ambos canales satisfactoriamente, se procedio al registro
de la interaccion con la tobramicina en disolucién. Para ello el primer paso consistié en
la estabilizacion de la fase sensora para lo cual se inyectaron sucesivamente 50 pL de
la disolucion reguladora de afinidad (5 min) y 50 yuL de HCI 0,05 M (1 min) hasta la
obtencidn de una sefial estable. A continuacion se procedié a la inyeccion sucesiva de
concentraciones crecientes de tobramicina preparadas en la disolucion de afinidad (50
uL, 10 min). La inyeccion de estas disoluciones se realizé simultdneamente en ambos
canales mediante el autoinyector. Se espera que, tras la introduccién del antibiético
tobramicina, tenga lugar el reconocimiento molecular de éste por el aptdmero
inmovilizado, lo que se debe traducir en un aumento de la sefial de SPR registrada en
el canal 1. Por el contrario, en el canal 2, donde no se ha inmovilizado aptamero, la
sefal registrada tras la inyeccion de la tobramicina no debe presentar ningin cambio.
Una vez obtenido el registro durante esta etapa (fase de asociacion) se drena la

disolucién y se introducen 50 pL de la disolucién reguladora de afinidad exenta de
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tobramicina con el objetivo de registrar, durante 5 min, el proceso de disociacion del

complejo de afinidad que se hubiese formado en la etapa anterior (fase de disociacion).
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Figura 3.8. Sensorgrama correspondiente a la formacion de la SAM mixta: SHATA+MCH (canal
1) y SAM de MCH (canal 2).

Sin embargo, tal como se observa en la figura 3.9, tras la adicion de una
disolucién de tobramicina 0,1 uM, no se observa cambio alguno de la sefial en ninguno
de los canales. Se realizaron otras dos adiciones de disoluciones con concentracién
creciente de tobramicina (1 uM y 10 uM), pero ninguna de ellas generd una sefial de
SPR medible. Si se observa como, durante el periodo de tiempo en el que la disolucion
de tobramicina esta en contacto con la fase sensora, la sefial de SPR es superior a la
registrada tras llevarse a cabo la inyeccion de la disolucién reguladora, esto se debe al
cambio de indice de refraccion de la disolucion como consecuencia del cambio en su

composicion.
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Figura 3.9. Sensorgrama correspondiente a la adicion de tobramicina (1) 0,1; (2) 1y (3) 10 uM
sobre la fase sensora modificada con una monocapa mixta de aptamero anti-tobramicina+MCH

(canal 1); monocapa de MCH (canal 2, referencia).

A pesar de que estos resultados parecen indicar la ausencia de reconocimiento
molecular de la tobramicina en disolucion por parte del aptamero enlazado en el canal
1, también se debe tener en cuenta que la ausencia de sefial neta se puede deber a
una falta de sensibilidad del instrumento para detectar el enlace de moléculas de baja
masa molecular, como es el caso de la tobramicina (467,51 Da). Una estrategia para
aumentar la sensibilidad en estos casos seria la obtencidén de superficies modificadas
con una elevada capacidad de enlace. Sin embargo, las superficies con una elevada
densidad de la molécula inmovilizada no son adecuadas para llevar a cabo estudios
cinéticos, debido a las limitaciones por transporte de masa que se presentan, como se

discutird méas adelante.

Se decidi6, por lo tanto, inmovilizar la tobramicina sobre la superficie de oro del
sensor. De este modo, la interaccion se efectuard poniendo en contacto la superficie
modificada con distintas disoluciones de aptdmero con concentraciones crecientes,

realizando el registro del proceso en continuo.
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3.5.2. Inmovilizacion de la tobramicina sobre la superficie del sensor.

Examinando la estructura de la tobramicina y los grupos funcionales disponibles,
se decidié inmovilizar el antibidtico covalentemente a una monocapa autoensamblada
(SAM), previamente formada sobre la superficie de oro del sensor, que aporte a la
superficie los grupos funcionales adecuados para el posterior enlace. Concretamente,
se selecciond el acido mercaptopropanoico, que permite la posterior formacion de un
enlace tipo amida entre sus grupos carboxilo y uno de los grupos amino presentes en el
antibiético, mediante el empleo de carbodiimida. Se trata de un método ampliamente
utilizado y que es selectivo al Unico grupo amino unido a un carbono secundario (los

grupos amino restantes se encuentran enlazados a carbonos terciarios)***.

Al igual que en la estrategia anteriormente descrita, se modificaron de distinta
forma los dos canales disponibles con el objetivo de disponer de un canal de
referencia. En uno de los dos canales se procedié a la inmovilizacion de tobramicina y
en el otro se bloqued toda la SAM con etanolamina. De esta manera se pueden evaluar

las posibles interacciones inespecificas del aptamero con la superficie sensora.

El procedimiento experimental para llevar a cabo la inmovilizacion de la

tobramicina sobre la superficie de oro fue el siguiente:
1. Formacion de una monocapa autoensamblada de acido mercaptopropanoico.

Una vez se ha limpiado y colocado el disco de oro tal como se ha detallado en el
apartado anterior, se acondiciona el sensor con agua hasta que la sefal registrada sea
estable, momento en el que se introduce manualmente en ambos canales una
disolucién de acido mercaptopropanoico 40 mM preparado en una disolucion
EtOH:H,O (3:1). La cubeta se tapa con un pequefio trozo de parafilm para evitar la
evaporacion de la disolucién y se registra la sefial obtenida durante toda la noche
(Figura 3.10), periodo durante el cual se forma una SAM sobre la superficie de oro del
sensor. Se observa cdémo el angulo de resonancia medido tras el tratamiento del sensor
con el 4cido mercaptopropanoico es superior al inicial, lo que indica el incremento de

masa sobre la superficie sensora
2. Incorporacion mediante enlace covalente de la tobramicina.

La inmovilizacion de tobramicina consta de 3 etapas (Figura 3.11):

67



Disefio y caracterizacion de aptameros modificados para la deteccién de tobramicina

v' Activaciéon de los grupos carboxilo presentes en la superficie del sensor.
Se lleva a cabo mediante tres inyecciones sucesivas de 50 uL de una
mezcla de 200 mM EDC y 50 mM NHS, con tiempos de reaccion de 5
minutos cada vez.

v' Enlace de la tobramicina (canal 1) y de la etanolamina (canal 2) mediante
tres inyecciones sucesivas de tobramicina 10 mM en HEPES 0,1 M, pH
8,64 (valor de pH al cual la mayor parte de los grupos amino presentes en
la tobramicina carecen de carga, ya que su punto isoeléctrico es 8,2'%), o
etanolamina 1 M en HEPES 0,1 M pH 8,64, durante 20 min cada vez.

v' Blogueo de los grupos carboxilo que permanecen activados y sin
reaccionar mediante la inyeccion en ambos canales de etanolamina 1 M
preparada en HEPES 0,1 M pH 8,64 durante 30 min
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Figura 3.10. Sensorgrama obtenido durante la formacién de una monocapa autoensamblada de

acido mercaptopropanoico 40 mM durante toda la noche.
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Figura 3.11. Sensorgrama correspondiente a la inmovilizacion de tobramicina (canal 1) y

etanolamina (canal 2, referencia).

El empleo de esta configuracion, en la que la molécula que presenta menor
masa molecular se inmoviliza sobre la superficie, puede ser el origen de efectos
limitantes por transporte de masa (MTL), debido a que el aptamero, con mayor masa
molecular tiene que difundir desde el seno de la disolucién hacia la superficie sensora
(Figura 3.12). Estas limitaciones por transporte de masa aparecen cuando la velocidad
de enlace de la molécula a la superficie es mayor que su velocidad de difusién desde la
disolucién a la superficie, y afectan por igual a las fases de asociacion y disociacion.
Cuanto mayor es la concentracion de sitios de enlace disponibles mayor es el consumo
de aptamero en la superficie del sensor, siendo méas evidente el efecto de la limitacién
por transporte de masa. El hecho de que haya una limitacién por transporte de masa
implica que la constante cinética medida no seria la correspondiente a la reacciéon de
afinidad sino a la de la difusién del aptamero hacia el sensor. La forma de minimizar
dicho efecto es, por tanto, la construccion de fases sensoras que posean una baja
capacidad de enlace. Se considera que cuando se trabaja con interacciones donde kj
(constante cinética de asociacién) es mayor o igual a 10°M™s™ se debe tener en cuenta
este efecto en el modelo de enlace empleado para interpretar los datos cinéticos

correctamente®®®,
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Figura 3.12. Esquema de la fase sensora empleada para llevar a cabo los ensayos de enlace
mediante SPR.

En las condiciones experimentales utilizadas, se obtuvieron variaciones en el
angulo medido antes y después de la inmovilizacion de tobramicina sobre la superficie
(Rip) del canal 1 entre 15-30 m°. Estos valores se encuentran en el intervalo
recomendado para la caracterizacion cinética de interacciones en las que participa una
especie de pequefio tamafio molecular y es esta la que se inmoviliza sobre la superficie
sensora (en torno a los 25 m°, que equivalen a 250 RU, unidades empleadas por los
instrumentos Biacore)™*’. Este cambio de angulo medido puede utilizarse para calcular
el recubrimiento superficial de la tobramicina inmovilizada, expresado en masa por
unidad de superficie. De acuerdo con las especificaciones del equipo, una variacion en
el angulo de 120 m° se corresponde con 1 ng-mm™ de proteina enlazada. Sin embargo
debe tenerse en cuenta que esta relacion entre el cambio de angulo y la masa de
material enlazado depende del indice de refraccion de la molécula que se une. En la
bibliografia se informa de que el incremento en el indice de refraccion por unidad de
concentraciéon para antibiticos aminoglicésidos es de 0,153'%. Considerando este
valor, la relacién entre este incremento y el considerado como promedio para una
proteina modelo (0,173) es de 0,884. Por tanto para obtener un cambio de 120 m° en el
angulo de resonancia, se debe enlazar una cantidad de antibiético aminoglicosido

-2137

del,13 ng-mm De esta forma en las condiciones experimentales descritas la

cantidad de tobramicina inmovilizada se encuentra en el intervalo 141-282 pg mm.
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3.6. INTERACCION TOBRAMICINA INMOVILIZADA- APTAMERO: EL CICLO DE
ANALISIS.

Una vez se ha modificado satisfactoriamente la superficie del sensor con la
tobramicina se procede a realizar el registro de la sefial de SPR correspondiente a la
interaccién con distintas concentraciones de aptamero en disolucion, informacién
necesaria para calcular la constante de afinidad entre ambas moléculas. Estas medidas
se realizan en una disolucién 20 mM de Tris de pH 7,4 que contiene 150 mM de NacCl,
5 mM KCI, 1 mM MgCl, y 1 mM CaCl,, medio idéntico al utilizado durante el proceso de
seleccion del aptamero®, en el que la interaccién de afinidad estara favorecida.

La obtencién de los datos es un proceso totalmente automatizado, consistente
en la repeticion sucesiva de ciclos de analisis. El disefio del equipo ESPRIT, tipo
cubeta, hace que sea necesaria la agitacion constante de las disoluciones con el
objetivo de controlar las condiciones hidrodinamicas del sistema. Cada ensayo de
interaccién (o ciclo independiente de andlisis), consta de una serie de etapas:
acondicionamiento, asociacion, disociacion, regeneracion y nuevo acondicionamiento
(Figura 3.13).
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Figura 3.13. Sensorgrama en el que se muestra un ciclo completo de analisis correspondiente a una
superficie modificada con tobramicina (linea roja) y con etanolamina, que actia como canal de

referencia (linea verde).
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El protocolo para su registro se detalla a continuacion. Durante la etapa de
acondicionamiento se registra la sefial para inyecciones sucesivas de 50 pyL de
disolucion reguladora, durante 5 min, hasta obtener una sefial estable, tomada como
linea de base. A continuacion, se introducen simultaneamente en ambos canales
disoluciones que contienen distintas concentraciones de aptamero preparadas en la
disolucién reguladora de afinidad (35 pL) y se registra durante 10 min el cambio en el
angulo de resonancia producido por el enlace del aptdmero (fase de asociacion). Tras
drenar la disolucion de la cubeta, se introducen en ésta 50 pL de disolucion reguladora
y se registra la denominada fase de disociacion durante 5 min, en la que se producira la
disociacion parcial (o total) del complejo, hasta obtenerse una sefial estable. En la
siguiente etapa, se llevan a cabo varias inyecciones de 50 pyL de HCI 0,05 M (1 min)
para favorecer la disociacion completa del complejo de afinidad que pudiera
permanecer en la superficie (regeneracion). Finalmente, se realizan inyecciones
sucesivas de disolucion reguladora hasta obtener una sefal similar a la inicial (linea de

base).

Al inyectar la disolucién de aptamero en la cubeta se monitorizé la cantidad de
complejo aptdmero-tobramicina que se forma sobre la superficie del sensor mediante la
variacion del angulo de resonancia medido (R;) en funcion del tiempo, como se muestra
en la figura 3.14. Tras cada inyeccion se produce un rapido aumento de la sefal
registrada asociada al cambio en la composicion de la disolucion en contacto con la
fase sensora. Se debe sefialar que solamente en el canal 1 se observa un incremento
gradual de la sefal registrada, mientras que se obtiene una sefial constante para el
canal 2, de referencia. Esto es una indicacién de que los tres aptameros ensayados (el
natural (Figura 3.14 A) y los dos modificados (Figura 3.14 B y C)) se unen
especificamente al canal 1, donde se ha inmovilizado la tobramicina, y que la unién
inespecifica de cualquiera de los aptameros sobre la superficie modificada Unicamente
con etanolamina es inexistente. Tras drenar la disolucion que contiene el
correspondiente aptamero de la cubeta e introducir en ésta la disolucién de afinidad, se
observa una disminucion en la variacion del &ngulo de resonancia con el tiempo como
consecuencia de la disociacion del complejo aptdmero-tobramicina inmovilizada. En el
canal 1 no se llega a recuperar el nivel de la linea de base, lo cual indica que los
aptameros ensayados se han unido especificamente a la superficie modificada con

tobramicina. Por el contrario, en el canal 2 la sefal registrada permanece al nivel de la

72



Capitulo 3

linea de base, confirmandose que los aptdmeros no se unen inespecificamente a la

superficie sensora en ausencia de tobramicina inmovilizada.
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Figura 3.14. Sensorgramas que muestran un ciclo de analisis completo correspondiente a la
interaccion entre una superficie modificada con tobramicina (canal 1, linea sélida) o una superficie
modificada con etanolamina (canal 2, linea de puntos) con (A) ATANM 0,5 uM; (B) ATA 0,3 pM;
(C) ATATM 0,75 pM. En cada uno de los recuadros se muestra la sefial diferencial obtenida

restando la sefal del canal 2 a la del canal 1.
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Finalmente se logra la disociacidon completa del complejo aptamero-tobramicina
inmovilizada empleando unas condiciones &cidas suaves durante la etapa de
regeneracion. Bajo estas condiciones, los grupos amino presentes en la estructura de
la tobramicina adquieren una carga positiva, de modo que se eliminan los enlaces de
unién que estabilizan el complejo aptamero-tobramicina. La estabilidad de la SAM no
se ve afectada por esta regeneracion, por lo que se puede comenzar otro ciclo. En la
figura 3.15 se muestra la reproducibilidad correspondiente al registro de la sefal de

SPR inter- e intra-sensor.

Para obtener informacion sobre las caracteristicas termodinamicas y cinéticas de
la reaccion de afinidad entre la tobramicina inmovilizada y los distintos tipos de
aptameros disefiados, se registraron las curvas de asociacion y disociacion
correspondientes a los tres aptameros objeto de estudio ATA, ATATM y ATANM. En
cada caso, se obtuvo el sensorgrama correspondiente a un ciclo de enlace completo
para cada una de las concentraciones de aptamero ensayadas, comprendidas entre
0,05-3 uM, permitiendo que se alcance el equilibrio para cada uno de los experimentos
gue se llevaron a cabo. Segun aumenta la concentracion de la disolucién de aptamero
ensayada, mayores son tanto la pendiente del aumento del angulo registrado (R;) en la
etapa de asociacion como la sefial registrada en el equilibrio (Req) (Figura 3.16). Esto
indica que la cantidad de complejo aptamero-tobramicina inmovilizada que se ha

formado es también mayor.
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Figura 3.15. Superposicion de los sensorgramas correspondientes a la interaccién de una
concentracion de aptadmero anti-tobramicina no metilado, ATANM 0,15 uM con (a) y (b) la misma

fase sensora y (c) otra fase sensora.
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Figura 3.16. Superposicidon de sensorgramas de SPR correspondientes a la adicion de (A) ATANM
(a) 0,05; (b) 0,1; (c) 0,25y (d) 1 uM; (B) ATA (a) 0,08; (b) 0,1; (c) 0,15y (d) 0,3 uM; (C) ATATM (a)
0,2; (b) 0,5; (c) 1y (d) 1,5 (lineas negras) en la disolucion de afinidad. Ajuste no-lineal a las fases de

asociacion y disociacién (lineas blancas).

3.7. OBTENCION DE LAS CONSTANTES CINETICAS Y DE DISOCIACION.

Los sensorgramas obtenidos contienen tanto informacién cinética, como
informacion una vez alcanzado el equilibrio del proceso de reconocimiento de la

tobramicina por el aptamero correspondiente. La sefial de equilibrio puede utilizarse
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directamente para la determinacion de las constantes de equilibrio, bien de formacion
del complejo aptdmero-tobramicina (Ka) o bien de disociacion (Kp) (ambas se
encuentran relacionadas (Ka = 1/Kp), que son una medida de la afinidad que existe
entre el antibidtico y el receptor. De la variacion de la sefial con el tiempo se puede
obtener el valor de las constantes cinéticas de asociacion (ks) y disociacion (Kg), Y
ademas, si se seleccionan las condiciones adecuadas de medida, también se puede
obtener el valor de la constante de equilibrio. Es conveniente comparar los valores de
las constantes de equilibrio obtenidos por ambos métodos, siendo necesaria una

convergencia de los valores encontrados a modo de test de autoconsistencia.

La interpretacion de los datos de SPR tanto por el método cinético como por el
de equilibrio requiere un ajuste no lineal de la fase de asociacibn a un modelo

matematico (Figura 3.16., lineas blancas), que se describe a continuacion.

En el modelo se asume que la interaccion entre la molécula inmovilizada
(tobramicina) y la presente en disolucién (aptamero) tiene una estequiometria 1:1 y
sigue una cinética de orden 1. La reaccidon entre ambos se puede escribir mediante la

ecuacion 3.1.

k
on

PR
Koff

Tobramicina + Aptamero Tobramicina : Aptadmero ec. (3.1.)

donde el aptamero es la molécula en disolucion, y la tobramicina la inmovilizada. La

ecuacion de velocidad para este proceso es:

A _ ) [Tobramicina][aptamero] — ka[T: A] ec. (3.2

Teniendo en cuenta que la concentracion de tobramicina libre en cada instante de
tiempo t ([T]) se puede obtener si se conoce la concentracion inicial en superficie ([T]o)

y la cantidad de complejo formado ([T:A]):
[T]=[T]o — [T: A]
La ecuacién anterior puede escribirse:

d [T: A]
dt

= k,[aptamero|([T], — [T: A]) — ky4[T: A] ec.(3.3.)

La sefal observada en SPR, R, es proporcional a la concentracion de complejo

formado en superficie, [T:A] y la seflal maxima medida, Rmax, depende de la
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concentracion total de tobramicina activa en superficie, [T]o, por lo que la ecuacion 3.3
puede escribirse en términos de la sefial medida como se indica en la ecuacién 3.4.

dR

T k,laptamero](Ryqa — R) — k4R ec.(3.4.)

Al integrar esta ecuacién se obtiene la ecuacion 3.5., que describe como varia la sefal

de SPR medida en cada instante de tiempo t, R;, con la concentracién de aptamero

_ Rpaxlaptémerolk,

, (1 _ e—(ka[aptémero]libre"'kd)t) + RO ec. (35)

 kg[aptamero] + kg

donde, Rmax €S el maximo cambio registrado en el angulo de resonancia en m°, una
medida de la maxima capacidad de enlace cuando todos los sitios de enlace sobre la
superficie sensora estan ocupados; Ro es el cambio en el angulo de resonancia
registrado a t=0; [aptamero]ine €S la concentracion de aptdmero en ese instante de
tiempo, que coincide con la concentracion de aptamero empleada en la medida una vez
corregida como se explica a continuacion y ks y kg son las constantes cinéticas de
asociacion y disociacion del complejo aptamero-tobramicina, respectivamente. Esta

ecuacion suele escribirse de forma mas simple como se muestra en la ecuacion 3.6.
Re =Ry + E(1 —e™*%) ec.(3.6.)

donde E+R, representa la sefial de SPR registrada cuando el sistema alcanza el
equilibrio para cada una de las concentraciones de aptamero ensayadas (Req) Y

ks=ka[aptamero]iipre+Ka.

Cuando los experimentos de SPR se llevan a cabo en un instrumento de cubeta,
como en el presente trabajo, se debe tener en cuenta que se puede producir una
disminucién de la concentracién del aptdmero en el volumen fijo inyectado. Este efecto
se debe a la pérdida de material resultante del evento de enlace. Esto contrasta con lo
qgue ocurre en los instrumentos de SPR basados en sistemas de flujo, donde existe un
aporte continuo del analito y por tanto, se puede considerar que la concentracién de
aptdmero en el sistema se mantiene igual a la inicial. Este efecto fue cuantificado y

corregido mediante la aplicacion de la ecuacién 3.7.

ReqS 1073

[aptamero];;,,. = [aptamero], — FPMV

ec.(3.7.)
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donde, [aptdmero], es la concentracion de aptamero introducida en la celda en molar;
[aptamero]ine €S la concentracion de aptamero corregida también en molar; S es el
area de la superficie del sensor en contacto con la disolucién (2,8 mm?); f es el factor
de conversion entre unidades de angulo, m°, y la cantidad de aptamero unida a la
superficie enng-mm™, para un &cido nucleico este factor es =120 m°/0,8 ng-mm?; PM
es la masa molecular del aptdmero y V es el volumen de disolucion inyectada (35 pL en
todos los casos). Esta correccion fue tomada en consideracién en todos los célculos
realizados a continuacion. Como primera aproximacién, se considera que si la
concentracion de aptamero libre fuese inferior en mas del 10% al valor de la
concentracion de aptamero inicial, seria necesario utilizar un modelo cinético de orden
dos para explicar el evento de enlace®™®. En el presente trabajo los valores calculados
correspondientes a esta disminucion en la concentracion de aptamero son siempre
menores al 5% de la concentracion inicial del aptamero, siendo mas importantes para
las concentraciones mas bajas ensayadas, como cabria esperar. Por todo ello se

aplicaron las ecuaciones correspondientes a cinéticas de primer orden.
3.7.1. Analisis de equilibrio.

Para caracterizar la afinidad de la interaccion utilizando el modelo de equilibrio
debe tenerse en cuenta que la expresion de la constante del equilibrio de disociacién

del complejo tobramiciana:aptamero es:

[T]eqlaptamero],,
[T: Aleq

Ky = ec.(3.8.)

Donde se cumple:[T]g, + [T: Aleq = [Ty

Si se tiene en cuenta, como se comentd anteriormente, que la sefial de SPR
maxima, Rmax, depende de la concentracion inicial de tobramicina disponible y que la
sefal obtenida en el equilibrio, Req €s una medida de la concentracion de complejo de
afinidad formado, la expresién anterior se transforma en la que se indica en la ecuacion
3.9.

(Rmax — Req)[aptémero]eq
R

Kp = ec.(3.9.)

eq
Si se reorganiza esta expresion se obtiene la ecuacion de una isoterma de

Langmuir:
78



Capitulo 3

[aptamero],,
Req = [

R .(3.10.
aptémero]eq+KD> max €C.( )

Ademas, la ecuacion 3.9. puede escribirse en funcion de la constante de
asociacion, Ka:
1 Req

K, =—= ~ ec. (3.11.
4 KD (Rmax - Req)[aptamero]eq ( )

Que puede reorganizarse en la forma de la tipica representacion de Scatchard:

[apt;;z% = KyRnax — KaReq ec.(3.12.)

Para la aplicacion de este modelo, los valores de Req para cada una de las
concentraciones de aptamero ensayadas fueron estimados a partir de los ajustes no-
lineales de la fase de asociacion a la ecuacion 3.6. Por un lado, estos valores se
representaron frente a la concentracion de aptamero corregida ([aptamero]ipre=
[aptamero]eq) Y Se ajustaron a una isoterma de Langmuir (ecuacion 3.10), obteniéndose
de los parametros de ajuste el valor de Kp En la Figura 3.17 se muestran las isotermas

de Langmuir para cada uno de los aptameros objeto de estudio en este trabajo.

Otra forma habitual de calcular la constante de disociacion, Kp, es el empleo de
la representacion lineal definida en la ecuacion 3.12 (Reg/[aptameroliipre VS. Req). La
constante de disociacion, Kp, se obtiene como el inverso de la pendiente de la recta
obtenida al representar los datos como se indica. Debe tenerse en cuenta que, en
general, la representacién de Scatchard conduce a mayores errores en la estimacion
de los valores de Kp, por ello, en este caso se utilizaron ambas representaciones y los

resultados obtenidos se resumen para su comparacion en la Tabla 3.2.
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Figura 3.17. Isotermas de enlace de Langmuir obtenidas incubando una fase sensora modificada
con tobramicina con concentraciones crecientes de (A) ATANM; (B) ATA y (C) ATATM en

disolucién de afinidad durante 10 min.

Las constantes de disociacion, Kp, obtenidas por ambos métodos son similares

para los tres aptameros con diferente grado de metilacion estudiados (ATA, ATATM y

ATANM). EIl valor mas pequefio, menor de 100 nM, lo presenta el aptdmero anti-

tobramicina natural, no metilado, ATANM. Los aptameros modificados, ATA y ATATM,
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mostraron valores de Kp superiores a 100 nM. ATA mostro una Kp ligeramente menor
(mayor afinidad) hacia su molécula diana, la tobramicina que el aptamero totalmente
metilado, ATATM. A partir de este resultado se puede concluir que la afinidad exhibida
por el aptamero disminuye a medida que se incrementa su grado de metilacion. No
obstante, esta disminucion no es muy grande, observdndose una disminucion de la

afinidad de unas 4 veces entre los aptameros natural y totalmente metilado.

La introduccion de la modificaciéon 2°-OMe en el grupo 2°-OH de la base U12,
qgue, segun se ha descrito, juega un papel importante en el reconocimiento molecular
de la tobramicina, supuso una disminucion adicional en la Kp de 1,5 veces respecto a la
observada para el aptamero donde 26 de las 27 ribosas habian sido modificadas. La
pérdida en afinidad de ambos aptameros modificados es asumible si se tiene en cuenta

el aumento en estabilidad que dicha modificacion confiere a ambas secuencias.

Tabla 3.2. Analisis de equilibrio para los tres aptameros objeto de estudio (ATA, ATATM,
ATANM) empleando dos métodos: Representacion de Scatchard y ajuste a la isoterma de enlace de

Langmuir.

ANALISIS DE EQUILIBRIO

Aptamero Ecuacion Ko nM)®  Rmax (M9?  Ko(NM)®  Rmax (M°)°

Req/[ATAlibre(M°M ™) =-(83£6)x10° (M™)
ATA . N 1168 5146 13020 5245
Req(M®)+(44+2)x10° (m°M™); r=0,994

Req/[ATATM]jpre(M°M ™) =-(4425)x10° (M)
ATATM ; B 210+30 5846 170450 4629
Req(mM2)+(25+2)x10° (m°M™); r=0,99

Req/[ATANM]jipre(M°M™) =-(19£1)x10° (M)
ATANM . . 50420 60+10 60+40 60+10
Reg(mM®)+ (104£4)x10° (m°M™); r=0,995

2 Representacion de Scatchard; ° Isoterma de enlace de Langmuir

3.7.2. Andlisis cinético.

Adicionalmente, se llevo a cabo una interpretacion cinética de los datos de SPR
obtenidos que permitio evaluar las constantes cinéticas (de asociacion, k,, y de
disociacion, kq) correspondientes a la interaccion aptamero-tobramicina para cada uno

de los tres aptameros estudiados. Estos pardmetros cinéticos permitieron realizar una
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evaluacion de la constante de disociacién que fue comparada con los valores obtenidos

mediante el andlisis de equilibrio realizado en el apartado anterior.

El ajuste no lineal de todos los sensorgramas a la ecuacién 3.6 proporciond un
valor de ks para cada una de las concentraciones de aptamero ensayadas. La
representacion del valor de ks frente a la concentracion de aptamero libre,
[aptamero]ine da lugar a una funcion lineal cuya pendiente y ordenada en el origen se
corresponden con los valores de k, y kq respectivamente. Se acepta que el valor de kj
estimado a partir de esta representacion es correcto. Sin embargo, se asocian elevados
errores al célculo de ky mediante este método'*. Una estimacién mas adecuada es la
obtencion de ky a partir del ajuste no lineal de la fase de disociacion de cada uno de los
sensorgramas. El modelo empleado para realizar dicho ajuste es una exponencial
decreciente de primer orden que incluye un término de compensacion (ec. 3.13), R.,
gue hace referencia a un valor no nulo del angulo medido tras la disociacion, lo cual se
interpreta como una disociacion incompleta del complejo, tipica de los instrumentos

SPR que emplean un sistema cerrado (cubeta).

R, = Rype k¥t + R, ec.3.13.

Tabla 3.3. Analisis cinético para los tres aptdmeros objeto de estudio (ATA, ATATM, ATANM).

ANALISIS CINETICO

Aptamero Ka (Ms)™ kg (s7)? kg (s7)° Ko (NM)
ATA (1212)"104 0,017+0,001 0,014+0,003 140£30
ATATM (9313)'103 0,018+0,002 0,020+0,003 190+30
ATANM (1414)1 0* 0,013+0,003 0,007+0,004 90+40

%kq del ajuste de disociacién; °kq calculado a partir de la expresion ke=Kp-ka

En la tabla 3.3 se muestran los valores obtenidos para las constantes cinéticas y
el célculo de la constante de disociacion, Kp, derivada de dichos pardmetros cinéticos.
Para los tres aptameros estudiados, el valor de ks es menor de 10° M?s?
confirméndose la aplicabilidad de un modelo bimolecular sencillo sin necesidad de
incluir limitaciones por transporte de masa, MTL. Tanto k, como kg cambian
ligeramente con el grado de metilacion, siendo méas favorables (lo que supone una
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mayor afinidad de enlace) para el aptamero natural sin modificar, ATANM, que para
ATA y ATATM (ka mayor y kg menor para ATANM). Los valores de la constante de
disociacion, Kp, fueron calculados para cada uno de los tres aptameros de acuerdo a la

expresion Kp=Kg/Ka.

Los valores de kg obtenidos a partir de un ajuste no lineal a una fase de
disociacion donde ésta no alcanza el valor inicial de la linea de base, es decir, donde la
disociacion es incompleta, pueden desviarse de su valor real. La aparicion de una
disociacion incompleta puede ser debida a dos causas: efectos por transporte de masa,
MTL, los cuales han sido descartados en el presente trabajo teniendo en cuenta los
valores de ki, como ya se ha explicado, o efectos de reenlace. El efecto de reenlace
esta siempre presente al trabajar con instrumentos basados en la medida de SPR en
una cubeta, incluso cuando se trabaja en condiciones donde el transporte de masa no
es limitante. Con el objetivo de evitar este efecto, se calculd la ky a partir de la ki
obtenida previamente a partir del ajuste no lineal de la fase de asociacion y la Kp
obtenida mediante el andlisis de equilibrio, segun la expresion kq=k,-Kp (Tabla 3.3). Los
valores obtenidos mediante este método alternativo son muy similares a los obtenidos
a partir del ajuste no lineal a la fase de disociacion, lo que incide sobre la calidad de los
datos mostrados en el presente estudio. Estos datos se ajustan a la misma tendencia
observada en el analisis de equilibrio. El aptAmero que muestra una mayor afinidad
(Kp<100 nM) es el no modificado, ATANM, mientras que el valor mas elevado de Kp
corresponde al aptdmero totalmente metilado, ATATM.

3.7.3. Autoconsistencia de los resultados obtenidos y comparacién con

resultados previos.

Finalmente se sometio los valores obtenidos (Tablas 3.2 y 3.3) a un test de
autoconsistencia basado en la comparacion de las constantes de disociacion Kp,

obtenidas por ambos métodos, de equilibrio y cinético**.

Observando las tablas 3.2 y 3.3 se puede concluir que los valores de Kp
obtenidos mediante la representacion de Scatchard y por el ajuste no lineal a la
isoterma de enlace de Langmuir son iguales entre si, teniendo en cuenta el error
experimental, y similares a los valores de Kp calculados a partir de parametros

cinéticos. Esta sencilla comparacion confirma la veracidad de los datos calculados.
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En trabajos previos, se ha evaluado la constante de afinidad del complejo
formado por la tobramicina y el aptamero anti-tobramicina natural ATANM. Rando et al.,
autores de la obtencién mediante SELEX del aptamero anti-tobramicina, describen la
interaccion entre ambas moléculas con una estequiometria 1:2, aportando sendos
valores de Kp: Kpi1=9+3 nM y Kp,=2,7+0,3 UM obtenidas mediante medidas de
desactivacién de la fluorescencia en disolucién con tobramicina marcada (PYT)™. La
constante Kp; es notablemente inferior al valor estimado en este trabajo, hecho
posiblemente derivado de medir la constante de afinidad en disolucion y no con una de

las moléculas inmovilizadas.

Por el contrario, Verhelst et al. asignaron a dicha interaccion un valor de
Kp=1,1+0,15 uM, mediante medidas de SPR, siendo el aptamero la molécula
inmovilizada sobre la superficie del sensor a través de un enlace biotina-
estreptavidina'*®. Este valor es mas alto que el estimado en este trabajo. Esta
diferencia en la constante medida puede deberse al empleo de una disolucion
reguladora diferente de la utilizada durante la seleccion del aptamero y, por tanto, no
Optima, asi como el empleo de un aptamero marcado como elemento de
reconocimiento molecular. Adicionalmente, Verhelst y colaboradores observaron una
disociacion muy rapida, que confirma que el complejo aptdmero-tobramicina formado
en las condiciones experimentales utilizadas por estos autores posee una menor

afinidad que el complejo aptamero-tobramicina observado en el presente trabajo.
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Capitulo 4

La tobramicina es un antibiético aminoglicésido empleado en tratamientos
clinicos para combatir gran cantidad de infecciones. En este capitulo se presenta el
problema analitico que supone la determinacién de tobramicina y se revisan los
meétodos que se describen en la literatura cientifica para resolverlo. Como alternativa a
dichos métodos se propone el empleo de los aptdmeros anti-tobramicina modificados
(disefiados y caracterizados en el capitulo anterior) como elementos de reconocimiento
molecular para el desarrollo de un aptasensor impedimétrico. La descripcion del disefio
y optimizacion de este sensor, asi como de sus caracteristicas analiticas constituye la
parte central de este capitulo. Finalmente se demuestra la validez del aptasensor

propuesto para la determinacion de tobramicina en muestras de suero humano.

4.1. DEFINICION DEL PROBLEMA ANALITICO.

Los aminoglicésidos son un grupo de antibidticos de amplio espectro,
caracterizados por presentar dos 0 mas grupos aminoazucares en su estructura unidos
a un aminociclitol mediante enlaces glucosidicos. En la mayoria de los casos, el ciclitol
(anillo 1, figura 3.1) es una 2-desoxiestreptamina, excepto en el caso de la
estreptomicina, que se trata de una estreptidina.

Los antibiéticos aminoglicésidos se clasifican habitualmente atendiendo a la
sustituciéon del ciclitol, siendo los dos grupos mas importantes los 4,5-disustituidos, en
el que se encuentra la neomicina, y los 4,6-disustituidos en el que se incluyen
gentamicina, kanamicina y tobramicina, molécula objeto de andlisis en este trabajo. Las
estructuras de alguno de estos aminoglicésidos se muestran en el capitulo anterior
(Figura 3.1). La mayoria de estos compuestos se generan de forma natural como
productos de diferentes actinobacterias, mas concretamente del género Streptomyces.
Aunque es posible la sintesis quimica de gran parte de dichos aminoglicosidos, la

fermentacion sigue siendo la ruta mas econémica para su produccion.
4.1.1. Indicaciones terapéuticas de la tobramicina.

Los aminoglicosidos, y entre ellos la tobramicina, constituyen un grupo de
antibioticos de gran importancia en el tratamiento de enfermedades infecciosas debido
a su capacidad para inhibir el crecimiento de algunas bacterias Gram-positivas y gran
parte de las Gram-negativas (especialmente Pseudomonas), que son con frecuencia

resistentes a otros antibioticos. Dicha actividad tiene su origen en su capacidad para
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unirse irreversiblemente a los ribosomas interfiiendo de este modo en la sintesis
proteica de las bacterias. Se han descrito también mecanismos adicionales de accién,
como alteraciones en la membrana citoplasmatica con salida de elementos
intracelulares, y alteraciones en el metabolismo y respiracion celulares, ademas de

otros posibles mecanismos aun sin aclarar*®.

La aplicacion clinica de los antibioticos aminoglicésido se ve limitada debido a su
estrecho intervalo terapéutico y a los efectos de ototoxicidad y nefrotoxicidad que
pueden aparecer a niveles séricos elevados. En el caso de la tobramicina dicho
intervalo es de 2-12 pg/mL (4,3-25,7 uM) en suero'*. Esto genera la necesidad de
llevar a cabo un control exhaustivo de los niveles de estos antibioticos en liquidos
biolégicos (fundamentalmente suero) cuando se esta siguiendo un tratamiento que los

incorpore.
4.1.2. Métodos para la determinacién de tobramicina.

La determinacién de antibiéticos aminoglicésidos, y en particular de tobramicina,
no es sencilla, debido a que carecen de propiedades espectroscopicas o

electroquimicas utiles.

Tradicionalmente el andlisis de aminoglicésidos se ha llevado a cabo mediante
ensayos microbiologicos. Este ha sido el método oficial dictado por la European
Pharmacopoeia (EP)'** hasta el afio 2005 para la determinacién de tobramicina,
momento en el que se sustituyd por un método cromatografico debido a las numerosas
deficiencias mostradas por el primero, como tiempos de andlisis prolongados, escasa
especificidad frente a otros antibidticos (lo que puede suponer un problema en el caso
de tratamientos que combinen mas de uno de estos compuestos), precision baja

cuando las concentraciones a determinar son pequefas e intervalos lineales estrechos.

Los métodos mas comunes que se encuentran en la bibliografia para la
determinacién de antibiéticos aminoglicésidos, y en concreto de la tobramicina, son los

basados en separaciones cromatograficas™*®*>*.

Los métodos cromatograficos desarrollados para la determinacién de
tobramicina son, en general, complejos, debido a la necesidad de derivatizacion
asociada a la ausencia de grupos cromaoforos o fluoréforos fuertes en la estructura del

antibidtico. Los inconvenientes asociados a estas metodologias son, por un lado, la
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necesidad de llevar a cabo largos procesos de pretratamiento de las muestras, y por
otro, la posibilidad de que se produzcan derivatizacién es incompletas o productos que
carecen de estabilidad. Teniendo en cuenta estas premisas se han buscado sistemas
de deteccion alternativos a los espectroscopicos (UV o fluorescencia), como por

ejemplo la deteccién electroquimica™*®**°.

El método escogido por la European
Pharmacopoeia (EP) como mas adecuado para la determinacién de tobramicina o
gentamicina™® consiste en la determinacién por amperometria de pulso sobre
electrodos de oro, de uno u otro antibiético, tras una separacion por cromatografia de
liquidos de alta resolucion de fase inversa (RP-HPLC). En el caso de la tobramicina el
limite de deteccidn y el intervalo lineal que se obtienen son 4 ug/mL y 15-140 pg/mL,

respectivamente.
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Tabla 4.1. Limite de deteccidn e intervalo lineal de alguno de los métodos para analisis de tobramicina descritos en la bibliografia.

Técnica L. D. Intervalo lineal Muestra real Pretratamiento Ref.
(ng/mL) (ug/mL) muestra
HPLC-IPAD 0,006 0,09-0,7 No aplicacion No 146
HPLC-ELSD 0,33 1-38 Orina; Suero humano Si 147
HPLC-MS/MS 0,1 > 50 Suero humano Si 148
HPLC-MS/MS 0,05 0,05-1 Plasma humano Si 149
HPLC-IPAD 4 15-140 No aplicacion No 150
HPLC-F 0,07 0,25-20 Orina Si 151
EIA 0,01 0,04-0,8 Suero humano No 152
CFEIA 0,06 0,1-10 Suero humano Si 153
CE-LIF 0,004 0,005-2,34 Plasma humano Si 154
SPE-CZE 0,1 0,3-30 Suero humano Si 155
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Otros métodos usados para la determinacion de tobramicina son los

152153156 vy |os métodos electroforéticos™’**®. Los inmunoensayos han

inmunoensayos
sido ampliamente utilizados en el andlisis de gran nimero de compuestos de
importancia farmacologica. Se trata de métodos que poseen una especificidad
intrinseca, alta sensibilidad y son susceptibles de ser aplicados a un gran niamero de
analitos, tanto de baja masa molecular como macromoléculas, en matrices complejas.
En el caso particular de la tobramicina se pueden encontrar descritos en la bibliografia
varios ejemplos de inmunoensayos para su analisis, tales como

154,160

radioinmunoensayos'®®, inmunoensayos de polarizacion de fluorescencia e

inmunoensayos  enzimaticos'®?'>3'%  sjn

embargo, la determinacion de
aminoglicosidos mediante inmunoensayos también muestra diversos inconvenientes.
Los inmunoensayos que utilizan isétopos radiactivos como marcadores muestran una
evidente limitacion derivada de los residuos radioactivos que se generan y la necesidad
de acreditacion del laboratorio. En el desarrollo de inmunoensayos enzimaticos
tradicionales, tipo ELISA, para moléculas de pequefio tamafio se suele optar por la
inmovilizacién de éstas sobre la placa y su aplicacion en la practica a la detecciéon de
aminoglicosidos esta muy limitada debido a la dificultad para adsorber estas moléculas
sobre la fase sélida*®*. En algunos casos se observa ademas una baja especificidad de
los anticuerpos utilizados, que también reconocen otros antibiéticos con estructuras

similares'®?.

Con el objetivo de superar estas limitaciones, en el presente trabajo se propone
el empleo de dos aptameros de ARN dirigidos contra tobramicina, previamente
descritos, pero modificados para aumentar su estabilidad y facilitar su manejo como

elementos de reconocimiento para la determinacion de tobramicina en muestras reales.

Hasta el momento, han sido escasos los avances dirigidos hacia el empleo de
estas secuencias para la determinacion de tobramicina. Se pone de manifiesto de este
modo, que la aplicacion de los aptameros para el desarrollo de ensayos y/o
biosensores capaces de detectar con adecuada especificidad y sensibilidad la molécula

diana para la que fueron seleccionados no es un paso trivial.

Los dos aptameros de ARN seleccionados contra la tobramicina fueron
empleados como elementos de reconocimiento molecular en el disefio de un ensayo
fluorescente de desplazamiento empleando el naranja de tiazol como colorante®®. El

naranja de tiazol posee una fluorescencia débil en disolucién, pero se convierte en un
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potente fluoréforo al intercalarse inespecificamente en &cidos nucleicos de doble hebra.
Una vez formado el complejo aptamero-naranja de tiazol, la presencia de tobramicina
en disolucién provoca el desplazamiento del colorante a la disolucién observdndose
una disminucion en la fluorescencia medida. De los dos aptameros, Unicamente el
aptamero de ARN de 26 bases (Figura 3.2.(B)) fue capaz de producir una disminucion
de la fluorescencia que permitiese la determinacion de tobramicina. El limite de
deteccidn se situd en el intervalo 50-100 nM de tobramicina. El empleo del aptamero de
ARN de 27 bases (el empleado en el presente trabajo (Figura 3.2.(A)) no dio lugar a

una disminucién significativa en la fluorescencia medida.

El mismo aptamero de ARN de 26 bases seleccionado por Wang y Rando fue
empleado sin éxito como elemento de reconocimiento molecular en el disefio de un
aptasensor electroquimico para la determinacién de tobramicina en suero™®. Los
autores emplearon la secuencia natural de ARN, a la que introdujeron una marca
electroactiva (azul de metileno) en uno de sus extremos, mientras que el otro extremo
se empled para la inmovilizacion del oligonucleétido sobre una superficie de oro
mediante la introduccién de un grupo tiol. El pequefio cambio conformacional que
experimenta el aptdmero al producirse el reconocimiento molecular de la tobramicina,
asociado a que posee una estructura en horquilla incluso en ausencia de la molécula
diana, derivd en una supresion de la sefial medida de aproximadamente un 40% tras la
adicion de una concentracién de tobramicina de 1 mM. Sin embargo, el disefio no
resultd aplicable a muestras de suero reales debido a la degradacion del ARN por las
nucleasas. Esto condujo a los autores a disefiar un aptamero modificado. Se
sustituyeron los grupos 2°-OH por grupos 2°-OMe, aunque solamente en las ribosas
unidas a las bases que forman el tronco de la horquilla. Esta metilacion parcial no
confirié a la secuencia oligonucleotidica la suficiente estabilidad para poder emplearse
en muestras reales. La modificacion de todos los grupos hidroxilo por 2°-F tampoco
resulté exitosa debido a que provoco una gran disminucién de la afinidad que no fue
acompafada de un aumento aceptable en la estabilidad. Finalmente, con el objetivo de
aumentar la estabilidad del aptamero, los autores optaron ingenuamente por
transformar la secuencia de ARN de 26 bases en una secuencia de ADN del mismo
namero de bases. Este cambio supuso una reducciéon en la afinidad del aptamero que
anulé la capacidad de dicha secuencia para detectar tobramicina en un rango

clinicamente relevante. Este resultado era totalmente esperado ya que es bien sabido
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qgue la transformacion directa de ARN en ADN o viceversa, cambia las caracteristicas

de enlace por completo.

4.2. LA ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA FARADAICA (FIS) COMO SISTEMA
DE TRANSDUCCION EN BIOSENSORES

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) es una herramienta muy
poderosa capaz de aportar informacién acerca de propiedades fisicas y quimicas de
superficies electrodicas modificadas. Las técnicas impedimétricas han ido
desarrollandose con el objetivo de caracterizar adecuadamente la fabricacion de
biosensores y monitorizar todo tipo de reacciones electrodicas, como pueden ser las
catalizadas por enzimas o el reconocimiento molecular de determinadas moléculas

como proteinas, acidos nucleicos, anticuerpos, etc.

La EIS posee un elevado potencial para el analisis de propiedades interfaciales
de superficies electrodicas, mostrandose capaz de aportar informacion acerca de
cambios de resistencia/capacitancia que tienen lugar sobre superficies conductoras o
semiconductoras. Estos cambios en las propiedades eléctricas de la interfase electrodo
disolucién pueden producirse como consecuencia de un proceso de reconocimiento
molecular. Por tanto, esta técnica se ha utilizado como sistema de transduccion en
diferentes tipos de biosensores, con la particularidad de que permite el desarrollo de

dispositivos que no precisan del empleo de biorreactivos marcados.

La impedancia Z de un sistema se obtiene a partir de la medida de la corriente
generada como respuesta a la aplicacion a la celda electroquimica de un potencial de
corriente alterna, perturbacion sinusoidal del voltaje con una pequefia amplitud y
frecuencia angular de variacion, w. La impedancia se calcula como el cociente entre la

funcién voltaje, V(t) y la funcion de la corriente resultante I(t).
Z=V(jw)/I(jw) = Zre(w) + jZim(w)ec.(4.1.)

Como se puede observar en la ecuacién (4.1.) la impedancia se describe
mediante un numero complejo, ya que la funcién de la corriente puede variar de la de
voltaje no sélo en su amplitud sino en el angulo de fase (@). De este modo el valor de la

impedancia puede expresarse con su modulo |Z| y el angulo de fase ¢ o como la
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suma de una parte real, Z(w) y otra imaginaria, Zin(w), componentes que se originan

principalmente de la resistencia y capacitancia de la celda, respectivamente.

Dentro de las técnicas impedimétricas destacan la Impedancia no Faradaica que
se basa en medidas de capacitancia y la Espectroscopia de Impedancia Faradaica
(FIS) en la que tiene lugar un proceso faradaico. La FIS permite el estudio de la cinética
y el mecanismo de las reacciones que tengan lugar sobre la superficie modificada del

electrodo de trabajo.
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Figura 4.1. (A) Representacion esquematica de un circuito de Randles. (B) Representaciones de
Nyquist en diferentes supuestos (1) transferencia electrénica rapida; (2) transferencia electrdnica

lenta; (3) control mixto.

En la terminologia electroquimica un proceso faradaico es aquel en el cual se

transfiere una carga a través de una interfase electrodo-disolucion. Para llevar a cabo
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medidas de FIS debe existir una especie electroactiva en la disolucion, habitualmente
[Fe(CN)s]*™".

Las transformaciones electroquimicas que tienen lugar en la interfase electrodo-
disolucién pueden modelizarse de acuerdo a circuitos equivalentes, dentro de los
cuales el circuito general mas utilizado para modelizar los fenémenos interfaciales es el
circuito de Randles (Figura 4.1.A.). En dicho circuito equivalente se incluye la
resistencia 6hmica de la disolucion (Rs), la impedancia de Wargburg (W), que esta
asociada a la difusion de los iones desde el seno de la disolucion hacia la interfase
electrddica, la capacitancia de la doble capa (Cp.) y la resistencia a la transferencia
electronica que aparece debido a la existencia de una molécula electroactiva en la
disolucion (Rer). Rs y W representan propiedades de la disolucion, por lo que no se ven
afectados por las transformaciones quimicas que tienen lugar sobre la superficie
electrodica, mientras que Cp. y Re dependen de las propiedades dieléctricas vy

aislantes de la interfase electrodo-disolucion.

La Re: esta relacionada con la cinética de transferencia electronica de la
molécula electroactiva presente en disolucidén a través de la interfase electrodica. Esto
quiere decir que, una modificacién de la superficie electrédica cuya naturaleza sea
aislante disminuirda la velocidad de transferencia de carga a través de la interfase

electrédica, aumentando, por lo tanto, la resistencia a la transferencia electrénica, Ret.

La obtencién de un espectro de impedancias supone la obtencién de la
impedancia, Z, a distintas frecuencias de variacion del voltaje aplicado a la celda
electroquimica. Una de las representaciones mas habituales de un espectro de
impedancias es la representacion de Nyquist, que supone la representacion de la
Zim(w) frente a Ze(w) (Figura 4.1.B.). Esta representacion puede tomar diferentes
formas dependiendo de las condiciones experimentales y del sistema examinado,
siendo una de las mas habituales aquella en la que se observa una region que forma
un semicirculo seguida de una linea recta (Figura 4.1.B.(1)). La zona semicircular,
aparece a valores de w a los que el proceso estd limitado por la velocidad de
transferencia electronica. A frecuencias bajas aparece una zona lineal, lo que indica
que el proceso de electrodo esté limitado por la difusion de especie electroactiva hacia
el electrodo, ya que el tiempo de muestreo es suficientemente largo comparado con la
velocidad de transferencia electréonica. En el caso de procesos cuya transferencia

electrénica es muy rapida, el semicirculo de la representacién de Nyquist puede quedar
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muy reducido observdndose una regidn lineal en la mayor parte del intervalo de
frecuencias utilizado (Figura 4.1.B.(2)), mientras que en el caso de procesos en los
cuales la transferencia electrénica es muy lenta dicha representacién esta formada
solamente por un semicirculo de gran amplitud (Figura 4.1.B.(3)). Del espectro
obtenido, se pueden, por tanto, extraer las caracteristicas de la cinética de
transferencia electrénica. El diametro del semicirculo se corresponde con el valor de
Ret, mientras que la interseccion de dicho semicirculo con el eje X a valores de
frecuencias altos (w—) es igual a la resistencia de la disolucién, Rs (Figura 4.1.B). La
extrapolacion del semicirculo hacia valores de frecuencia mas bajos, permite obtener

en el punto de la interseccion con el eje X, el valor de Rs+Ret.

Normalmente un espectro de impedancias con fines analiticos se traza
empleando valores de frecuencias comprendidos en el intervalo 10 mHz-100 KHz,
dentro del cual la impedancia esta controlada por las propiedades interfaciales de los
electrodos modificados, siendo minimas las contribuciones debidas a otros fenémenos,

tales como la inductancia de la celda o el efecto de las conexiones.

4.3. DISENO DE UN SENSOR IMPEDIMETRICO PARA LA DETERMINACION DE
TOBRAMICINA.

En respuesta a la elevada demanda de estrategias que permitan la
determinacion de tobramicina en muestras reales de forma rapida, sencilla y fiable, en
el presente capitulo se propone la integracion de un aptdmero, que actuara de receptor
de afinidad, con un transductor electroquimico que aporta la sensibilidad necesaria
para lograr detectar concentraciones clinicamente relevantes del antibiético. Se
emplean los dos aptameros de ARN modificados, previamente disefiados vy
caracterizados (capitulo 3), como elementos de reconocimiento molecular en el disefio
de un aptasensor para la determinacion de tobramicina. La modificacion de las ribosas
del ARN escogida (2"-OMe) se propone como alternativa a las descritas previamente
118

sin éxito™", para conseguir la determinacion de tobramicina en muestras reales.

El sistema de transduccion escogido es la espectroscopia de impedancia
faradaica (FIS), técnica que muestra una excelente sensibilidad en el desarrollo de
biosensores basados en aptameros, desde que se combiné por primera vez con este

tipo de reactivos analiticos*®®>. Como se ha comentado en el apartado anterior, la
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obtencion de un espectro de impedancias requiere la presencia en la disolucion de
medida de una molécula electroactiva que actiia como sonda, en este caso, [Fe(CN)g]*
" La adquisicién de dicho espectro antes y después del proceso de modificacién de la
superficie electrodica permite medir los cambios en la resistencia a la transferencia
electrénica (Ret) que se producen como consecuencia de tal modificacién. Mientras que
la inmovilizacion de una molécula cargada positivamente sobre la superficie del
electrodo de trabajo produce una disminucion en la Re medida, es decir, la
transferencia de electrones es mas facil, la inmovilizacion de una molécula cargada
negativamente produce el efecto opuesto. Ambas situaciones derivan del efecto
atractivo o repulsivo que ejerce la modificacién de la superficie electrodica sobre la
molécula electroactiva seleccionada, cargada negativamente. Este efecto se puede
confirmar mediante voltametria ciclica (CV), ya que la mayor resistencia a la
transferencia de carga se manifiesta en un aumento de la separacion entre los
potenciales de pico (E,) de los procesos de oxidacion y de reduccion del proceso de la

sonda electroactiva, asi como una disminucion en las corrientes de pico obtenidas.
4.3.1. Construccion de la fase sensora.

Una de las etapas claves en el desarrollo de un biosensor es el disefio de la fase
sensora, lo que supone la inmovilizacion de una de las moléculas involucradas en la
interaccion de afinidad utilizada como reaccion de reconocimiento molecular; en el caso

particular de este trabajo, el aptdmero anti-tobramicina.

El primer disefio que se propuso para abordar la construccion de una fase
sensora que fuese capaz de reconocer a la tobramicina fue la inmovilizacién del
aptdmero anti-tobramicina modificado en todas sus bases excepto en la base Ul12,
sobre una superficie de oro. Para ello se introdujo un grupo tiol en el extremo 5°de la
secuencia oligonucleotidica del aptamero, que permite la inmovilizacion del aptamero
(SHATA) mediante su quimisorcion sobre una superficie de oro dando lugar a una
monocapa autoensamblada (SAM). La construccién de la fase sensora se completd
mediante su exposicién a una disolucion de mercaptohexanol, generandose una SAM
mixta. El oligonucleétido tiolado (SHATA) es comercializado con enlaces disulfito, que
seran reducidos previamente a su uso siguiendo el protocolo detallado en el Anexo Il
La idoneidad de esta configuracion fue descartada tras comprobarse que la incubacién
de dicha fase sensora con disoluciones de concentracion variable de tobramicina daba

lugar a medidas aleatorias de la resistencia a la transferencia electronica, Re:. La
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pequefia masa molecular de la tobramicina es la causa de este efecto. Su interaccién
con la fase sensora no da lugar a un cambio en la resistencia a la transferencia
electronica significativo que pueda relacionarse con la concentracion del antibiético en
disolucién. Se procedid, consecuentemente, al disefio de una fase sensora basada en
la inmovilizacion covalente de la tobramicina sobre la superficie electrodica y la
posterior inmovilizacibn de un aptdmero de ARN anti-tobramicina a través de su
interaccion de afinidad con el antibiético inmovilizado, en un formato de ensayo por

desplazamiento®® (Figura 4.2).
El protocolo seguido se detalla a continuacion:
1. Formacién de una monocapa autoensamblada sobre la superficie de oro.

El electrodo, previamente sometido al proceso de limpieza descrito en el Anexo
II, se introdujo en una disolucién de acido mercaptopropanoico 40 mM preparada en
EtOH:H,0O (75:25 v/v) durante toda la noche en oscuridad y bajo agitacion, permitiendo

la formacion de una monocapa autoensamblada sobre su superficie.
2. Enlace covalente de la tobramicina a la SAM de acido mercaptopropanoico.

Tras lavar la superficie modificada con etanol y agua sucesivamente, el electrodo
se introdujo en una disolucién acuosa que contenia EDC 2 mM y NHS 5 mM durante
una hora y bajo agitacion. De este modo se activaron los grupos carboxilicos presentes
en la superficie electrddica tras la formacion de la SAM. A continuacién el electrodo se
sometié a un lavado con agua y se introdujo en una disolucion de tobramicina 5 mM
preparada en la disolucién de inmovilizacion (HEPES 0,1 M, pH 8,64), en la que
permanecié durante la noche bajo agitacion. Asi se formd un enlace covalente tipo
amida entre los grupos carboxilicos previamente activados y el Unico grupo amino
unido a un carbono secundario presente en la estructura de la tobramicina. Tras esta
etapa se procedié a bloquear los grupos carboxilicos activados que no hubiesen
reaccionado con ninguna molécula de antibiético. Para ello se realizé un lavado con la
disolucion de inmovilizacion y se introdujo el electrodo en una disolucién de
etanolamina 1 M, preparada en la disolucidon de inmovilizacion, durante una hora bajo

agitacion.
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Figura 4.2. Representacion esquematica del ensayo de desplazamiento propuesto para la
determinacion de tobramicina. (A) Incubacién de la fase sensora, consistente en el aptamero anti-
tobramicina inmovilizado sobre un electrodo de oro mediante su interaccién especifica con la
tobramicina enlazada covalentemente a dicha superficie, con una disolucién que contiene
tobramicina; (B) Regeneracién de la fase sensora mediante una incubacién con una disolucién con
concentracion elevada de tobramicina; (C) Saturacion de la fase sensora con aptamero anti-
tobramicina.

3. Inmovilizacion del aptamero anti-tobramicina sobre la superficie electrédica

modificada con el antibi6tico.

La preparacion de la fase sensora finalizé realizando un lavado del electrodo con
la disolucion de afinidad e introduciéndolo en una disoluciébn de aptdmero anti-

tobramicina 5 uM durante 5 minutos bajo agitacion (la seleccion de estos parametros
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se detalla a continuacién). Esto permite el reconocimiento molecular de la tobramicina

enlazada sobre la superficie por el aptamero en disolucion.

Para controlar el proceso de formacion de la fase sensora se registré el espectro
de impedancias tras cada una de las etapas de modificacién descritas, introduciendo el
electrodo en una disolucion de TRIS/HCI10 mM de pH 7,4, que contenia KCI 100 mM y
[Fe(CN)g]*™* 5 mM. En todos los casos se obtuvo el espectro de impedancias en el
intervalo de frecuencias 10 kHz-100 mHz, a un potencial de +225 mV y con una
amplitud de alterna de 5 mV. De esta forma, la medida de los cambios en la resistencia
a la transferencia electronica (Re) que se producen como consecuencia de la
modificacion de la superficie permiten seguir la correcta construccion del sensor. La
caracterizacion de la fase sensora se completé mediante la realizacion de medidas de

voltametria ciclica (CV).

El electrodo de oro limpio posee un valor bajo de Re (~200 Q) (Figura 4.3.a y
Tabla 4.2.), valor que aumenta drasticamente tras la formacion de la SAM de acido
mercaptopropanoico (~2000 Q) (Figura 4.3.b. y Tabla 4.2) debido a la introduccién de
grupos carboxilicos, que al pH de medida (7,4) se encuentran cargados negativamente
y que constituyen una barrera electrostatica para la sonda redox presente en
disolucion, cargada también negativamente. Dicho efecto también se observa en la

3-/4-

separacion de los picos del proceso redox del [Fe(CN)g] registrado por voltametria

ciclica (recuadro Figura 4.3 y Tabla 4.2).

La unidn covalente de la tobramicina sobre la SAM previamente formada sobre
la superficie electrodica se traduce en un notable descenso de la resistencia a la
transferencia electronica (Ret) respecto a la observada tras la formacion de la SAM
(Figura 4.3.c. y Tabla 4.2). Este hecho se comprende facilmente teniendo en cuenta
gue la tobramicina, al pH de medida, se encuentra cargada positivamente, lo que
produce una atraccién electrostatica de la molécula electroactiva, [Fe(CN)s]*’*, hacia la

superficie del electrodo, facilitandose notablemente la transferencia electrénica.

Por dltimo, la union del aptdmero anti-tobramicina mediante su interaccion de
afinidad, produce un aumento en la R (Figura 4.3.d. y Tabla 4.2) debido al efecto del
esqueleto de fosfatos del aptamero, que posee carga negativa y que repele a la
molécula electroactiva, desfavoreciendo la transferencia electronica sobre el electrodo

de trabajo. El desplazamiento del aptamero inmovilizado sobre la superficie electrodica
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por formacién de un complejo con tobramicina en disolucién debe producir de nuevo la
disminucién de la Re. Se espera que la magnitud de esta disminucion proporcione
informacion sobre la cantidad de antibiético presente en la disolucién en contacto con la

superficie sensora.
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Figura 4.3. Representacion de Nyquist correspondiente al electrodo de oro a) no modificado;
modificado con b) SAM de &cido mercaptopropanoico; ¢) SAM + tobramicina; d) SAM+
tobramicina + aptamero. En el recuadro se muestran los voltagramas correspondientes a) oro no
modificado y b) SAM de acido mercaptopropanoico.

Tabla 4.2. Valores de la Rt y AE correspondientes a las representaciones de Nyquist y voltagramas
representados en la figura 4.3.

Re: (Q) Eox (V) Erea (V) AE, (V)
Oro no modificado 221,5 0,268 0,181 0,087
SAM 2017,0 0,310 0,119 0,191
SAM+tobramicina 430,4 0,278 0,178 0,100
SAM-+tobramicina+aptamero 827,7 0,294 0,171 0,123
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La eleccion de un formato de ensayo de desplazamiento se justifica teniendo en
cuenta que el analito, la tobramicina, es una molécula pequefia, factor que limita el
empleo de la FIS como transductor de un ensayo directo, ya que al realizar medidas sin
marcas se espera que los cambios de impedancia sean tanto mas elevados cuanto

mayor sea el tamafio molecular del analito.

Para disefiar un sensor con este principio de medida es necesario encontrar las
condiciones de saturacién de la superficie modificada con aptamero. Por tanto, se
procedié a la seleccion tanto de la concentracion de aptamero, como del tiempo de
incubacion durante la etapa de fijacion del mismo sobre la superficie electrodica. En
primer lugar se estudié cémo varia la sefial medida con la concentracion de aptamero,
para lo cual el electrodo de trabajo se introdujo durante 30 minutos en disoluciones con
concentraciones variables de aptamero, en el intervalo 0,1-5 uM preparadas en la
disolucién de afinidad, registrandose a continuacion el espectro de impedancias. En el
intervalo de concentraciones ensayado no se observaron grandes variaciones de R,
apareciendo un ligero aumento en el valor medido para una concentracion de aptamero

0,5 uM (Figura 4.4.A.). Este fue el valor escogido para estudios posteriores.

A continuacion se procedié a la seleccion del tiempo que el electrodo con la
tobramicina inmovilizada debe permanecer en contacto con la disolucion de aptamero
para conseguir la saturacion de dicha superficie. Para ello, un electrodo modificado se
introdujo durante periodos de incubacion crecientes en una disolucion 0,5 uM de
aptamero, registrandose, seguidamente, el correspondiente espectro de impedancias.
La representacion grafica (Figura 4.4.B) de la Re; obtenida para cada uno de los
tiempos ensayados conduce a la eleccién de 5 minutos como el tiempo mas adecuado
para llevar a cabo esta Ultima etapa de la formacion de la fase sensora. Se debe
sefialar que se obtuvo el 70% de la maxima sefial registrada tras una incubacién de
s6lo 30 s, lo que indica que la interaccidn entre aptamero y tobramicina inmovilizada,

en el intervalo de concentraciones ensayadas, es muy rapida.
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Figura 4.4. Variacion de R con (A) la concentracion de aptamero para un tiempo de incubacion de
30 minutos y (B) el tiempo de incubacion empleando una concentracién de aptamero de 0,5 uM.

4.3.2. Ensayo de desplazamiento empleando ATA.

Se pretende utilizar la fase sensora disefiada para llevar a cabo un ensayo de
desplazamiento para la determinacién de tobramicina (Figura 4.2). Para comprobar que
dicho esquema funciona se procedi6é a realizar incubaciones sucesivas poniendo en
contacto el sensor con disoluciones de concentracion creciente de antibiotico,
preparadas en la disolucidon de afinidad, bajo agitacion durante un tiempo controlado de
5 minutos. En la figura 4.5 se muestran algunos de los espectros de impedancia
obtenidos para distintas concentraciones de tobramicina en disolucion. Como se puede
ver, cuanto mayor es la concentracion de tobramicina menor es la Re registrada debido
a la formacion del complejo aptamero-tobramicina en disolucion, es decir, a la
disminucién de la cantidad de aptamero inmovilizado sobre la superficie electrodica, lo
gue confirma la validez del ensayo propuesto. Una limpieza del electrodo con la
disolucién de lavado (de alto contenido salino) permite continuar con el ensayo para
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una concentracion de tobramicina diferente. Este lavado elimina por completo el
[Fe(CN)s]*’* que pudiese permanecer sobre la superficie del sensor debido a la

atraccion electrostatica.

El cambio registrado en la Re; resultd ser dependiente de la concentracion de
tobramicina presente en disolucion, lo que permitio llevar a cabo un andlisis cuantitativo
de tobramicina. Para poder comparar diferentes fases sensoras los valores obtenidos

se expresaron en porcentaje de disminucion de Re (S%), de acuerdo a la siguiente

expresion:

S% = (( g)) x 100
g
Donde R;representa la Re tras la incubacion con una disolucion con concentracion i de
tobramicina, Ry es la Rer medida tras la union covalente de la tobramicina sobre la
superficie electrédica (valor mas bajo) y R, la Ret medida tras la saturacion del electrodo
modificado con tobramicina con aptdmero (valor maximo). La representacion de S%
frente al logaritmo de la concentracion de tobramicina en disolucién da lugar a una

representacion sigmoidal (Figura 4.6).
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Figura 4.5. Representacion de Nyquist correspondiente a la incubacién de la fase sensora con
disoluciones de distinta concentracion de tobramicina: a) 0; b) 1; ¢) 10; d) 50; e) 500 uM; f) fase
sensora en ausencia de aptamero.
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Figura 4.6. Curva dosis-respuesta obtenida para distintas concentraciones de tobramicina.

Siguiendo el criterio ampliamente utilizado en el tratamiento de los datos
correspondientes a inmunoensayos competitivos, que generan un tipo de respuesta
sigmoidal similar al obtenido en este caso, se establecié como intervalo analitico util el
comprendido entre las concentraciones correspondientes al 20% y 80% de la sefial
maxima ([tobramicina]=0), y el limite de deteccibn como la concentracion
correspondiente al 90% de la sefial maxima registrada. Con este criterio, el sensor
disefiado presenta un intervalo dinamico lineal entre 1,4 uM y 70 uM, en el que se
observa una variacion del %S obtenido con la concentracion de tobramicina que se
ajusta a la ecuaciéon: S%-=(-35+0,6) log[tobramicina(uM)]+(84,6+0,8); r = 0,9995. El
limite de deteccién es 0,70 uM. Por tanto, con el sensor descrito se cubre por completo
las concentraciones correspondientes al intervalo terapéutico de la tobramicina en
suero (4,3-25,7 uM)***,
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Figura 4.7. Valores de R correspondientes a la minima sefial (tobramicina) y a la méxima sefial
(saturacion con aptamero) para 4 regeneraciones sucesivas de una misma fase sensora.

La fase sensora puede ser regenerada facilmente mediante su incubacion
durante 1 h en la disoluciébn de regeneracion, que contiene una concentracion de
tobramicina elevada (ver Anexo Il) capaz de desplazar por completo todas las
moléculas de aptamero que hubiesen quedado sobre la superficie. La etapa de
regeneracion se completa volviendo a saturar la superficie con aptamero, como ya se
explico con anterioridad en este mismo apartado. En la figura 4.7 se muestran los
valores de Re; correspondientes a los valores minimos (tobramicina) y maximos
(aptamero) para 4 ciclos de regeneracion sucesivos. La reproducibilidad de una misma
fase sensora fue del 6%, para sucesivas medidas de una concentracion de tobramicina
de 500 uM (n=3).El aptasensor impedimétrico desarrollado permite su reutilizacion
durante una semana llegdndose a realizar hasta 7 regeneraciones sucesivas de una
misma fase sensora, lo que sumado a las pequefas cantidades de aptdmero utilizadas

hace que el coste del ensayo se minimice.

La selectividad de la superficie sensora fue estudiada usando distintos
antibioticos aminoglicésidos: kanamicina, que posee una estructura similar a la de la
tobramicina (desoxi-estreptamina 4,6-disustituida), neomicina B, paromomicina (desoxi-
estreptamina 4,5-disustituida) y estreptomicina (estreptidina). Con este objetivo se
realizaron diversas incubaciones del electrodo modificado con distintas

concentraciones de los posibles interferentes y se represento la curva dosis-respuesta
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para cada uno de ellos (Figura 4.8.A.). Los datos obtenidos permiten concluir que el
ensayo propuesto es altamente selectivo respecto a la paromomicina, la estreptomicina
y la kanamicina. Esta Ultima posee una estructura casi idéntica a la tobramicina,
diferenciandose Unicamente en un grupo OH. Estos resultados contrastan con los
obtenidos previamente empleando el aptamero anti-tobramicina natural inmovilizado

sobre una superficie de oro utilizada en medidas SPR*?

, en los que se muestra
reactividad cruzada con respecto a diferentes antibiéticos aminoglicésidos, incluida la
kanamicina. Probablemente la inmovilizacibn del aptdmero restringa las

conformaciones tridimensionales que pueda adoptar, afectando a su selectividad.

Por el contrario se observé que la neomicina B proporciona una respuesta
similar a la obtenida para la tobramicina (Figura 4.8.A.). Con el objetivo de conocer mas
a fondo la naturaleza de este resultado se construy6 una fase sensora en la que en
lugar de tobramicina se inmovilizé neomicina B, y a continuacion, se saturo la superficie
con el aptdmero anti-neomicina B totalmente modificado (ver secuencia en Anexo II).
Se registro la curva-dosis respuesta para tobramicina y neomicina B empleando esta
nueva fase sensora (Figura 4.8.B.). Se observdé como el aptdmero anti-neomicina B
también muestra una elevada reactividad cruzada hacia la tobramicina. Estos
resultados se pueden explicar teniendo en cuenta que ambos aptameros poseen una
estructura muy similar (en horquilla). Ademas muestran un (pequefio) cambio
estructural similar como resultado del reconocimiento molecular de sus respectivas
moléculas diana. Ambos aptameros encapsulan al correspondiente antibiético entre la
base y las paredes del surco principal de la hebra y, también en los dos casos, el anillo
de estreptamina del antibiético queda encapsulado por una base que se encuentra

fuera del bucle®®®.

Teniendo estos datos en cuenta se puede concluir que el
reconocimiento molecular entre el aptamero anti-tobramicina y el antibiético depende
en gran medida de la conformacion tridimensional del aptamero. No obstante, conviene
sefalar que la interferencia con la neomicina B no supone un problema para la
aplicacion del presente aptasensor a muestras reales, puesto que no es habitual su uso

conjunto con fines terapéuticos.
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Figura 4.8. Curvas dosis-respuesta obtenidas empleando diferentes antibidticos amioglicdsidos (e)
tobramicina; (A) kanamicina; (A) neomicina B; (#) paromomicina; (o) estreptomicina empleando
(A) una fase sensora modificada con tobramicina; (B) una fase sensora modificada con neomicina

B-aptamero anti-neomicina B.

4.3.3. Ensayo de desplazamiento empleando ATATM.

Hasta el momento se describié el empleo del aptdmero anti-tobramicina
modificado en 26 de las 27 bases que conforman la secuencia de ARN del aptamero
(ATA). Solamente el grupo 2°-OH de la base U12 no fue modificado, debido a su
implicacién en el reconocimiento molecular de la tobramicina. Sin embargo, dicha base
no modificada puede derivar en una menor resistencia al ataque de las nucleasas por
parte de dicha secuencia, ATA, lo que limitaria el empleo del aptasensor para la
determinacion de tobramicina en muestras reales. Teniendo esto en cuenta se decidio
comprobar la posibilidad de desarrollar un ensayo de desplazamiento similar pero
empleando como receptor de afinidad el aptdmero anti-tobramicina totalmente metilado
(ATATM). EIl disefio y caracterizacion de dicho aptdmero totalmente metilado fueron
detallados en el capitulo 3 del presente trabajo. Se comprobd que el ATATM conserva
la capacidad de reconocer a la tobramicina con una elevada afinidad (Kp=170 nM), si

bien, esta es ligeramente inferior a la observada para ATA (Kp=130 nM).
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La construccion de la fase sensora se llevo a cabo mediante un protocolo similar
al utilizado con el sistema basado en el aptamero ATA, aunque fue necesario
seleccionar de nuevo el tiempo de incubacion del aptdmero para obtener una completa
saturacion de la superficie sensora, puesto que podria variar respecto a ATA. Para ello,
se introdujo el electrodo previamente modificado con tobramicina en una disolucion de
ATATM 0,5 pM preparada en la disolucion de afinidad y se varié el tiempo de
incubacion (1-10 min) hasta obtener una Re; constante. Se observd que la Rer medida
alcanza su valor maximo tras una incubacion de 5 min (Figura 4.9.A.), al igual que para

el ATA. Para tiempos mas largos la Re; registrada permanecio constante.
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Figura 4.9. Influencia sobre R de (A) tiempo de incubacion de la superficie modificada con
tobramicina con ATATM 0,5 uM y (B) tiempo de incubacion de la fase sensora tobramicina-

ATATM con una disolucién de tobramicina 50 uM.

Del mismo modo, fue necesario seleccionar el tiempo de incubacion de la fase
sensora con las disoluciones de patrones o muestras que contienen tobramicina con
objeto de garantizar que se produce el desplazamiento del aptamero enlazado a la
misma. Para ello se introdujo la fase sensora en una disolucion de tobramicina 50 uM
preparada en la disolucion de afinidad y se vario el tiempo de incubacién (1-10 min)
hasta obtenerse un valor de Re; constante. Tal como se observa en la figura 4.9.B., la
interaccion entre la tobramicina en disolucién y ATATM inmovilizado sobre la superficie
del electrodo es rapida, de tal modo que tras una incubacién de tan sélo 2 min se
obtiene el maximo desplazamiento, registrandose una sefal constante para tiempos de

incubacién mas largos.

109



Sensor impedimétrico para tobramicina

Empleando las condiciones seleccionadas se llevd a cabo el ensayo de
desplazamiento en disolucion acuosa. Para ello, la fase sensora se introdujo en
disoluciones con concentracion creciente de tobramicina, preparadas en la disolucién
de afinidad. Tras cada incubacion de 2 min, el electrodo fue introducido en la disolucion
de medida registrandose un espectro de impedancias. El valor de Re: obtenida,
expresada en %S de descenso de la sefal, se representd frente al logaritmo de la
concentracion de tobramicina empleada en cada caso. La curva dosis-respuesta
(Figura 4.10) muestra un perfil sigmoidal con una region lineal que se ajusta a la
ecuacion S(%)=(-37+2)log[tobramicina(uM)]+(77+2), r=0,997. El limite de deteccién y el
intervalo analitico util fueron 0,4 y 0,8-34,9 uM, respectivamente. La sensibilidad es
similar a la obtenida para el ensayo de desplazamiento que emplea ATA como receptor
de afinidad, descrito en el apartado anterior, como muestra la similitud en las

pendientes de la curva de calibrado.
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Figura 4.10. Curva dosis-respuesta tras la incubacion de la fase sensora (tobramicina-ATATM) con
distintas concentraciones de tobramicina en disolucion.

De igual modo, la reproducibilidad del ensayo empleando ATATM, 5,5% (n=5)
para un nivel de concentracion de tobramicina 100uM, fue similar a la registrada para
ATA. Estos datos verifican por completo la posibilidad de desarrollar el ensayo de
desplazamiento empleando como receptor de afinidad el aptamero anti-tobramicina

totalmente metilado, la cual habia sido anticipada en el capitulo 3 del presente trabajo
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tras un profundo analisis comparativo de las constantes de disociacion calculadas para
ambos aptdmeros modificados, ATA y ATATM, y para el aptamero natural no
modificado, ATANM.

4.4. APLICACION DEL APTASENSOR A LA DETERMINACION DE TOBRAMICINA
EN SUERO HUMANO.

Finalmente, se comprobé la validez del aptasensor propuesto para la
determinacion de tobramicina en muestras de suero humano. Para ello se decidio
emplear como reactivo de afinidad el aptamero anti-tobramicina totalmente metilado,
ATATM, debido a su mayor resistencia a la degradacion por parte de las nucleasas

respecto al aptamero parcialmente metilado, ATA.

El suero humano es una matriz altamente compleja constituida por proteinas
(excepto las proteinas de coagulacion, eliminadas mediante el proceso de coagulacion
del plasma que da lugar al suero sanguineo), iones, nutrientes y otras sustancias.
Dichos componentes son capaces de interactuar electrostaticamente o por simple
adsorcién con la fase sensora, pudiendo provocar un aumento o disminucién
inespecifica de la resistencia a la transferencia electronica, Re:. Estudios preliminares
indican que tipicamente la exposicion de la fase sensora a una disolucién de suero (sin
tobramicina) conlleva un aumento de la Rt medida de 400-500 Q. Por esta razon, se
considerd necesario acondicionar la fase sensora antes de utilizar esta en medidas en
esta matriz. El acondicionamiento propuesto consistié en la realizacion de sucesivas
incubaciones de la fase sensora en una disolucion de suero diluido y exento de
tobramicina, durante periodos de 5 minutos hasta obtener una medida de Rt
constante, la cual actuara como el valor R, (méxima sefial) en el célculo del tanto por
ciento de la sefial. En todos los casos se ajusto la concentracion salina de la disolucion
reguladora utilizada en la dilucion, de manera que tras ésta, la disolucion resultante

tenga un contenido en sales comparable al de la disolucién de afinidad.

Tras la etapa de acondicionamiento de la fase sensora con el suero, se procede
a llevar a cabo el ensayo de desplazamiento mediante la incubacién de la fase sensora
en disoluciones de tobramicina de concentraciones variables preparadas en suero
humano diluido en distinto grado. El primer lugar se seleccioné de nuevo el tiempo de

incubacién necesario para que se produzca el desplazamiento del aptamero ATATM en
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la superficie sensora por la tobramicina en disolucion para formar el complejo ATATM-
tobramicina en disolucién. Para ello se introdujo la fase sensora acondicionada en una
disolucién de tobramicina 200 uM preparada en suero diluido 1:1 y se registro la Ret
tras distintos tiempos de incubacion (1-15 min). Como se ve en la Figura 4.11, la
interaccion entre el aptdmero inmovilizado y la tobramicina en disolucion no se ve
impedida por la interaccion inespecifica de componentes del suero sobre la fase
sensora. Mas auln la interaccidon entre ambos es rapida, siendo necesario tan solo 1
minuto de incubacion para que se produzca el desplazamiento del aptamero. A tiempos
de incubacion superiores se observa un ligero aumento de la Re; registrada,

probablemente asociada a la adsorcion inespecifica de componentes de la matriz.
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Figura 4.11. Efecto sobre la sefial del tiempo de incubacion de la fase sensora tobramicina-ATATM

con tobramicina 200 UM preparada en suero diluido en un factor 1:1.

Se evalubé en primer lugar la posibilidad de utilizar el sensor disefiado para
determinar directamente la tobramicina en suero humano sin diluir. Como se puede
observar en la figura 4.12, el cambio en el valor de la Re; registrada tras las diferentes
incubaciones realizadas en sueros no diluidos con concentracion creciente de
tobramicina no sigue ningun patrén y resulta totalmente aleatorio, lo que invalida la
posibilidad de realizar el ensayo en 100% de suero humano. La ausencia de sales en
dicha matriz impide que el aptamero reconozca especificamente a su molécula diana.
De este modo se concluye que sera necesaria, al menos una pequefia dilucién de la

matriz que permita corregir la fuerza iénica de la matriz diluida.

112



Capitulo 4

125 1
100 1 e
\\
[
75 4 \\\ n '*\ ,.\ o
S ‘e V1V v SN
o 50 1 PO /N
$ ¥ »
25
O L ) ] ] ] L] 1
45 -1 05 0 05 1 15 2

log[tobramicina (UM)]

Figura 4.12. Respuesta obtenida tras la incubacion de la fase sensora (tobramicina-ATATM) con
distintas concentraciones de tobramicina preparadas en suero humano sin diluir.

A la vista de estos resultados se decidié llevar a cabo el ensayo de
desplazamiento empleando suero humano diluido. Se debe tener especial atencion en
gue la dilucion no altere la concentracion salina de la disolucién reguladora de afinidad,
que debe mantenerse constante. Para ello se prepararon distintas disoluciones
reguladoras que contenian una concentracion de sales tal que, tras la dilucién del
suero, la concentracion salina final fuese igual a la de la disolucién de afinidad. Se
registro la curva dosis-respuesta correspondiente a factores de dilucion del suero 1:0,5;
1:1; 1:2 y 1:5 (Figura 4.13). Se observa que las cuatro diluciones ensayadas
proporcionan una curva dosis-respuesta sigmoidal, similar a la obtenida en disolucién
acuosa, lo que corrobora la necesidad de una fuerza salina elevada para que la

reaccion de reconocimiento entre aptamero y tobramicina tenga lugar.

Las caracteristicas analiticas correspondientes a cada una de las curvas de
calibrado registradas se resumen en la Tabla 4.3 Se observa como todas las
expresiones de la curva de calibrado presentan una pendiente similar, incluso para la
dilucion mas pequefia (1:0,5). El limite de deteccion en el suero diluido calculado para
cada uno de los casos solamente depende del grado de dilucion empleado. Cuanto

mayor es la dilucion peor es el limite de deteccion.
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Figura 4.13. Curva dosis-respuesta tras la incubacion de la fase sensora (tobramicina-ATATM) con
distintas concentraciones de tobramicina preparadas en suero humano diluido en un factor (A)
1:0,5; (B) 1:1; (C) 1:2y (D) 1:5.

Atendiendo al limite de deteccién e intervalo analitico Gtil calculados, la dilucién

1:0,5 permite llevar a cabo la determinacion de tobramicina en muestras de suero

dentro del intervalo clinicamente relevante (4,3-25,7 uM**) con una elevada

reproducibilidad y sin necesidad de ningun pretratamiento de la muestra, mas alla de la

simple dilucion.
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Tabla 4.3. Caracteristicas analiticas correspondientes al ensayo de desplazamiento desarrollado en
suero humano diluido en distinta proporcién.

Dilucion
Intervalo
(suero:disolucion Curva de calibrado L.D.(uM)
lineal (pM)
reguladora)

S(%)=(-44+3)log[tobramicina(uM)] +
1:0,5 3-72,1 1,8
(93+3); r=0,997

S(%)=(-48x3)log[tobramicina(uM)] +
1:1 23,3 - 406,6 14,5
(132+6); r=0,994

S(%)=(-45+3)log[tobramicina(uM)] +
1:2 22,5 —-496,6 13,5
(119+3); r=0,995

S(%)=(-55x3)log[tobramicina(uM)] +
15 36,5-451,1 24
(123+£3); r=0,999
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En el capitulo anterior se describié el disefio, construccidén y evaluacion de un
aptasensor impedimétrico, que no requiere reactivos marcados, para la determinacion
de tobramicina. Aunque las caracteristicas analiticas del mismo hacen posible su
aplicacion a la determinacion de tobramicina en muestras de suero humano, el método
se caracteriza por una curva de respuesta decreciente, la sefial medida disminuye al
aumentar la concentracién del antibiético, con las limitaciones que esto conlleva. En
este capitulo se describe la evaluacién de un disefio de ensayo alternativo, que
tedricamente da lugar a una curva de respuesta creciente. Para este disefio se propone
el empleo de particulas magnéticas como soporte de la fase sensora. Ademas se utiliza
aptamero marcado con biotina con el objetivo de utilizar una etapa de amplificacion
enzimatica previa a la generacion de la sefal, voltamétrica en este caso. La
complejidad del ensayo que se propone hizo que se considerase necesario utilizar una
estrategia de disefio factorial para obtener una maxima eficacia en el proceso de

optimizacion.

5.1. INTRODUCCION

Como se ha sefalado en la revision de los diferentes formatos de ensayo
utilizados hasta el momento para el disefio de aptasensores, realizada en el capitulo 1,
entre los ensayos mas sensibles se encuentran los que utilizan alguno de los reactivos
de afinidad marcados para facilitar el proceso de generacion de la sefial. Al igual que
en el caso de los inmunoensayos, se presenta una amplia variedad de posibilidades,
tanto en la eleccion de la marca como en el disefio del ensayo. Sin embargo, se

pueden diferenciar dos grandes grupos de ensayos: competitivos y no competitivos.

De manera general, los ensayos no competitivos son, al menos teéricamente,
mas sensibles y permiten alcanzar limites de deteccion mucho més bajos. Se trata de
ensayos en los que el receptor de afinidad, el aptAmero en este caso, se encuentra en
exceso Y la sefal registrada informa sobre la cantidad de sitios de reconocimiento del
receptor que permanecen ocupados una vez se ha llevado a cabo la reaccion receptor-
analito. De esta forma, se obtiene una curva de respuesta creciente, por lo que el limite
de deteccion esta fundamentalmente determinado por la magnitud de las interacciones
inespecificas de los reactivos de marcaje utilizados en el ensayo. A pesar de estas

ventajas, el empleo de ensayos no competitivos para la determinacion de moléculas de
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pequefio tamafio molecular, como es la tobramicina, esta muy limitado. El principal
formato de ensayo no competitivo es el ensayo sandwich que exige la union del analito
a dos moléculas de receptor simultaneamente, que en el caso de moléculas de
pequefio tamafio no es posible. Aunque se han descrito algunos intentos de desarrollar
ensayos no competitivos para moléculas pequefas, basados en el empleo de

aptameros fragmentados®

, estos no tienen caracter general y se encuentran
limitados a aquellos casos en los que se produce un cambio importante en la estructura

tridimensional del aptdmero tras su interaccion con la molécula diana.

Una de las diferencias fundamentales entre los ensayos no competitivos y los
competitivos se refiere a cdomo se obtiene la sefial analitica. En los ensayos
competitivos o con reactivo limitante, en lugar de obtener la sefial a partir de la medida
de la cantidad de receptor que permanece ocupado tras la interaccién de
reconocimiento, se mide directa o indirectamente el receptor no enlazado por el analito,
por lo que la curva de respuesta suele ser decreciente. Este tipo de ensayos suelen
presentar una serie de inconvenientes derivados del hecho de que una mayor
concentracion del analito genera una menor sefial de salida del sistema. Uno de estos
problemas es la posibilidad de aparicion de falsos positivos como consecuencia del
deterioro de la fase sensora o de la adsorcion inespecifica de otros componentes y la
incapacidad de esta clase de sistemas de discriminar entre la sefial generada por la
interaccion del analito objeto de estudio y las que no lo son. Este tipo de problemas
desaparecen al trabajar con ensayos en los que la curva de respuesta es creciente

(“signal-on”).

Para desarrollar un ensayo competitivo con curva de respuesta creciente valido
para la determinacion de moléculas pequefas, proponemos un modelo en dos etapas,
cuya aplicacién seria generalizable, basado en la inmovilizacion sobre un soporte
sélido de la especie que se desea determinar. La primera etapa consiste en el
desarrollo de la reaccion de competicion por el aptdmero no marcado (reactivo
limitante) entre el analito de la muestra y el inmovilizado. En una segunda etapa, se
utiliza el mismo aptamero, pero marcado, para medir la cantidad de analito inmovilizado
que ha quedado libre tras la etapa anterior. De esta forma, la sefial medida, asociada al
aptamero marcado, aumenta a medida que aumenta la cantidad de analito enlazado al

aptamero en la primera etapa (curva de respuesta creciente).
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Para evaluar la viabilidad del ensayo propuesto se seleccionaron particulas
magnéticas como plataforma sobre la que se inmovilizard la molécula de pequefio
tamafio a medir, en este caso la tobramicina. Las excepcionales caracteristicas que
presentan estas particulas unido a la gran variedad de funcionalizaciones disponibles
en el mercado, han sido responsables del reciente incremento en el nimero de
bioensayos analiticos descritos en la literatura cientifica que emplean particulas

magnéticas como plataforma sensora®’®,

Las particulas magnéticas facilitan el
desarrollo de las etapas de incubacion, separacion y lavado, necesarias en el
desarrollo de formatos de ensayos complejos que involucran el empleo de varios
reactivos. Por un lado, la cinética de la interaccién entre ligando y receptor se ve
favorecida debido a que las particulas magnéticas se encuentran en suspension y su
superficie esférica permite la inmovilizacibn de un mayor nimero de moléculas en
comparacion con los electrodos convencionales. Adicionalmente, el empleo de esta
plataforma facilita el desarrollo de las etapas de lavado y separacion debido a que su
paramagnetismo les confiere la capacidad de ser atraidas por un iman permanente.
Las particulas se pueden resuspender facilmente retirando el iman. Asi se facilita la
eliminacién del material no enlazado o la separacion de la matriz, en el caso del
tratamiento de muestras. La sencillez de manejo de las mismas permite ademas llevar

a cabo varias determinaciones de forma simultanea.

El grupo de investigacion de la Universidad de Florencia dirigido por el profesor
Marco Mascini ha sido pionero en la integracion de elementos de reconocimiento
molecular oligonucleotidicos y particulas magnéticas. Se han descrito ensayos de
hibridacion para la determinacion de secuencias de ADN donde la sonda de captura
biotinada se inmoviliza sobre particulas magnéticas modificadas con estreptavidina
mediante la interaccion biotina-estreptavidina. La deteccién se lleva a cabo mediante
un marcaje enzimatico y realizando una medida voltamétrica sobre electrodos
serigrafiados de carbono®®® o introduciendo las particulas en un sistema de
microfluidica seguido de una medida cronoamperométrica sobre electrodos de
oro'”®*"™ El mismo grupo ha empleado esta plataforma sensora en el desarrollo de

inmunosensores!’?173 46,8387

y aptasensores En lo que se refiere al empleo de
aptameros como receptores, sus esfuerzos han ido dirigidos a la determinacion de
proteinas (trombina y proteina C reactiva) mediante distintos formatos de ensayos
ELISA (sandwich y competitivo) que ya han sido revisados en el primer capitulo del

presente trabajo. En todos los casos la reaccidon de reconocimiento tiene lugar sobre
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las particulas magnéticas y la deteccion electroquimica se lleva a cabo sobre
electrodos serigrafiados de carbono (SPCESs) gracias a la introduccion de una marca
enzimatica. Un ensayo competitivo similar ha sido descrito para la determinacion de la
molécula de bajo peso molecular ocratoxina A™®. No se han encontrado antecedentes
en la bibliografia que describan un esquema de ensayo competitivo sobre particulas
magnéticas para la determinacion de moléculas pequefias y con curva de respuesta

creciente.

5.2. DESCRIPCION DEL ESQUEMA DE ENSAYO Y CONSTRUCCION DE LA FASE
SENSORA

Para el desarrollo del ensayo competitivo de curva de respuesta creciente se
seleccion6 como elemento de reconocimiento molecular el aptamero anti-tobramicina
parcialmente metilado (ATA), cuya habilidad para reconocer con elevada afinidad y
actuar como receptor de afinidad en el disefio de un aptasensor para la determinacion
de su molécula diana, la tobramicina, ha sido evaluada y discutida en los capitulos 3 y
4 del presente trabajo. La obtencion de la sefal electroquimica se lleva a cabo gracias
a la introduccion de una marca enzimatica, la fosfatasa alcalina (ALP), que ha sido
probada con anterioridad en nuestro laboratorio en ensayos de hibridacion'’**"t. Para
ello es necesario el empleo de un sistema de marcaje que permita la introduccion
sencilla de la marca, proporcionando una union estable. El sistema seleccionado fue
estreptavidina-biotina, ampliamente utilizado en el desarrollo de inmuno vy
aptasensores. El aptamero ATA fue convenientemente modificado mediante la
introduccién de una molécula de biotina en su extremo 5° (BATA), mientras que como

conjugado enzimético se selecciond la estreptavidina-fosfatasa alcalina (Strep,-ALP).

El ensayo propuesto consta de dos etapas sucesivas de reconocimiento en las
gue se emplearon dos receptores de afinidad: el aptdmero anti-tobramicina ATA y el
aptamero anti-tobramicina biotinilado en su extremo 5°, BATA (Figura 5.1). En la
primera etapa (Figura 5.1.(A)) se establece la competicidbn entre concentraciones
crecientes de tobramicina en disolucion correspondientes a la muestra y la tobramicina
enlazada sobre las particulas magnéticas por los sitios de unién del aptdmero anti-

tobramicina, ATA. De este modo, cuanto mayor sea la concentracion de tobramicina
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presente en la muestra menor cantidad de moléculas de ATA se uniran a la tobramicina

enlazada sobre las particulas magnéticas

Figura 5.1. Esquema que muestra el ensayo propuesto. (A) Incubacion de las particulas magnéticas
modificadas con tobramicina con una concentracion constante de ATA y concentraciones crecientes
de tobramicina, (B) incubacion de las particulas modificadas con una disolucion de BATA, (C)
marcaje enzimatico con el conjugado Strep,-ALP y (D) reaccion enzimatica y deteccion
electroquimica sobre SPCEs.

A continuacidon se realiza una segunda etapa de incubacién con el aptdmero anti-
tobramicina biotinado, BATA, que se une a las moléculas de tobramicina presentes
sobre la superficie de las particulas magnéticas que no han sido previamente
reconocidas por el aptdmero ATA en la primera etapa (Figura 5.1.(B)). Esta etapa se
puede considerar una etapa de rellenado. Asi, cuanto mayor es la concentracion de
tobramicina presente en la muestra durante la primera etapa, mayor sera la cantidad de

moléculas de BATA que quedan enlazadas sobre las particulas magnéticas y mayor
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sera la cantidad de conjugado enzimatico, Strep,-ALP que se une mediante el sistema
de marcaje biotina-estreptavidina (Figura 5.1.(C)). La actividad enzimatica enlazada se
mide mediante voltametria de pulso diferencial (DPV), utilizando como sustrato
enzimatico el a-naftilfosfato (a-NP) sobre SPCEs (Figura 5.1.(D)).

El disefio y construccion de la fase sensora constituye una fase clave en el
proceso de desarrollo de un ensayo como el esquematizado en la figura 5.1. En este
caso, la construccion de la fase sensora se realizd mediante la inmovilizacion de la
tobramicina sobre microparticulas magnéticas funcionalizadas con grupos carboxilo
(Dynal, MyOneCarboxylicacid, 1,05 pm de didmetro), mediante la formacién de un

enlace covalente empleando la reaccién de la carbodiimida.

El protocolo de modificacion de las particulas magnéticas, adaptacion de los
protocolos de inmovilizacion de la tobramicina sobre oro empleados en los capitulos

anteriores, se detalla a continuacion.

Las particulas funcionalizadas se obtienen comercialmente como una

suspension de concentracion 10 mg/mL.

Lavado: una alicuota de 50 uL de esta suspension se somete a dos lavados
consecutivos con 500 puL de una disolucién acuosa que contiene Tween 20® 0,01%
durante 2 min bajo agitacion, con el objetivo de eliminar los conservantes y otros
reactivos de la disolucion de almacenamiento. Tras la etapa de incubacion los viales se
colocan en un soporte imantado de modo que las particulas magnéticas se acumulan

sobre sus paredes facilitando la eliminacion del sobrenadante mediante aspiracion.

Etapa de activacion: las particulas magnéticas se resuspenden en 500 uL de una
disoluciéon acuosa que contiene EDC 0,2 M y NHS 0,05 M y se incuban en esta
disolucién durante 30 minutos bajo agitacion. En esta etapa se activan los grupos

carboxilo presentes sobre la superficie de las particulas.

Lavado: a continuacion las particulas se someten a un doble lavado con 500 uL
de una disolucion HEPES 0,1 M de pH 8,64 (disolucion de inmovilizacion) que contiene

Tween 20° 0,01% durante 2 minutos bajo agitacion.

Formacion del enlace amida: tras los lavados las particulas activadas se incuban

en 500 pyL de una disolucién de tobramicina 40 mM preparada en la disolucién de
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inmovilizacién durante 1 hora, bajo agitacion (cualquier cambio en estas condiciones

sera especificado en el texto).

Lavado: una vez que se ha formado el enlace covalente del antibidtico a la
superficie de las particulas se realizan dos lavados con la disolucién de inmovilizacién

que contiene Tween 20°® 0,01% durante 2 min bajo agitacion.

Bloqueo: a continuacion se procede al bloqueo de los grupos carboxilo activos
gue no hayan reaccionado con la tobramicina, mediante la incubacién de las particulas
con una disolucion de etanolamina 1 M preparada en la disolucion de inmovilizacién

durante 1 hora, bajo agitacion.

Lavado y reconstitucion: una vez bloqueadas, las particulas se someten a dos
lavados con 500 uL de disolucion de afinidad que contiene Tween 20® 0,01% v,
finalmente, se resuspenden en 500 uL de disolucion de afinidad (ya empleada en los
capitulos anteriores), siendo la concentracion final de particulas 1 mg/mL. Esta
disolucion se debera almacenar a 4 °C y debe ser utilizada dentro de las primeras 24
horas de modo que se garantice el perfecto estado de la tobramicina inmovilizada

sobre su superficie.

La figura 5.2.muestra una representacion esquematica de la fase sensora

construida siguiendo el protocolo detallado.

Las particulas magnéticas proporcionan un gran aumento de la superficie
efectiva en comparacion con otros soportes solidos como los electrodos tradicionales.
Esto hace necesario el control de la etapa de modificacion con el objetivo de que el
antibiotico recubra por completo la superficie de las particulas, evitando en lo posible

zonas sin modificar, fuente de adsorciones inespecificas.

Se llevé a cabo, por lo tanto, la optimizacion de la concentracién de tobramicina
necesaria para saturar la superficie de las particulas. Siguiendo el protocolo detallado
con anterioridad se modificaron tres lotes de particulas empleando tres
concentraciones diferentes de tobramicina durante el proceso de modificacion: 20, 40 y
80 mM. Una vez completado el proceso de modificacion, cada uno de los lotes se
sometié a una incubacion con una concentracion fija de aptamero anti-tobramicina
biotinilado, BATA, con el objetivo de conocer qué concentracion de tobramicina

proporciona la fase sensora mas adecuada para llevar a cabo el ensayo propuesto.
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Para ello se comparé la sefial obtenida tras la incubacién con BATA (maxima sefial
obtenible) con la sefal registrada para un blanco, obtenido tras la etapa de marcaje con
el conjugado enzimatico sin la incubacién previa con tobramicina ni BATA. Se evalla

de este modo la adsorcion inespecifica del conjugado enzimatico sobre la fase sensora.

Figura 5.2. Representacion esquematica de la fase sensora consistente en la union covalente de la
tobramicina sobre las particulas magnéticas mediante el enlace amida. La superficie de las
particulas esta bloqueada con etanolamina.

El protocolo seguido para llevar a cabo este experimento se detalla a

continuacion.

Lavado: Se toma una alicuota de 10 uL de las particulas modificadas y se
somete a dos etapas de lavado con 1 mL de disolucion de afinidad con Tween 20®

0,01% durante 2 min y bajo agitacion.

Interaccion: se incuban las particulas con 1 mL de una disolucién de aptamero

biotinilado, BATA 0,5 uM preparada en la disoluciéon de afinidad que contiene BSA
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0,1% durante 15 minutos bajo agitacion. En el caso de los blancos esta incubacion se

realiza solamente con la disolucién de afinidad con BSA 0,1%.

Lavado: se realizan a continuacion dos etapas de lavado empleando 1 mL de la
disolucién de deteccion (ver composicién en Anexo Il) que contiene Tween 20® 0,01% y
BSA 1% durante 2 min.

Marcaje enzimatico: las particulas se incuban con el conjugado enzimatico, 1 mL
de disolucién de Strep,-ALP 4,3-107° g/mL preparada en la disolucién de deteccion que
contiene Tween 20® 0,01% y BSA 1% durante 10 minutos, bajo agitacion. En esta
etapa el conjugado enzimatico se une a las moléculas de BATA enlazadas sobre la

superficie de las particulas.

Lavado y reconstitucién: Por ultimo, las particulas se lavan dos veces con 1 mL
de disolucion de deteccion durante 2 minutos, bajo agitacion y, finalmente, se
resuspenden en 100 upL de la disolucion de deteccién, siendo 0,1 mg/mL la

concentracion final de las particulas.

Una vez realizado el ensayo, se lleva a cabo la reaccidn enzimética que
permitira la deteccion electroquimica, sobre electrodos serigrafiados de carbono,
SPCEs. Para ello se toma una alicuota de 15 pL de las particulas modificadas que se
depositan y fijan sobre el electrodo de trabajo gracias a la colocacién de un iman bajo
éste. Es importante para obtener una buena reproducibilidad en las medidas
electroquimicas que el iman solamente cubra al electrodo de trabajo, y no toda la celda
electroquimica, de forma que todas las particulas estén sobre él. A continuacion se
cubren los 3 electrodos que componen la celda electroquimica mediante la adicion de
25 uL del sustrato enzimatico a-naftilfosfato (a-NP) preparado en la disolucion de
deteccion, siendo la concentracioén final de sustrato en los 40 L totales de 4 mM. Tras
10 minutos de reaccion enzimatica se detecta la cantidad del producto
enzimaticamente generado, a-naftol (a-N), mediante voltametria diferencial de pulso

DPV (ver condiciones en el Anexo ).
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i =
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Figura 5.3. Variacion de la intensidad de corriente con la concentracion de tobramicina empleada
para recubrir las particulas magnéticas obtenida para [BATA]=0,5 uM y [tobramicina]=0 (gris) y
[BATA]=0 uM y [tobramicina]=0 (blanco).

La diferencia en la sefal analitica registrada para la sefal especifica tras la
incubaciéon con BATA y la sefial correspondiente a la adsorcion inespecifica del
conjugado enzimatico fue evaluada para los tres recubrimientos de tobramicina
obtenidos. En la Figura 5.3 (columnas blancas) se observa cémo la adsorcion
inespecifica del conjugado enzimatico disminuye al aumentar el grado de recubrimiento
de las particulas con el antibidtico. Es evidente que un mayor recubrimiento superficial
de tobramicina da lugar a un menor numero de sitios de adsorcidon inespecifica, asi
como un mayor impedimento estérico, que dificulta la interaccion del conjugado
enzimatico con la superficie de las particulas magnéticas. En cuanto a la interaccion
especifica entre la tobramicina inmovilizada y el aptamero en disolucién, se comprobo
gue al aumentar la concentracidbn de tobramicina durante la modificacion de las
particulas, de 20 mM a 40 mM, se produce un claro aumento en la sefial
electroquimica, como cabe esperar al aumentar los sitios de unién, mientras que para
concentraciones superiores de tobramicina la sefial permanece constante dentro del

error experimental.

Estos resultados indican que cuando en el proceso de modificacion de las
particulas magnéticas se emplea una disolucion de tobramicina de 20 mM, no se
alcanza una concentracion superficial del antibiotico de saturacién, de modo que una

gran parte de los grupos carboxilo presentes sobre la superficie de las particulas son
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bloqueados posteriormente con etanolamina, que no exhibe una interaccion especifica
por el aptdmero BATA. Al aumentar la concentracion de tobramicina a 40 mM se satura
la superficie de las particulas con tobramicina, la sefial especifica aumenta y la sefial
correspondiente a la adsorcion inespecifica del conjugado disminuye. Considerando los
valores correspondientes tanto a las sefales especificas como a las inespecificas, se
escogié para el proceso de preparaciéon de la fase sensora una concentracion de
tobramicina de 40 mM.

Debe sefalarse que la seleccion de las particulas magnéticas como soporte
sélido para llevar a cabo el presente ensayo facilita y simplifica enormemente el
proceso de construccion de la fase sensora en comparacion con el proceso de
modificacion necesario al trabajar con electrodos soélidos convencionales, que se ve

reducido de 2 dias a 3 horas.

No obstante, el ensayo propuesto es un sistema complejo en el que la respuesta
registrada se ve afectada por un gran numero de variables (concentracion de los
distintos reactivos, tiempos de incubaciéon, etc.), que estan ademas, intimamente
relacionadas entre si, resultando complicado disefiar una estrategia de optimizaciéon
basada en la variacion una a una de las variables implicadas. Se decidié, por lo tanto,
recurrir a las herramientas estadisticas conocidas como Disefio de Experimentos, con
el fin de planificar y desarrollar el experimento de un modo sistemético que permita
obtener la maxima informacion posible (influencia de las distintas variables sobre la

respuesta, interacciones, valores optimos, etc.) en el menor nimero de etapas.

5.3. DISENO EXPERIMENTAL: INFLUENCIA DE FACTORES E INTERACCIONES
SOBRE LA RESPUESTA DEL ENSAYO.

Aunque los experimentos preliminares, realizados para una concentracién de
tobramicina 200 pM mostraron que hay diferencia entre la sefal obtenida para la
muestra y la medida para el blanco, el disefio de un ensayo como el descrito, con
diferentes etapas que implican reacciones de afinidad, exige seleccionar las
condiciones experimentales mas adecuadas para cada etapa con el objetivo de obtener
la maxima sensibilidad en la respuesta. La optimizacion de las variables experimentales
o factores en esta clase de ensayos es un proceso complejo, ya que muchas de ellas

pueden estar interrelacionadas, pero que resulta clave para el éxito del mismo.
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Tradicionalmente el proceso de optimizacion de un experimento se lleva a cabo
siguiendo una estrategia univariante consistente en la modificacion una a una de las
variables seleccionadas, mientras el resto se mantiene a un valor constante. Cada una
de las experiencias permite la seleccion de un valor optimo para la variable
seleccionada. A pesar de la gran aceptacion de este método de optimizacion entre la
comunidad cientifica, éste ignora por completo aspectos tan importantes para la
correcta interpretacion de las sefales registradas como es la interaccion entre distintas

variables.

En primer lugar se utilizé la herramienta estadistica de disefio factorial para
determinar cuales de los diferentes factores e interacciones entre estos tienen una

influencia significativa sobre la respuesta del ensayo.

5.3.1. Seleccién de la variable respuesta.

La sefial analitica que se registra para cada una de las experiencias llevadas a
cabo es la intensidad de corriente medida por DPV, correspondiente a la oxidacion del
producto de hidrdlisis enzimatica del a-naftilfosfato, sustrato de la fosfatasa alcalina. El
ensayo propuesto debe proporcionar una sefial analitica creciente con la concentracion
del analito. El objetivo es por tanto seleccionar las condiciones experimentales que
permiten obtener la maxima intensidad de corriente para una concentracion de
tobramicina dada (ljwobramicina)). Sin embargo, la consideracion de esta intensidad de
corriente como la variable respuesta llevaria a conclusiones erréneas, ya que ademas
de buscar el maximo valor para esa variable, al mismo tiempo es necesario minimizar
la sefial analitica correspondiente al blanco (sin tobramicina en la muestra). De nada
sirve que la intensidad de corriente para una concentracion dada de tobramicina sea
elevada, si a su vez ésta resulta indistinguible del valor registrado para el blanco. Con
el objetivo de tener en cuenta ambos efectos, se tom6 como variable respuesta el
cociente de intensidades de corriente registradas para una concentracion de

tobramicina de 200 uM y para el blanco, y=ljobramicinaj=200 um/lblanco.

5.3.2. Identificacién de los factores que pueden tener un efecto sobre la variable

respuesta. Definicion de los intervalos y niveles.

El ensayo propuesto es un sistema complejo que involucra gran cantidad de
factores, tanto controlables como no controlables o aleatorios. Los factores controlables
identificados para cada etapa del ensayo se resumen en la Tabla 5.1. Ademas, como
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factores incontrolables se identifico la temperatura a la que se desarrolla cada una de
las diferentes etapas del ensayo: competicion entre la tobramicina de la muestra y la
tobramicina inmovilizada sobre las particulas magnéticas por ATA, incubacion con
BATA, marcaje enzimatico y reaccion enzimatica Estos ultimos son factores que se
pueden cuantificar, pero no controlar, puesto que los experimentos se realizaron a

temperatura ambiente en un espacio en el que no es posible controlar dicha variable.

Tabla 5.1. Variables, o factores controlables, identificados en cada una de las etapas del ensayo.

Etapa Descripcion Factores
1 Reaccion de competicidon por ATA [ATA]; t1 = 15 min
2 Incubaciéon con BATA [BATA]; t2
3 Marcaje con el conjugado Strep,-ALP [Strp,-ALP]= 4,3x107 g/L
ts= 10 min
4 Medida de la actividad enzimatica inmovilizada [a-NP] =4 mM; t, = 10 min

Un disefo factorial a dos niveles (alto y bajo) que tenga en cuenta todos estos
factores supondria la realizacién de 2°=356 experimentos que se convierten en 712 si
se tiene en cuenta la necesidad de llevar a cabo, al menos, dos réplicas de cada una
de las experiencias. Se trataria de un disefio factorial capaz de aportar informacion
valiosa, aunque excesivamente extenso. Ademas solamente se podrian ensayar dos
niveles, ya que la posibilidad de introducir un tercer nivel (alto, intermedio, bajo) queda
totalmente descartada teniendo en cuenta la necesidad de llevar a cabo 3°=6581

experimentos, sin tener en cuenta las réplicas.

Por esta razén, se decidié fijar los valores para alguna de las variables,
basandose en la experiencia previa de la investigadora y se realizé un disefo factorial
para los factores que podrian ejercer una mayor influencia sobre la respuesta. Los
factores fijados aparecen también reflejados en la Tabla 5.1. Se seleccioné el tiempo
de competicibn de la tobramicina presente en la muestra con la tobramicina

inmovilizada sobre la fase sensora por los sitios de unién de ATA en 15 minutos. Este
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tiempo se considera suficiente dado la rapidez con la que se produce la interaccion
entre antibidtico y aptamero (<10 minutos en estudios de SPR; <5 minutos mediante
medidas de FIS). También se opt6 por fijar las condiciones relativas a las etapas de
marcaje enzimatico y de reaccion enzimatica, empleando valores que aseguran las
condiciones de saturacién tanto en la etapa de marcaje como de la reaccion

enzimaética.

Los factores que se consideraron mas relevantes, a tener en cuenta en el
planteamiento del disefio factorial fueron: A: [ATA]competicion; B: [BATA] y t: tiempo de
incubacion con BATA (tgata). Una vez escogidos, se definieron los intervalos de valores

a ensayar y los niveles exactos (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Intervalos y niveles para cada uno de los factores seleccionados para llevar a cabo el
disefio factorial.

FACTOR A B t
Variable [ATA] (uM) [BATA] (uM) tiempogata(mMin)
Intervalo 0,05-1 0,05-5 2-10
Niveles 0,05; 1 0,05;0,5; 5 2; 6;10

5.3.3. Planteamiento del disefio factorial.

Se plante6 un disefio factorial en el que se varian los tres factores seleccionados
al mismo tiempo, de modo que cada experimento se lleva a cabo bajo condiciones
diferentes, con valores a tres niveles diferentes para los factores B y t y a dos niveles
diferentes para el factor A. Se trata, por lo tanto de un disefo factorial mixto. Para llevar
a cabo la aleatorizacién y la formacion de bloques se empleé el programa informatico
para el tratamiento de datos estadisticos Minitab®. Los valores que toman cada uno de
los factores se introducen en el programa informatico de forma codificada, siguiendo las
claves especificadas en la Tabla 5.3. Se planifican dos réplicas para cada uno de los

experimentos.
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Tabla 5.3. Codificacion correspondiente para cada uno de los niveles que adquieren cada uno de los

factores.
Variable Factor Nivel Nivel codificado

[ATA] (uM) A 0,05 1

1 2

[BATA] (uM) B 0,05 1

0,5 2

5 3

tiempogara(min) t 2 1

6 2

10 3

Tabla 5.4. Disefio factorial completo, mixto y aleatorizado.

Orden Bloque A B t
1 1 1 3 1
2 1 1 1 1
3 1 1 1 3
4 1 1 2 3
5 1 1 3 3
6 1 1 3 2
7 1 1 2 1
8 1 2 2 2
9 1 1 2 2

10 1 2 2 1
11 1 2 3 1
12 1 2 2 3
13 1 2 3 2
14 1 2 1 1
15 1 2 3 3
16 1 2 1 2
17 1 2 1 3
18 1 1 1 2
19 2 2 1 3
20 2 2 3 2
21 2 2 2 2
22 2 2 1 2
23 2 1 3 1
24 2 2 2 1
25 2 2 3 3
26 2 2 1 1
27 2 1 3 2
28 2 1 2 2
29 2 1 1 2
30 2 1 1 1
31 2 2 3 1
32 2 1 1 3
33 2 2 2 3
34 2 1 2 3
35 2 1 2 1
36 2 1 3 3

El programa informético proporcion6 un disefio factorial completo, mixto y
totalmente aleatorizado (Tabla 5.4) que indica el orden en el que se deberan desarrollar
los experimentos. Los dos bloques hacen referencia a las dos réplicas que se

registraron para cada una de las combinaciones.
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5.3.4. Realizacién del experimento disefiado.

El protocolo empleado para cada uno de los 36 experimentos resumidos en la

Tabla 5.4. se detalla a continuacion:

Lavado: una alicuota de 10 uL de las particulas modificadas se somete a dos
etapas de lavado con 1 mL de disolucion de afinidad con Tween 20® 0,01% durante 2

min y bajo agitacion.

Etapa de competicion: se incuban las particulas con 1 mL de una disolucion que
contiene tobramicina 200 uM y la concentracién de ATA indicada en el disefio factorial
(nivel 1 6 2) preparadas en la disolucion de afinidad que contiene BSA 0,1% durante 15

minutos, bajo agitacion.

Lavado: se realizan dos etapas de lavado empleando 1 mL de disolucion de

afinidad con Tween 20® 0,01% durante 2 min y bajo agitacion.

Etapa de rellenado: se lleva a cabo una incubacion con 1 mL de una disolucién
de BATA preparada en la disolucion de afinidad con BSA 0,1%. La concentracion de

BATA y el tiempo de incubacion son las indicadas en el disefio factorial.

Lavado: a continuaciéon se realizan dos lavados con 1 mL de la disolucion de

deteccién con Tween 20°® 0,01% y BSA 1% durante dos minutos, bajo agitacion.

Marcaje enzimatico: se incuban las particulas con el conjugado enzimético, 1 mL
de disolucién de Strep,-ALP 4,3-10° g/mL preparada en la disolucién de deteccién con

Tween 20°® 0,01% y BSA 1%, durante 10 minutos, bajo agitacion.

Lavado y reconstitucion: Por ultimo las particulas se lavan dos veces con 1 mL
de disolucion de deteccion durante 2 minutos, bajo agitacion y, finalmente, se
resuspenden en 100 pL de la disolucién de deteccion siendo 0,1 mg/mL su

concentracion final.

Deteccion: La reaccidon enzimatica y la deteccion electroquimica mediante

medidas de DPV se llevan cabo sobre SPCEs tal y como se describid previamente.

Se registro la temperatura a la que tiene lugar cada una de las etapas, con el
objetivo de cuantificar, a posteriori, la influencia que la fluctuacién de este parametro
ejerce sobre la variable respuesta.
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5.3.5. Andlisis de los resultados

La forma mas sencilla de comprobar cual es la influencia de cada uno de los
factores e interacciones entre los mismos es la representacion grafica de como cambia
la respuesta registrada al variar el nivel del factor o interaccion estudiada (Figuras 5.4.
y 5.5.).
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Figura 5.4. Efectos principales de los factores A ([ATA]), B ([BATA]) y t (tiempogata).

Del andlisis de los efectos principales se obtiene que el aumento en la
concentracion de ATA (factor A) provoca un aumento de la relacion sefial/ blanco
registrada, mientras que un aumento de la concentracion de BATA, factor B, o del
tiempo de incubacion del mismo, ejercen el efecto contrario, es decir, la relacion sefal/
blanco disminuye. La relacion sefal/blanco obtenida empleando el nivel bajo de A
(JATA]=0,05 uM) es 1, es decir, no existe diferencia alguna entre la sefal especificay el

blanco, por lo que la concentracion de ATA debe fijarse por encima de este valor.

La representacion del valor medio de la variable registrada en funcion de los
niveles ensayados para cada uno de los factores involucrados en el disefio
experimental da lugar a la representacion de las interacciones (Figura 5.5). La
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divergencia o convergencia de las lineas que componen esta representacion indica la

existencia o no de interacciones entre los factores involucrados.
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Figura 5.5. Interacciones entre los factores estudiados.
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El andlisis de los resultados resumidos en la Figura 5.5 pone de manifiesto que:

- El efecto de interaccidon entre las concentraciones de ATA y BATA
empleadas en el ensayo se manifiesta a niveles altos de la concentracion de
Ata. Por el contrario, al nivel bajo de ATA, la concentraciéon de BATA no
afecta a la relacién sefial / blanco obtenida, que en todos los casos es
préxima a 1, es decir, no existe diferencia alguna entre la sefial especifica y
el blanco. Lo mismo sucede para el efecto de la interaccion entre la
concentracion de ATA y el tiempo de incubacion de BATA.

- El efecto de interaccion mas importante es el que se produce entre la
concentracion de BATA y el correspondiente tiempo de incubacion, t. Si la
concentracion de BATA es elevada (nivel de B=3), la variacién del factor t no
tiene influencia sobre la respuesta, siendo ésta proxima a 1 (ausencia de
diferencia entre sefial especifica y blanco). Si la concentracion de BATA es
baja (nivel de BATA=1), la variacion del nivel de t tampoco tiene importancia,

siendo en este caso y~1,3. El valor de t si influye para el nivel intermedio de
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BATA (nivel de BATA=2), de tal modo que la relacién sefal/ blanco aumenta
cuanto menor es el valor de t. Estos datos permiten llegar a la misma
conclusion que se llego tras el analisis de los efectos principales: a mayor
interaccion con el aptamero biotinado, ya sea en términos de concentracion o
de tiempo de incubacién, menor es la magnitud de la relaciéon sefal /blanco.
Cabe resaltar que para alguna de las combinaciones de factores ensayadas
la relacion sefal/blanco llega incluso a ser inferior a 1, lo que parece indicar
que bajo estas condiciones el aptdmero marcado no sélo se enlaza a las
moléculas de tobramicina presentes sobre la superficie de las particulas, sino
gue es capaz de desplazar una parte de las moléculas de ATA que se habian

enlazado previamente.

Para valorar si la influencia de los diferentes factores estudiados es significativa
desde el punto de vista estadistico, se utilizo el analisis de la varianza(ANOVA) de los

mismos, mediante el programa informatico Minitab®(Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Calculo ANOVA para el proceso bajo estudio proporcionado por el programa de analisis

estadistico Minitab®.

Fuente GL SC cm F ¢]
Bloques 1 0,3143 0,3143 1,36 0,259
A 1 0,7903 0,7904 3,43 0,082
B 2 0,6460 0,3230 1,40 0,274
t 2 0,3075 0,1538 0,67 0,526
A*B 2 0,2719 0,1359 0,59 0,566
A*t 2 0,2820 0,1410 0,61 0,554
B*t 4 1,8603 0,4651 2,02 0,138
A*B*t 4 0,8751 0,2188 0,95 0,460
Error 17 3,9211 0,2307

Total 35 9,2685

GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados de los residuales; CM: cuadrado medio.

Atendiendo estrictamente al valor p proporcionado por el calculo ANOVA
correspondiente a cada uno de los términos (efectos principales, interaccion entre dos
factores e interaccion entre tres factores) no se puede rechazar la hipétesis nula, Hy de
que la diferencia entre las respuestas registradas se debe simplemente al azar y no al
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cambio de los niveles de los factores. Aunque al nivel de significacion a=0,05 ninguno
de los efectos parece ser el causante de las diferencias entre las respuestas
registradas, si se toma como nivel de significacién a=0,1 se consideran significativos el
efecto principal debido al factor A, concentracion de ATA y la interaccién entre los
factores B, concentracion de BATA y t, cuyo p-valor son 0,082 y 0,138,

respectivamente.

Comparando la suma de cuadrados (SC) se observd que el error experimental
es elevado, ya que supone un tercio de la variacion total (3,9211 frente a 9,2685). Por
lo que en este caso se optd por comparar directamente la media de los cuadrados
correspondientes a cada factor o interaccion estudiados. Realizando ese contraste se
llegd a la misma conclusion: el efecto mas importante es el efecto principal de A, ya
gue la media de cuadrados correspondiente al factor, 0,7903, es mayor que la media
de cuadrados correspondiente al error experimental, 0,2307. Siguiendo este mismo
criterio se comprobd que el siguiente efecto mas importante es la interaccion B*t cuya

suma de cuadrados es 0,4651.
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Figura 5.6. Representacion de los residuales del calculo ANOVA: (A) Histograma; (B) Distribucion
de probabilidad.

Adicionalmente, se verificd que en los resultados obtenidos se cumple la premisa
necesaria para poder utilizar un calculo ANOVA: que los errores sigan una distribucion
normal e independiente, con media cero y varianza desconocida pero constante
(N(0,0%). El estudio de los residuales (diferencia entre el valor real y el esperado para
un determinado punto), representado en el histograma de la Figura 5.6.(A), asi como la
grafica de probabilidad normal de los mismos (Figura 5.6. (B)), permiten concluir que

los errores siguen una distribucion normal.
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Por ultimo, y para completar el estudio del disefio factorial propuesto, se evalué
la contribucién de la temperatura de incubacién en cada una de las etapas, que como
se sefialé se consider6 como factor no controlable, sobre la variable respuesta. Para
evaluar si el efecto de cada uno de estos factores no controlables es significativo o no
se introdujeron uno a uno en el calculo ANOVA como co-variables. Si el efecto es
significativo, el p-valor correspondiente a la co-variable introducida ser& menor de
a=0,05, y la contribucién del error se vera reducida, debido a que se eliminara la
contribucién de la variacion debida al cambio de dicha temperatura. El efecto de la
temperatura solamente resultdé significativo (p-valor=0,006<0,05) en el caso de la
temperatura correspondiente a la etapa de marcaje enzimético. En todos los otros
casos el p-valor correspondiente a las co-variables fue muy superior a a=0,05. Esto
sugiere que la etapa de marcaje enzimatico es clave en el desarrollo de este tipo de

sistemas en los que se ven involucradas distintas etapas.

5.4. OPTIMIZACION DEL ENSAYO. METODO DE LA MAXIMA PENDIENTE.

Una vez se han identificado los diferentes factores e interacciones que afectan a
los resultados del ensayo, se utilizé el método de la maxima pendiente para tratar de
localizar los valores o niveles de dichos factores que conducen a la maxima respuesta

(relacion sefial/blanco).
5.4.1. Obtencién del modelo ajustado de primer orden.

El primer paso en el proceso de optimizacidn es encontrar un modelo que
relacione la variable respuesta (relacion sefial/ blanco) con el conjunto de variables
dependientes identificadas: concentracion de ATA, concentracion de BATA y tiempo de
incubacion con el aptamero biotinilado. Como primera aproximacion se propone utilizar
un modelo lineal para ajustar los resultados obtenidos mediante un disefio factorial a
dos niveles (alto, +1 y bajo, -1) para los tres factores, al que se aflade un punto central,
es decir, un tercer nivel que toma un valor intermedio entre el valor alto y el bajo, por lo
que se codifica con el valor 0. La adicion de este punto central, del que se realizaran 5
réplicas, permite estimar el error experimental y comprobar la adecuacion del ajuste al

modelo de primer orden.
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El punto central, punto inicial de la etapa de optimizacion, se escoge a partir del
disefio factorial descrito en el apartado anterior mediante la utilizacion del test de
Duncan. De esta forma se seleccion6 como punto inicial la combinacion (212), que
descodificando las variables se corresponde con [ATA]=1 uM; [BATA]=0,05uM vy
tiempogaTa=6 Minutos. A continuacion, se realizé un disefio factorial de dos niveles en
el que se varian los tres factores involucrados (Tabla 5.6), seleccionandose las
siguientes magnitudes de variacién para cada uno de los factores: AA=0,5 uM; AB=0,01

UM y At=1 minuto.

El ajuste por minimos cuadrados de los resultados de los ensayos realizados
segun se resume en la Tabla 5.6, permitié obtener un modelo en el que se incluye un
término para cada uno de los factores e interacciones de segundo y tercer orden. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.7, donde ademas se indican los valores
de p asignados a cada uno de los coeficientes. Como puede observarse, los términos
mas significativos del modelo son A, t y A*t ya que llevan asociado los valores p mas

bajos., aunque todos estan por encima de 0,05y 0,1.

El modelo de ajuste resumido en la Tabla 5.7 (modelo 1) es una expresion
compleja, que se traté de simplificar mediante la construccion de un nuevo modelo en
el que solamente se incluyeron los tres términos que se consideraron mas significativos
(modelo 2). Las caracteristicas de este nuevo modelo de ajuste se resume en la Tabla
5.8.Como puede observarse, el modelo 2ajusta mejor los datos registrados para el
disefio factorial de dos niveles, el p-valor del ajuste es menor que el del modelo 1y los
tres coeficientes son significativos. Por tanto, se consideré que la ecuacion que

describe la respuesta del proceso en el estadio inicial del proceso de optimizacién es:
y=(1,4+£0,2)+(0,5£0,3)-A—(0,5+0,3)-t—(0,5+0,3)-At ec. (5.1)

La superficie de respuesta descrita por la ecuacion 5.1 da lugar a la
representacion gréafica de las curvas de nivel (Figura 5.7). Teniendo en cuenta el codigo
de colores de esta representacion, donde los colores calidos hacen referencia a una
mayor y registrada, se observa que la optimizacién debe realizarse de modo que se

disminuya el nivel de t y aumente el de A.
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Experimento Variables Variables Codificadas Respuesta, y
[ATA] [BATA] | tiempogata(min) A B t
(»M) (»M)
1 1,5 0,04 7 1 -1 1 0,808
2 0,5 0,06 7 -1 1 1 0,940
3 1,5 0,06 7 1 1 1 1,067
4 0,5 0,04 5 -1 -1 -1 1,376
5 0,5 0,06 5 -1 1 -1 0,775
6 1,5 0,06 5 1 1 -1 2,697
7 1,5 0,04 5 1 -1 -1 3,490
8 0,5 0,04 7 -1 -1 1 1,154
9 1 0,05 6 0 0 0 0,826
10 1 0,05 6 0 0 0 2,314
11 1 0,05 6 0 0 0 1,032
12 1 0,05 6 0 0 0 1,009
13 1 0,05 6 0 0 0 0,653
Tabla 5.7. Modelo de ajuste lineal para el disefio factorial de dos niveles con puntos centrales.
Coeficientes Valor estimado | Desviacion estandar p

Ordenada en el origen 1,35369 0,21652 0,00153

A 0,47700 0,27601 0,14425

B -0,16825 0,27601 0,56877

t -0,54625 0,27601 0,10470

A*B 0,03525 0,27601 0,90335

A*t -0,53175 0,27601 0,11198

B*t 0,18000 0,27601 0,54309

A*B*t 0,08300 0,27601 0,77573

Tabla 5.8. Modelo de ajuste lineal para el disefio factorial de dos niveles con puntos centrales
teniendo en cuenta los términos mas significativos (modelo 2).

Coeficientes Valor estimado | Desviacion estandar p
Ordenada en el origen 1,3537 0,1754 2,95.10°
A 0,4770 0,2235 0,0616
t -0,5462 0,2235 0,0371
A*t -0,5317 0,2235 0,0413
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Figura 5.7. Representacion grafica de las curvas de nivel correspondiente a la superficie de

respuesta descrita por el modelo 2 de ajuste.

5.4.2. Realizacion de experimentos a lo largo de la direccion de la maxima
pendiente.

El método de la méaxima pendiente es un procedimiento que permite moverse
secuencialmente sobre la trayectoria del ascenso mas pronunciado, es decir, en la
direccion del incremento maximo de la respuesta. En este caso y atendiendo a los
coeficientes de la expresion 5.1., el ascenso mas pronunciado se consigue moviéndose

0,5 unidades codificadas de A por cada -0,5 unidades codificadas de t.

Para llevar a cabo los experimentos a lo largo de esta trayectoria es necesario
descodificar las variables, de modo que el tamafio del paso a realizar para uno de los
factores lo decide el experimentador, mientras que el valor del paso para el otro factor
viene dado por la expresion de ajuste del modelo. En este caso se decidié tomar como
paso para la variable t At=-1 minuto, que se correspondera con una variacion de
AA=+0,435 uM en la concentracién de ATA. Se realizaron experimentos variando los
factores A y t de modo que en cada nuevo experimento se disminuye 1 minuto el
tiempo de incubacién de BATA y se aumenta en 0,435 uM la concentracion ATA, hasta
gue se deje de observar un incremento en la respuesta registrada, y. El punto inicial fue
el (212), punto central del disefio factorial. En la figura 5.8 se representa la sefal

registrada para cada uno de los experimentos realizados siguiendo la trayectoria de la
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maxima pendiente a lo largo de la superficie de respuesta. El maximo de la respuesta
se observo al llevar a cabo 3 pasos, de modo que se seleccionaron dichas condiciones

como las 6ptimas para desarrollar el ensayo.

Respuesta registrada, y

2 -
O ) ) )
1 2 3 4

numero de pasos

Figura 5.8. Respuesta registrada para cada uno de los pasos llevados a cabo durante el proceso de
optimizacion siguiendo la trayectoria de la maxima pendiente.

La descodificacion de las variables proporciona las condiciones seleccionadas
como 6ptimas: [ATA]=2,35 uM; [BATA]=0,05 uM y tiempogata=3 Minutos.

En estas condiciones se llevd a cabo el ensayo para concentraciones crecientes
de tobramicina (0-400 uM) y se represento la intensidad de corriente registrada frente a
la concentracién de tobramicina ensayada (Tabla 5.9). Se observd que el ensayo no
responde a la concentraciéon de tobramicina. Se contempld, entonces, la posibilidad de
que el ensayo fuese valido en un intervalo superior de concentraciones de tobramicina
(0-50 mM). Al igual que en el caso de los ensayos realizados en un intervalo de
concentraciones de tobramicina bajas, tampoco en este caso se observé variacion de

la relacién sefal/blanco con la concentracion de analito (Tabla 5.10).

El valor correspondiente al blanco fue elevado en ambos casos. Esto se puede
deber a que el aptdmero biotinilado desplaza al aptdmero anti-tobramicina sin
modificar, de modo que en ausencia de tobramicina la sefal registrada es mayor o
igual a la registrada en presencia del analito. Este efecto se producira si el aptamero
biotinilado presenta una mayor afinidad por la tobramicina que el aptamero sin marcar,

lo que invalidaria el esquema de ensayo propuesto.
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Tabla 5.9. Variacion de la intensidad de corriente con la concentracion de tobramicina.

[tobramicina] (uM) I (LA)
0 0,69
1 0,54
10 0,34
100 0,69
200 1,13
400 0,39

Tabla 5.10. Variacion de la intensidad de corriente con la concentracion de tobramicina.

[tobramicina] (mM) I (LA)
0 0,65
0,2 1,31
0,5 0,78
1 0,65
10 0,41
50 0,46
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5.5. EVALUACION DE LA AFINIDAD DEL COMPLEJO APTAMERO BIOTINILADO
(BATA)-TOBRAMICINA

A lo largo del presente capitulo se ha propuesto un esquema de ensayo que
permite la obtencién de una curva de respuesta creciente para la determinacion de la
tobramicina. Sin embargo, las condiciones que se localizaron como Optimas no
permitieron distinguir entre concentraciones diferentes de tobramicina. La invalidez del
ensayo podria radicar en un resultado no esperado: la mayor afinidad del aptamero
marcado con biotina por el analito, la tobramicina, que la exhibida por el aptdmero anti-
tobramicina no marcado (Kp=130+20 nM). Esto implicaria la posibilidad de que BATA
desplace a ATA de la superficie y explicaria la obtencion de sefales elevadas del
blanco en comparacién con las obtenidas para distintas concentraciones de
tobramicina. Con el objetivo de confirmar este supuesto se caracterizo la interaccion del
aptdmero anti-tobramicina biotinilado, BATA, hacia su molécula diana, la tobramicina
mediante el calculo de sus constantes cinéticas y de disociacion y los valores obtenidos
se compararon con los correspondientes al aptamero anti-tobramicina, ATA, calculadas

previamente en este trabajo.

La fase sensora empleada para llevar a cabo las medidas de SPR es idéntica a
la disefiada para la caracterizacion de los tres aptdmeros anti-tobramicina con distinto
grado de metilacion descrita en el capitulo 3 del presente trabajo. Esta consistio en la
inmovilizacién covalente de la tobramicina sobre una monocapa autoensamblada SAM
de acido mercaptopropanoico formada sobre una superficie de oro a través de su
reaccion con carbodiimida. El equipo empleado posee dos canales, de modo que en el
segundo canal, que actia como canal de referencia, se inmoviliz6 solamente

etanolamina (ver protocolo detallado en el apartado 3.5.2).
5.5.1. Medidas de SPR.

La fase sensora construida se emple6 para llevar a cabo las medidas de SPR
mediante el registro de sucesivos ciclos de analisis para distintas concentraciones de
aptamero anti-tobramicina biotinado, BATA (0,05-2 uM) siguiendo el protocolo detallado
en el apartado 3.6. Normalmente, la regeneraciéon completa de la fase sensora requiere
varias etapas de adicién de una solucion acida (HCI 0,05 M). Sin embargo, cuando el
Sensor se pone en contacto por primera vez con una disolucion de BATA, las sucesivas

etapas de regeneracidén no permiten eliminar por completo el material enlazado sobre la

145



Aptaensayo competitivo para tobramicina

superficie, de modo que se produce un aumento irreversible de la sefial registrada de
20-40 m°. Teniendo en cuenta las especificaciones del equipo (una variacién de 120 m°
se corresponde con 1 ng-mm™ de proteina) y el incremento en el indice de refraccién

(IIR) entre la proteina y el oligonucleétido (0,81 ng-mm?)*’

se calcul6é que la cantidad
de BATA que no se elimina de la superficies e encuentra entre 135-270 pg-mm™. Por el
contrario, tras sucesivas etapas de interaccion con disoluciones de distinta
concentracion de BATA, si es posible la completa regeneracién de la fase sensora
hasta el valor residual dejado por la primera adicion. Esto sugirié que la molécula de
biotina introducida como marca en la secuencia del aptamero anti-tobramicina actua
como bloqueante de las posibles imperfecciones de la SAM formada sobre la superficie
del oro, ya que es capaz de quimisorberse sobre ella por medio del atomo de azufre
gue posee en su estructura. Con el objetivo de evitar este efecto, tras la formacién de la
fase sensora, y antes de que tenga lugar la interaccion con BATA, se llevaron a cabo
sucesivas inyecciones de una disolucion de biotina 500 uM preparada en la disolucion
de afinidad (50 uL) hasta que se registré una sefial constante. Esta etapa de bloqueo
de las imperfecciones o “pinholes” de la SAM supuso un aumento de la sefial de 5-10
m°. Este incremento de la sefial es menor que el registrado tras el bloqueo de la SAM
con BATA ya que su menor peso molecular da lugar a un cambio de sefial menor. La
correspondencia en masa de la cantidad de biotina introducida fue de 47-94 pg-mm™.
Tras esta etapa de bloqueo, se inyectaron disoluciones de concentracion creciente de
BATA para llevar a cabo la evaluacion de su afinidad. La introduccion de BATA en la
cubeta de medida da lugar a un aumento de la sefial en el canal 1, donde se ha
inmovilizado tobramicina (Figura 5.9. linea continua), debido a la formacién del
complejo de afinidad BATA-tobramicina, mientras que en el canal de referencia, canal
2, la adicion de BATA no provoca cambio alguno en la sefial (Figura 5.9 linea
discontinua) debido a la nula afinidad del aptdmero por la fase sensora carente del

antibiotico.

También en este caso se observa un aumento tanto de la pendiente del aumento
del angulo de resonancia (R;) como de la sefal registrada en el equilibrio (Req) al
aumentar la concentracion de la disolucién de aptdmero ensayada (Figura 5.10.). Esto
indica que la cantidad de complejo aptamero-tobramicina inmovilizada que se ha

formado es también mayor.
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Figura 5.9. Sensorgramas que muestran un ciclo de andlisis completo correspondiente a la
interaccion entre una superficie modificada con tobramicina (canal 1, linea sélida) o una superficie
modificada con etanolamina (canal 2, linea de puntos) con BATA 0,75 uM. En el recuadro se

muestra la diferencial, obtenida restando a la sefial del canal 1 la del canal 2.
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Figura 5.10. Superposicién de sensorgramas de SPR correspondientes a la adicion de BATA (a)

0,075; (b) 0,15; (c) 0,75y (d) 1 uM; (lineas negras) en la disolucion de afinidad. Ajuste no-lineal a la

fase de asociacion (lineas blancas).

147



Aptaensayo competitivo para tobramicina

5.5.2. Interpretacion de los datos SPR obtenidos: Célculo de las constantes
cinéticas y de disociacion.

Los datos de SPR registrados se emplearon para calcular las constantes
cinéticas y de equilibrio. La interpretacion de estos datos requiere llevar a cabo un
ajuste no-lineal de la fase de asociacion suponiendo una reaccion bimolecular de
estequiometria 1:1 (Figura 5.1). A partir de este ajuste se obtienen los parametros
necesarios para llevar a cabo tanto un analisis de equilibrio que permita el calculo de la
constante de disociacion como un andlisis cinético que permite evaluar las constantes
cinéticas. Adicionalmente, el analisis cinético permitira realizar una estimaciéon de la
constante de disociacion que se deberd comparar con la constante calculada por el

método de equilibrio, con el objetivo de comparar la validez del método.

5.5.2.A. Andlisis de equilibrio.

El ajuste no lineal de la fase de asociacion a la ecuacion (3.6) permite la
estimacion del valor de la sefial en el equilibrio (Req) para cada una de las
concentraciones de BATA ensayadas. Al representar Req frente a la concentracion de
aptamero libre, [BATA]ibre, Y ajustar dicha representacion a la expresion de la isoterma

de enlace de Langmuir (ec. 3.10; Figura 5.11) se obtiene un valor de Kp de 80+30 nM.
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Figura 5.11. Isoterma de enlace de Langmuir obtenida incubando la fase sensora modificada con
tobramicina con concentraciones crecientes de BATA en disolucién de afinidad durante 10 min.
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Otro modo habitual de calcular la constante de disociacion, Kp, es la linealizacion
de la ecuacion (3.10) (recuadro de la figura 5.11), con lo que se obtiene la ecuaciéon de
Scatchard descrita por la expresion: Reg/[BATAlipe (M°M™1)=-(90£5)-10°(M™") +
(55+3)-10" (m°M™); r=0,997. El valor de Kp calculado como el valor inverso de la
pendiente de la ecuacion, Ka; fue 80+30 nM, el cual coincide con el valor estimado

mediante la representacion de Langmuir.

5.5.2.B. Andlisis cinético.

Los datos de SPR fueron también interpretados desde un punto de vista cinético.
Del mismo ajuste de la fase de asociacion se hall6 el valor de ks para cada una de las

concentraciones ensayadas.

La pendiente de la representacion de ks frente a la concentracion de aptamero
libre, [BATA]ibre €n el equilibrio corresponde al valor de k, El valor de kq se obtuvo a
partir de un ajuste no lineal a la fase de disociacién de cada uno de los sensorgramas
segun el modelo expresado mediante la ecuaciéon (3.13), tal y como se explico en el
apartado 3.7.2

Otro método de calcular la kq es la utilizacion de la expresion kq=Kp-ks, donde Kp
es la constante de disociacion calculada mediante el analisis de equilibrio Una vez
estimadas las constantes cinéticas, se evalud la constante de disociacion Kp mediante
la expresion Kp=kg/ks, donde kq es la constante de cinética de disociacion obtenida del
ajuste no lineal a la fase de disociacion y k, es la constante cinética de asociacién
obtenida del ajuste no lineal a la fase de asociacion. En la Tabla 5.11 se resumen los

diferentes valores de las constantes obtenidos.

Tabla 5.11. Valores calculados para los pardmetros cinéticos y la constante de disociacion

correspondiente para el aptdmero BATA mediante el analisis cinético.

ANALISIS CINETICO BATA

ka (Ms)™ kq (s)? kg (5P Ko (NM)

(41£5)-10* 0,0161+0,0003  0,03+0,02 4045

kg calculada a partir del ajuste a la fase de disociacion.

Pkqcalculada a partir de la expresion kq=Kp-k,.
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Para comprender de qué modo se ve afectada la afinidad del aptamero anti-
tobramicina, ATA, como consecuencia de la introduccion de una molécula de biotina en
su extremo 5° se compararon las constantes cinéticas y de disociacion calculadas para
el aptamero biotinilado, con las evaluadas en el capitulo 3 del presente trabajo para
aptameros anti-tobramicina que presentan diferentes grados de metilacion (Tablas 3.2
y 3.3).

La afinidad del aptamero anti-tobramicina modificado en todas sus bases
excepto en la base U12 presentd una constante de disociacion de 116 nM y 130 nM
calculada mediante el método de Scatchard y la isoterma de Langmuir,
respectivamente. La adicion de una molécula de biotina en su extremo 5° provoco una
disminucién del valor de Kp cuyo valor calculado mediante ambos métodos de equilibrio
fue 80 nM, lo que se traduce como un aumento de la afinidad. De hecho, esta Kp es del
orden de la calculada previamente para el aptamero anti-tobramicina natural sin
modificar ATATM. El mismo efecto se observa atendiendo a los datos del analisis
cinético. La constante cinética de asociacion aumenta de 1,2x 10°> (Ms)* a 4,1x 10°
(Ms)™ tras la incorporacién de la molécula de biotina, lo que indica una mayor afinidad
del aptdmero marcado por su molécula diana en comparacion con su analogo sin

marcar.

Se puede concluir que la introduccibn de una molécula de biotina en la
secuencia del aptamero parcialmente metilado ATA, aumenta ligeramente su afinidad
por la tobramicina. A pesar de no ser muy pronunciado, de hecho es menor de un
orden de magnitud, este aumento de la afinidad podria ser la causa de la invalidez del

ensayo propuesto a lo largo del presente capitulo.
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En el capitulo anterior se discuti6 la posibilidad de realizar un ensayo competitivo
de sefal creciente para la determinacion de tobramicina. Dicho ensayo requeria el
empleo de un aptdmero anti-tobramicina marcada con biotina, que resulté tener mas
afinidad por el antibidtico que el propio aptamero ATA con el que debia competir, por lo
gue esta estrategia tuvo que descartarse. En este capitulo se propone un esquema de
ensayo alternativo usando también el aptamero biotinilado y amplificacion enzimatica,
pero con un formato de inhibicidn, que proporciona una sefial analitica decreciente con
la concentracion (“signal-off”). Como fase sensora se empleé la disefiada en el capitulo
5, consistente en la inmovilizacidn covalente de tobramicina sobre microparticulas
magnéticas, aprovechando su facilidad de manejo, con la salvedad de que no se

recubrieron con aptamero previamente a la realizacion del ensayo.

6.1. INTRODUCCION.

A pesar de la elevada afinidad que aportan los aptameros como receptores
moleculares, en muchos casos ésta no es suficiente para alcanzar la deteccion de los
niveles de concentraciones requeridos en la deteccion de numerosos analitos,
especialmente los de menor tamafo. Con el objetivo de mejorar las caracteristicas
analiticas de dichos ensayos se han desarrollado diversas estrategias de amplificacion

de la sefal.

Dentro de los ensayos que emplean una deteccion electroquimica, cabe
destacar las estrategias de amplificacion basadas en el empleo de nanoparticulas

metalicas™'® (Pt*?, Au'®) o, semiconductoras®**°

, en las cuales la nanoparticula
puede aumentar el numero de moléculas de aptamero inmovilizadas o actuar como
catalizador de una reaccion que involucre una especie electroactiva. Sin embargo, las
marcas mas ampliamente utilizadas en la literatura tanto en la amplificacion de immuno
y genoensayos como aquellos que emplean aptameros como elementos de
reconocimiento son sin duda, las enzimas. Las marcas enzimaticas permiten la
transformacion de un sustrato no electroactivo en un producto capaz de ser detectado
electroguimicamente. La amplificacion de la sefial se debe a que una sola marca
enzimatica es capaz de transformar gran cantidad de sustrato en su correspondiente
producto, aumentandose de este modo la cantidad de especie electroquimicamente

detectable. Aunque los enzimas pueden enlazarse directamente al oligonucleétido®”, lo
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mas conveniente suele ser la unién indirecta a través de reacciones de afinidad, para
dar mayor estabilidad al aducto aptdmero-enzima y para obtener resultados

reproducibles.

Una de las reacciones de afinidad mas ampliamente empleadas es el enlace
estreptavidina-biotina, debido a su elevada constante de afinidad (Ks~10°M™), lo que
proporciona una union estable de la marca enzimatica. Habitualmente, la molécula en
la que se quiere introducir la marca, por ejemplo el aptdmero, se modifica con biotina,
mientras que la enzima que interesa introducir se conjuga con estreptavidina, formando
el denominado conjugado enzimatico. Este sistema se caracteriza por la multivalencia
gue aporta la estructura tetramérica de la estreptavidina, ya que una sola molécula de
estreptavidina puede unirse, potencialmente, a cuatro unidades de biotina. Numerosos
trabajos en los que se emplean aptdmeros como receptores de afinidad hacen uso de

este sistema de marcaje para introducir una marca enzimatica*®*®17®,

Ademas del sistema estreptavidina-biotina, existen otras estrategias alternativas
gue permiten la introduccién de marcas enzimatica basandose en la reaccion antigeno-
anticuerpo. Un ejemplo de estos sistemas es el formado por la molécula isotiocianato
de fluoresceina (FITC) y el fragmento Fab correspondiente al anticuerpo anti-FITC. El
fragmento Fab comprende uno de los dos sitios de unién que componen un anticuerpo
completo, por lo que dicho fragmento solamente es capaz de unirse a una molécula de
su correspondiente antigeno, FITC con la elevada afinidad caracteristica de los
anticuerpos. Otra posibilidad consiste en usar como antigeno la digoxigenina que es
reconocida por el correspondiente fragmento Fab anti-digoxigenina'’’. En este capitulo
se propone estudiar diferentes estrategias de introduccibn de marca enzimatica,
concretamente la estreptavidina-biotina y la que emplea la molécula de FITC con el
propédsito de seleccionar aquella que proporcione las mejores caracteristicas analiticas
en asociacion a un formato de ensayo de inhibicion electroquimico que permita la

deteccion de tobramicina en muestras de suero.

6.2. FORMATO DE ENSAYO DE INHIBICION SOBRE PARTICULAS MAGNETICAS.

El uso de las particulas magnéticas en el desarrollo del aptasensor de sefal
creciente resultd altamente satisfactorio por su facilidad de manejo y separacion de

disoluciones involucradas en las sucesivas etapas de interaccion y lavado. Por ello,
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parece razonable partir de la misma fase sensora disefiada en el capitulo 5, para

disefiar un ensayo de inhibicién para la determinacién de tobramicina.

Un ensayo de inhibicién para moléculas pequefias es un ensayo competitivo en
el que la presencia de analito inhibe la formacion del complejo de afinidad en superficie
(sobre la fase sensora), donde esta inmovilizado el propio analito. En el caso que nos
ocupa, el ensayo se llevaria a cabo utilizando una fase sensora consistente en la
inmovilizacién covalente de la tobramicina sobre particulas magnéticas y posterior
incubacién con una disolucidon compuesta por el aptdmero, en concentracion limitante y
fija, y concentraciones variables de tobramicina. Cuanto mayor sea la concentracion de
ésta ultima, menor sera la cantidad de aptamero que quede libre para enlazarse a la
tobramicina inmovilizada, es decir, mayor sera la inhibicibn de la formacién del
complejo de afinidad. Consecuentemente se obtiene una respuesta decreciente con la
concentracion de antibiotico o ensayo “signal-off”.

Como elemento de reconocimiento molecular se selecciond el aptdmero anti-
tobramicina parcialmente metilado (ATA). Como el evento de reconocimiento molecular
no genera ninguna sefal electroquimica medible, se hace necesario incorporar al
ensayo algun tipo de marca, que en este caso sera enzimética. Entre la variedad de
marcajes existentes comercialmente para los acidos nucleicos no se encuentran los
enzimaticos directos, por lo que se decidié explorar varios sistemas indirectos, que
proporcionen una union estable: el basado en la union estreptavidina-biotina, ya
empleado en el capitulo 5 y el sistema isotiocianato de fluoresceina (FITC)—fragmento
Fab anti-FITC. En ambos casos el esquema de ensayo empleado fue idéntico,
diferencidndose Unicamente en la marca introducida en el aptdmero ATA. En el primer
caso, ATA se modificé con una molécula de biotina en su extremo 5" (BATA), siendo la
estreptavidina-enzima el conjugado enzimatico. En el segundo caso, ATA se modifico
en su extremo 5°con una molécula de FITC (FITC-ATA), siendo el conjugado
enzimatico el fragmento-Fab anti-FITC-enzima.

En la figura 6.1 se representan esquematicamente las etapas del ensayo

propuesto.

Etapa de competicion entre la tobramicina inmovilizada sobre las particulas

magneéticas y concentraciones crecientes de tobramicina en disolucion por el sitio de
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unién del aptamero anti-tobramicina modificado en su extremo 5 con biotina o FITC

(etapa 1 en Figuras 6.1 Ay B).

Etapa de marcaje enzimatico o incubacion con el conjugado correspondiente

segun el sistema de marcaje empleado (etapa 2 en Figuras 6.1.A. y B)

Etapa de deteccion de la actividad enzimética enlazada mediante voltametria de
pulso diferencial (DPV), tras adicién del sustrato enzimatico sobre SPCEs en ambos

casos (etapa 3 en Figuras 6.1.Ay B).
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Figura 6.1. Representacion esquematica del ensayo propuesto empleando el sistema de marcaje (A)
estreptavidina-biotina y (B) FITC-anti-FITC fragmento-Fab.

6.3. APTAENSAYO DE INHIBICION EMPLEANDO EL SISTEMA DE MARCAJE
ESTREPTAVIDINA-BIOTINA.

Inicialmente se intentd trasladar el ensayo de desplazamiento descrito en el
capitulo 4 del presente trabajo sobre electrodos de oro a la nueva fase sensora, que en
este caso, estaria formada por las particulas magnéticas modificadas con tobramicina,
y recubiertas de aptadmero biotinilado en una etapa previa al ensayo propiamente dicho.
Se espera que la reaccion receptor-analito provoque un desplazamiento del aptamero
en superficie hacia la disolucion inversamente proporcional a la concentracién de

tobramicina en la muestra. Al igual que en el capitulo anterior, la enzima empleada fue
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la fosfatasa alcalina, por lo que el conjugado fue Strep,-ALP y el sustrato el o.NP. Sin
embargo, al contrario de lo que se observé para el ensayo impedimétrico, no se
observd desplazamiento del aptamero BATA por parte del antibiotico presente en
disolucién, lo que imposibilitd la aplicacion de este formato de ensayo, ya que las
intensidades de corriente medidas en ausencia y en presencia de tobramicina en
concentracion variable fueron virtualmente idénticas dentro del error experimental. Este
hecho podria explicarse con los datos obtenidos en la caracterizacién de la interacciéon
BATA-tobramicina realizada en el capitulo 5, donde se encontrd que la introduccion de
una molécula de biotina en la secuencia del aptdmero ATA, aumenta ligeramente su
afinidad por la tobramicina. Segun estos resultados, el complejo de afinidad en
superficie seria mas estable que el complejo en disolucion, lo que impediria el
desplazamiento esperado e inhabilita este formato de ensayo para la deteccion de

tobramicina.

Por tanto, se decidi6 llevar a cabo el formato de inhibiciébn tal y como se

describi6 anteriormente. El protocolo seguido fue el siguiente:
Las particulas se modificaron siguiendo el protocolo detallado en el apartado 5.3.

Lavado: una alicuota de 10 uL de las particulas modificadas con tobramicina (0,1
mg/mL) se sometieron a dos etapas de lavado con 1 mL de disolucién de afinidad que

contiene Tween 20® 0,01% durante 2 min y bajo agitacion.

Inhibicion: las particulas se incubaron con 1 mL de una disolucion que contiene
BATA en ausencia (blanco) o en presencia de tobramicina preparada en la disoluciéon

de afinidad que contiene BSA 0,1% durante 15 minutos, bajo agitacion.

Lavado: se realizaron 2 lavados con 1 mL de la disolucion de deteccion que
contiene Tween 20® 0,01% y BSA 1% durante 2 min.

Marcaje enzimatico: se incubaron las particulas con 1 mL de Strep,-ALP 4,3-103
g/mL preparada en la disolucion de deteccion que contiene Tween 20° 0,01% y BSA

1% durante 10 minutos, bajo agitacion.

Lavado y reconstitucion: Se realizaron dos lavados con 1 mL de disolucion de
deteccion durante 2 minutos, bajo agitacion y, finalmente, se resuspendieron en 100 pL

de la disolucion de deteccion, siendo 0,1 mg/mL la concentracion final de las particulas.
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Deteccion: Una vez realizado el ensayo, se llevd a cabo la reaccion enzimatica
gue permitid la deteccién electroquimica sobre SPCEs. Para ello se tomé una alicuota
de 15 uL de las particulas reconstituidas, que se depositaron y fijaron sobre el electrodo
de trabajo gracias a la colocacion de un iman bajo éste. A continuacion se cubrieron los
3 electrodos de la celda electroquimica con 25 pL del sustrato enzimatico a-NP
preparado en la disolucion de deteccion, siendo la concentracion final de sustrato de 4
mM en los 40 pL totales. Tras un tiempo de reaccion enzimatica se determind el

producto generado enzimaticamente, a-naftol (a-N), mediante DPV.

6.3.1. Optimizacién del tiempo de reaccidén enziméatica.

En primer lugar, se llevé a cabo la optimizacién de sendas variables que afectan
a la sefal analitica registrada. Para estudiar el efecto que ejerce la duracion de la
reaccion enzimatica sobre la intensidad de corriente registrada, se varié el tiempo de
reaccion dentro del intervalo 5 a 30 minutos siguiendo el protocolo descrito. Para cada
tiempo ensayado se registraron las sefiales voltamétricas del blanco (en presencia de
BATA 0,5 uM y ausencia de tobramicina) y la correspondiente a una concentracion
elevada de tobramicina, 100 uM, empleando la misma concentracion de BATA (Figura
6.2).

El aumento del tiempo de reaccion enzimatica dio lugar a un aumento de la
corriente registrada tanto para el blanco como para tobramicina 100 uM (Figura 6.2).
Este aumento no lineal fue ligeramente mas pronunciado en el caso de la muestra que
para el blanco, ya que, tras 30 minutos de reaccion enzimatica la corriente registrada
para el blanco se vio incrementada en un 65%, mientras que en la muestra de
tobramicina 100 uM este incremento fue del 70%. Se tomé como valor éptimo un
tiempo de reaccion enzimatica de 10 minutos, ya que es el valor que proporciona una
mayor diferencia entre ambas sefiales (blanco y muestra). Los voltagramas DPV se

muestran en la figura 6.3.
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Figura 6.2. Variacion de la intensidad de corriente registrada mediante DPV con el tiempo de
reaccion enzimatica para una disolucion que contiene BATA 0,5 uM (a) en ausencia (linea

continua) y (b) en presencia de tobramicina 100 uM.

[/ pA

Figura 6.3. Voltagramas DPV obtenidos tras 10 minutos de reaccion enzimatica empleando BATA

0,5 uM sin tobramicina (linea continua); con tobramicina 100 uM (linea discontinua) y en ausencia

de BATA y tobramicina (linea de puntos).

También se evalud la adsorcién no especifica del conjugado enzimatico sobre
las particulas modificadas con tobramicina (Figura 6.3 linea de puntos) Para ello, en la
etapa de inhibicibn no se adicionaron ni aptdmero ni tobramicina. La sefial no

especifica registrada fue muy pequefia.
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6.3.2. Optimizacién de la concentracion de BATA.

En todo ensayo de inhibicidn, la seleccion de la concentracion 6ptima del
reactivo limitante, BATA en este caso, es clave para que tenga lugar la competicién
entre la tobramicina presente en la muestra y la que se encuentra inmovilizada sobre
las particulas magnéticas por los sitios de reconocimiento del aptdmero, BATA. Aunque
no existe una norma general, se acepta en este tipo de ensayos, que la concentracion
Optima es aquella que da lugar a la ocupacion de aproximadamente la mitad de los

sitios de enlace, lo que se corresponde con el 50% de la méaxima sefial*’®.

Por tanto, la optimizacién de este pardmetro requiere la obtencién de la curva de
enlace correspondiente a la unién del aptamero a la fase sensora. Para ello, se llevaron
a cabo una serie de experimentos consistentes en la incubacion de una cantidad
constante de particulas magnéticas modificadas con tobramicina (10 uL, 0,1 mg/mL)
con concentraciones crecientes del aptamero. La posterior adicion del conjugado
enzimatico y el sustrato permitié cuantificar la cantidad de moléculas de BATA que se

enlazaron en cada caso.
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Figura 6.4. Variacion de la intensidad de corriente registrada mediante medidas de DPV
(expresada en tanto por ciento de la maxima sefial) como funcion de la concentracion de BATA.

El protocolo seguido fue idéntico al utilizado para optimizar el tiempo de reaccion
enzimética, salvo que se vario la concentracion de BATA entre 0,05 y5 uM, y se fijo la
duracion de la reaccion enzimatica en 10 min para todos los casos. La intensidad de
corriente medida para cada concentracion de BATA ensayada, expresada en

porcentaje de la maxima sefial registrada segun la expresion S(%)=lapt. ilapt.max X 100
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donde | 45t Y laptmax. S€ refieren a las corrientes registradas para una concentracion iy
la maxima concentracion de aptamero ensayada, respectivamente, se represento frente

a la concentracion de aptamero, dando lugar a la curva de enlace (Figura 6.4).

Las concentraciones de aptamero mas bajas, menores de 0,5 uM, producen un
aumento notable en la sefial analitica registrada, mientras que para concentraciones
superiores el incremento en la sefial es menor. Un ajuste no lineal de los datos que
aparecen en la Figura 6.4 permite la estimacion de la concentracién 6ptima de
aptadmero, sin mas que calcular la concentracion de BATA que genera un 50% de la

sefial maxima. La concentracion éptima resulto ser de 0,1 uM.

6.3.3. Caracteristicas analiticas del aptaensayo voltamétrico.

Una vez optimizadas las condiciones experimentales se procedio a comprobar la
existencia de una dependencia entre la concentracion de tobramicina ensayada y la
sefial analitica medida. Para ello, se ensayaron concentraciones variables de
tobramicina dentro del intervalo 0-500 uM usando el protocolo descrito previamente con
los pardmetros optimizados. Tal y como se observa en la Figura 6.5 (linea continua), la
intensidad de corriente registrada (expresada en tanto por ciento de la maxima sefal,
S%) disminuyd con la concentracion de tobramicina presente en la muestra como cabe
esperar en un ensayo de inhibicion, y ademas lo hizo linealmente. La ecuacion que
describe esta linealidad es: S%=(-0,111+0,004) [tobramicina (uM)] + (84%1). El intervalo
lineal y el limite de deteccion son 5-500 puM, y 5 uM, respectivamente. La
reproducibilidad, calculada para una concentracion de tobramicina de 300 uM, es del
5,7% (n=4).

En estas condiciones Optimas, se evalué la contribucion de la adsorcion
inespecifica del conjugado enziméatico sobre la fase sensora realizando una incubacién
de misma con una disolucién que no contenia ni aptdmero ni tobramicina, segun el
protocolo detallado en este apartado. La magnitud de la sefial correspondiente a esta

sefal inespecifica resultd ser el 10% de la maxima sefal registrada.

Finalmente, se evalu6 la selectividad de la fase sensora respecto a dos
antibioticos aminoglicésidos: kanamicina y estreptomicina (Figura 3.1). Para ello se
llevd a cabo el ensayo de inhibicion empleando el mismo protocolo que con

tobramicina, para concentraciones de cada antibiético comprendidas en el intervalo 1-
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400 uM. Las curvas dosis-respuesta registradas en cada caso se muestran en la Figura
6.5, obtenidas mediante la representacion del porcentaje de la sefial maxima registrada
frente a la concentracion de antibiético. Como se deduce de la propia figura, la fase
sensora es completamente selectiva hacia la estreptomicina (linea de puntos), ya quela
presencia de este antibidtico dio lugar a un gran aumento de la sefial registrada, siendo
la maxima sefal registrada un 90% superior a la sefial registrada para el blanco, en
ausencia de antibiotico. Se llevaron a cabo una serie de experimentos con el objetivo
de clarificar si el aumento de la sefial se debe a una adsorcién inespecifica del
conjugado enzimatico inducida por la previa exposicion de la fase sensora a la

estreptomicina
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Figura 6.5. Curvas dosis-respuesta obtenidas para distintos antibidticos aminoglicésidos:
tobramicina (linea continua); kanamicina (linea discontinua); estreptomicina (linea de puntos).

En el capitulo 5 se vio como la sefial registrada asociada a la adsorcién
inespecifica del conjugado enzimatico sobre las particulas modificadas con tobramicina
es muy pequeiia (Figura 5.3), sin embargo la presencia de estreptomicina en el medio
podria inducir dicha adsorcion dando lugar al gran aumento de la sefal registrada. Para
comprobarlo, se disefi6é un experimento en el que 10 pL de particulas modificadas con
tobramicina (0,1 mg/mL) se incuban con una disolucién que contiene estreptomicina en
una concentraciéon 200 uM preparada en la disolucién de afinidad con BSA 0,1% en

ausencia de aptamero. Paralelamente se lleva a cabo un ensayo similar en el que la
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misma cantidad de particulas magnéticas modificadas se incuban Unicamente con la
disolucién de afinidad conteniendo BSA 0,1%, en ausencia tanto de estreptomicina
como de aptamero anti-tobramicina. El protocolo seguido para el ensayo y la posterior
deteccion fue el mismo que se detallé con anterioridad en el presente capitulo. El valor
de la sefial registrada para la adsorcion inespecifica del conjugado enzimatico en
presencia (0,27+0,08 pA) y ausencia (0,38+0,09 pA) de estreptomicina fue la misma
dentro del error experimental, lo que descarta la hipdtesis de que ésta sea la causa del
la respuesta observada al incubar la fase sensora con concentraciones crecientes de

estreptomicina.

Por el contrario, la fase sensora no proporcion6 una elevada selectividad con
respecto a la kanamicina (Figura 6.5 linea discontinua). Para concentraciones menores
de 50 uM, la sefal registrada para la kanamicina es claramente superior a la obtenida
para las mismas concentraciones de tobramicina, lo que indica que el ensayo permite
su discriminaciéon. Sin embargo, para concentraciones superiores de kanamicina la
sefal registrada disminuy6 notablemente, de forma casi paralela a la de tobramicina.
Aunque el valor de la sefal registrada para la kanamicina es aproximadamente un 20%
superior a la registrada para la tobramicina en todo el intervalo ensayado, es indudable
gue la presencia de kanamicina en la muestra puede dar lugar a la aparicion de falsos
positivos. En la practica esto no supone un problema real, ya que los antibiéticos
kanamicina y tobramicina no se emplean de forma combinada en terapia, aunque si
resulta llamativo si se compara este resultado con la excelente selectividad mostrada
por el esquema impedimétrico descrito en el capitulo 4. La Unica diferencia entre
ambos esquemas es la introduccion de biotina en el aptdmero parcialmente metilado.
Este resultado indicaria que la introduccion de la biotina en el extremo 5 de la
secuencia ATA no solamente da lugar a un aumento de la afinidad hacia la tobramicina
sino que también aumenta su afinidad hacia compuestos con estructuras tan similares

que se diferencian en un solo grupo funcional.

El ensayo desarrollado se caracteriza por una buena reproducibilidad y por una
mayor rapidez de preparacion de la fase sensora comparado con el método
impedimétrico descrito en el capitulo 4. En concreto, el tiempo de preparacion se
reduce de 2 dias a unas 3 horas. Sin embargo, el limite de deteccidon obtenido en
disolucion acuosa (5 puM) no permite la determinacion de tobramicina dentro del
intervalo analitico Util en suero.
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6.4. APTAENSAYO DE INHIBICION EMPLEANDO EL SISTEMA DE MARCAJE
FITC:FRAGMENTO-Fab anti-FITC

El sistema de marcaje basado en la union estreptavidina-biotina como
herramienta para la introduccion de la marca enzimatica, se caracteriza por ser
multivalente. Este hecho implica que, dada la estructura tetramérica de la
estreptavidina y considerando la estequiometria del conjugado enzimatico comercial
empleado, Strep,-ALP, éste conjugado se podria enlazar a hasta ocho moléculas de
aptamero biotinado simultaneamente sobre la superficie de las particulas magnéticas.
De esta forma, la actividad enzimética inmovilizada sobre la fase sensora es menor de
la que cabria esperar si cada conjugado se uniese a un solo aptamero BATA. Por ello,
se pensO en buscar un sistema de marcaje monovalente y se escogié el sistema
FITC:fragmento—Fab anti-FITC, ya que cada molécula de FITC es reconocida
Unicamente por una unidad del conjugado enziméatico. Se espera, que, de esta manera,

mejore el limite de deteccion y se pueda determinar tobramicina en muestras séricas.

Para ello se disefid un ensayo de inhibicion enteramente similar al descrito en el
apartado 6.3 empleando como receptor molecular el aptamero anti-tobramicina
parciamente metilado modificado en su extremo 5°con una molécula de FITC (FITC-
ATA), y la misma fase sensora.

6.4.1. Seleccion de la marca enzimética y la concentracion 6ptima de FITC-ATA.

En este punto, y dado que lo que se busca es una mayor sensibilidad, se pensé
en explorar otras enzimas como la peroxidasa (POD), cuyo numero de intercambio es
sustancialmente mayor. Por tanto, se llevé a cabo un estudio comparativo entre ambas

enzimas conjugadas a un fragmento Fab contra FITC.

En primer lugar, se hizo necesario seleccionar la concentracion optima del
aptamero FITC-ATA para llevar a cabo la etapa de competicion entre la tobramicina
presente en la muestra y la tobramicina inmovilizada sobre las particulas magnéticas,
ya que no tiene por qué ser la misma que para el aptamero BATA. Para ello se registro
la curva de enlace correspondiente a la union de FITC-ATA sobre la fase sensora. El
protocolo empleado se adapt6 del utilizado con el sistema de marcaje tetravalente, sin
mas que cambiar el aptamero BATA por FITC-ATA y modificar las etapas de marcaje y

deteccion como se indica a continuacion.
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Lavado. Tras la incubacion con concentraciones variables de FITC-BATA (0,05-5
uM) se realizaron dos etapas de lavado empleando 1 mL de la disolucion de marcaje

enzimatico (PBS 1X que contiene caseina 0,5% y Tween 20® 0,025%) durante 2 min.

Marcaje enzimatico: se incubaron las particulas con 1 mL del conjugado
enzimatico preparado por dilucién del stock comercial con la disolucion de marcaje
enzimatico durante 30 minutos. En el caso del conjugado fragmento-Fab-anti-FITC-ALP
la dilucidn fue de 1:500, mientras que para el conjugado fragmento-Fab-anti-FITC-POD
fue de 1:300.

Lavado y reconstitucion: Las particulas se sometieron a dos etapas de lavado
con 1 mL de la disolucién de deteccion que contiene Tween 20® 0,01% y finalmente se
resuspendieron en 100 pL de la disoluciéon de deteccion siendo 0,1 mg/mL la

concentracion final de las particulas.

Deteccion: En el caso del conjugado enzimatico basado en la enzima ALP, la
deteccién electroquimica se llevd a cabo segun lo detallado en el apartado 6.3. En el
caso de la peroxidasa, se depositaron 15 pL de las particulas sobre el electrodo de
trabajo bajo el que se situé un iman, y se afiadieron 25 uL de un preparado comercial
del sustrato tetrametilbencidina que contiene el cosustrato H,O,, de modo que se
cubran los 3 electrodos que conforman la celda electroquimica. Finalmente, tras 1
minuto de reaccién enzimatica se determind la cantidad del producto generado
enzimaticamente, TMB oxidada, mediante cronoamperometria a un potencial de 0 V
durante 60 s. La sefal analitica correspondio a la intensidad de corriente media

registrada durante los ultimos 10 s de la cronoamperometria.

En la figura 6.6 se muestran los resultados expresados como porcentaje de la
maxima intensidad de corriente registrada en cada caso. Un ajuste no lineal de los
datos permitié estimar la concentracién optima de FITC-ATA, que se corresponde con
la concentracién de aptamero que da lugar al 50% de la maxima sefal registrada. Las
expresiones obtenidas para dichos ajustes empleando la enzima ALP y la enzima POD
fueron S(%)=(100+3)[FITC-ATA(LM)]/(0,27+0,04)+[FITC-ATA(uM)] y
S(%)=(100£2)[FITC-ATA(uM)]/(0,0687+0,006)+[FITC-ATA(uM)], respectivamente. Este
valor deberia ser independiente del sistema de deteccién empleado. Sin embargo, se
comprobd que la concentracion éptima de FITC dependidé del conjugado enzimatico

empleado. Asi, en el caso de la enzima ALP la concentracion 6ptima de FITC-ATA
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resulté ser 0,3 uM, mientras que en el caso del conjugado basado en la peroxidasa
este valor fue de 0,1 uM. Observando la figura 6.6 se puede concluir que, para una
concentracion dada de aptamero FITC-ATA ensayada, la sefial registrada (expresada
en porcentaje de la maxima sefal registrada) empleando el conjugado enzimatico
fragmento-Fab-anti-FITC-POD es mayor que la correspondiente sefial registrada

empleando el conjugado enzimatico fragmento-Fab-anti-FITC-ALP.
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Figura 6.6. Variacién de la intensidad de corriente registrada con la concentraciones de FITC-ATA
(expresadas en tanto por ciento de la maxima sefial) empleando como sistema de deteccién el
conjugado enzimatico (A) fragmento-Fab-anti-FITC-ALP (B) fragmento-Fab-anti-FITC-POD.

Con el objetivo de comprender la naturaleza de este resultado inesperado se
llevaron a cabo experimentos adicionales. Concretamente, se evaluod la actividad de la
enzima peroxidasa en presencia y ausencia de tobramicina. Se prepararon tres
disoluciones del conjugado enzimatico fragmento-Fab-anti-FITC-POD que contenian la
misma cantidad de enzima y concentraciones de tobramicina crecientes: 0, 500 y 5000
uM. La adicién del sustrato enzimatico (TMB+H,0,) provocé la aparicién del producto
enzimatico en disolucion, TMB,, de color azul, el cual se detectd
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 653 nm. Se registrd la
absorbancia en funcién del tiempo durante 36 segundos, observandose una. variacion
lineal con el tiempo. Se realiz6 un ajuste lineal para cada conjunto de datos y la
pendiente se relaciono con la velocidad a la que la enzima convierte el sustrato en su
correspondiente producto. El valor mas bajo de la pendiente (0,293+0,005 s™), y por lo
tanto, la velocidad de conversion mas lenta correspondié a la disolucion del conjugado
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enzimatico que no contenia tobramicina. Ademas, la velocidad de reaccion enzimatica
no fue independiente de la concentracion de tobramicina, como cabria esperar. Al
contrario, se observé un crecimiento con la concentracion pasando de 0,3542+0.0003
s'para tobramicina 500 pM a 0,467+0,003 s* para tobramicina 5000 pM. Estos
resultados sugieren que la tobramicina actia como activador de la enzima peroxidasa,
lo que explicaria la divergencia de resultados registrados con la enzima ALP. No
existen antecedentes bibliograficos en los que se informe de una interaccion entre este
antibiotico y la POD. Sin embargo, este hallazgo imposibilita el empleo de dicha enzima

como marca para la determinacion de tobramicina.

Se desestimd, por lo tanto, el ensayo con POD vy, en adelante, se utilizd la

enzima ALP como marca enzimatica y una concentracion de FITC-ATA de 0,3 uM.

6.4.2. Caracteristicas analiticas del aptaensayo voltamétrico en medio acuoso.

Siguiendo el protocolo detallado en el apartado anterior se ensayaron distintas
concentraciones de tobramicina (0,1-1000 uM) preparadas en la disolucion de afinidad
empleando una concentracién constante de FITC-ATA de 0,3 uM. Asimismo se registrd
la sefial en ausencia de tobramicina (maxima sefal) y la correspondiente a la adsorciéon
inespecifica del conjugado enzimético sobre la fase sensora (en ausencia tanto de
aptdmero como de tobramicina). Los voltagramas DPV obtenidos para cada caso se

muestran en la Figura 6.7.

La intensidad de corriente registrada para cada una de las concentraciones de
tobramicina se expres6 como un porcentaje de disminucion de la sefial segun la
expresion: S%=(li-kob=0)/(lapt=0-lob=0) X 100, donde lwh=0 €S la corriente registrada para
una concentracion de tobramicina i (maxima sefial) (Figura 6.7.(a)) Y lap=0 €S la
corriente registrada para una disolucion que no contiene ni aptamero ni tobramicina

(minima sefal) (Figura 6.7.(h)) .
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Figura 6.7. Voltagramas DPV obtenidos tras incubacion de una cantidad constante de particulas
magnéticas modificadas con tobramicina con [FITC-ATA]=0,3uM (a) en ausencia de tobramicina
(sefial maxima) o en presencia de tobramicina (b) 0,1; (c) 0,5; (d) 5; (e) 100; (f) 500; (g) 1000 uM:;
(h) en ausencia de aptamero ni tobramicina (adsorcién inespecifica del conjugado enzimatico).

La sefal, S%, registrada para cada una de las concentraciones de tobramicina
disminuy6 de forma lineal con el logaritmo de la concentracion de tobramicina presente
en la disolucion (Figura 6.8, linea continua). La expresion que define el intervalo
lineales S%=(-19x1)log[tobramicina(uM)] + (71%2), r=0,991. El intervalo lineal, tal y
como se definié en el capitulo 4, estd comprendido entre 0,1-1000 uM siendo el limite
de deteccién de 0,1 uM. La reproducibilidad se evalué para una concentracion de
tobramicina de 5 uM y fue de 4,4% (n=4). La contribucion de la adsorcién inespecifica
del conjugado enzimatico sobre la fase sensora fue de un 4% en relacién a la maxima

sefal registrada.
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Figura 6.8. Curvas dosis-respuesta obtenidas llevando a cabo el ensayo de inhibicién propuesto
empleando el aptamero FITC-ATA como receptor molecular y fragmento-Fab-anti-FITC-ALP
como conjugado enzimético para tobramicina (linea continua); kanamicina (linea discontinua);
estreptomicina (linea de puntos) en disolucion acuosa.

Se evalud la selectividad de la fase sensora respecto a kanamicina y
estreptomicina. Se registré la sefial analitica correspondiente a la incubacion de cada
uno de los antibioticos en el intervalo de concentraciones1-1000 uM, expresada como
tanto por ciento, tal y como se detallé para el caso de la tobramicina, y se representé
como funcion del logaritmo de la concentracion de antibidtico empleado en la figura 6.8.
A la vista de las curvas dosis-respuesta de dicha figura, se puede concluir que la fase
sensora se caracteriza por una elevada selectividad hacia la estreptomicina (linea de
puntos), ya que la sefal registrada resultd practicamente constante en el intervalo de

75-95% en todo el intervalo de concentraciones ensayadas.

Por el contrario, el ensayo fue menos selectivo frente a la kanamicina (linea
discontinua). Este resultado es similar al encontrado en el estudio de selectividad
empleando el aptdmero BATA como receptor molecular en el apartado 6.3. Varia, sin
embargo, el intervalo de concentraciones. Para concentraciones de kanamicina
menores de 10 uM no se registré cambio alguno en la sefial, manteniéndose en el valor
correspondiente a ausencia de antibiotico, por lo que no se observa interaccion entre el
aptamero y la kanamicina. Sin embargo, para concentraciones superiores se produjo
una brusca disminucion de la sefial registrada, con una pendiente claramente superior
a la de la tobramicina. Por tanto, esa fase sensora Unicamente seria selectiva en
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presencia de concentraciones de kanamicina inferiores a 10 uM, lo que no es

desdefable, teniendo en cuenta los niveles en muestras reales.

6.5. SISTEMA DE MARCAJE MULTIVALENTE FRENTE A SISTEMA DE MARCAJE
MONOVALENTE.
Para facilitar la comparacion entre los métodos desarrollados, las caracteristicas

analiticas empleando ambos sistemas se recogen en la tabla 6.1.

Segun estos datos queda patente que el sistema monovalente de marcaje se
caracteriza por un intervalo lineal mas amplio, con un limite de deteccién menor, que
posibilitaria la deteccion de tobramicina en suero. Ademas la reproducibilidad y la

adsorcion inespecifica son también mejores.

Tabla 6.1. Caracteristicas analiticas de los ensayos de inhibicion desarrollados.

Adsorcién
Sistema de marcaje Intervalo L.D. (uM) CV (%) |nesp¢C|f|c§ del
. conjugado
lineal (uM) enzimatico, S%
estreptavidina-biotina 5-500 5 5,7% (n=4) 10%
FITC:Fragmento-Fab-
0,1-1000 0,1 4,4 (n=4) 4%

anti-FITC

La comparacion de ambas estrategias de marcaje pone de manifiesto la
importancia que la eleccion de ésta tiene en el desarrollo de un ensayo que conlleva
una etapa de marcaje, ya que es posible reducir el limite de deteccién mas de un orden
de magnitud empleando una misma marca enzimatica, la ALP y el sistema

monovalente de marcaje.

Este hecho se puede explicar teniendo en cuenta la tetravalencia de la
estreptavidina y la estequiometria del conjugado enzimatico Strep,-ALP. Cada
molécula de Strep,-ALP es capaz de unirse, potencialmente, a 8 moléculas de
aptamero biotinilado, BATA, aunque el nimero de moléculas de BATA que realmente
se pueden unir a una sola molécula de Strep,-ALP es mucho menor debido a efectos
estéricos. Por el contrario, en el caso del sistema monovalente, solamente una

molécula de FITC-ATA sera reconocida por una molécula de fragmento-Fab-anti-FITC.
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Para las concentraciones mas bajas de tobramicina ensayadas, la cantidad de
aptamero marcado unido a las particulas magnéticas modificadas con tobramicina es
elevado (curva de respuesta decreciente). Por ello, es mas probable que el conjugado
Strep,-ALP se una a mas de una molécula de aptdmero marcado, impidiendo la
discriminacion entre dos concentraciones bajas de analito, lo que implica
necesariamente un limite de deteccion superior (5 uM) al obtenido con un sistema de

marcaje monovalente.

Adicionalmente el efecto de la multivalencia confiere irreproducibilidad al ensayo,
la cual fue del 5,7% para el sistema multivalente y de un 4,4% para el monovalente.
Esto puede estar asociado a la unién aleatoria del aptdmero BATA sobre la tobramicina

inmovilizada, que determinard el grado de multivalencia efectiva del conjugado.

6.6. APLICACION DEL APTAENSAYO A MUESTRAS DE SUERO HUMANO

Dado que se ha conseguido disefiar un formato de ensayo cuya detectabilidad
en medio acuoso permite albergar esperanzas de que se pueda aplicar en suero
humano, se decidi6 comprobar la capacidad del aptaensayo de inhibiciébn propuesto

para la determinacion de tobramicina en este tipo de muestras.

En primer lugar se evalud la adsorcion inespecifica de las proteinas séricas,
llevando a cabo una incubacion de las particulas modificadas con tobramicina con una
disoluciéon de suero humano sin diluir (100%) durante 15 min, siguiendo el protocolo
detallado con anterioridad para el fragmento-Fab-anti-FITC-ALP. La intensidad de
corriente registrada, expresada como tanto por ciento del valor maximo registrado en
medio acuoso fue del 88%. Este valor confirma la adsorcion inespecifica de las
proteinas del suero sobre la fase sensora que inducen la posterior adsorcion del
conjugado enzimatico, dando lugar a una sefial analitica elevada. En todos los casos
se corrige la concentracion salina tras la dilucion de modo que es siempre igual a la

concentracion salida de la disolucion de afinidad.
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Tabla 6.2. Efecto de la dilucién del suero sobre la adsorcién inespecifica

Dilucion ~ [
Sefal analitica (S%)
suero humano: disolucion reguladora

1:0 (100% suero humano) 88%
1:0,5 84%

1:1 76%

1:2 64%

0:1 (100% disolucion reguladora) 4%

Por ello, se decidio diluir el suero en distintas proporciones (Tabla 6.2). A partir
de los resultados expuestos en dicha tabla se puede concluir que la contribucion de la
adsorcion inespecifica del conjugado enzimatico a la sefial analitica es mayor cuanto
menor es la dilucion del suero. Sin embargo, la maxima dilucion ensayada proporciond
una sefal asociada a la adsorcién inespecifica del conjugado todavia del 64%, lo que
no es suficiente para el desarrollo del ensayo de inhibicion sin otro tipo de

pretratamiento.

Asimismo se llevé a cabo una reoptimizacion de los tiempos de incubacion con
la muestra y con el conjugado enzimético tratando de minimizar la contribucién de la
adsorcién inespecifica. Para ello se llevaron a cabo una serie de experimentos en los
gue se siguid el protocolo detallado con anterioridad pero variando los tiempos de
incubacion con la muestra y con el conjugado enziméatico. Esta optimizacion se llevo a
cabo empleando una muestra de suero diluida en un factor 1:2, registrandose la sefial
tanto en ausencia de aptamero y tobramicina (lap=0, adsorcion inespecifica del
conjugado enzimatico) como para la maxima sefial (lap=03 wv). En un primer
experimento se varié el tiempo de incubacién con la muestra (2-15 min) manteniéndose
constante el tiempo de incubacién con el conjugado enzimatico (30 min) Los valores de
la sefial registrada se representaron como el cociente de ambos valores (lapt=o/lapt=0,3
um), 10 que hace referencia a la relacion sefial/ruido, que se pretende sea maxima.
Como se puede observar en la Figura 6.9.(A) la relacién sefial/ruido fue maxima para
un tiempo de incubacién con la muestra de 5 min. A continuacion se vario el tiempo de
incubacion con el conjugado enzimatico (5-30 min). Para ello se siguio el protocolo
detallado con anterioridad tomando 5 min como tiempo de incubacién con la muestra.

La sefal registrada se expresd, como ya se ha comentado, como cociente de ambas
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intensidades de corriente registradas. Como se observa en la Figura 6.9.(B), la
representacion de dicho cociente en funcion del tiempo presenta un maximo para un
tiempo de incubacion con el conjugado enzimético de 10 minutos. Por lo tanto, los
experimentos que se detallaran a continuacion se llevaran a cabo empleando 5 y 10

minutos como tiempos de incubacién con la muestra y con el conjugado enzimatico,

respectivamente.
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Figura 6.9. Variacion del cociente de la sefial registrada para [FITC-ATA]=0,3 uM y [FITC-
ATA]=0 en funcién de (A) el tiempo de incubacion con la muestras y (B) el tiempo de incubacion

con el conjugado enzimatico.

Sin embargo, esto no fue suficiente. Por ello, se decidid eliminar las proteinas
presentes en la matriz mediante un pretratamiento de la muestra consistente en su
ultracentrifugacion a través de un filtro de corte 10 KDa. La baja masa molecular de la
tobramicina le permite atravesar la membrana, mientras que las proteinas quedan
retenidas en ella. Se prepararon muestras de suero diluido en distintas proporciones
(2:0,5; 1:1; 1:4 y 1:9) con disolucion reguladora de afinidad a la que se le afiadieron
concentraciones crecientes de tobramicina (0-1000 uM). Las muestras se sometieron al
proceso de ultracentrifugacion (protocolo en Anexo Il). Es importante diluir las muestras
en reguladora de afinidad antes de proceder al ultracentrifugado puesto que la elevada
fuerza ionica previene o disgrega la asociacion proteina sérica-antibidtico (efecto
caotropico), que provoca que el antibiotico se retenga junto con las proteinas en la
membrana. A continuacion se llevé a cabo el ensayo y se registraron las curvas dosis-

respuesta correspondientes al suero diluido en diferentes proporciones.Se debe
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destacar que la dilucion del suero se llevé a cabo en cada caso con una disolucion
reguladora que contiene las sales necesarias para que, tras la dilucién, la
concentracion final de sales sea igual a la de la disolucién de afinidad empleada para

llevar a cabo la seleccion del aptamero anti-tobramicina.

Las caracteristicas analiticas de este método para cada dilucion ensayada se
recogen en la tabla 6.3. En efecto, el grado de dilucidon del suero humano previo a la
filtracion tiene una influencia decisiva sobre la bondad de los resultados obtenidos. En
el caso de las menores diluciones no se observé dependencia entre la concentracion
de tobramicina y la sefial analitica. La dilucion 1:4 permite obtener dicha dependencia,
pero el limite de deteccion es elevado. Finalmente, la dilucion 1:9 permitié la
determinacién de tobramicina en suero, dado que su limite de deteccion es de 1 uM y

el intervalo terapéutico varia entre 4,3 y 25,7 pM.

Tabla 6.3. Caracteristicas analiticas de los ensayos de inhibicidn en muestras de suero diluidas en

distinta proporciones

Dilucion
suero humano: LD en el Intervalo Calibrado
disolucién suero (UM) lineal (UM)
reguladora
1:0,5 -- -- --
1:1 200 -- --
S%=(-16+2)log[tobramicina (uM)]+(83+3);
1:4 20 20-1000 ( Jlogl (UM)I+( )
r=0,996
S%=(-24+3)log[tobramicina (UM)]+(64+3);
19 1 1.200 ( )log[ (UM)]+( )
r=0,994
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7.1. INTRODUCCION.

Una de las ventajas que ofrece el disefio de biosensores electroquimicos es la
posibilidad de desarrollar dispositivos que permiten la determinacién de analitos de
interés en el punto de necesidad del analisis, lo que en inglés se conoce como
dispositivos “point-of-care”. Los conocidos como “scaffold sensors” cumplen los
requisitos necesarios para permitir determinar una gran cantidad de analitos sin la
necesidad de emplear ningun otro reactivo afiadido, ademas de abrir la posibilidad de
desarrollar fases sensoras basadas en acidos nucleicos para la determinaciéon de
analitos para los que no se haya descrito previamente una secuencia aptameérica
especifica. Consisten en la inmovilizacion de un duplex de ADN sobre un soporte
electrédico, que actia como una estructura sobre la que tiene lugar tanto el
reconocimiento molecular como la generacion de la sefial electroquimica, ya que una
hebra contiene el receptor y la otra la marca electroactiva. La presencia del analito
modifica la velocidad de colisibn de la marca sobre el electrodo, por lo que varia la
intensidad de corriente debida a la misma. El desarrollo de este tipo de dispositivos
ofrece la posibilidad de detectar de forma rapida, sencilla y fiable macromoléculas
asociadas a enfermedades infecciosas como son anticuerpos u otro tipo de proteinas,

siendo el objetivo final su determinacion en muestras reales sin tratamiento previo.

La aplicaciéon de cualquier biosensor a la determinacion del analito para el que
ha sido disefiado en muestras reales supone siempre un gran reto debido a los
problemas derivados de la adsorcion inespecifica de los componentes que forman
parte de estas matrices complejas (orina, saliva, sangre, suero, etc.). En la literatura se
describen estrategias que permiten mejorar el comportamiento de los biosensores
electroquimicos cuyo elemento de reconocimiento son los &cidos nucleicos. Una de
estas estrategias consiste en la formacién sobre una superficie electrodica de oro de
una monocapa autoensamblada mixta, compuesta por el ADN y por uno o varios
componentes cuya finalidad es minimizar la adsorcion inespecifica. Las monocapas
binarias en las que el segundo componente es el mercaptohexanol son quizas, las mas
ampliamente utilizadas. La funcion de esta molécula es doble: por una parte rellena los
huecos dejados por la monocapa de ADN tiolado, que no puede ser muy compacta
debido a las repulsiones electrostaticas del esqueleto de fosfatos y, por otra parte,
mantiene en posicion vertical la hebra de ADN evitando su adsorcion longitudinal sobre

el oro, favoreciendo su hibridacion con la hebra complementaria. Sin embargo, aunque
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la adsorcion inespecifica se reduce no se elimina por completo. Recientemente, se ha
propuesto el empleo de monocapas ternarias en las que se introduce un alcanoditiol
como tercer componente. El estudio comparativo de alcanoditioles de diferente longitud
sugiere que éste adquiere una disposicion paralela a la superficie electrodica,
recubriendo las rugosidades del oro que constituyen puntos de adsorcion muy activos
y, por tanto, dando lugar a monocapas mas resistentes a la adsorcion inespecifica de
proteinas en medios biologicos. Esta estrategia fue aplicada con éxito al desarrollo de
genosensores, obteniendo una relacién sefial/ruido 80 veces superior a la registrada

con la monocapa binaria en suero humano sin diluir*”.

Los trabajos descritos hasta la fecha en la literatura consistentes en el empleo
de sondas de ADN de doble hebra como estructura sensora para la deteccion de
macromoléculas, estan basados en la formacion de monocapas autoensambladas SAM
binarias sobre superficies electrédicas de oro™’™*°. La SAM se forma mediante la
adsorcion sobre la superficie de oro de dos componentes de modo secuencial: la hebra
de anclaje (Figura 7.1.(A), hebra de color azul) y el mercaptohexanol, que ejerce las
funciones resefiadas anteriormente. La formacién de la fase sensora finaliza con la
union de la hebra de reconocimiento (Figura 7.1.(A)) mediante la reaccion e hibridacién

con la hebra de anclaje.
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Figura 7.1. Esquema de una fase sensora consistente en una SAM(A) binaria: hebra de anclaje (de
color azul) + mercaptohexanol, y (B) ternaria: hebra de anclaje (de color azul)/hexanoditiol +
mercaptohexanol. La formacion de la fase sensora se completa, en ambos casos, con la hibridacion

de la hebra de reconocimiento (de color verde).
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Este tipo de fase sensora se ha empleado para la determinacién de distintos
anticuerpos del VIH en disolucibn acuosa obteniéndose un limite de deteccién
subnanomolar, y una buena selectividad respecto a otros anticuerpos*'®. Ademas la
fase sensora disefiada es capaz de detectar concentraciones saturantes del anticuerpo
en una muestra real de suero humano sin diluir. La optimizacién y evaluacion de las
caracteristicas analiticas del sistema se llevaron a cabo empleando el sistema modelo
formado por el péptido FLAG y el anticuerpo anti-FLAG, empleado en procesos de
separacién de proteinas. Una vez puesto a punto, se comprobé su aplicabilidad general
mediante su utilizacion en la determinacion de 5 anticuerpos capaces de reconocer
distintos epitopos del virus VIH. A pesar del buen comportamiento del sensor andamio
en disolucidn acuosa no se ha llevado a cabo un calibrado completo en suero, para lo
que resulta imprescindible que la fase sensora muestre una elevada resistencia a la

adsorcion inespecifica de las proteinas presentes en la muestra.

La excepcional mejora de las caracteristicas analiticas derivadas de la
introduccion de un tercer componente en la formacion de la SAM se tomd como punto
de partida en el disefio de una fase sensora ternaria con el objetivo de explorar los
potenciales beneficios que puede aportar al desarrollo de los sensores andamio contra

diversos anticuerpos.

7.2. DISENO DE UNA FASE SENSORA TERNARIA PARA LA DETERMINACION
DEL ANTICUERPO anti-FLAG EN DISOLUCION ACUOSA.

Con el objetivo de mejorar el comportamiento del sensor antes citado, se decidio
diseflar una nueva fase sensora para la construccion de este tipo de estrategias
basada en la formacion de una monocapa ternaria, incluyendo el hexanoditiol (HDT)
como tercer componente que se co-adsorbe junto con la hebra de anclaje. La
formacién de la fase sensora finaliza con una incubacion con mercaptohexanol y la
hibridacion con la hebra de reconocimiento (Figura 7.1.(B)). El sistema péptido FLAG y
anticuerpo anti-FLAG se escogié como sistema modelo para el disefio y puesta a punto
de la fase sensora. La primera etapa en la construccion de la fase sensora fue la
preparacion de la superficie electrodica de oro para llevar a cabo su modificacién. Para
ello, los electrodos fueron pulidos con alimina de tamafio de particula 0,05 uM durante

1 minuto vy, tras un lavado con agua, se introdujeron en una pequeiia cantidad de agua
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gue se sometié a ultrasonidos durante 5 minutos. Tras un nuevo lavado con agua, los
electrodos se sometieron a una exhaustiva limpieza electroquimica que se detalla en el

Anexo II.

Tras el acondicionamiento de la superficie electrddica, se llevd a cabo una
incubacion de la misma en una disoluciéon que contenia 25 nM de la hebra de anclaje
gue contiene la marca electroactiva, azul de metileno (MB) (27-mer. 5°-SH-
GCAGTAACAAGAATAAAACGCCACTGC-3'-MB) y hexanoditiol (150 pM 6 300 pM)
preparadas en la disolucion de Dulbecco 1x de pH 7,4, durante toda la noche a
temperatura ambiente y en ausencia de luz. La hebra de anclaje fue previamente
tratada con una disolucién acuosa de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 10 mM durante 1
hora, para que se reduzcan los puentes disulfuro. La concentracion exacta de la hebra
de anclaje se hall6 espectrofotométricamente a 260 nm. La disolucién de Dulbecco se
prepar6 mediante dilucion de una disolucion comercial concentrada 10x cuya
composicién se detalla en el Anexo Il. Una vez coadsorbidos la hebra de anclaje y el
ditiol, se lavo el electrodo con agua y se introdujo en una disolucién de
mercaptohexanol 1 mM preparada en la disolucion de Dulbecco durante 1 hora. Tras el
lavado de la superficie electrédica con agua, ésta se introdujo en una disolucion de la
hebra de reconocimiento (secuencia de 25-mer de PNA modificada con el epitopo
FLAG en su extremo 5": DYKDDDDKGG-CAGTGGCGTTTTATTCTTGTTACTG-3") 100
nM preparada en la disolucion de Dulbecco durante 1 hora. Tras lavar el electrodo con
la disolucion de Dulbecco, la fase sensora esta preparada para llevar a cabo la

deteccién del anticuerpo.

El ensayo se realizé incubando la fase sensora en concentraciones crecientes
del anticuerpo preparadas en la disolucion de Dulbecco durante 1 hora (a no ser que se
especifique lo contrario en el texto). Tras cada incubacion se registré la sefial
electroquimica debida a la reduccion de la marca azul de metileno inmovilizada en la
hebra de anclaje mediante voltametria de onda cuadrada, SWV en sus siglas en inglés.
La medida electroquimica se realizé en la misma disolucién en la que se llevo a cabo la
incubacién con el anticuerpo. Los parametros de medida fueron los siguientes: El
potencial se varié desde 0 hasta -0,5 V con un salto de potencial de 1 mV, una amplitud
de 25 mV a una frecuencia de 60 Hz. La intensidad de corriente registrada para cada

una de las concentraciones se expreso en tanto por ciento de disminucion de la sefal
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con respecto a la registrada tras la hibridacion con la hebra de reconocimiento

(intensidad de corriente méaxima).
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Figura 7.2. Voltagrama SWV obtenido en la disolucién de Dulbecco para una superficie electrédica
de oro tras su modificacién secuencial con (A) hebra de anclaje 25 nM/ HDT 150 uM + MCH 1 mM
(1 h) (linea continua); (B) + hebra de reconocimiento modificada con el epitopo FLAG 100 nM (1h)
(linea cuadros) y (C) + anticuerpo anti-FLAG 25 nM (1 h) (linea de tridngulos).

La correcta formacion de la fase sensora se evalu6 mediante el registro de la
intensidad de corriente medida mediante SWV. Se realizaron dos medidas, la primera
tras la inmovilizacion de la hebra de captura junto al ditiol seguida del bloqueo con
MCH (Figura 7.2, linea continua), y la segunda tras la unién de la hebra de
reconocimiento mediante la reaccién de hibridacion (Figura 7.2, linea de cuadros). La
hibridacién de la sonda de reconocimiento da lugar a una disminucién en la intensidad
de corriente registrada derivada de la mayor rigidez de la doble hebra con respecto a la
hebra sencilla que dificulta la colisibn de la marca electroactiva con la superficie
electrédica, disminuyendo, por tanto, la eficiencia de la transferencia electronica. Esta
disminucién resulté ser de un 70-80% respecto a la sefial inicial correspondiente a la
hebra de anclaje. A pesar de la gran disminucién de la sefial como consecuencia de la
formacion de la doble hebra, que constituye la fase sensora, ésta posee aun la

suficiente flexibilidad para permitir una transferencia electrénica entre la marca

181



ADN estructurado para la determinacion de anticuerpos

electroactiva y la superficie de oro, de modo que la posterior adicion del anticuerpo anti-

FLAG puede originar una supresion adicional de la intensidad de corriente registrada.

Se evalud el efecto de la concentracion de hexanoditiol sobre las prestaciones
del sensor. Para ello, se mantuvo constante la concentracién de hebra de anclaje (25
nM) y se emplearon dos concentraciones de HDT (150 y 300 uM). Se registro el perfil
de variacién de la sefial analitica en funcion del tiempo durante una hora, tras la
introduccién de ambas fases sensoras en una disolucién de anticuerpo anti-FLAG 25
nM preparada en la disolucion de Dulbecco (Figura 7.3).
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Figura 7.3. Variacién de la sefial analitica en funcion del tiempo tras la introduccion de una fase
sensora preparada a partir de hebra de anclaje 25 nM (A) +HDT 150 uM o (B) +HDT 300 uM en

una disolucion de anticuerpo anti-FLAG 25 nM.

Como se observa en la figura 7.3, segun aumenta el tiempo de incubacién la
cantidad de anticuerpo anti-FLAG que se une a la fase sensora aumenta, hasta
estabilizarse en un valor constante al cabo de 40 minutos de incubacion para ambos
relaciones de concentracion [hebra de anclaje]/[HDT]. La sefal registrada para la
misma concentracion del anticuerpo anti-FLAG con la fase sensora binaria se estabilizé

a partir de 15 minutos'*®

, lo que significa que el empleo de una monocapa ternaria
ralentiza la interaccion. Este efecto puede deberse al aumento de la hidrofobicidad
derivada de la introduccion del HDT como tercer componente de la monocapa en
comparacién con su homéloga binaria. Dada la naturaleza hidrofilica de gran cantidad

de proteinas, el empleo de esta nueva fase sensora podria conllevar un aumento del
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tiempo de incubacién necesario para que se alcance una sefal estable. El tiempo

escogido para llevar a cabo el resto de interacciones fue de 1 hora.

La sefial maxima registrada para dicha interaccibn empleando las dos fases
sensoras ternarias es similar y se situ6 alrededor del 70% de disminucién de la sefal
(Figura 7.3). Este variacion resultd ser notablemente superior a la registrada para la
misma interaccion empleando la fase sensora construida con una monocapa binaria,
donde la méaxima sefial supuso una disminucién del 40% de la sefial**®. Este efecto se
puede explicar si se tiene en cuenta que la monocapa ternaria contribuye a la
disminucién de la adsorcién inespecifica de la marca electroactiva (azul de metileno)
sobre la fase sensora, ya que el bloqueo es mucho mas efectivo. Asi, en ausencia del
anticuerpo, el numero de doble hebras susceptibles de sufrir un cambio en su
flexibilidad como consecuencia del reconocimiento especifico del anticuerpo por parte
del epitopo inmovilizado sobre la hebra de reconocimiento es mayor si se utiliza una
monocapa ternaria, 1o que deriva en una mayor respuesta para la misma concentracion
de anticuerpo ensayada cuando se emplea la fase sensora construida con una

monocapa ternaria.
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Figura 7.4. (A) Voltagramas SWV obtenidos con una fase sensora construida con una monocapa
ternaria ([hebra de anclaje]=25 nM/[HDT]=150 uM tras incubaciones de 1 hora con (a) linea negra:
0 nM; (b) linea verde: 1 nM; (c) linea roja: 3 nM; (d) linea azul: 6 nM y (e) linea morada: 25 nM.
(B) Variacion de la sefial registrada en tanto por ciento de disminucion, en funcion de [anti-FLAG]
(linea roja) y control negativo (linea negra). Ver texto para mas detalles.
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Figura 7.5. (A) Voltagramas SWV obtenidos con una fase sensora construida con una monocapa
ternaria ([hebra de anclaje]=25 nM/[HDT]=300 uM tras incubaciones de 1 hora con (a) linea negra:
0 nM; (b) linea verde: 1 nM; (c) linea roja: 3 nM; (d) linea azul: 6 nM y (e) linea morada: 25 nM.
(B) Variacion de la sefial registrada en tanto por ciento de disminucion, en funcién de [anti-FLAG]
(linea roja) y control negativo (linea negra). Ver texto para mas detalles

A continuacion se comprobo si la sefial analitica depende de la concentracion de
anticuerpo presente en la disolucion. Para ello se llevaron a cabo incubaciones
sucesivas de la misma fase sensora en disoluciones que contenian concentraciones
crecientes del anticuerpo preparadas en la disolucion de Dulbecco. Las medidas se
llevaron a cabo por triplicado empleando tres electrodos distintos.

Tras 1 hora de incubacion se llevé a cabo el registro de la sefial electroquimica
mediante SWV (Figuras 7.4.(A) y 7.5.(A)). La representacion del tanto por ciento de
disminucién de la sefial en funcién de la concentracion de anticuerpo empleada para
cada concentracién (Figuras 7.4.(B) y 7.5.(B); lineas de color rojo) muestra como
ambas fases sensoras proporcionan una mayor disminucion de la sefal cuanto mayor
es la concentracion de anticuerpo en la disoluciéon de incubacion. Ambas fases
sensoras se saturan con una concentracion de anticuerpo anti-FLAG de 12 nM vy la
sefial maxima registrada se correspondiéo con un 70% de disminucién de la sefial.
Asimismo, la minima concentracién de anticuerpo ensayada, 1 nM, proporcion6é una
disminucién de la sefial del 21% cuando se usé la concentracion de HDT de 150 uM y
29% para la de 300 uM, valores superiores al porcentaje de disminucion registrado
para la fase sensora construida con la monocapa binaria para la misma concentracion
de anticuerpo, ~12%"®. Esto indica que el sensor propuesto permitiria disminuir el

limite de deteccién del anticuerpo anti-FLAG.
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Al mismo tiempo que se registré la sefial para concentraciones crecientes de
anticuerpo anti-FLAG, se llevo a cabo un control negativo (en ausencia de anticuerpo)
consistente en la incubacién de la fase sensora en la disolucién de Dulbecco durante 1
hora, y la posterior medida de la sefal electroquimica de forma simultanea a cada
concentracion de anticuerpo. Se comprobd que la fase sensora no se deteriora a lo
largo de las 5 horas de duracion del experimento, ya que la sefial registrada expresada
en tanto por ciento es del 0%, dentro del error experimental (Figuras 7.4.(B) y 7.4.(B);
lineas de color negro), es decir, no varia con respecto a la sefial obtenida en ausencia

de anticuerpo.

7.3. EMPLEO DE UNA FASE SENSORA TERNARIA PARA LA DETERMINACION
DEL ANTICUERPO anti-4B3 EN DISOLUCION ACUOSA.

En principio, la fase sensora disefiada junto al esquema de medida propuesto
deberia ser de aplicabilidad general a cualquier epitopo (péptido) para el que exista un
anticuerpo, sin mas que cambiar la secuencia peptidica, que determina la reaccion de
afinidad, en la hebra de reconocimiento. Por ello, se decidi6 aplicar la misma estrategia
de disefio a la determinacion de otro anticuerpo. Con este objetivo se construy6é una
fase sensora similar para la determinacion del anticuerpo 4B3 (anti-4B3) dirigido contra
un epitopo de la proteina de membrana gp41 del virus VIH. Esta proteina es altamente
inmunogénica, ya que es capaz de inducir la produccion de anticuerpos en la etapa
inicial de la infeccién, los cuales persisten hasta los estadios finales de la
enfermedad®®. Para ello se disefié una hebra de reconocimiento de PNA de 25 bases
nitrogenadas en la que se inmovilizé en su extremo 5 el péptido que conforma el
epitopo del anticuerpo 4B3: LWGCSGKLVCTT-5"-
CAGTGGCGTTTTATTCTTGTTACTG-3"). Al igual que en el estudio realizado para la
deteccidon del anticuerpo anti-FLAG se construyeron dos fases sensoras, cuya Unica
diferencia radicé en la diferente concentracion de HDT, 150 uM y 300 uM, manteniendo
la concentracion de hebra de anclaje. Ambas fases sensoras se incubaron con
concentraciones crecientes de anti-4B3 preparadas en la disolucion de Dulbecco
durante 1 hora. Tras cada incubacion se registré la intensidad de corriente obtenida
mediante medidas de SWV. La disminucion de la sefial, expresada en tanto por ciento,
en funcion de la concentracion de anticuerpo se representa en la Figura 7.6 (lineas de

color rojo).
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Figura 7.6. Variacion de la sefial registrada en tanto por ciento de disminucién en funcién de la
concentracion de anti-4B3 (linea roja) y control negativo (linea negra) para una fase sensora cuyo
relacion [hebra de reconocimiento]/[HDT] es (A) 25 nM/150 uM y (B) 25 nM/300 M.

Como se observa en la figura 7.6 cuanto mayor es la concentracion de
anticuerpo ensayada, mayor es la disminucion de la sefial registrada en tanto por
ciento. La saturacion de la fase sensora se alcanza para una concentracion de anti-4B3
de 25 nM, el doble de la concentracién de saturacion registrada para la fase sensora
gue reconoce al anticuerpo anti-FLAG. La méaxima sefial registrada se correspondio
con una disminucion de la sefal de 75-80%, similar a la registrada para el anticuerpo
anti-FLAG empleando las fases sensoras construidas con la monocapa ternaria, y
notablemente superior a la maxima sefial registrada con la fase sensora construida con

la monocapa binaria, ~45%"8.

Se llevé a cabo un control negativo con el objetivo de comprobar la estabilidad
de la fase sensora mediante la incubacion de ésta en la disolucién reguladora durante
una hora (Figura 7.6, lineas de color negro). Se comprobd que la fase sensora
construida con la relacion [hebra de anclaje]=25 nM/[HDT]=150 uM es estable durante
las primeras 4 horas de ensayo, ya que la sefial se mantiene en un valor similar al
obtenido en ausencia de anticuerpo, mientras que se registré un ligero aumento de la
misma tras la quinta incubacion de 1 hora. Su magnitud es comparable a la sefial
obtenida para la menor concentracibn de anticuerpo ensayada. Por tanto, no seria
recomendable el uso de esta fase sensora mas de 4 incubaciones seguidas sin
deterioro de la detectabilidad. En el caso de la fase sensora construida a partir de la

disoluciéon que contenia una relacion [hebra de anclaje]=25 nM/[HDT]=300 uM, se
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registr6 un aumento de la sefial (~20%) tras 1 hora de incubacion de la fase sensora
con la disolucién reguladora, que no se vio incrementada con el numero de

incubaciones.

7.4. APLICACION A LA DETERMINACION DEL ANTICUERPO anti-FLAG EN
SUERO HUMANO.

Dada la mayor estabilidad de la fase sensora para el anticuerpo anti-FLAG, se
decidio aplicarla a la determinacién del mismo en muestras de suero humano. De las
dos fases sensoras caracterizadas en el apartado 7.3 se escogio la correspondiente a
la relacion [hebra de anclaje]=25 nM/[HDT]=300 uM, atendiendo al mayor contenido de
HDT en la monocapa, que podria mejorar el comportamiento del sensor en muestras
reales, al proporcionar un bloqueo mas efectivo que impediria las adsorciones

inespecificas.

En primer lugar, se evalué el comportamiento de la fase sensora en suero
humano diluido. Para ello se llevaron a cabo incubaciones de la superficie electrédica
modificada en disoluciones de suero diluido a razén 1:9 con la disolucién de Dulbecco
en ausencia de anticuerpo. Se registré la sefial electroquimica mediante SWV en la
misma disolucion de incubacion y se expreso en tanto por ciento de disminucién de la

sefal frente al tiempo de incubacion (Figura 7.7).

Como se observa en la figura, las proteinas presentes en el suero humano se
unen inespecificamente a la fase sensora, o que se traduce en un bloqueo de la
superficie electrodica que conlleva la disminucién de la transferencia electronica entre
la marca y la superficie de oro, y por lo tanto, la disminucion de la sefal registrada. La
interaccion inespecifica de los componentes del suero con la fase sensora es rapida,

de modo que la maxima sefial se obtiene tras solamente 5 minutos de interaccién.
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Figura 7.7. Variacion de la sefial medida mediante SWV correspondiente a la exposicion de la fase
sensora especifica para el anticuerpo anti-FLAG durante distintos periodos de tiempo en suero
humano diluido 1:9 con la disolucién de Dulbecco.

A continuacién se decidié6 comprobar si, a pesar de la adsorcion inespecifica, la
fase sensora conserva la capacidad de reconocimiento del anticuerpo anti-FLAG en la
misma muestra real diluida. Para ello se introdujo la fase sensora en el suero diluido
1:9 con la disolucion de Dulbecco durante 10 minutos registrandose la intensidad de
corriente mediante SWV. De este modo se asegura la saturacién de la fase sensora
con los componentes del suero. La misma fase sensora se introdujo, posteriormente,
en una disolucién de suero diluido que contenia el anticuerpo anti-FLAG en una
concentracion de 25 nM durante 1 hora, registrandose la intensidad de corriente cada

10 minutos, con el objetivo de evaluar la evolucion de la interaccion (Figura 7.8).

A partir de la figura 7.8 (linea azul) se puede concluir que la adsorcién
inespecifica de los componentes del suero sobre la fase sensora no impide que tenga
lugar el reconocimiento molecular del anticuerpo anti-FLAG por parte del epitopo FLAG
inmovilizado sobre la superficie electrédica a través de la doble hebra ADN/PNA, ya
gue tras 1 hora de incubacién se registrd una significativa disminucion de la sefal. No
obstante la magnitud de dicha disminucién (40%) es menor que la registrada en

disolucién acuosa (70-75%).
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Figura 7.8. Variacién de la sefial analitica en funcion del tiempo tras la introduccion de una fase
sensora preparada a partir de una disolucion que contenia [hebra de anclaje]=25 nM/[HDT]=300
uM, en una disolucion de suero humano diluido 1:9 con la disolucion de Dulbecco que contiene
[anti-FLAG]=12 nM (linea verde) y [anti-FLAG]=25 nM (linea azul).

Dado que el sensor parece responder a la presencia de anticuerpo en suero
diluido, se traté de verificar la existencia de una dependencia de la disminucion de
sefial con la concentracion de anticuerpo en dicha matriz. Para ello, la fase sensora
empleada para la deteccion de anticuerpo anti-FLAG 12 nM, se introdujo en una
disolucion que contenia 25 nM de anticuerpo también en suero diluido 1:9 con la
disolucién de Dulbecco durante 1 hora, registrdndose la intensidad de corriente
mediante SWV cada 10 minutos. Como se observa en la Figura 7.8 linea verde, la
sefal registrada también aumenta con el tiempo, aunque tras una hora de incubacién la
sefal registrada es la misma para ambas concentraciones, no siendo posible la
distincion entre ambas, al menos si se efectda la medida tras 60 min de incubacion. En
este punto hay que considerar que las concentraciones ensayadas corresponden a
concentraciones saturantes en medio acuoso, por lo que podria esperarse un
comportamiento distinto con concentraciones menores. Sin embargo, la disminucién de
la sefial no es tan elevada como en medio acuoso, lo que podria limitar la

detectabilidad en este tipo de matriz.

Por tanto, con los experimentos realizados durante 4 meses en los laboratorios
del Prof. K.W. Plaxco, cabe concluir que el uso de monocapas ternarias en “scaffold

sensors” mejora las prestaciones analiticas de las monocapas binarias en medio
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acuoso, pero, en el estado actual de las investigaciones, no aportan una solucion

definitiva a la deteccién de anticuerpos en suero.
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A continuacion se exponen las conclusiones que se extraen del presente trabajo:

1. Se ha demostrado que cuando se introduce una modificacion post-SELEX en un
aptamero de ARN anti-tobramicina para aumentar su estabilidad frente a nucleasas,
este sigue conservando sus propiedades de reconocimiento del antibiético. La
modificacion escogida consiste en la sustitucién de los grupos 2°-OH de las ribosas por

grupos 2"-OMe.

2. Se utilizaron medidas SPR para caracterizar el evento de reconocimiento molecular
entre dos aptameros modificados, que se diferencian en el grado de metilacion, y su
molécula diana. La comparacion de la constante de disociacion (Kp) y las constantes
cinéticas (ka, Kkg) obtenidas para los aptameros modificados con los valores
correspondientes a la interaccidon aptamero natural -tobramicina, permite concluir que la
modificacion post-SELEX causa una ligera disminucion en la afinidad del aptamero
hacia la tobramicina. La completa metilacion de la secuencia de ARN se traduce en una
disminucién de la Kp de 4 veces en comparacion con la secuencia natural de ARN.
Ademas, se puede afirmar que el grupo 2-OH de la base Ul2 de la secuencia
aptamérica seleccionada estd implicado en el reconocimiento molecular de la
tobramicina, ya que la modificacibn de dicha base supone una disminucién de la

afinidad en 1,5 veces, una vez se han modificado el resto de nucleobases.

3. Se ha diseiflado un aptasensor basado en un ensayo de desplazamiento para la
determinacion de tobramicina que no necesita el empleo de marcas para la obtencién
de una sefial analitica. Este concepto de disefio permite determinar tobramicina en
disolucién acuosa empleando como receptores de afinidad los dos aptameros anti-
tobramicina modificados caracterizados. En ambos casos se obtienen limites de
deteccion e intervalos lineales adecuados para la detecciébn de concentraciones de
tobramicina que cubren por completo su intervalo terapéutico. La fase sensora
disefiada presenta una elevada selectividad respecto a todos los antibiéticos
aminoglicosidos estudiados (kanamicina, paramomicina, estreptomicina) excepto para
la neomicina B, cuyo aptamero especifico muestra una estructura en horquilla muy
similar al aptamero anti-tobramicina empleado en el presente trabajo y es capaz de
reconocer a la tobramicina en la misma extensién que la neomicina B. Esto hace

pensar que el reconocimiento molecular no se debe exclusivamente a la secuencia del
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aptamero sino que la estructura secundaria que adopta en disolucién también

desempeiia un papel importante.

4. Se ha demostrado la utilidad del aptasensor impedimétrico propuesto para la
determinacién de tobramicina en muestras de suero humano empleando como receptor
de afinidad el aptdmero anti-tobramicina totalmente metilado. El limite de deteccién e
intervalo lineal caracteristicos del sensor en esta matriz son 1,8 uM y 3-70 uM
respectivamente, cubriéndose por completo el intervalo clinicamente relevante,

realizando una dilucion minima de la muestra (1 a 1,5).

5. Se ha demostrado que las microparticulas magnéticas modificadas con grupos
carboxilo de superficie son un soporte adecuado para la construcciéon de una fase
sensora para la determinacién voltamétrica de tobramicina. Los grupos COOH permiten
enlazar covalentemente tobramicina a través de un enlace amida y a esta se une,

mediante interaccién de afinidad, el aptamero que actia como receptor.

6. Se ha evaluado la viabilidad de un ensayo competitivo en dos etapas sobre esta
plataforma sensora. En este ensayo se utiliza aptdmero no modificado en la etapa de
reconocimiento molecular y posteriormente, aptdmero modificado con biotina para el
rellenado de los sitios de la superficie de las microparticulas magnéticas no ocupados
por el primero. Se demostré que este ensayo, que tedricamente debia dar lugar a una

curva de respuesta creciente, no responde a la concentraciéon de tobramicina.

7. Se evaluo la afinidad del aptamero marcado con biotina (BATA) hacia la tobramicina
mediante experimentos de SPR, comparandose con la correspondiente al aptdmero sin
marcar. La introduccién de una molécula de biotina aumenta la afinidad aptamero-
tobramicina hasta el punto de ser similar a la del aptamero natural, lo que explica la

inviabilidad del ensayo anteriormente propuesto.

8. Se ha descrito por primera vez que la tobramicina presenta un efecto activador en la
reaccion de oxidacién de la tetrametilbencidina catalizada por la peroxidasa. Esto
impide que esta enzima pueda ser utilizada como marca en el desarrollo de un ensayo

voltamétrico para la medida de tobramicina.
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9. Se ha desarrollado un ensayo de inhibicidon sobre microparticulas magnéticas con
deteccion voltamétrica que emplea la enzima ALP como marca. La comparacion de dos
sistemas distintos para la incorporacién de la citada marca sobre las particulas, uno
multivalente (biotina-estreptavidina) y otro monovalente (fluoresceina-antifluoresceina
fragmento Fab), permite concluir que el sistema monovalente proporciona un intervalo
lineal mas amplio y un menor limite de deteccion ademas de una mayor

reproducibilidad.

10. El ensayo de inhibicidon que utiliza el sistema monovalente de marcaje es valido
para la determinacién de tobramicina en muestras de suero humano obteniéndose un
limite de deteccién y un intervalo lineal de 1 uM y 1-200 uM respectivamente, que
cubre por completo el intervalo clinicamente relevante en suero. En este caso es
necesario eliminar las proteinas séricas mediante dilucién 1:9 en disolucion de afinidad
y posterior ultracentrifugacion, para evitar la asociacion del antibiético a dichas
proteinas.

11. Se ha utilizado el concepto de “scaffold sensor” para desarrollar un sensor que
permita determinar macromoléculas para las que no se hayan desarrollado aptameros,
seleccionando como modelo los anticuerpos anti-FLAG y anti-VIH. Este concepto habia
sido utilizado previamente empleando monocapas binarias (ADN tiolado +
mercaptohexanol) en la construccion de la fase sensora. El empleo de una monocapa
autoensamblada ternaria (ADN tiolado + hexanoditiol + mercaptohexanol) como base
para la construccion de sensores que emplean un duplex de ADN como estructura
sensora, permite obtener mayores cambios en la sefial que los obtenidos con la fase
sensora construida con una monocapa autoensamblada binaria, asi como una mejor
estabilidad. Aunque la nueva fase sensora responde a la concentracion de ambos
anticuerpos cuando estos se encuentran en disolucion acuosa, esta no puede utilizarse

para determinar los anticuerpos en muestras complejas como el suero humano.
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Herein are summarized the conclusions that can be extracted from the present work:

1. It has been proved that a post-SELEX modification introduced into an anti-tobramycin
RNA aptamer in order to increase its resistance to endonucleases, maintains its
recognition ability towards the antibiotic. The selected modification consists of the
introduction of an OMe group into the 2°-OH position of the ribose moiety.

2. The molecular recognition event between the modified aptamers that differ in the
level of methylation, and its target molecule, tobramycin, was characterized by SPR
measurements. The comparison of the dissociation constant (Kp) and kinetic constants
(ka, kg) obtained for the modified aptamers with those corresponding to the interaction
between the natural aptamer and tobramycin, allows to conclude that the post-SELEX
modification leads to a slightly decrease in the aptamer affinity towards tobramycin. The
fully modified aptamer shows a 4-fold lower Kp compared to the natural RNA. In
addition to this, it can be stated that the 2°-OH group of the U12 base of the aptamer
sequence is involved in the molecular recognition of tobramycin, because of the
modification of this base leads to a 1.5-fold decrease in the affinity compared to the

aptamer with all other modified bases.

3. A label-free displacement aptasensor for tobramycin detection has been designed.
This concept of design allows determining tobramycin in aqueous solutions using both
modified aptamers as affinity receptors. In both cases, a limit of detection and a lineal
range suitable for the detection of the entire clinically relevant concentrations of
tobramycin are obtained. The sensing phase designed shows a high selectivity towards
other related antibiotics (kanamycin, paromomycin and streptomycin) but not for
neomycin B, whose specific aptamer sequence has a hairpin structure, similar to the
anti-tobramycin aptamer used throughout this work and is able to detect tobramycin to
the same extent that neomycin B. This fact indicates that the molecular recognition
event is not exclusively related to the aptamer sequence but also to the secondary

structure adopted in the presence of the antibiotic.
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4. The usefulness of the proposed impedimetric aptasensor for tobramycin detection
was tested in human serum samples using the fully modified aptamer as an affinity
receptor. The limit of detection and linear range found are 1.8 uM and 3-70 uM,
respectively, which covers the entire therapeutic range in serum using a minimum

dilution of the sample (1 to 1.5).

5. It has been proved that magnetic microparticles modified with surface carboxylic
group constitute a suitable support for the construction of a sensing phase for the
voltammetric determination of tobramycin. The COOH groups allow the covalent linking
of tobramycin through an amide bond. This antibiotic is further bound to the aptamer

that acts as a receptor by an affinity interaction.

6. The feasibility of the development of a two-step competitive assay based on this
sensing platform has been evaluated. In this format assay, an unmodified aptamer is
used in the molecular recognition step and a biotinylated aptamer is used for refilling the
unoccupied tobramycin surface sites by the unmodified aptamer. Although, theoretically,
this assay should give rise to a signal on response curve, it has been proved that it does

not respond to tobramycin concentration.

7. The affinity of the biotinylated aptamer (BATA) was evaluated by SPR and compared
with the corresponded to the unlabeled aptamers. The introduction of a biotin molecule
increases the affinity of the aptamer-tobramycin interaction, which rivals the affinity of
the natural aptamer, which explains the unfeasibility of the proposed competitive assay.

8. The activator effect of tobramycin on the peroxidase-catalyzed oxidation of
tetramethylbenzidine is described for the first time. This prevents the use of this enzyme

as a label for the development of a voltammetric assay for tobramycin.

9. An inhibition assay on magnetic microparticles with voltammetric detection on screen-
printed electrodes that uses ALP as an enzyme label has been developed. From the

comparison between two different systems to introduce that label on the beads, a
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multivalent one (biotin-streptavidin) and a monovalent one (fluorescein-antifluorescein
Fab fragment), it can be inferred that the monovalent system provides a wider linear

range and a lower limit of detection as well as a more reproducible assay.

10. The inhibition assay with the monovalent labeling system is valid for the
determination of tobramycin in human serum samples providing a limit of detection and
a linear range of 1 uM and 1-200 uM, respectively, which covers the entire therapeutic
range of the antibiotic in serum. In this case, the removal of serum proteins is needed
by means of a 1:9 dilution in affinity buffer and further ultracentrifugation, to avoid the

association of antibiotic to those proteins.

11. The scaffold sensor concept is used to develop a sensor to determine
macromolecules for which no aptamers have been raised so far, selecting anti-FLAG
and anti-HIV antibodies as models. This concept has been previously reported using
binary self-assembled monolayers (thiolated-DNA + mercaptohexanol) in the
construction of the sensing phase. The use of a ternary self-assembled monolayer
(thiolated DNA + hexanodithiol + mercaptohexanol) as a foundation for the construction
of sensors that employ a DNA duplex as a sensing structure, allows to obtain larger
shifts in the analytical signal and a better stability when compared with the scaffold
sensors based on the binary monolayer. Although the novel sensing phase responds to
the concentration of antibodies in aqueous solution, it can not be used to determine

antibodies in complex samples such as human blood serum.
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No cabe duda de que el desarrollo de biosensores electroquimicos que emplean
acidos nucleicos estructurados como elementos de reconocimiento molecular es uno

de los campos mas prometedores dentro de la quimica analitica actual.

El desarrollo de este tipo de sensores no se limita tnicamente a la deteccion de
secuencias nucleicas especificas (reaccion de hibridacién), sino que permite la
deteccion de una gran variedad de analitos no nucleicos incluyendo proteinas, iones,

moléculas organicas pequefas, etc.

El disefio de biosensores capaces de determinar con una elevada afinidad y
especificidad una molécula de baja masa molecular basados en la integracion de
acidos nucleicos como receptores de afinidad y transductores electroquimicos se
presenta como un reto, que en el presente trabajo ha sido satisfactoriamente alcanzado
para la molécula tobramicina, mediante el disefio de distintas estrategias de deteccién
gue pueden ser de aplicacion general para la determinacion de este tipo de moléculas.
No obstante, el objetivo de diseiio de un formato de ensayo que genere una sefial

creciente con la concentracion de tobramicina no ha sido alcanzado.

La versatilidad de los &cidos nucleicos como reactivos de afinidad abre la
posibilidad de disefiar un ensayo tipo sandwich para la determinaciéon de moléculas
pequefias basado en el resensamblaje de las secuencias aptaméricas previamente
fragmentadas. Uno de los fragmentos actuaria como reactivo de captura, mientras que
el segundo (al que se le podria incorporar una marca -enzima, nanoparticula de oro,

etc- con el objetivo de amplificar la sefal) seria el reactivo de marcaje.

La adaptacion de esta estrategia para la determinacion de tobramicina
empleando los aptameros modificados descritos a lo largo del presente trabajo
proporcionaria un ensayo cuya sefial seria creciente con la concentracion de
tobramicina y que permitiria su aplicacion a muestras bioldgicas reales. No obstante,
los aptameros anti-tobramicina descritos presentan una fuerte estructura en horquilla
aun en ausencia de su molécula diana, lo que se presenta como un obstaculo a
superar en el disefio de este formato de ensayo. Una posible solucién seria el redisefio
de cada uno de los fragmentos de modo que se evite su unidbn en ausencia de

tobramicina, y que ésta se favorezca en presencia del antibiotico.
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1. REACTIVOS

Todos los compuestos fueron obtenidos comercialmente y wusados sin
tratamiento previo. Las disoluciones se prepararon con agua libre de ARNasas
purificada mediante un sistema Direct-Q de Millipore que utiliza un cartucho BioPack de

Millipore para eliminar las endonucleasas.

Todo el material de vidrio en contacto directo con el aptamero fue lavado
previamente con un reactivo especifico encargado de eliminar las endonucleasas,
(RNAseZAP™ de Sigma). Adicionalmente todos los reactivos empleados para la
preparacion de las disoluciones que estén en contacto con los aptameros se

adquirieron también libres de endonucleasas.

Se utilizaron tres aptdmeros anti-tobramicina diferentes a lo largo del presente
trabajo. Todas ellas son secuencias de 27 bases de ARN que se diferencian en el
namero de bases que han sido modificadas con los grupos 2 -OMe en la posicion 2’-
OH de sus ribosas. Todas ellas fueron sintetizadas por Sigma Genosys (Francia) y

purificadas por HPLC. Las secuencias son las siguientes:

e ATA: 5 [mG] [mG] [mC] [mA] [mC] [mG] [MA] [MG] [mG] [mU] [mU] U [mA] [mG]
[MC] [mU] [mA] [mC] [mA] [mMC] [mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [nC] [mC] 3"

o ATATM:5 [mG] [mG] [mC] [mA] [mC] [mG] [mA] [mG] [mG] [mU] [mU] [mU] [mA]
[MG] [MC] [mU] [mA] [mC] [mA] [mC] [mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [mC] [mC] 3’

e ATANM(5GGCACGAGGUUUAGCUACACUCGUGCCY

Ademas de las secuencias aptaméricas descritas también se han empleando
secuencias que incluyen marcas tales como biotina, isotiocianato de fluoresceina o
tiol. Al igual que las secuencias anteriores todas ellas fueron sintetizadas por Sigma

Genosys (Francia) y purificadas por HPLC. Las secuencias son las siguientes:

e SHATA: SH-(Ce)-5"-[mG] [mG] [MC] [mA] [mC] [mG] [mA] [mMG] [mG] [mU] [mU]
U [mA] [mG] [mC] [mU] [mA] [mC] [mA] [mC] [mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [mC]
[mC] 3

También se empled una secuencia aptameérica correspondiente al antibiético
neomicina B. Se trato de una secuencia de ARN totalmente metilada y sintetizada por

Sigma Genosys (Francia) con una grado de purificacion HPLC. La secuencia se detalla
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a continuacion: 5° [mG] [mG] [mC] [mC] [mU] [mG] [mG] [mG] [mMC] [mG] [mA] [mG]
[MA] [mA] [MG] [mU] [mU] [mU] [mA] [MG] [mMG] [mC] [mC] 3’
Las secuencias empleadas a lo largo del capitulo 7 se detallan a continuacion:

e Hebra de anclaje (27-mer) 5 -SH-GCAGTAACAAGAATAAAACGCCACTGC-3'-
MB, sintetizada por Biosearch Technologies, Inc.

e Hebra de reconocimiento (25-mer) para el epitopo FLAG (las bases
nucleotidicas son de PNA): DYKDDDDKGG-5-
CAGTGGCGTTTTATTCTTGTTACTG-3', sintetizadas por PNAbio Inc.

e Hebra de reconocimiento (25-mer) para el anticuerpo 4B3 (las bases
nucleotidicas son de PNA): LWGCSGKLVCTT-5"-
CAGTGGCGTTTTATTCTTGTTACTG-3)

El resto de los reactivos empleados a lo largo del trabajo se detallan a continuacion.

Tabla 1. Reactivos empleados a lo largo del trabajo.

Reactivo Pureza Marca comercial
Sulfato de tobramicina Sigma
Sulfato de estreptomicina Sigma
Sulfato de kanamicina Sigma
Sulfato de neomicina B Sigma
Sulfato de paromomicina Sigma
Acido mercaptopropanoico 99% Fluka
Cloruro de N-(3-Dimetilaminopropil)-N"- Grado comercial Sigma
etilcarbodiimida (EDC)
N-hidroxisuccinimida (NHS) 97% Fluka
Etanolamina 99% Sigma
Acido 4-(2-hidroxietil)-piperazina-1- 99,5% Fluka
etanosulféonico (HEPES)
Tris (hidroximetil)aminometano 99,8% Sigma
Cloruro de sodio Sigma
Cloruro de potasio 99% Sigma
Cloruro de magnesio hexahidratado 99 Fluka
Cloruro de magnesio Merck
Hexacianoferrato (ll) de potasio trihidratado 99,5% Fluka
Hexacianoferrato (lll) de potasio 99 Fluka
Peroxido de hidrégeno 33% Probus
Acido sulfarico 95% Merck
Acido nitrico 65% Merck
Hidroxido de potasio 85% Riedel-de-Haén
Etanol absoluto 99,8% Prolabo
Acetona 99,5% Prolabo
Disolucién de Dulbecco 10X Sigma
Disolucién de PBS 10X Libre de ARNasas Sigma
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Reactivo

Pureza

Casa comercial

Strep,-ALP

Sigma

Fragmento Fab anti-fluoresceina-ALP

Roche Diagnostics

Fragmento Fab anti-fluoresceina-POD

Roche Diagnostics

a-naftilfosfato Sigma

TMB sustrato liquido para ELISA Sigma

BSA Libre de ARNasas Sigma

Tween 20 Libre de ARNasas Sigma

Disolucién de bloqueo: PBS 1X, caseina 1% Sigma

6-Mercapto-1-hexanol 97% Sigma

1,6-Hexanoditiol 96% Sigma

Anticuerpo anti-FLAG Sigma
Anticuerpo 4B3 Polymun Scientific

Suero humano Sigma

tris(2-carboxietil)fosfina Sigma

Ditiotreitol Sigma

1.1. Disoluciones reguladoras empleadas a lo largo del trabajo.

I. Medidas de resonancia de plasmén superficial (SPR).

Las disoluciones empleadas a lo largo de todos los experimentos de SPR

fueron las siguientes:

v Disolucién de inmovilizacion: HEPES 0,1 M, pH 8,64.

v’ Disolucién de afinidad: TRIS/HCI 20 mM de pH 7,4, que contiene 140 mM
NacCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,.

v' Disolucién de regeneraciéon: HCI 0,05 M

Il. Medidas de espectroscopia de impedancia faradaica (FIS).

Las disoluciones empleadas a lo largo de todos los experimentos de impedancia

son las siguientes:

v Disolucién de medida: TRIS/HCI 10 mM de pH 7,4, que contiene 100 mM

KCly 5 mM [Fe(CN)g*"*.

v Disolucién de inmovilizacion: HEPES 0,1 M pH 8,64.

v Disolucion de afinidad: TRIS/HCI 20 mM de pH 7,4, que contiene 140 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl..
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v Disolucion de lavado: TRIS/HCI 20 mM de pH 7,4, que contiene 2 M NaCl,
5 mM KCI, 1 mM MgCl, y 1 mM CacCl,.

v Disolucion de regeneracion: TRIS/HCI 20 mM de pH 7,4, que contiene 10
mM de tobramicina, 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,.

lll. Medidas voltamétricas empleando el sistema de marcaje biotina-estreptavidina

Las disoluciones empleadas a lo largo de todos los experimentos con particulas
magnéticas y deteccion voltamétrica empleando el sistema de marcaje tetravalente

(biotina-estreptavidina) se detallan a continuacion:

v Disolucién de inmovilizaciéon: HEPES 0,1 M, pH 8,64.

v Disolucién de afinidad: TRIS/HCI 20 mM de pH 7,4, que contiene 140 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,.

v Disolucién de deteccion: Tris/HCI 0,5 M de pH 9,8, que contiene MgCl, 1
mM.

IV: Medidas voltamétricas empleando el sistema de marcaje fluoreceina-

antifluoresceina fragmento Fab.

Las disoluciones empleadas a lo largo de todos los experimentos con particulas
magnéticas y deteccidn voltamétrica empleando el sistema de marcaje monovalente

(fluoresceina-antifluoresceina fragmento Fab) se detallan a continuacion:

v Disolucion de inmovilizacion: HEPES 0,1 M, pH 8,64.

v Disolucién de afinidad: TRIS/HCI 20 mM de pH 7,4, que contiene 140 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,.

v' Disoluciébn de marcaje enzimatico: PBS 1X de pH 7,4 que contiene
caseina 0,5% y Tween 20 0,025%.

v Disolucién de deteccion: Tris/HCI 0,5 M de pH 9,8, que contiene MgCl, 1
mM.
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V. Medidas llevadas a cabo con el “scaffold sensor” para la determinacién de

anticuerpos.

Las disoluciones empleadas a lo largo de todos los experimentos descritos en el

capitulo 7 se detallan a continuacion:

v' Disoluciéon de Dulbecco 10X: KH,PO4 2 g/L; Na,HPO, 11,5 g/L; CaCl,
1,33 g/L; MgCl, 1 g/L; KCI 2 g/L; NaCl 80 g/L.

2. INSTRUMENTACION.
I. Medidas de Resonancia de Plasmoén Superficial (SPR).

Las medidas de SPR fueron realizadas con un equipo Autolab-ESPRIT
(Ecochemie, Holanda), formado por una celda tipo cubeta de doble canal donde tienen
lugar las medidas y equipado con un robot para realizar todas las medidas de forma
automatica. El instrumento esta controlado por ordenador mediante el programa Data
Acquisition Software (ESPRIT, version 4.4). El tratamiento de los datos (superposicion
y alineamiento de los sensorgramas y las correcciones de base) se realizan por medio
del programa Kinetic Evaluation Software (ESPRIT, version 5.2.).0tros ajustes no
lineales necesario para la interpretacion de los datos fueron realizados con el programa
Origin 7.5. (Northampton, MA). Todas las medidas se llevaron a cabo sobre discos BK7
comerciales provistos de un recubrimiento de oro de 50 nm aprox. de espesor
(Ecochemie, Holanda) y bajo unas condiciones de temperatura controladas, 25+1 °C,

utilizando un termostato Haake D1 (Alemania).
II. Medidas electroquimicas.

Todas las medidas electroquimicas referentes al capitulo 4 se realizaron en una
celda convencional de tres electrodos controlada mediante ordenador por un
potenciostato Autolab PGstat-12 provisto del software GPES y FRA 4.9 (Ecochemie).
Como electrodo de trabajo se utilizd un electrodo de oro de 1,6 mm de diametro
(Bioanalytical Systems, Inc). El electrodo auxiliar empleado fue un alambre de platino
de 15 mm de longitud y 1 mm de diametro. Todos los potenciales se refieren a un

electrodo de referencia Ag/AgCI/KClsy. Las medidas electroquimicas correspondientes
209



Anexo |l

a los capitulos 5y 6 se llevaron a cabo empleando electrodos serigrafiados de carbono
(DROP-110) cuyos electrodos de trabajo y contraelectrodo son de carbono, mientras
gue el electrodo de referencia es de plata.

Las medidas electroquimicas correspondientes al capitulo 7 se llevan a cabo
empleando una celda convencional de 3 electrodos similar a la anterior controlada
mediante ordenador por un potenciostato CH instruments (Austin, TX) provisto del

software CH Instruments Electrochemical Software 12.02
3. PROCEDIMIENTOS
|. Desproteccion del aptamero tiolado.

La secuencia aptamérica tiolada (empleada en los capitulos 3 y 4) se obtiene
comercialmente en su forma de disulfito, por lo que se requiere ser desprotegido
previamente a su utilizacion. Con el objetivo de reducir los enlaces S-S y obtener el
grupo —SH, el oligonucleétido comercial fue tratado con 100 pL de una disolucién de
dtitiotreitol (DTT) 0,1 M durante 16 h a temperatura ambiente. Tras afiadir 900 uL de
H,O para obtener una muestra cuyo volumen final es 1 mL, ésta se hace pasar por una
columna de exclusién por tamafios Sephadex G25 (NAP-10, Pharmacia Biotech) con el
objetivo de separar la secuencia nucleotidica del resto de reactivos. Tras la elucion del
oligo con agua Milli-Q Ila concentracion del aptamero tiolado se comprobo

espectofotométricamente a una longitud de onda de 260 nm. Se almacend a -20 °C.

Il. Limpieza y pre-tratamiento de los electrodos de oro.

-Inmersién del electrodo en una disolucion pirafia, 3 HoSO4: 1 H,O, durante 10 minutos.
iCuidado, la pirafia posee un alto poder oxidante por lo que debe ser manejada con

precaucion!

-Pulido del electrodo sobre suspensiones de alumina con distinto tamafio de particula:
1, 0,3 y 0,05 um (Buehler, Alemania).

-Introduccién en un bafio de ultrasonidos (Selecta) durante 5 minutos.

-Inmersién del electrodo en una disoluciéon de KOH 2 M durante 1 hora a 60 °C en un

termobloc (Selecta).
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-Inmersién sucesiva del electrodo en H,SO,4 concentrado y en HNO3; concentrado a

temperatura ambiente durante 10 minutos en cada caso.

-Realizacion de varios ciclos de potencial con el electrodo introducido en una disolucion
de H,SO, 0,1 M, entre O y 1,6 V a una velocidad de barrido de 100 mV/s hasta la

obtencién de un voltamograma ciclico estable.

lll. Protocolo empleado para la limpieza electroquimica de los electrodos de oro

en el capitulo 7.

Tras su pulido sobre una suspension de alimina de 0,05 pM (Buehler,
Alemania), los electrodos de oro fueron sometidos a un protocolo de limpieza

electroquimica compuesto de 5 pasos:

1. Voltametria ciclica en una disolucion de NaOH 0,5 M hasta que no se observe
cambio alguno en el perfil del voltagrama registrado. Los parametros empleados para
llevar a cabo la medida son los especificados en la tabla 2 de este anexo. Llevar a cabo
varios ciclos en condiciones basicas permite la eliminacién de cualquier molécula unida

a la superficie del oro mediante el enlace Au-S, mediante su desorcion reductiva.

Tabla 2. Pardmetros electroquimicos para llevar a cabo la primera etapa de la limpieza

electroquimica a la que son sometidos los electrodos de oro.

Potencial inicial (V) -0,4
Potencial final (V) -1,35
Polaridad inicial N
Velocidad de barrido (V/s) 2
N° segmentos 1000
Tiempo inicial (s) 0
Sensibilidad (A) 1-10"

2. Oxidacién /reduccion en un medio de H,SO,4 0,5 M. Los electrodos se someten a una
etapa de oxidacion a un potencial de 2 V durante 5 segundos y a una etapa de

reduccion a -0,35 V durante 10 segundos. Durante la primera etapa se oxida cualquier
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contaminante organico que pudiera encontrarse sobre la superficie electrodica a la vez
gue se forma una capa de 6xidos de oro (atencidn: durante esta etapa se producen
burbujas de O, fruto de la oxidacién del H,O que deben ser eliminadas para continuar
con el proceso de limpieza). En la segunda etapa se reducen los 6xidos de oro

formados en la etapa de oxidacion.

3. Voltametria ciclica en un medio de H,SO,4 0,5 M. Se llevan a cabo dos etapas de
barrido para cada uno de los electrodos. Los parametros empleados se especifican en
la tabla 3 de este anexo. Ambas etapas provocan la oxidacion y reduccién de
contaminantes que pudieran permanecer sobre la superficie del electrodo al mismo

tiempo que se continua formando y reduciendo la capa de 6xidos de oro.

Tabla 3. Parametros electroquimicos para llevar a cabo el tercer paso de la limpieza electroquimica

a la que son sometidos los electrodos de oro.

Etapa | Etapa ll

Potencial inicial (V) -0,35 -0,35
Potencial final (V) 1,5 1,5
Polaridad inicial P P
N° segmentos 20 4
Velocidad de barrido (V/s) 4 0,1
Tiempo inicial (s) 0 0

Sensibilidad (A) 5.10™ 1-10°

4. Voltametria ciclica en un medio de H,SO4 0,1 M que contiene KCI 0,01 M. Se llevan
a cabo cuatro barridos siguiendo los parametros especificados en la tabla 4 de este
anexo. Los cloruros presentes en el medio forman complejos estables con el oro, de
modo que parte del oro presente en la capa mas superficial es eliminada,
contribuyendo a una mayor limpieza de la superficie de oro.
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Tabla 4. Parametros electroquimicos para llevar a cabo la cuarta etapa de la limpieza

electroquimica a la que son sometidos los electrodos de oro.

Etapa | Etapa Il Etapa Ill Etapa IV

Potencial inicial (V) 0,2 0,2 0,2 0,2
Potencial final (V) 1,75 1 1,25 1,5
Polaridad inicial P P P P
N° segmentos 10 10 10 10
Velocidad de barrido (V/s) 0,1 0,1 0,1 0,1
Tiempo inicial (s) 0 0 0 0

Sensibilidad (A) 1-10” 1-10" 5-10* 5.10°

IV. Obtencion de las medidas de impedancia faradaica y voltametria ciclica

(capitulo 4).

El registro del espectro de impedancias se llevd a cabo introduciendo el
electrodo en la disolucién de medida (que contiene 5 mM de [Fe(CN)g*™), bajo las
siguientes condiciones: potencial +0,225 V, intervalo de frecuencias desde 10 KHz
hasta 100 mHz y amplitud de tension alterna superpuesta de 5 mV. Todas las medidas

fueron realizadas a temperatura ambiente.

El registro de los voltagramas ciclicos se llevo a cabo en la misma disolucion de
medida, entre los valores de potencial 0 y +0,5 V a una velocidad de barrido de

potencial de 50 mV/s.

V. Condiciones para la obtencion de las medidas de voltametria diferencial de
pulso (DPV) (capitulos 5y 6)

El registro de las medidas de voltametria diferecial de pulso (DPV) se llevé a
cabo bajo las siguientes condiciones: potencial inicial: 0 V; potencial final: 0,55 V;
amplitud: 0,05 V; escaldn de potencial: 0,0015 V; intervalo de tiempo 0,15 s y tiempo de

modulacion: 0,05 s.

213




Anexo |l

VI. Condiciones para la obtencion de las medidas de cronoamperometria
(capitulo 6).

En el apartado 6.4.1 las medidas de cronoamperometria se llevaron a cabo
aplicando un potencial de 0 V durante 60 s. La sefal analitica correspondi6 a la
intensidad de corriente media registrada durante los Ultimos 10 s de la

cronoam perometrl'a.

VII. Condiciones para la obtencion de las medidas de voltametria de onda
cuadrada (SWV) (capitulo 7).

Los parametros de medida fueron los siguientes: El potencial se variéo desde 0
hasta -0,5 V con un salto de potencial de 1 mV, una amplitud de 25 mV a una

frecuencia de 60 Hz.
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Tabla 1. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 3.17 (A). Variacion
del Req en funcion de la [ATANM]jipre.

Isoterma de Langmuir

[ATANM]Iibre (UM) Req (m o)
0,00 0,00
0,097 54,23
0,246 64,23
0,495 81,58
0,995 83,92
Tabla 2. Datos 1,999 90,51 experimentales

correspondientes al recuadro de la representacion de la figura 3.17 (A). Variacién de
Reo/[ATANM]ipre €n funcion de Reg.

Representacién de Scatchard (recuadro)

Req (M°) Rea/[ATANM]jipre X 10 (M°M™)
51,34 5,3
74,94 3,1
84,23 1,7
99,81 1,0

Tabla 3. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 3.17 (B). Variacion
del Reqg en funcion de la [ATA]ibre.

Isoterma de Langmuir

[ATA]Iibre (UM) Req (m o)
0,00 0,00
0,059 17,26
0,099 24,34
0,148 29,95
0,198 32,84
0,298 37,51

Tabla 4. Datos experimentales correspondientes al recuadro de la representacion de la figura 3.17
(B). Variacién de Req/[ATAliipre X 108 en funcion de Reg-

Representacion de Scatchard (recuadro)

Req (M°) Rea/[ATANM]jipre X 107 (M°M™)
17,26 2,93

24,34 2,47

29,95 2,02

32,84 1,66

37,51 1,26
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Tabla 5. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 3.17 (C). Variacién
del Reg (M®) en funcion de la [ATATM]jipre (UM).

Isoterma de Langmuir

[ATATiibre (M) Req (M°)
0,000 0,00
0,198 26,25
0,298 33,84
0,398 40,63
0,498 40,55
0,748 46,30
0,997 49,92

Tabla 6. Datos experimentales correspondientes al recuadro de la representacion de la figura 3.17
(C). Variacion de Reg/[ATATM]iibre €n funcion de Req.

Representacion de Scatchard (recuadro)

Req (M®) Rea/[ATANM]jipre X 10° (M°M™)
26,25 1,32
33,84 1,14
40,63 0,82
46,30 0,46
49,92 0,33

Tabla 7. Datos experimentales correspondientes a la representacién de la figura 4.4 (A). Variacién
de Re en funcién de [aptamero].

[aptamero] (uM) Ret (Q)
0,1 517
0,3 494
0,5 696
3,0 475
5,0 539

Tabla 8. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.4 (B). Variacion
de Re en funcidn del tiempo.

tiempo (min) Ret (Q)
0,5 411
15 466
5,0 548
10,0 509
15,0 520
20,0 559
25,0 582
30,0 576
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Tabla 9. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.6. Variacion de S
(%) en funcion del log[tobramicina].

log[tobramicina (UM)] S(%)
-1,000 100,00
-0,301 94,06
-0,125 89,71
0,699 61,22
1,699 23,50
2,301 4,69
2,699 2,68
3,000 2,73
3,301 0,00

Tabla 10. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.7. Valor de Ret
correspondientes a la minima sefial (tobramicina) y a la maxima sefial (saturacién con aptamero)
para 4 regeneraciones sucesivas de una misma fase sensora.

Etapa Ret (Q)
Tobramicina (1) 221,7
Aptamero (1) 356,3
Tobramicina (2) 198,8
Aptamero (2) 389,8
Tobramicina (3) 245,0
Aptamero (3) 357,8
Tobramicina (4) 198,8
Aptamero (4) 355,7

Tabla 11. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.8. (A).
Variacién de S(%) en funcion del log[antibidtico].

log[antibiotico(uM)] S(%) S(%) S(%) S(%) S(%)
tobramicina kanamicina neomicina paromomicina estreptomicina

-1,000 100,00 91,29 100 79,98 100
-0,301 94,06 108,89 91,31 86,82 114,26
-0,125 89,71 110,33

0,000 116,17 83,53 92,73 126,67
0,699 61,22 87,31 55,36 100,39 139,40
1,699 23,50 96,38 18,35 96,11 157,30
2,301 4,69 75,19 8,58 88,06 163,41
2,699 2,68 68,21 4,96 99,86 166,53
3,000 2,73 73,69 2,16 88,68 175,15
3,301 0,00 70,28 1,92 83,65 172,41
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Tabla 12. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.8. (B). Variacién
de S (%) en funcién del log[antibiético].

log[antibidtico(uM) S(%) tobramicina S(%) neomicina
-1,301 90,70 90,59
-0,297 84,87 85,76
0,699 79,13 70,19
1,699 50,09 23,53
2,699 23,14 10,10
3,699 23,00 8,59

Tabla 13. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.9 (A). Variacion
de Re en funcion del tiempo.

Tiempo (min) Ret (Q)
1 376
2 426
5 264
8 465
10 471

Tabla 14. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.9 (B). Variacion
de R en funcioén del tiempo.

Tiempo (min) Ret (Q)
0 359
280
249
265
225
273

-
o®uNE

Tabla 15. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.10. Variacion de
S(%) en funcion del log[tobramicina].

log[tobramicina (uUM)] S(%)
-1,000 100,00
-0,301 87,15
-0,125 82,13
0,000 76,54
0,301 68,34
0,699 52,61
1,000 35,41
1,699 13,90
2,000 3,41
2,699 -0,61
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Tabla 16. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.11. Variacion de

Re: en funcion del tiempo.

Tiempo (min)

Ret (Q)

[l
hBorwN ko

444
339
346
345
351
353
350
347

Tabla 17. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.12. Variacion de

S (%) en funcién de log[tobramicina].

log [tobramicina (UM)] S(%)
-1,000 100
-0,301 53
0,000 82
0,176 39
0,301 80
0,477 43
0,699 76
1,000 36
1,176 60
1,301 65
1,699 40

Tabla 18. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 4.13. Variacién de

S (%) en funcion de log[tobramicina].

log[tobramicina (uM) S(%) A S (%) B S (%) C S (%) D
-0,301 91,97
-0,155 97,52
-1,301 100
0,176 96,77
0,000 95,7
0,301 78,17 87,25
0,477 96,69
0,699 85,63
0,875 87,66 83,32
1,000 53,85 74,98 69,58
1,301 35,27 58,59 49,65
1,477 64,4
1,602 48,84
1,699 19,34 47,23 42,95 30,43
1,845 36,55
2,000 35,26 28,88 23,55
2,079 1,73 21,14
2,176 25,08 30,02
2,301 26.1
2,477 22,4
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Tabla 19. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 5.3. Corriente
registrada | en funcién de [tobramicina] para [BATA]=0,5 uM y [BATA]=0 y [tobramicina]=0
(adsorcion inespecifica).

[tobramicina] (mM) l;zaTAl=05 um(HA) I[BATAI=0uM; [tobramicinal=0 (MA)
20 1,54 0,55
40 6,88 0,28
80 6,26 0,09

Tabla 20. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 5.4. Efectos
principales de los factores A ([ATA]), B ([BATA]) y t (tiempogaTa). Variacion de la Ypmedia €N funcion
del nivel del factor bajo estudio.

Niveles Ymediar A (LA) Ymedia: B (HA) Ymedia: C (UA)
1 1,03 1,34 1,27
2 1,32 1,18 1,21,
3 -- 1,05 1,05

Tabla 21. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 5.5. Interacciones
entre los factores estudiados. Variacion de la ymegia €n funcion del nivel del factor bajo estudio.

Nivel de A/Nivel de B 1 2 3
1 1,09 1,01 0,98
2 1,59 1,34 1,05

Tabla 22. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 5.5. Interacciones
entre los factores estudiados. Variacion de la ymeqia €n funcion del nivel del factor bajo estudio.

Nivel de A/Nivel de t 1 2 3
1 0,99 1,11 0,98
2 1,54 1,31 1,12

Tabla 23. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 5.5. Interacciones
entre los factores estudiados. Variacion de la ymeqia €N funcién del nivel del factor bajo estudio.

Nivel de B/Nivel de t 1 2 3
1 1,14 1,48 1,40
2 1,71 1,03 0,79
3 0,95 1,12 0,96
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Tabla 24. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 5.8. Respuesta
registrada para cada uno de los pasos llevados a cabo durante el proceso de optimizacién siguiendo
la trayectoria de la méxima pendiente.

N° pasos y (UA)
1 2,02
2 1,93
3 4,67
4 1,89

Tabla 25. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 5.11. Variacion
del Req en funcion de la [BATA]ipre.

Isoterma de Langmuir

Req (M°) [BATAJ ibre (UM)
0,00 0,000
35,28 0,148
52,03 0,747
56,24 0,997

Tabla 26. Datos experimentales correspondientes al recuadro de la representacion de la figura 5.11.
Variacion de Reg/[BATAJiibre €n funcion de Reg.

Representacion de Scatchard (recuadro)

Req/[BATA]jibre X 107 (M°M™) Req (M°)
3,31 24,39
2,38 35,28
0,69 52,03
0,56 56,24

Tabla 27. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 6.2. Variacion de
intensidad de corriente registrada, | con el tiempo de reaccion enzimatica, tiempo para una
disolucién que contiene BATA 0,5 uM (a) en ausencia y (b) en presencia de tobramicina 100 uM.

Tiem po (m [ n) I[BATA]=O,5 UM, [tobramicina]=0 (UA) I[BATA]=O,5 UM, [tobramicina]=100 yM (|JA)

5 3,2 1,9
10 3,9 2,3
15 4,9 3,5
20 57 3,9
30 8,7 6,5
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Tabla 28. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 6.4. Variacion de
la intensidad de corriente registrada (expresada en tanto por ciento de la méaxima sefial) como
funcién de [BATA].

[BATA] (UM) S (%)
0,05 43,37
0,1 52,60
0,5 67,69
1 75,41
5 100

Tabla 29. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 6.5.Variacion de
la intensidad de corriente registrada (expresada en tanto por ciento de la méaxima sefial) como
funcion de [antibiotico].

[antibic')tico] (HM) S (%) tobramicina S (%) kanamicina S (%) estreptomicina

5 84,95 100,37 141,18
10 137,22 103,62
50 79,26 95,49 130,32
100 70,17 93,61 104,52
200 61,77 64,10 188,69
300 51,06
400 41,02 55,79 97,29
500 27,64

Tabla 30. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 6.6.VVariacion de
la intensidad de corriente registrada con la concentraciones de FITC-ATA (expresadas en tanto por
ciento de la maxima sefial) empleando como sistema de deteccién el conjugado enzimético (A)
fragmento-Fab-anti-FITC-ALP (B) fragmento-Fab-anti-FITC-POD.

[FITC-ATA] (UM) S (%)fragmento-Fab-anti-FITC-ALP S (%)fragmento-Fab-anti-FITC-POD

0,050 16,90 44,54
0,075 20,20 50,62
0,100 35,42
0,500 60,56 87,02
1,000 75,13
5,000 100,00 100,00
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Tabla 31. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 6.8.Variacion de
la intensidad de corriente registrada con la concentraciones (expresadas en tanto por ciento S(%))
en funcion del logaritmo de distintos antibiéticos.

log [antibidtico (UM)  S(%)tobramicina S(%)kanamicina S(%)estreptomicina

-1.000 89.29
-0.301 74.32
0.000 68.51 97.66 84.19
0.698 64.13
1.000 100.83 94.32
2.000 28.95 85.66 94.06
2.698 22.15 40.31 83.55
3.000 13.61 29.53 81.27

Tabla 32. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 6.9.(A). Variacion
del cociente de sefial/blanco en funcion del tiempo de incubacion con la muestras.

tiempo (min) | apt=0,3 uM / lapt=0
2 0.94
5 2.64
10 153
15 1.56

Tabla 33. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 6.9.(B) Variacion
del cociente de sefial/blanco en funcion del tiempo de incubacién con el conjugado enzimatico.

Tiempo (min) I apt=0,3 uM / lapt=0
5 1.39
10 1.95
20 1.13
30 0.95

225



Anexo Il

Tabla 34. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 7.4.(B) Variacion

de la sefial registrada en tanto por ciento de disminucion, en funcion de [anti-FLAG] y control
negativo.

[anti-FLAG] (nM) % disminucion sefal (anti-FLAG) % disminucion sefial
(control)
0 0,00 0,00
1 21,36 2,59
3 43,26 -2,79
6 57,43 -5,15
12 66,05 -4,30
25 71,90 -6,59

Tabla 35. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 7.5.(B) Variacion

de la sefial registrada en tanto por ciento de disminucion, en funcion de [anti-FLAG] y control
negativo.

[anti-FLAG] (nM) % disminucion sefal (anti-FLAG) % disminucion sefial
(control)
0 0,00 0,00
1 29,42 6,60
3 44,20 0,55
6 56,93 0,27
12 64,15 -9,91
25 70,10 -3,33

Tabla 36. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 7.6.(A) Variacion
de la sefial registrada en tanto por ciento de disminucidn en funcién de la concentracion de anti-4B3

y control negativo para una fase sensora cuyo relacién [hebra de reconocimiento]/[HDT] es 25
nM/150 pM.

[anti-4B3] (nM) % disminucién sefial (anti-4B3) % disminucién sefial
(control)
0 0,00 0,00
1 20,09 -7,69
3 33,77 -1,32
6 52,33 9,78
12 66,65 10,28
25 81,32 15,86
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Tabla 37. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 7.6.(B) Variacion
de la sefal registrada en tanto por ciento de disminucidn en funcién de la concentracion de anti-4B3
y control negativo para una fase sensora cuyo relacién [hebra de reconocimiento]/[HDT] es 25
NM/300 uM.

[anti-4B3] (nM) % disminucion sefial (anti-4B3) % disminucion sefial
(control)
0 0,00 0,00
1 11,77 13,08
3 38,79 15,51
6 60,97 27,99
12 78,77 16,66
25 88,02 19,02

Tabla 38. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 7.7. Variacion de
la sefial disminucion de la sefial expresado en tanto por ciento en funcién del tiempo tras la
introduccion de una fase sensora preparada a partir de una disolucion que contenia [hebra de
anclaje]=25 nM/[HDT]=300 uM, en una disolucion de suero humano diluido 1:9.

Tiempo (min) S% disminucién sefal
0 0,00
1 61,95
2 69,23
3 72,88
5 76,44
10 76,35
15 78,26
20 78,73
30 78,88

Tabla 39. Datos experimentales correspondientes a la representacion de la figura 7.8. Variacion de
la sefial analitica en funcién del tiempo tras la introduccion de una fase sensora preparada a partir
de una disolucion que contenia [hebra de anclaje]=25 nM/[HDT]=300 uM, en una disolucion de
suero humano diluido 1:9 con la disolucion de Dulbecco que contiene [anti-FLAG]=12 nM y [anti-
FLAG]=25 mM.

Tiempo (min) [anti-FLAG]=12 nM [anti-FLAG]=25 nM
0 0,00 0,00
10 1,66 13,49
20 19,03 26,28
30 23,21 29,56
40 31,42 34,37
50 36,80
60 36,84 36,46
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Establishing an efficient method for evaluating the affinity changes after post-SELEX modification of
aptamers is essential for broadening the application of these oligonucleotides in biosensing. This is
especially challenging when the ligand is a small molecule. Changes in affinity upon partial or total
replacement of 2'-OH with 2’-OMe groups in the ribose moieties of a tobramycin binding RNA aptamer
are described. The kinetic profile and binding properties of the different anti-tobramycin aptamers
were measured by surface plasmon resonance (SPR) experiments through a real-time binding assay
with the antibiotic covalently coupled to the gold sensor. This configuration maximizes the changes
associated to the recognition event, which is otherwise undetectable. The results indicated that the
modification slightly affects the binding characteristics of the parent RNA, while conferring biological
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stability to the aptamers against nucleases.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The use of RNA or DNA aptamers as receptors for the devel-
opment of biosensors and bioassays presents clear advantages
derived from their superior thermal and chemical stability over
antibodies and similar affinity. As synthetic single-stranded
oligonucleotide sequences, their production is much simpler,
faster, reproducible (chemical, no animal need) and it is not
restricted to immunogenic or non-toxic targets. Since its discov-
ery in 1990 [1,2], dozens of aptamers have been described mainly
for therapeutic applications, and only a few have been used for
sensing against targets to be analyzed in biological fluids.
Although most aptamers known are RNA sequences, the vast
majority of those used in analysis are DNA sequences because of
their higher stability to hydrolytic digestion by nucleases.

Abbreviations: SELEX, Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrich-
ment; VEGF, vascular endothelial growth factor; SPR, Surface Plasmon Resonance;
MPA, 3-mercaptopropionic acid; EDC, N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-car-
bodiimide hydrochloride; NHS, N-hydroxysuccinimide; ATA, Anti-tobramycin
aptamer; FATA, Fully 2’-O-methylated anti-tobramycin aptamer; NMATA, Non-O-
methylated anti-tobramycin aptamer; SAM, self assembled monolayer; MTL, mass
transport limitation; RII, refractive index increment

* Corresponding author. Tel.: +34 985106235; fax: +34 985103125.

E-mail address: mjlc@uniovi.es (M.]. Lobo-Castafion).

0039-9140/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2012.07.019

Nucleases are enzymes able to catalyze the degradation of nucleic
acids (DNA or RNA) by means of hydrolysis of phosphodiester bonds.
They play a vital role in metabolism and are ubiquitous. In biological
fluids, RNA sequences have life times of a few minutes [3] so, they
are much more difficult to handle than DNA sequences. Fortunately,
nucleic acids are very easy to modify in order to limit the degrada-
tion without affecting their affinity in sensing or activity in ther-
apeutics. With this aim, several strategies focused on phosphate-
sugar backbone modifications have been proposed.

Typical modifications of the phosphate backbone consist in
replacing the non-binding oxygen in the phosphodiester linkage
by sulfur (phosphorothioate) [4], phosphoramidate linkage and
morpholino modifications [5,6]. Sugar modification is another wide-
spread solution based on the replacement of the 2’-OH ribose
position for O-Methyl, -F~, -O-Methoxyethyl, -NH, groups using
modified nucleotides during SELEX because their compatibility with
polymerases. It has been demonstrated that changing 2’-OH group
of ribose for 2’-NH, or 2’-F on pyrimidine nucleotides the nuclease
resistance of the entire oligonucleotide is increased [7]. In 2005, the
first fully 2’-O Me aptamer was raised by SELEX [8].

Additionally these sugar modifications can be introduced after
SELEX at all or only selected nucleosides positions not directly
involved in the molecular recognition event. This precludes
performing a new SELEX for a given target. Toulmé et al. reported
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a higher stability after fully 2’-O-methylation retaining the bind-
ing ability [9]. Nevertheless, rational selection of the modified
positions can lead to significant improvement in affinity. It has
been reported that fully modification of purines of an anti-VEGF
aptamer led to a reduction in affinity whereas the selective
modification of 10 out of 14 purines led to a 17-fold increase
[10]. So, in order to use a modified aptamer for sensing it is of
crucial importance reevaluating the affinity to verify the ability of
these modified aptamers to recognize their target molecule.

Our group pioneered the use of 2’-OMe RNA aptamers for sensing
in biological fluids. It was shown that a native RNA raised against
neomycin B can be fully O methylated retaining enough affinity and
selectivity to be used as receptor for the detection of the antibiotic in
milk by impedance [11] or surface plasmon spectroscopy [12].
Recently, the aminoglycoside tobramycin was successfully detected
in serum using a fully O-methylated aptamer [13], although the 2'-
OH position of U12 was previously described to be involved in the
molecular recognition event [14]. Preliminary estimations of the
affinity constant by faradaic impedance spectroscopy resulted in
similar values for both the fully O-methylated and the fully-but-one
(U12) O-methylated aptamer. No comparison with the native one
was carried out [13]. Although the fully 2’-OMe aptamer performance
was satisfactory, an in-depth study about the affinity and binding
kinetics between tobramycin and aptamer derivatives is lacking.

Herein, the affinity of the previously described natural RNA anti-
tobramycin aptamer [15] was compared with aptamers with different
2'-OMe level at 2’-OH positions in order to understand its influence
on affinity towards its target molecule, tobramycin. Surface plasmon
resonance (SPR), a technique well suited for the characterization of
affinity events that allows real-time monitoring of binding kinetics
was used. The rate and equilibrium constants for the natural and the
modified anti-tobramycin aptamers are given.

2. Materials and methods
2.1. Instrumentation

A double-channel cuvette-based SPR instrument equipped with an
autosampler (Autolab-ESPRIT, Ecochemie, The Netherlands) was used
for all SPR experiments. The instrument was controlled by Data
Adquisition Software (ESPRIT version 4.4). Data treatment (over-
lapping and alignment of sensorgrams, zeroing and baseline correc-
tions) and non-linear fitting of the resulting sensorgrams were done
with the software provided with the instrument (ESPRIT kinetic
evaluation version 5.2). Other non-linear fitting needed for data
processing were carried out using OriginPro 7.5 (Northampton,
MA). All SPR experiments were carried out using commercial BK7
disks coated with a 50 nm gold film supplied by Autolab (Metrohm,
The Netherlands) under controlled temperature conditions of
25+ 1° C obtained with a thermostat, Haake D1 (Germany).

2.2. Reagents

Three different types of 27-mer anti-tobramycin RNA aptamer
were used throughout this work, which differ in the number of
bases modified with O-methyl group at 2’-OH position of their
ribose. All of them were synthesized by Sigma-Genosys (France)
and purified by HPLC. Their sequences are the following:

Anti-tobramycin aptamer (ATA): 5’ [mG] [mG] [mC] [mA] [mC]
[mG] [mA] [mG] [mG] [mU] [mU] U [mA] [mG] [mC] [mU] [mA]
[mC] [mA] [mC] [mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [mC] [mC] 3’

Fully 2’-O-methylated anti-tobramycin aptamer (FATA): 5’
[mG] [mG] [mC] [mA] [mC] [mG] [mA] [mG] [mG] [mU] [mU]
[mU] [mA] [mG] [mC] [mU] [mA] [mC] [mA] [mC] [mU] [mC]
[mG] [mU] [mG] [mC] [mC] 3’

Non-O-methylated anti-tobramycinaptamer (NMATA): 5G G C
ACGAGGUUUAGCUACACUCGUGCCH

Tobramycin sulfate, 3-mercaptopropionic acid (MPA), N-(3-
dimethylaminopropyl)-N'-ethyl-carbodiimide hydrochloride (EDC),
N-hydroxysuccinimide (NHS) were purchased from Sigma-
Aldrich (Spain). 4-(2-hydroxyethyl)-piperazine-1-ethanesulfonic acid
(HEPES), ethanolamine, salts for buffer solutions (KCI, NaCl, MgCl,
CaCl,), 1M Tris/HCl pH 7.4 solution and HCl (all RNAse free) were
also obtained from Sigma-Aldrich (Spain). All other reagents were of
analytical grade.

All glassware in direct contact with aptamer was previously
cleaned with RNAseZAP™ (Sigma-Aldrich, Spain) and all aqueous
solutions were prepared with RNAse free water purified by a
Direct-Q system with a BioPack cartridge (Millipore).

The compositions of the buffers used for the experiments are
as follows:

Immobilization solution: 0.1 M HEPES pH 8.64.

Affinity solution: 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 140 mM NacCl, 5 mM
KCl, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,.

Regeneration solution: 0.05 M HCI.

2.3. Tobramycin immobilization protocol

Initially the bare gold-coated glass sensor was cleaned by
immersion in piranha solution (3 HySO4 (95%):1 H,0, (33%))
(CAUTION: piranha solution is strongly oxidizing and should be
handled with care!) for 10 min, thoroughly rinsed with water and
ethanol, and dried with a stream of N,. Then the sensor was
positioned onto the clean hemi-cylinder lens previously coated
with a drop of immersion oil (Autolab, Methrom, The Nether-
lands), which possesses a constant refractive index
(n%> ©=1.518 + 0.002). Afterwards, water was injected in both
channels and the surface was equilibrated until a constant
response was obtained.

The sensing phase preparation entails the covalent immobilization
of tobramycin onto a self-assembled monolayer of MPA on gold,
following a protocol similar to that previously described [12]. Briefly,
the SAM was formed overnight after manually injection of 40 mM
MPA prepared in an ethanol:water solution (75:25). After washing
with ethanol and water, the sensor surface was equilibrated with
water and the covalent attachment of tobramycin (channel 1) and
ethanolamine (channel 2, reference) was carried out. The ESPRIT
autosampler and sequencer allowed the simultaneous modification of
both channels. The procedure consisted in a three-step sequence:
(1) Surface activation: three consecutive injections of a mixture of
0.2 M EDC and 0.05 M NHS in water for 5 min each one, followed by a
brief washing step with water. (2) Binding step: three consecutive
injections of 10 mM tobramycin (channel 1) and 1 M ethanolamine
(channel 2) prepared in immobilization solution for 20 min each one,
followed by a brief washing step with water. (3) Blocking step: one
injection of 1 M ethanolamine prepared in immobilization solution in
both channels for 30 min.

Finally the modified surface was equilibrated with affinity
solution.

2.4. SPR measurements

All binding experiments were carried out in affinity buffer, the
same used in the anti-tobramycin SELEX selection [15]. Due to the
cuvette-based design of the ESPRIT instrument, constant stirring
conditions are required for controlling hydrodynamic properties
of the system. The whole data collection process is automated and
consisted in recording successive cycles of measurement. Each
independent analysis cycle includes baseline, association, disso-
ciation, regeneration and back to baseline steps as follows. After
obtaining a stable signal by acquiring several baselines, varying
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concentrations of aptamer prepared in affinity buffer (35 pL) were
simultaneously injected in both channels by means of the ESPRIT
autosampler and the association phase was recorded for 10 min.
After draining the cuvette, 50 puL of affinity buffer was injected
and the dissociation phase was monitored for 5 min resulting in
the decrease of the signal until a stable value was achieved.
Finally regeneration step was accomplished by several injections
of 50 puL of 0.05 M HCI (1 min) followed by baseline registration
until the initial value was reached.

2.5. Fitting models

For both kinetics and equilibrium analysis, non-linear fitting of
the association phase was used for interpreting data. In the basis
of a bimolecular interaction model (1:1 stoichiometry), the R; is
described by the integrated Eq. (1).

_ Rmax[aptamerikon

— _ —(kon[aptamer] + kos)t
= Ronlaptamer]+ kyr ' %P )+Ro 0))

where, Rpqx is the maximum angle shift in m°, a measure of the
maximum binding capacity when all binding sites on the sensor
surface are occupied; Rg is the angle shift at t=0; [aptamer] is the
concentration of the analyte; ko, and ko are the association and
dissociation rate constants of the complex tobramycin-aptamer,
respectively. This equation can be simplified to Eq. (2):

R: =Ry +E(1—exp~*t) 2)

where, Ro+E=R.; for each concentration and

ks=Kkon[aptamer]+ ko

aptamer

2.5.1. Equilibrium model

Req values were estimated from the non-linear fitting to Eq. (2).
Plotting R., against free aptamer concentration, a Langmuir
binding isotherm is obtained (Eq. (3)).

[aptamers,, ) 3

Req = Rmax <[aptamer]free +Kp

A frequent way of estimating Kp, is linearizing Eq. (3), which
leads to a Scatchard plot, described by Eq. (4).

Req

aptamer];p, — <ARmax—KiReq “)

where K, is the equilibrium association constant. This way, Kp is
estimated as the reverse value of the slope (K4) of Eq. (4).

2.5.2. Kinetic model

Fitting the association phase for all sensorgrams to Eq. (2) provide
an apparent rate constant, ks value for each aptamer concentration.
The plot of ks versus [aptamer]s.. should give a linear function. ko, is
obtained from the slope of the plot and ko from the intercept.
Although k,, is accurately estimated, in practice, large errors are
associated to k.7 estimation for this method [21]. A more precise
method is to obtain ko from non-linear fitting of the dissociation
phase of the sensorgrams, which is a first-order exponential decay
with an offset, R, that indicates the angle shift after decay is finished
(Eq. (5)), that accounts for the incomplete dissociation characteristic
of cuvette-based SPR instruments.

Ri =Roe kMt { R, (5)

3. Results and discussion

Different aptamers have been described in literature to speci-
fically recognize the antibiotic tobramycin [15-18]. The most

recent one was a DNA aptamer raised against kanamycin, a
closely structurally related antibiotic, which showed cross-reac-
tivity with tobramycin as similar Kp values about 100 nM for both
of them unambiguously indicate [18]. The rest of them are RNA
aptamers. A beacon aptamer evolved against tobramycin showed
a very high Kp of 16 pM, although the need for further optimiza-
tion of the SELEX process is recognized [16]. Using automated
SELEX three aptamers were found for tobramycin with Kp ranged
between 10 and 100 nM [17]. Finally, Wang and Rando [15] have
found two different consensus sequences with affinity for tobra-
mycin, and some degree of homology with Kp of 12 nM and 9 nM.
The last one was chosen to carry out this work based on its high
affinity. As mentioned above, in order to preclude the enzymatic
hydrolysis caused by nucleases towards RNA an internal mod-
ification on sugars was performed. Thus, the hydroxyl group at
the 2’-position of the ribose ring in the bases was replaced by an
O-methyl group. In this context two different modified aptamers
were designed. The first one included the sugar modification in all
its 27 bases, and it was referred as fully modified anti-tobramycin
aptamer (FATA). The 2’-OH of the U base at 12 position was
reported to be involved in the formation of a hydrogen bond with
N7 of G14, which has a relevant contribution in the definition of
the hairpin 3D conformation for proper tobramycin recognition.
So, a second modified anti-tobramycin aptamer was designed
where the U-12 conserved its native unmodified ribose. This
aptamer was referred as anti-tobramycin aptamer (ATA). The
native, non-O-methylated anti-tobramycin aptamer (NMATA)
was also used for comparison in terms of its equilibrium (Kp)
and rate constants (Kon, Kof).

A typical SPR assay involves the immobilization of one of the
interacting partners onto the sensor surface, which is exposed to a
solution containing the other component. To decide which com-
pound will be immobilized on the surface, size, stability, solubi-
lity and functional groups available should be taken into
consideration. In our particular case, the critical parameter was
the size because the SPR response is highly dependent on the
mass of the interacting molecule. Molecules smaller than 1000 Da
do not provide a significant change in the refractive index on a
surface with limited binding sites, so, they are difficult to detect
with sufficient accuracy. Although in some cases this lack of
sensitivity can be overcome by increasing the molecule density on
the surface, very high densities are not convenient for kinetic
studies as explained below.

Consequently, immobilization of the smaller partner (tobra-
mycin, the ligand) was preferable to maximize the SPR response
(Fig. 1). However, this configuration can be a source of mass
transport limitation (MTL) because the aptamer, a molecule of
relatively high mass, is added to the cuvette and has to diffuse
towards the sensor surface. MTL appears when the binding rate is
faster than the diffusion rate from the bulk to the surface and
affects to the same extent both association and dissociation
phases. The higher binding sites concentration the higher con-
sumption of aptamer at the surface, making more evident the
MTL contribution. This effect is minimized by constructing low
capacity binding surfaces. When working with interactions with
kon (association rate constant)>10° M~!s~1[19], MTL has to be
incorporated into the model of the binding kinetics for an
adequate evaluation. Nevertheless, a self-consistency test is
always a healthy behavior when interpreting kinetic data.

In this study, low amounts of bound tobramycin led to
adequate sensing surfaces for kinetic analysis considering first-
order kinetics. The angle shifts obtained for different sensing
surfaces after tobramycin immobilization (R.,) were in the range
of 15-30 m°, which corresponds to 141-282 pg mm~2 of anti-
biotic. This value was calculated taking into account that 120 m°
corresponds to 1 ng mm~2 of bound protein or 1.13 ng mm~2 of
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Fig. 1. Scheme of the sensing phase employed for SPR binding assays.

bound tobramycin considering the refractive index increment
(RII) between proteins and aminoglycoside antibiotics [20].

The interaction of immobilized tobramycin with different
concentrations of aptamer in solution was monitored, and sub-
sequently processed and analyzed for obtaining both kinetics and
equilibrium information. Binding curves were performed for each
aptamer ATA, FATA and NMATA, recording an analysis cycle for
each concentration assayed, in the range of 0.05-3 uM, ensuring
the equilibrium is reached in all the experiments.

When injecting the aptamer solution the amount of the
aptamer-tobramycin complex formed was monitored as variation
of the resonance angle (angle shift, R;) with time (sensorgram) as
that depicted in Fig. 2 for each aptamer. After each injection a rapid
signal increase was observed due to bulk effects related to the
change in composition of the solutions injected. It is worth noting
that only in channel 1, a progressive increase in the angle shift is
observed whereas a constant and almost negligible angle shift is
recorded in channel 2. This is a clear indication that aptamer
effectively binds to tobramycin on the surface of channel 1 that
contains the antibiotic, and the amount of unspecific binding to
ethanolamine-blocked mercaptopropionic acid SAM (channel 2) is
negligible because there are not tobramycin. After flushing out the
aptamer solution and filling the cuvette with affinity solution, the
angle shift did not return to the baseline level in channel 1 indicat-
ing that the aptamer is specifically bound to the sensor surface. The
decrease is related to the dissociation of the complex that occurs in
a certain extent. In contrast, in channel 2, the angle shift remains at
the baseline level confirming that there is no aptamer unspecifically

bound in the absence of immobilized tobramycin. Finally, regen-
eration of the surface under mild acidic conditions removed the
entire surface complex without affecting the SAM stability signifi-
cantly, and a new cycle can be performed.

When the concentration of aptamer increased (Fig. 3), both the
slope of the angle shift (R;) and the signal at equilibrium (R.,) were
higher indicating that higher amounts of aptamer are retained by
the modified surface. The sensing phase can be regenerated several
times and an entire binding experiment can be carried out with the
same surface (see Fig. S1 in Supporting Information).

This set of SPR data contains both kinetics and equilibrium
information about the biomolecular interaction under study. The
kinetic rate constants (ko, and koy) and equilibrium constants
provide valuable information about the affinity of the interaction.
The equilibrium constant can be estimated from both kinetic and
equilibrium data being necessary a convergence value as a self-
consistency test.

The association phases of sensorgrams obtained for each
aptamer at different concentrations were fitted to Eq. (2) (Fig. 3,
white lines). In cuvette-based instruments as used in this work, a
depletion of the aptamer concentration can occur due to the loss
of material derived from the binding event in contrast to flow
systems where a continuous supply of compound exists. This
effect was quantified and corrected by calculating the free analyte
concentration employing Eq (6) [21].

RegS1073

[aptamer],,, = [aptamer],— MWV

(6)
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Fig. 2. Sensorgrams showing a full analysis cycle including two baselines,
association, dissociation, regeneration and back to baseline steps for a tobramy-
cin-modified surface (channel 1, solid line) and for an ethanolamine-modified
surface (channel 2, reference, dashed line) using (A) 0.5 uM NMATA, (B) 0.3 uM
ATA and (C) 0.75 pM FATA. See text for details about the buffers used. Inset:
Substracted sensorgram (channel 1 minus channel 2) for each cycle.

where, [aptamer]q is the added aptamer concentration in molar;
[aptamer]j. is the corrected aptamer concentration also in molar;
S is the surface of the sensor in contact with bulk solution
(2.8 mm?); f=120m°/0.8 ngmm 2 is the conversion factor
between the measured angle shift in m° and the mass density
of bound aptamer in ng mm 2, MW is the molecular weight of the
aptamer and V is the sample volume injected (35 pL in all cases).
This correction was taken into account in all subsequent
calculations.

For depletion values larger than 10% of the initial analyte
concentration, the amount of free analyte decreases considerably
during association phase and second-order equations better
describe the binding event [22]. Depletion values were below
5% of the initial aptamer concentration in all experiments being
more important for the lower concentrations tested. So, first-
order equations were used for calculations.

3.1. Equilibrium analysis

Langmuir binding isotherms were obtained for each aptamer
using the R.q values estimated from the non-linear fitting to
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Fig. 3. Overlays of SPR sensorgrams registered for the addition of (A) NMATA at
(a) 0.05; (b) 0.1; (c) 0.25 and (d) 1 uM; (B) ATA at (a) 0.08; (b) 0.1; (c) 0.15 and
(d) 0.3 pM; (C) FATA at (a) 0.2; (b) 0.5; (¢) 1 and (d) 1.5 pM (black lines) in affinity
buffer (see text for details). Non-linear curve fitting to association and dissociation
phases (white lines).

Eq. (2) (Fig. 4). Values of Kp were calculated from the correspond-
ing Scatchard plots (inset Fig. 4) and displayed in Table 1.

It is well-known that Scatchard plot can lead to important
errors in Kp evaluation [21] thus, in this study Kp values were also
estimated directly by non-linear fitting of Eq. (3) and compared
(Langmuir isotherm).

From them, it is clear that all Kp values corresponding to
different O-methylated aptamers (ATA, FATA and NMATA) are in
the subpuM range. Likewise, both Scatchard plot and non-linear
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Fig. 4. Binding isotherms obtained with a tobramycin modified sensor after
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in affinity buffer for 10 min. Inset: Scatchard plot for each set of experiments.

Table 1

fitting to Langmuir binding isotherm have led to similar Kp values
for each individual aptamer. The lowest Kp value (below 100 nM)
corresponded to the original, non-O-methylated anti-tobramycin
aptamer, NMATA. The modified aptamers tested showed Kp
values above 100 nM. ATA exhibits a slightly lower Kp (stronger
binding) compared with FATA. From these results it can be stated
that the affinity tends to diminish when the level of O-methyla-
tion increases. However, this trend is not very large, about 4-fold
decrease for total substitution. As mentioned above, NMR mea-
surements and computed structures of the tobramycin-NMATA
complex suggest the stabilizing role of a hydrogen bond between
2'-OH of U12 and N7 of G14. Although useful, this information
does not provide quantitative information about the magnitude of
the destabilization when this hydrogen bond is blocked. In this
study, this effect was quantified in terms of Kp values, to be about
1.5-fold decrease in addition to the reduction observed after
modifying the other 26 nucleosides (ATA). This is a modest effect
in affinity that can be overcome by the gain in nuclease resis-
tance, which is in good agreement with the feasibility of using
FATA for tobramycin detection in human serum [13].

3.2. Kinetic analysis

SPR data were also used to determine the kinetic parameters
for tobramycin binding to all three aptamers under study. The
dissociation constant was evaluated from these Kkinetic para-
meters and compared with the previously obtained by means of
equilibrium data.

Table 2 compiles all rate constants obtained for each aptamer.
For all three aptamers tested k., values are below 106 M~'s~1,
which confirmed the applicability of the initial assumption of a
simple bimolecular model with no MTL [19]. Both k., and kqg
change slightly with the degree of O-methylation, favoring
NMATA over ATA and FATA (k,, larger and k. smaller in a similar
amount). According to expression Kp=Kkeg/kon, the dissociation
constant was estimated.

It has been argued that kg values obtained under conditions
that the dissociation is not complete (such as in this case) could
deviate from the real value. Such an incomplete dissociation can
be due to two causes: MTL, which was discarded from the k,,
value or rebinding, which is always present in cuvette-based
instruments even under conditions that MTL does not apply.
Another alternative to calculate ko is to use the ko, value and
the Kp obtained from equilibrium. Values obtained that way are
very similar to those obtained from fitting to first-order decay
with an offset (third and fourth columns in Table 2). This result
supports the reliability of the values obtained from fitting.

Additionally, a simple but efficient self-consistency test of SPR
data consists in comparing Kp constants obtained from different
approaches: equilibrium and kinetic analysis [23]. From
Tables 1 and 2 it is apparent that all Kp estimated by equilibrium
analysis employing Langmuir or Scatchard plots were identical

Equilibrium analysis for the three aptamers under study employing two approaches: Scatchard plot and Langmuir binding isotherm.

Equilibrium analysis

Aptamer  Equation Kp (NM)*  Rpax (M°)*  Kp (MM)®  Rpay (m°)°
ATA Req/[ATA]free(m® M~ )= — (83 4 6) x 10° (M~ )Roq(m®)+ (44 + 2) x 107 (m° M~ "); r=0.994 11648 5146 130420 5245
FATA Reg/[FATA free(m® M~ )= — (44 4 5) x 10> (M~ ') Reg(m)+(25 + 2) x 107 (m* M~ '); r=0.99 210+30 58+6 170+50 46+9
NMATA  Reg/[NMATA]ee(m® M) = —(19 + 1) x 105 (M~ 1) Reg(m°)+(104 +4) x 107 (m° M~ '); r=0.995 50420 60+ 10 60+40 60+10

2 Scatchard plot.
P Langmuir Binding Isotherm.
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Table 2
Kinetic rate constants and dissociation constants calculated from kinetic analysis
for the three aptamers under study.

Kinetic analysis

Aptamer Kon (Ms) ™! Kogr (s ) Kogr (s™")° Kp (nM)
ATA (12+2)x10* 0.017 +0.001 0.014 + 0.003 140 + 30
FATA (93+3)x10°  0.018+0002  0.020+0003 190+ 30
NMATA (14 +4)x 10% 0.013 +0.003 0.007 +0.004 90 + 40

 kogr from dissociation fitting including offset.
b kogr from the expression Kog=Kpkon.

taking into account the experimental error and also equal to that
obtained by the kinetics analysis. This simple test is a proof that
helps to estimate the rightness of the data obtained.

In general, mean values from kinetic data make differences in
affinity less distinct than from equilibrium values, but kinetic
measurements have a larger associated error. Despite this, the
same unambiguous trend is also observed within the experimen-
tal error. The lowest value corresponded to NMATA (below
100 nM) confirming the superior affinity of the native aptamer
and the highest value corresponded to the FATA.

The affinity constant of the complex tobramycin and the
unmodified anti-tobramycin aptamer, NMATA, was previously
estimated [15]. Pyrene-labeled tobramycin was employed for
performing quenching experiments under conditions where a 1:2
stoichiometry was found. Values of Kp;=9nM and Kp,=2.7 uM
were reported. Kp; is among the lowest values reported for an
interaction between an aptamer and a small molecule rivaling with
those of larger molecules such as proteins, which possesses a larger
number of binding sites [24]. Typical Kp values for small molecules
are in the subuM to pM range. The Kp value for NMATA reported in
this work is more than one order of magnitude higher than the
previously reported but still low for a small molecule. The differ-
ence can be attributed to the fact that the quenching experiments
were carried out in solution. On the other hand, a much higher
affinity constant value of Kp=1.1 puM was reported for NMATA-
tobramycin complex carrying out SPR measurements [25]. In that
study the aptamer was immobilized on the SPR sensor through
biotin-streptavidin linkage. The use of a labeled aptamer on the
surface as well as the use of an affinity buffer different from that it
was used in the original aptamer selection can account for the
significant differences in affinity. In addition to this, a very quick
dissociation was observed indicating that the complex formed is
not as stable as that generated with the configuration assayed in
our work.

It was reported that ATA is also able to bind neomycin B,
another aminoglycoside antibiotic and the anti-neomycin apta-
mer also recognize tobramycin [13]. This finding was attributed
to the similar 3D structure of both aptamers and the way of
encapsulating the antibiotic for binding. As a consequence the
molecular recognition would be more related to the structure
than to the sequence. If this holds true, similar Kp would be
expected. However, both Kp values evaluated from SPR measure-
ments differ in one order of magnitude. Neomycin B binds to its
aptamer with a Kp of 1.244+0.03 uM [12], suggesting that
sequence also plays a role in the recognition event.

4. Conclusions

With the aim of taking advantage of the unique features of RNA
aptamers as molecular recognition elements when dealing with real
complex samples, modified aptamers can be used to avoid its
degradation caused by nucleases. However, the extent of the affinity

change after modification has to be quantified to ensure the proper
performance of the tailored aptamer because the final activity is
difficult to predict. In fact, both enhancement and loss in affinity has
been reported. Herein the system tobramycin anti-tobramycin apta-
mer was taken as a model. The 27-mer RNA natural anti-tobramycin
aptamer was chemically modified by introducing a 2’-OMe group
instead of 2’-OH in the ribose moiety of the RNA structure.

SPR was employed for evaluating the affinity of three different
RNA anti-tobramycin aptamers: the natural RNA sequence and
two modified RNA aptamers, which differ in the modification of
only a single base. A reverse configuration to what is often used
was adopted to maximize SPR signal (immobilization of the small
molecule maintaining the large one in solution) and hence, the
accuracy of the kinetic and binding parameters evaluated.

In our case, the introduction of the selected internal modifica-
tion altered the affinity of the aptamer towards its target
molecule, tobramycin. A slight loss in the affinity is observed for
both modified aptamers, which do not preclude the application of
such modified aptamers as molecular recognition tools.
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An RNA aptamer is proposed as a recognition element for the detection of tobramycin in human serum.
A displacement assay was developed using faradaic-electrochemical impedance spectroscopy (F-EIS)
as a detection technique. Two modified aptamers, a partially (ATA) and a fully O-methylated aptamer
(FATA) were evaluated and compared. The affinity constant, Kp, for both aptamers was estimated by F-EIS
resulting virtually identical within the experimental error. The selectivity towards other aminoglycosides

was also studied. The analytical characteristics were evaluated in aqueous solution using both aptamers
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and FATA was selected for human serum experiments. Using a 1:0.5 dilution of the serum, a linear range
between 3 wM and 72.1 wM was obtained, which included the therapeutic range of the antibiotic.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Tobramycin is a broad-spectrum aminoglycoside antibiotic pro-
duced by Streptomyces tenebrarius. Aminoglycoside antibiotics are
composed of a hexose ring, typically 2-deoxystreptamine or strep-
tidine for the streptomycin molecule, and various glycosidically
linked amino sugars. Aminoglycosides exhibit bactericidal activity
against some Gram-positive and many Gram-negative organisms.
This activity derives from their ability to interfere with bacterial
protein synthesis by irreversibly binding to ribosome, thus causing
damage to cell membranes and cell death.

Similarly to other aminoglycosides, tobramycin exhibits a nar-
row therapeutic range (2-12ug/mL (4.3-25.7 pM) in serum)
(Hammett-Stabler and Johns, 1998) owing to side adverse effects
such as oto- and nephro-toxicity. For these reasons, the monitoring
of serum levels during therapy is of crucial importance.

Due to its chemical structure (Fig. 1), tobramycin lacks ana-
lytically useful spectroscopic or electrochemical properties, which
makes the developing of analytical methods without any derivati-
zation step or sample pre-treatment challenging.

Several methods for tobramycin analysis in biological com-
plex matrices such as plasma, serum or urine, are reported in

* Corresponding author. Tel.: +34 985103487; fax: +34 985103125.
E-mail address: ptb@uniovi.es (P. Tufién-Blanco).

0956-5663/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bios.2010.10.011

literature (Maitra et al., 1979; Stead, 2000). They include micro-
biological assays (Shanson et al., 1976; Stobberingh et al., 1972),
which are time-consuming, non-specific and show poor sensitivity;
immunoassays (Darwish, 2003; Darwish et al., 2007; Stobberingh
et al, 1972), which are appropriate for the determination of a
wide range of analytes in biological matrices but sometimes a
certain degree of cross-reactivity between structurally related
compounds can be observed. High performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) (Feng et al., 2002; Keevil et al., 2003; Mashata et al.,
2008; Megoulas and Koupparis, 2005; Oertel et al., 2004) and cap-
illary electrophoresis (CE) methods (Fonge et al., 2004; Law et al.,
2006; Lin et al., 2008) have also been developed for tobramycin
detection. Commonly these methods require a derivatization step
(pre- or post-column) due to the lack of chemical unsaturation of
the tobramycin molecule. Thus, these methods are complex, time-
consuming and expensive.

In this work, an alternative method for tobramycin determina-
tion in complex biological matrices (such as serum) is proposed. It
relies on the employment of an aptamer as a molecular biorecogni-
tion element in a label-free assay format, using F-EIS as a detection
technique.

Aptamers are synthetic RNA or DNA single-stranded oligonu-
cleotide sequences folding into different three-dimensional shapes
(hairpin, G-quartet, T-junction, etc.) that exhibit high specificity
and affinity for a target molecule. Aptamers are obtained by an
in vitro process called SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
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Fig. 1. Chemical structures of aminoglycoside antibiotics and RNA sequence of the anti-tobramycin aptamer.

EXponential enrichment) (Ellington and Szostak, 1990; Tuerk and
Gold, 1990) that, in principle, allows the selection of an aptamer
against any kind of target molecule, ranging from ions to whole
cells or bacteria.

The use of aptamers for the detection of small molecules still
represents a challenge because of the lower affinity interaction
when compared with large molecules (Kp in the wM range for the
former and in the pM-nM for the latter) (de-los-Santos-Alvarez
et al.,, 2008). Additionally the transduction of the recognition event
often relies on taking advantage of the conformational change
experienced by the aptamer in the presence of the analyte. For
small molecules, this induced fit can be very small leading to minute
changes in the analytical signal.

This is the case of the anti-tobramycin aptamer, a 27-mer RNA
sequence (Wang and Rando, 1995) with a hairpin structure con-
taining a hexanucleotide loop and a bulged adenine base (Jiang
et al., 1997). As a result of the recognition event tobramycin is
encapsulated within the aptamer loop and capped by a looped-out
base.

The use of RNA aptamers in biological fluids presents a limita-
tion associated to their high susceptibility to hydrolytic digestion
by nucleases resulting in short lifetimes of RNA aptamers in
biological media (Luzi et al.,, 2003). With the aim of avoiding
this drawback several strategies have been developed: modifica-
tion of the 2’-OH position of the ribose ring either to perform
SELEX with the modified nucleotides (Keefe and Cload, 2008;
Kusser, 2000) or after the SELEX process (Pieken et al.,, 1991).
Another described strategy consists in the use of synthetic mirror-
image oligonucleotides called spiegelmers (Eulberg and Klussmann,
2003).

Herein, it was decided to modify the previously described native
RNA anti-tobramycin aptamer (Wang and Rando, 1995) by adding
a methoxy group to the 2’-OH position of the ribose moiety of the
nucleotides. This modification was successfully used for the first
time in biosensing for the detection of neomycin B in milk samples
(de-los-Santos-Alvarez et al., 2007). Two aptamers with different
levels of modification were compared in terms of affinity and ana-
lytical characteristics for the detection of tobramycin in human
serum samples.

2. Materials and methods
2.1. Instrumentation

Electrochemical measurements were performed with a con-
ventional three-electrode electrochemical cell driven by a
computer-controlled AutoLab PGstat-12 potentiostat with GPES
and FRA 4.9 software (EcoChemie, The Netherlands). A platinum
wire and a 1.6 mm diameter polycrystalline gold electrode (Bioan-
alytical Systems, Inc., IN) acted as auxiliary and working electrode,
respectively. All the potentials are referred to Ag|AgCl|KCl 3 M ref-
erence electrode.

2.2. Reagents

Two different types of 27-mer anti-tobramycin RNA aptamer
were used, which differ in the number of bases modified with
O-methyl group at 2’-OH position of their ribose. Both were syn-
thesized by Sigma-Genosys (France) and purified by HPLC. Their
sequences are the following:
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¢ Anti-tobramycin aptamer (ATA): 5[mG] [mG] [mC] [mA] [mC]
[mG] [mA] [mG] [mG] [mU] [mU] U [mA] [mG] [mC] [mU] [mA]
[mC] [mA] [mC] [mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [mC] [mC] 3.

e Fully 2’-methylated anti-tobramycin aptamer (FATA): 5[mG]
[mG] [mC] [mA] [mC] [mG] [mA] [mG] [mG] [mU] [mU] [mU]
[mA][mG] [mC] [mU][mA][mC] [mA] [mC][mU] [mC][mG] [mU]
[mG] [mC] [mC] 3.

Tobramycin sulfate, streptomycin sulfate, neomycin B sul-
fate, kanamycin sulfate, paromomycin sulfate, human serum,
3-mercaptopropionic  acid, = N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-
ethyl-carbodiimide hydrochloride (EDC), N-hydroxysuccinimide
(NHS), potassium ferricyanide and ferrocyanide were purchased
from Sigma-Aldrich (Spain). 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazine-
1-ethanosulfonic acid (HEPES), ethanolamine, salts for
buffer solutions (KCl, NaCl, MgCl,, CaCl,) and 1M Tris/HCl
pH 7.4 solution (all RNAse free) were also obtained from
Sigma-Aldrich (Spain). All other reagents were of analytical
grade.

All glassware in direct contact with aptamer was previously
cleaned with RNAseZAP™ (Sigma-Aldrich, Spain) and all aque-
ous solutions were prepared with RNAse free water purified by a
Direct-Q system with a BioPack cartridge (Millipore).

The compositions of the buffers used for the experiments are as
follows:

Measurement solution: 10 mM Tris—HCI pH 7.4, 100 mM KCl, 5 mM
[Fe(CN)s]>~/4-.

Affinity solution: 20 mM Tris—HCl pH 7.4, 140 mM Nacl, 5 mM KCl,
1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,.

Washing solution: 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 2M NaCl, 5 mM KCl,
1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,.

Regeneration solution: 20mM Tris-HClI pH 7.4, 10mM
tobramycin, 140mM NaCl, 5mM KCl, TmM MgCl,, 1mM
CaClz.

[Fe(CN)g™*

<Y

A

2.3. Experimental methods

2.3.1. Electrode cleaning and pre-treatment

After immersing in piranha solution (3 H,SO4 (95%):1 H,0,
(33%)) (CAUTION: piranha solution is strongly oxidizing and should
be handled with care!) for 10 min in order to eliminate any organic
matter from the gold surface, the electrode was rinsed with water
and successively polished on a cloth using alumina slurries of 1,
0.3 and 0.05 wm particle size (Buehler, Germany). After sonicating
for 5min, the electrode was immersed in 2 M KOH for 1 h at 60°C
and successively in HySO4 (95%) and HNO3 (65%) at room temper-
ature for 10 min, respectively. Finally, the electrode was subjected
to several potential cycles between 0 and 1.6V in 0.1 M H;SO4 at
100mVs~! until a reproducible ideal voltammogram of polycrys-
talline gold was obtained (Woods, 1976).

2.3.2. Electrode modification protocol

The immobilization procedure employed was based on the pre-
viously published protocol (de-los-Santos-Alvarez et al., 2007).
Firstly, a mercaptopropionic acid (MPA) self-assembled monolayer
(SAM) was formed overnight by immersing the freshly cleaned
gold electrode in an ethanol:water mixture (75:25, v/v) containing
40 mM MPA under stirring conditions. After washing with ethanol
and water, the modified electrode was immersed in an aqueous
solution containing 2mM EDC and 5mM NHS for 1h with the
aim of activating the carboxylic groups introduced by the MPA-
SAM. Then, the electrode was washed with water and placed in
a 5mM tobramycin solution prepared in 0.1 M HEPES pH 8.64
overnight. Once the antibiotic was covalently attached to the SAM,
the electrode was incubated in a 1M ethanolamine solution pre-
pared in 0.1 M HEPES pH 8.64 in order to inactivate the remaining
carboxylic groups that have not reacted with tobramycin. Finally,
the electrode was immersed in a 0.5 M anti-tobramycin aptamer
for 5min (unless otherwise stated). This allowed the molecu-
lar recognition between immobilized tobramycin and aptamer in
solution.

[Fe(CN)gJ*

W

NH NH NH NH

Fig. 2. Scheme of the proposed displacement assay. (A) Incubation of MPA-tobramycin-aptamer modified electrode with different tobramycin concentrations in solution;
(B) sensing phase regeneration with an excess of tobramycin in solution; (C) saturation of the sensing phase with the aptamer.
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2.3.3. Displacement assay

The MPA-tobramycin-aptamer modified electrode was incu-
bated with several concentrations of tobramycin in the affinity
solution for a certain period of time (see Section 3). Then, the
electrode was placed in the measurement solution (containing the
electroactive species, ferrocyanide/ferricyanide) for acquiring the
impedance spectrum, which was recorded at a bias potential of
+0.225V (formal potential of the redox couple to ensure a small
current) using a frequency range from 10kHz to 100 mHz and an
alternating current amplitude of 5mV. After measurement, the
electrode was washed with the washing solution for removing the
remaining salts from the measurement solution and transferred to
the regeneration solution for 1 h. Then, the aptamer was re-bound
to the surface as described above. The assay scheme is depicted in
Fig. 2.

3. Results and discussion

Several aptamers for tobramycin have been reported (Goertz
et al., 2004; Morse, 2007; Wang and Rando, 1995). Herein, one
of those evolved by Wang and Rando were selected because of
its stronger affinity for its target (Kp =9 nM) when compared with
that exhibited by the other aptamers described so far (Kp =2.7 wM;
30-100nM). However, its RNA nature precludes its direct use in
biological samples. In order to reduce the RNA nuclease degrada-
tion, the hydroxyl group at the 2’-position of the ribose ring in
the bases was replaced by an O-methyl group. Nevertheless it was
decided not to modify all the 27 aptamer bases because the 2'-OH
group of the U base in position 12 seems to play an important role
in the molecular recognition event between the aptamer and its
target. This group is involved in the formation of a hydrogen bond
with N7 of G14, which has a relevant contribution in the defini-
tion of the hairpin loop 3D conformation for proper tobramycin
recognition (Jiang et al., 1997).

3.1. Sensing phase preparation and evaluation

The sensing phase preparation of a biosensor entails the immo-
bilization of one of the partners involved in the affinity reaction
(anti-tobramycin or tobramycin, in this particular case). It repre-
sents an important point in biosensor development because it will
condition the analytical features of the sensor.

Preliminary attempts to immobilize aptamer on the Au elec-
trode led to random or unspecific analytical signals; so this strategy
was abandoned. On the contrary, immobilization of tobramycin
led to a suitable sensing phase for tobramycin detection using a
displacement assay format.

The proper construction of the sensing phase was followed by
F-EIS measurements. This technique is reported as a suitable tool to
study biorecognition events at electrodes by following the changes
in electron-transfer resistance (Ret) that resulted from biosensing
events between a redox probe (in this case [Fe(CN)g]>~/4~) and the
modified electrode. The Re; values for each single F-EIS measure-
ment were obtained by fitting the experimental impedance data to
a proper model circuit. In this work, the Randles circuit (inset Fig. 3)
was found to fit adequately all data obtained.

For this purpose the electrode was placed in the measurement
solution after each sensing phase preparation step and a F-EIS spec-
trum was recorded (Fig. 3).

The freshly cleaned gold electrode exhibited low Ret values
(220 R2) (Fig. 3A). After MPA-SAM formation a great enhancement
of the Rer was observed (~2000 €2) (Fig. 3B). This was associated
to the negatively charges introduced by the MPA-SAM at the mea-
surement pH, which involved the introduction of an electrostatic
barrier for the redox probe resulting in a Ret increase.

3
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Fig. 3. Nyquist plot of the gold electrode surface in different stages of the sens-
ing phase preparation: (A) unmodified gold electrode; (B) MPA-SAM modified
electrode; (C) MPA-SAM-tobramycin modified electrode and (D) MPA-SAM-
tobramycin-anti-tobramycin aptamer modified electrode. The inset shows the
equivalent circuit applied to fit the F-EIS data obtained experimentally.

The covalent attachment of tobramycin caused a great decrease
(430 €2) associated to the positively charged amino groups of the
antibiotic at the measurement pH (Fig. 3C).

Finally, the affinity binding of the aptamer to the immobilized
antibiotic generated a negatively charged interface (because of
its anionic nature). Therefore, the anionic redox probe was elec-
trostatically repelled, and a Re; increase was observed (827 2)
(Fig. 3D).

To carry out the displacement assay, a saturated layer of aptamer
had to be obtained. Therefore, the experimental conditions to
achieve an ATA saturated surface were studied. Firstly, tobramycin-
modified electrodes were immersed in ATA solutions of different
concentration (0.1-5wM) prepared in the affinity solution and
incubated for 30 min. Then, the electrodes were transferred to the
measurement solution and F-EIS spectra were recorded. The maxi-
mum increase in Rer was found at an ATA concentration of 0.5 pM,
which was chosen as the optimum value. At higher aptamer con-
centrations the Re; recorded suffered a slight diminution. Then, the
ATA incubation time was optimized employing the selected ATA
concentration and varying the incubation time from 30 s to 30 min,
finding an optimum value of 5 min. It must be highlighted that 70%
of the maximum value was obtained in only 30 s of incubation. This
result indicated that the aptamer-antibiotic interaction was very
fast even on the electrode surface.

3.2. Displacement assay using ATA

The response of the MPA-tobramycin-ATA modified electrode
to tobramycin was evaluated using a displacement assay format.
For this purpose, the sensing phase was immersed in solutions
containing varying tobramycin concentrations (0.1-2000 wM) for
5 min.

This incubation allowed the molecular recognition between
the antibiotic in solution and the ATA immobilized on the elec-
trode surface. This way, ATA was displaced from its complex
with the antibiotic-modified surface to form a complex with free
tobramycin in solution, which resulted in a reduction of the
negatively charged surface leading to a decrease in the Rer mea-
sured. This change in Rer was found to be dependent on the
tobramycin concentration in solution, which enabled the quan-
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titative analysis of tobramycin. The signals obtained for different
tobramycin concentration solutions were expressed as a percent-
age of Rer diminution according to the following expression: S
(%)=(Ri —Rg)/(Ra —Rg) x 100 where R; was the Re: after incuba-
tion with an i concentration of tobramycin; R, the Rer measured
after the aptamer incubation (the highest value), and Rg corre-
sponded to the Re: value of the tobramycin-modified electrode
(without aptamer) (the lowest value). As anticipated for an affin-
ity interaction, the S (%) vs. log[tobramycin (uM)] plot showed a
sigmoidal form. A linear range was found between 0.5 M and
200 M (S (%)=(—35=+0.7)log[tobramycin (M)]+(84.6 £0.9));
r=0.9995. The analytically useful linear range was defined as the
analyte concentration corresponding to 20-80% of the analyti-
cal signal and the limit of detection (L.D.) as the concentration
corresponding to 90% of the maximum measured signal value.
Therefore, a linear range between 1.4 uM and 70 uM was found,
which totally covered the tobramycin therapeutic range in
serum (4.3-25.7 wM) (Hammett-Stabler and Johns, 1998). The
L.D. was 0.7 uM. The sensing phase can be regenerated by a
simple step consisting of its incubation in a concentrated solu-
tion of tobramycin (regeneration solution) for 1h, removing all
aptamer molecules from the electrode surface. Subsequently, the
tobramycin-modified surface was (re)saturated with the aptamer
as explained above. A reproducibility of 6% (n=3) was found using
a single sensing phase, which confirmed the reusability of the sen-
sor.

The sensing phase developed can be used for a week
stored in the regeneration solution at 4°C when not in
use.

The selectivity of the sensing phase with respect to differ-
ent aminoglycoside antibiotics was evaluated. Kanamycin (which
exhibits a similar structure to tobramycin, 4,6-disubstituted
deoxystreptamine), neomycin B, paromomycin (4,5-disubstituted
deoxystreptamine) and streptomycin (with a streptidine base
(Fig. 1)) were tested. The sensing phase was immersed in solu-
tions of these compounds for 5min and the cross-reactivity
was evaluated. The corresponding dose-response curves were
plotted for each antibiotic, and depicted in Fig. 4A. From this
figure it was apparent that the proposed displacement assay
was highly selective for tobramycin, differentiating this antibiotic
from paromomycin, streptomycin and kanamycin. The latter case
is remarkable because kanamycin only differs from tobramycin
in a single hydroxyl group. These results were more satisfac-
tory than those reported for a similar SPR system, in which the
aptamer was immobilized on the sensor surface. At this case, the
sensing phase showed similar binding to different aminoglyco-
sides, including kanamycin (Verhelst et al., 2004). However, the
dose-response curve for neomycin B was virtually identical to
that of tobramycin, indicating a high cross-reactivity. This unex-
pected result was further investigated using a sensing phase with
neomycin B immobilized on the electrode surface. Fig. 4B shows
the dose-response curves obtained employing this neomycin B
sensing phase for both tobramycin and neomycin B. From Fig. 4B
it was clear that anti-neomycin B aptamer also exhibited high
affinity towards tobramycin. This finding can be explained by the
structural similarity of both aptamers joined to their similar small
rearrangement when recognition event takes place. Both aptamers
encapsulate its related antibiotic between the floor and walls of
the widened major groove and the 2’-deoxystreptamine ring is
capped by a looped-out base in order to reach the correct bind-
ing pocket structure (Jiang et al., 1999). Taking all these facts into
account it can be concluded that the molecular recognition event
mainly depends on the 3D oligonucleotide structure rather than
on the base sequence. Due to the fact that both antibiotics are
rarely used in combined therapies, this interference is not clinically
relevant.
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Fig.4. Dose-response curves obtained for different aminoglycosides antibiotics (®)
tobramycin; (a) kanamycin; (A) neomycin B; (¢) paromomycin; (O) streptomycin
employing (A) tobramycin-modified sensing phase; (B) neomycin B-modified sens-
ing phase.

3.3. Displacement assay using FATA

In the studies above explained, a 2’-O-methylated anti-
tobramycin aptamer with all bases modified except the U12 was
used. This base was not modified because it was described in lit-
erature as an important point in the molecular recognition event
(Jiang et al., 1997). However, this unmodified nucleobase might
weaken the nuclease resistance of the ATA and preclude the use
of this aptamer as a sensing phase for tobramycin determination
in biological matrices. For this reason, it was decided to study the
feasibility of using FATA (fully methylated) instead of ATA in order
to improve the endonuclease resistance of the RNA oligonucleotide
in biological matrices.

First of all, F-EIS measurements were carried out to estimate
the affinity of FATA towards tobramycin. This way, the dissociation
constant was calculated and compared with the one obtained for
ATA.

The tobramycin-modified electrode was immersed in a solution
containing 0.5 uM of the corresponding aptamer and the Re; value
was plotted as a function of time. The Re; increased until a sta-
ble value was reached (saturation of the surface). Subsequently,
the electrode was placed in a 2.5 uM tobramycin solution and the
Ret value recorded was plotted vs. time leading to the dissociation
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phase. As expected, Ret values decreased with time owing to the loss
of aptamer from the surface. All Re; values were expressed as a per-
centage according to the expression previously shown in Section
3.2

Both association and dissociation phases were fitted to a
first-order exponential growth, S (%)=Ag(1 —exp(—kst)) and to a
first-order exponential decay, S (%) = By exp(—kqt) +yo, respectively.
From these equations ky (dissociation rate constant) and ks were
obtained, being ks = k, [aptamer] + kq. From this equation k, (associ-
ation rate constant) can be estimated. Once the rate constants were
known, the affinity constant (Kp) was calculated by the expression
Kp(M)=kq/ka. Kp values of 0.6 and 0.4 .M were obtained for the
interaction of immobilized tobramycin with ATA and FATA, respec-
tively. Both values were of the same order of magnitude, so the
affinity of both aptamers for tobramycin was not significantly dif-
ferent. This result suggested that the role played by the 2’-OH of
the U12 in the molecular recognition event of the tobramycin was
not as important as reported in literature. The value of the affinity
constant of the complex between tobramycin and the unmodified
natural anti-tobramycin aptamer was previously estimated. Val-
ues of Kpy =9nM and Kp, =2.7 wM were reported under conditions
where a 1:2 stoichiometry was found. Both values were obtained
by quenching experiments with pyrene-labeled tobramycin (PYT)
(Wang and Rando, 1995). The Kp; value was outstandingly lower
than both reported in this work, which can be due to the fact
that our experiments were not carried out in solution but after
tobramycin immobilization. Likewise, a higher affinity constant
value (Kp =1.1 wM) was reported carrying out SPR measurements
being the aptamer the immobilized partner (Verhelst et al., 2004).
This way, taking into account that both aptamers showed the same
affinity for their target, FATA instead of ATA was selected for further
experiments.

The analytical features of a sensing phase using FATA were stud-
ied in aqueous solution and compared with those found using ATA.
With this aim a sensing phase with FATA was prepared following
the same procedure described for ATA in Section 3.1. Optimization
of the incubation time needed to reach the aptamer saturation of
tobramycin-modified electrodes was carried out, concluding that
saturation was quickly reached in 5min, as in the case of ATA.
Likewise, an optimization of the incubation time with tobramycin
in solution was also done, finding an optimum value of 2 min.
Using these experimental conditions the MPA-tobramycin-FATA
modified electrode was immersed in several tobramycin solutions
containing different antibiotic concentrations prepared in the affin-
ity solution, and then transferred to the measurement solution for
recording the F-EIS spectra.

The dose-response curve showed a linear plot [S
(%)=(—37 £2)log[tobramycin (uM)]+(77+2) (r=0.997)], which
presented a similar sensitivity as the one obtained for ATA. The
limit of detection and the useful analytical range were calculated
as 0.4 M and 0.8-34.9 wM, respectively. This result was in good
agreement with the result obtained above, suggesting that both
aptamers exhibit similar affinities for its target. The reproducibility
was equally similar, 5.5% (n=5). All these results drawn to the
conclusion that there was no difference in developing the proposed
displacement assay employing both aptamers, ATA and FATA in
aqueous solution.

3.4. Aptasensor assay of serum samples

The ability of the proposed impedimetric aptasensor to
detect tobramycin in a complex biological matrix such as
serum was evaluated. For this purpose, FATA was selected as
a starting-point, because of the higher endonuclease resistance
expected due to its fully 2’-O-methylation compared to the ATA
one.

The chemical composition of human serum is quite com-
plex, including proteins (except coagulation proteins that are
removed during the coagulation process), ions, nutrients and
other substances. Some of these compounds could interact with
the sensing phase by electrostatic interactions causing an unspe-
cific Rer change. Thus the immersion of the sensing phase in
a serum solution led to an initial Rer increase. Typically this
effect implied an enhancement of about 400-500 €2 in Re¢ val-
ues.

With the aim of taking this effect into account all experiments
were started by carrying out several 5min incubations in serum
solution, diluted in a certain degree, until a constant Re; value was
recorded. After this, a F-EIS measurement was performed in all
cases. This value was taken as the R, value in the signal percentage
calculation.

After this conditioning step, the displacement assay was carried
out using different tobramycin concentrations prepared in human
serum. The concentration range tested was identical to the range
used in aqueous solution. In this matrix the optimum incubation
time with tobramycin was found to be 1 min. A slightly increase in
the Ret recorded was observed when longer incubation time with
tobramycin was carried out, probably due to unspecific adsorption
of the matrix. However, it was proved that the initial Ret enhance-
ment, because of the immersion of the modified electrode in a
serum solution, did not preclude the adequate performance of the
aptasensor.

When the spiked serum was not diluted, an unspecific and ran-
dom Re; change was observed. Therefore, several dilutions with the
affinity solution were assayed taking great care to maintain con-
stant the ionic strength of the final solution in order to be identical
to the affinity solution. A dose-response curve was obtained for
1:0.5; 1:1; 1:2 and 1:5 dilutions. The analytical characteristics are
shown on Table 1.

From the table it was apparent that all human serum dilutions
tested provided a suitable dose-response curve confirming that the
affinity binding requires a defined salt concentration to take place.
It was also checked that the displacement event did not take place
when the assay was carried out without the salt correction (data
not shown).

It must be emphasized that the calibration plots presented a very
similar slope even in the case of the lowest dilution. These results
suggested that the ionic strength is a critical experimental condi-
tion for the recognition event. The dilution degree only modified
the limit of detection. The higher the dilution the worst the limit of
detection.

In order to be able to determine tobramycin in serum the lowest
dilution was selected because the linear range covered the entire
physiological range. Under these conditions, this aptasensor could
be used for therapy control.

Table 1
Analytical features relative to the displacement assay developed in different human serum dilution degrees.
Dilution (serum:buffer) Linear plot Linear range (j.M) L.D.(uM)
1:0.5 S (%) =(—44 +3)log[tobramycin (M)] +(93 +3); r=0.997 3-72.1 1.8
1:1 S (%)=(—48 £ 3)log[tobramycin (wM)] +(132 £ 6); r=0.994 23.3-406.6 14.5
1:2 S (%)=(—45 = 3)log[tobramycin (wM)]+(119 + 3); r=0.995 22.5-496.6 135
1:5 S (%) =(—55+3)log[tobramycin (.wM)] +(123 £+ 3); r=0.999 36.5-451.1 24
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4. Conclusions

We have developed a label-free impedimetric biosensor for
the determination of tobramycin in human serum using a fully
O-methylated RNA aptamer. The sensing phase was easily regener-
ated and the sensor was selective towards most aminoglycosides.
The response was fast and the limited dilution of the sample
allowed the detection of tobramycin within the therapeutic range,
which opens up the possibility of using this device for the rapid
monitoring of tobramycin levels in serum during clinical therapies.
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Abstract

The detection of small molecules using aptamers is not straightforward when the induced fit triggered by the analyte
is also small. Herein a labeling strategy is explored for the voltammetric detection of the antibiotic tobramycin
using magnetic microparticles (MPs). A competition between MPs-immobilized tobramycin and free tobramycin for
the limited amount of the biotinylated-aptamer was established. The addition of the enzymatic conjugate and the
substrate generated a product that was electrochemically oxidized on screen-printed carbon electrodes. The analyti-
cal signal was proportional to the antibiotic concentration from 5-500 pM and the reproducibility was 5.7 %. The

assay selectivity was also studied.

Keywords: Antibiotic tobramycin, Aptamer biosensor, Electrochemical detection, Magnetic microparticles

DOI: 10.1002/elan.201000567

Dedicated to the Memory of Prof. Dr. Lucas Herndndez
Presented at the 13" International Conference on Electroanalysis, ESEAC 2010, Gijoén, Spain

1 Introduction

Electrochemical aptamer-based sensors are experiencing a
rapid development [1,2], since 2005 when the first assay
was published [3]. Most of them require the immobiliza-
tion of the molecular recognition element (the aptamer)
on the electrode surface through a variety of strategies
previously developed for the immobilization of other bio-
molecules [4]. In general, immobilization facilitates wash-
ing steps to remove the unspecifically bound or unreacted
compounds as well as regeneration steps. Besides, it is es-
sential for the construction of array devices for high
throughput analysis and integration into portable devices.
The use of magnetic microparticles (MPs), also called
beads, as a platform for immobilization of a capture mole-
cule before the electrochemical transduction of the recog-
nition event presents many advantages. Since MPs are in
suspension, the kinetics of the affinity interaction between
ligand and receptor is greatly accelerated and the number
of capture biomolecules anchored increases because of the
larger surface area of the beads in comparison with con-
ventional electrode surfaces. Additionally, washing and
separation steps are very simple because paramagnetic par-
ticles, since temporarily magnetized, are attracted by per-
manent magnets returning to the initial state when these
are removed. Therefore, the elimination of unbound spe-
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cies (matrix separation) does not require filtration or cen-
trifugation. Their ease of handling also allows performing
several experiments in parallel (high throughput analysis).

MPs are commercialized with a wide variety of surface
functional groups, which expands the diversity of mole-
cules that can be attached. In combination with aptamers,
MPs have been used for shortening and improving the
evolution of aptamers by SELEX procedure [5-8], and
for the isolation of pathogens from complex samples. In
the latter cases the detection was achieved by means of
fluorimetric sandwich assays [9] or RT-PCR after releas-
ing of the target to improve the limit of detection [10].

As synthetic nucleic acid-based receptors, aptamers can
be used in a similar manner than antibodies with impor-
tant advantages such as improved thermal and chemical
stability and tolerance to denaturation. Mascini group has
explored several ELISA format assays for the detection
of thrombin [11,12] and C reactive protein [13] by trans-
ferring the MPs, where the recognition event takes place,
to a screen-printed electrode with a magnetic block in the
bottom and further electrochemical detection of an enzy-
matic product.

Taking advantage of the intrinsic characteristics of nu-
cleic acids such as hybridization, displacement assays
have also been reported on magnetic beads using Au
nanoparticles as electrochemical labels [14]. Recently, an
BWILEY lig 43
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on-off switching electrochemical aptamer molecular
beacon was used for the detection of thrombin. A hairpin
aptamer carrying carminic acid at both ends was immobi-
lized on MPs through hybridization with a short DNA
probe. It exhibited a reduced electrochemical activity in
comparison with its opened structure after interaction
with the target. The magnetic enrichment greatly im-
proved the detectability [15].

All these methods were developed for the detection of
large molecules. However, the detection of small mole-
cules using aptamers is a challenge because of the lower
affinity interaction when compared with large molecules
(dissociation constants in the uM range for the former
and in the pM-nM for the latter [16]). Additionally, the
transduction of the recognition event often relies on the
induced fit experienced by the aptamer in the presence of
the analyte, which may be very small for this kind of mol-
ecules leading to minute changes in the analytical signal.
This is the case of the anti-tobramycin aptamer, a 27-mer
RNA with a hairpin structure containing a hexanucleotide
loop and a bulged adenine base [17], which widens when
encapsulating the antibiotic [18]. Tobramycin is a broad-
spectrum antibiotic belonging to the group of aminogly-
cosides, which exhibit bactericidal activity against some
Gram-positive and many Gram-negative organisms. Simi-
larly to other aminoglycosides, the use of tobramycin is
limited by a narrow therapeutic range (2-12 pg/mL (4.3-
25.7 uM) in serum)) [19] owing to potential side adverse
effects such as oto- and nephrotoxicity that can appear.
Therefore, careful monitoring of the drug levels in pa-
tients serum is required. Label-free detection is an attrac-
tive solution to address this weakness, as it was recently
shown using faradaic impedance spectroscopy [20]. Nev-
ertheless, labeling strategies deserve further investiga-
tions. Herein the use of a labeled aptamer for the detec-
tion of tobramycin, using MPs as a solid support for car-
rying out an inhibition assay is proposed. The voltammet-
ric signal associated to the enzymatically generated prod-
uct is measured at disposable screen-printed electrodes.

2 Experimental

2.1 Apparatus and Reagents

Electrochemical measurements were performed on dis-
posable screen-printed carbon electrochemical cells
(SPCE) (Dropsens, Oviedo, Spain) composed of a 4 mm
diameter carbon working electrode, a carbon counter
electrode and a Ag pseudo-reference electrode, driven by
a computer-controlled p-AutoLab type II PGstat-12 po-
tentiostat with GPES 4.9 software (EcoChemie, The
Netherlands).

The 12-tube mixing wheel (Dynal MX1) used for
sample mixing in vials and the magnet (DynaMag-2) for
magnetic separation were purchased from Invitrogen
(Barcelona, Spain).

A 5'-biotinylated 27-mer anti-tobramycin RNA apta-
mer (BATA) was used throughout this work. It was modi-
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fied with a methoxy group at 2’-OH position of the ribose
moieties in all nucleobases except at U12 position. The
BATA, with the following sequence, 5 [Biotin] [mG]
[mG] [mC] [mA] [mC] [mG] [mA] [mG] [mG] [mU]
[mU] U [mA] [mG] [mC] [mU] [mA] [mC] [mA] [mC]
[mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [mC] [mC] 3', was synthe-
sized by Sigma-Genosys (Madrid, Spain) and purified by
HPLC.

Carboxylated magnetic microparticles (MPs) Dyna-
beads MyOne Carboxylic Acid (1.05 pm in diameter)
were from Invitrogen (Barcelona, Spain).

Tobramycin sulfate, streptomycin sulfate, kanamycin
sulfate, N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethyl-carbodiimide
hydrochloride (EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS),
streptavidin-alkaline phosphatase conjugate (Strep,-ALP)
and 1-naphthyl phosphate (¢-NP) were purchased from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). 4-(2-Hydroxyethyl)-pi-
perazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES), ethanolamine,
Tween 20, bovine serum albumin (BSA), salts for buffer
solutions (KCl, NaCl, MgCl,, CaCl,) and 1 M Tris/HCI
pH 7.4 solution (all RNAse free) were also obtained from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). All other reagents were
of analytical grade.

All glassware in direct contact with aptamer was previ-
ously cleaned with RNAseZAP (Sigma-Aldrich, Spain)
and all aqueous solutions were prepared with RNAse
free water purified by a Direct-Q system with a BioPack
cartridge (Millipore).

The compositions of the buffers used for the experi-
ments are as follows:

Immobilization solution:
(Buffer A)

Affinity solution: 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 140 mM
NaCl, 5mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,. (Buffer B)

Washing solution: Buffer B +0.01 % Tween 20. (Buffer
&)

Detection solution: 0.5M Tris-HCl pH9.8, 1mM
MgCl,. (Buffer D)

0.1M HEPES pH 8.64.

2.2 Procedures
2.2.1 Modification of MPs

For the preparation of the sensing phase tobramycin was
covalently immobilized through the amino groups to the
surface of the carboxylated MPs using the carbodiimide
chemistry.

For this purpose, a suspension of 50 uL of the MPs
stock solution (10 mg/mL) was washed twice with 500 pL.
of 0.01% Tween 20 aqueous solution for 2 min. During
each washing or incubation step the vials were positioned
in the mixing wheel to allow a proper contact between
the solution and the MPs. After incubation, the vials were
placed in a magnet holder where MPs were trapped to
the vial wall making the removal of the supernatant easy.
MPs were re-suspended in 500 pL of a mixture of 0.2 M
EDC and 0.05 M NHS for 30 min to activate the function-
al groups available on the MPs surface. After two wash-
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ing steps with 500 pL of buffer A containing 0.01 %
Tween 20, the MPs were re-suspended in a 40 mM tobra-
mycin solution prepared in buffer A for 1 h (unless other-
wise stated). Once the antibiotic was covalently attached
to the surface of the MPs, and after washing twice with
500 uL of buffer A containing 0.01 % Tween 20, a 1 h in-
cubation was carried out in 500 uL. of a 1 M ethanolamine
solution prepared in buffer A. The latter step allowed the
inactivation of the remaining carboxylic groups that had
not reacted with tobramycin. Finally, two washing steps
were carried out with 500 pL of buffer C and the tobra-
mycin-modified MPs (TMPs) were re-suspended in
500 pL of buffer B (final TMPs concentration, 1 mg/mL).
This suspension must be stored at 4 °C and used within
the following 24 h to guarantee the proper condition of
the immobilized tobramycin.

2.2.2 Inhibition Assay Protocol

The TMPs were used for developing an aptamer-based in-
hibition assay for tobramycin detection in aqueous solu-
tion.

With this aim, several 10 pL aliquots of the TMPs stock
solution were washed twice adding 990 pL of buffer C for
2 min each. After discarding the supernatant, the TMPs
were re-suspended in 1 mL of a solution containing a con-
stant concentration of BATA and different concentrations
of tobramycin ranging from 0 to 500 uM prepared in
buffer B containing 0.1 % BSA and incubated for 15 min.
Then, two washing steps were carried out employing
1 mL of buffer D containing 1% BSA and 0.01 % Tween
20 for 2 min each. After that, the MPs were re-suspended
in 1 mL of 43x107° g/ Strep,-ALP conjugate prepared
in buffer D containing 1% BSA and 0.01% Tween 20.
After 10 min of incubation time, the MPs were washed
twice with 1 mL of buffer D and finally re-suspended in
100 pL of buffer B (final MPs concentration, 0.1 mg/mL).

Once the enzymatic conjugate was attached to the
MPs, both the enzymatic reaction and the electrochemical
measurements were carried out on SPCEs. For this pur-
pose 15 puL of the modified MPs were deposited and
trapped onto the working electrode by means of a
magnet placed under it. Subsequently, the electrochemi-
cal cell was fully covered adding 25 pL of the enzymatic
substrate (a-NP) prepared in buffer D to a final concen-
tration of 4 mM. After 10 min of enzymatic reaction
(unless otherwise stated), the product, a-naphthol (a-N)
was detected by differential pulse voltammetry (DPV)
measurements from 0V to 0.55V with the following pa-
rameters: modulation amplitude 0.05 V; step potential
0.0015 V; interval time: 0.15 s; modulation time 0.05 s.

3 Results and Discussion

Preliminary attempts of developing a voltammetric apta-
sensor for tobramycin detection taking advantage of the
employment of MPs as solid support were based on a
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two-step impedimetric aptasensor previously reported by
our group [20]. This assay relied on the displacement of
the anti-tobramycin aptamer from its complex with an an-
tibiotic-modified surface by free tobramycin in solution.
It was carried out by first saturating the tobramycin-
modified electrode surface with aptamer, and subsequent
exposure of the sensing phase to a tobramycin solution
(with no aptamer). Experimental results indicated that
the displacement of the previously bound BATA to the
TMPs towards free tobramycin in solution did not take
place in a sufficient extent. An alteration in the affinity
of the biotinylated aptamer with respect to the unlabeled
counterpart is speculated to be the cause of this behavior.
Ongoing work is currently under development to eluci-
date this finding.

A one-step format (inhibition assay) was then designed,
and it is depicted in Figure 1. In this case, the TMPs were
exposed to a mixture of a fixed concentration of BATA
and varying concentrations of tobramycin (Figure 1A).
This way, the free aptamer will bind to the tobramycin
linked to the magnetic particles. Thus, the higher the to-
bramycin concentration in the sample, the lower the
amount of BATA available for binding to TMPs. Then,
the Strep,-ALP conjugate was added (Figure 1B) and fi-
nally, both the enzymatic reaction and the voltammetric
measurements were carried out on SPCEs (Figure 1C).
For this purpose a small magnet was placed under the
working electrode in order to assure that the MPs were
placed only on the working electrode, which greatly in-
creased the reproducibility of the measurement. The ad-
dition of the electrochemically inactive substrate a-NP,
covering all three electrodes, allowed the electrochemical
detection of the product enzymatically generated, a-N by
DPV at 260 mV. The voltammetric signal constituted a
measurement of the amount of Strep,-ALP anchored to
the modified MPs and, therefore, it was related to the to-
bramycin concentration in the sample. With this design a
signal-off approach was expected because the decrease of
the amount of BATA available for surface interaction
when increasing the tobramycin concentration in the
sample necessarily leads to a smaller amount of enzymat-
ic conjugate linked to the MPs and, thus, to a smaller vol-
tammetric current.

It is well-known that the short shelf life of RNA in so-
lution complicates its use in biosensors. Fortunately,
chemical modification of its phosphate-sugar backbone
can successfully avoid its degradation by endonucleases.
Recently, methoxylation of 2" position of riboses has been
probed to be effective to allow the use of RNA aptamers
as recognition elements in biological fluids [21]. After
this pioneered work, it was decided to modify the native
antitobramycin aptamer with methoxy groups at all its 2’
positions of its ribose moieties except the corresponding
to the base U12 because it was described that the 2'-OH
group of the U12 plays some role in the molecular recog-
nition event of tobramycin [18]. A biotin molecule was
added to the 5-end for conjugation with Strep,-ALP. The
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Fig. 1.

Scheme of the proposed inhibition assay. (A) Incubation of TMPs with a fixed concentration of BATA and varying concentra-

tions of tobramycin, (B) Strep,-ALP labeling, (C) Enzymatic reaction and electrochemical measurement on SPCEs.

nonbiotinylated form of this modified aptamer was suc-
cessfully applied to serum samples [20].

3.1 Optimization of the MPs Modification

The great enhancement in the effective surface area for
molecular recognition when using MPs as a solid support
compared with the typical area of solid electrodes re-
quires a special control of the conditions during the MPs
modification in order to ensure a maximum coverage of
MPs surface and to minimize the unspecific binding.
Optimization of the tobramycin concentration used for
its covalent attachment was carried out in order to obtain
saturated tobramycin-modified MPs (TMPs). Following
the protocol described above, MPs were modified with
three concentrations of tobramycin (20, 40 and 80 mM)
and the inhibition assay was carried out using 0.5 pM
BATA in the absence of tobramycin (blank experiment)
followed by the electrochemical measurements. This way,
in the absence of tobramycin in solution, all BATA was
allowed to recognize the immobilized antibiotic and this
blank experiment represented the maximum signal ach-
ievable with the inhibition assay. The difference between
the analytical signal measured for the blank and the cor-
responding nonspecific signal obtained after incubation
without aptamer and tobramycin in solution was evaluat-
ed at each tobramycin coverage. This nonspecific signal
was associated to the adsorption of the enzymatic conju-
gate to the sensing phase. It is worth noting that the non-
specific signal decreased when increasing the tobramycin
concentration. In the highly covered MPs the nonspecific
adsorption sites or/and the access of the bulky conjugate
to the specific anchoring sites on the particle surface is
more difficult. As a consequence, a decrease in the non-
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specific signal which quantifies the nonspecific adsorption
of the enzymatic conjugate (Strep,-ALP) to the sensing
phase was observed.

Figure 2 shows the blank current (grey columns) and
nonspecific (white columns) values obtained at different
tobramycin coverages. It is clear from the figure that the
increase in tobramycin concentration from 20 to 40 mM
led to a great enhancement in the measured signal while,
at higher concentrations of tobramycin, the signal magni-
tude remained constant within the experimental error.

8
6 -
<4
—
—
2 |
0 -1 T T
20 40 80
[tobramycin] / mM

Fig. 2. Effect of the tobramycin coverage in terms of concentra-
tion of tobramycin used during the immobilization on the analyt-
ical signal. Grey columns correspond to the specific signal; white
columns refer to the nonspecific signal (see text for details).
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This result indicated that at the lowest concentration
there was not sufficient tobramycin to react with all the
surface active carboxylic groups that were subsequently
deactivated by ethanolamine, which lacks specificity to-
wards BATA. However, at concentrations above 40 mM
of tobramycin a saturation of the active groups was
reached. It is worth noting that the nonspecific adsorption
of the enzymatic conjugate (white columns) decreased
when increasing the tobramycin coverage and it was
almost negligible when the MPs were saturated with to-
bramycin. Considering both specific and nonspecific sig-
nals, 40 mM of tobramycin was found to be the optimum
antibiotic concentration for the MPs modification and
was used in further experiments.

It is worth noting that the preparation of the sensing
phase was much simpler and rapid using MPs as a solid
support than in the case of polycrystalline Au electrode
modification through SAMs [20]. The total modification
time was reduced from two days to 3 hours.

3.2 Inhibition Assay Development

The effect of the length of the enzymatic reaction was
studied incubating the Strep,-ALP conjugated TMPs with
the substrate from 5 to 30 min. The analytical signals ob-
tained with 0.5 uM BATA in the absence of analyte
(blank) and in the presence of 100 uM of tobramycin
were evaluated at each incubation time. The nonspecific
signal was also checked (aqueous solution without analyte
and aptamer). When the enzymatic time increased, the
analytical signal measured also increased for both blank
and sample solutions. However, this enhancement was
not linear and less pronounced in the case of sample
measurements. This way, after 30 min of enzymatic reac-
tion the increase of the blank and 100 uM tobramycin so-
lution current was 65% and 70 %, respectively. Since a
maximum difference between both signals was desirable,
the optimum incubation time was found to be 10 min. At
this time a decrease of 57% from the maximum current
intensity (blank) was obtained for a tobramycin concen-
tration of 100 uM. The corresponding DPV signals are
depicted in figure 3. The nonspecific signal (Figure 3,
dotted line) was found to be very low.

Selection of the optimum value of BATA is of para-
mount importance for a proper development of an inhibi-
tion assay. It is accepted that the limited reagent in re-
agent-limited assays (BATA in this particular case) corre-
sponds to the reagent concentration providing about half
of the binding sites occupied (50% of the maximum
signal) [22]. For this purpose, several experiments were
carried out entailing the incubation of different BATA
concentration solutions (0.05-5 uM) with a constant
amount of TMPs. The results are depicted in figure 4 and
expressed as a percentage of the maximum current inten-
sity measured. As expected, the analytical signal rapidly
increased when increasing the concentration of BATA up
to 0.5 uM. At higher concentrations the increase was less
pronounced. A nonlinear data fitting allowed the estima-
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Fig. 3. DPV measurements recorded after an enzymatic reac-

tion time of 10 min using: solid line: 0.5 uM BATA with no to-
bramycin (blank experiment); dashed line: 0.5uM BATA
+100 uM tobramycin solution and dotted line: in the absence of
either BATA and tobramycin (nonspecific signal).

tion of the optimum BATA concentration, 0.1 uM, corre-
sponding to the concentration that led to 50% of the
maximum signal.

Once the experimental conditions were optimized, the
inhibition assay was performed as explained above, test-
ing tobramycin solutions ranging from 1 uM to 500 uM
and employing the previously optimized BATA concen-
tration of 0.1 uM. From Figure 5 it is apparent that the
analytical signal (S % expressed as percentage of the
maximum signal corresponding to the blank) decreased
with a linear pattern with the tobramycin concentration
because of the smaller amount of BATA available for in-
teraction with TMPs. The calibration plot, S % =
(—0.111£0.004) [tobramycin (uM)]+(84+1), covered a
linear range from 5 uM to 500 uM of tobramycin. The
proposed assay allowed the detection of 5 uM of tobra-
mycin in aqueous solution. The reproducibility was found
to be 57% (n=4) for a tobramycin concentration of
300 uM.

It is worth noting that the analytical signal varied line-
arly with the concentration of the analyte instead of the
logarithm of the concentration as it was found when
using FIS measurements [20]. This behavior is probably
related to the enzymatic amplification introduced in this
inhibition assay.

The nonspecific adsorption to the sensing phase was
evaluated by carrying out an incubation of the TMPs
without any aptamer or sample (only buffer) and further
labeling with the enzymatic conjugate. This contribution
was found to be 10 % of the maximum signal.

3.3 Selectivity of the Sensing Phase

The selectivity of the assay was also evaluated with re-
spect to two different aminoglycoside antibiotics: kana-
mycin (which only differs from tobramycin in a single hy-
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Fig. 4. Variation of the percentage of the maximum current in-
tensity obtained by DPV as a function of the aptamer concentra-
tion.
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Fig. 5. Dose-response curves obtained for different aminoglyco-

sides antibiotics after carrying out the inhibition assay; solid line:
tobramycin; dashed line: kanamycin; and dotted line: streptomy-
cin.

droxyl group) and streptomycin (whose hexose ring is
streptidine instead of streptamine). Several concentra-
tions of each antibiotic ranging from 1 to 400 uM were as-
sayed employing the previously optimized BATA concen-
tration of 0.1 uM and the protocol described for the to-
bramycin measurements. Both dose-response curves are
depicted in Figure 5 obtained by plotting the percentage
of the maximum signal (corresponding to the blank) vs.
the antibiotic concentration. As it is clear from Figure 5,
the sensing phase was completely selective to streptomy-
cin according to the dose-response profile shown. The
presence of this antibiotic drew to a great enhancement
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of the percentage of the maximum signal, being the high-
est value registered 90 % higher than the value related to
the blank, which corresponds to a streptomycin concen-
tration of 200 pM.

On the other hand, selectivity towards kanamycin was
not so distinct. From 5 to 50 uM, it seemed to show a
good discrimination between kanamycin and tobramycin.
However at concentrations above 50 uM, the dose-re-
sponse curve showed a decrease associated to the in-
crease in kanamycin concentration similar to that exhibit-
ed for tobramycin. It is worth noting that the percentage
values of the signals for kanamycin were around 20 %
higher than those corresponding to tobramycin, but the
presence of kanamycin could give rise to false positives
when present in high concentrations. This result was sur-
prising taking into account the excellent selectivity exhib-
ited by the previously reported impedimetric aptasensor
for tobramycin when tested in kanamycin solutions [20].
The only difference between both assays, in addition to
the detection technique, was the use of the biotinylated
anti-tobramycin aptamer as a biorecognition element.
This result again pointed to an alteration of the affinity of
the aptamer after labeling as mentioned above. Thus, the
loss in selectivity might be ascribed to a lower affinity of
the labeled aptamer for its cognate ligand and an in-
creased affinity for structurally related compounds.

4 Conclusions

An inhibition assay with voltammetric detection for the
determination of tobramycin using magnetic microparti-
cles as a solid support was developed. A wide linear
range was found with a limit of detection of 5 uM. Al-
though this value was slightly higher than that obtained
using FIS measurements, the preparation of the sensing
phase was much shorter because of the easy handling of
MPs that, additionally, allowed the parallel determination
of several samples. A saturated coverage of the MPs with
tobramycin as well as an efficient capture of the MPs on
the electrode surface using a magnet were critical param-
eters to achieve a good reproducibility.
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1. Introduction

Tobramycin is a broad-spectrum aminoglycoside antibiotic produced by
Streptomyces tenebrarius. Aminoglycosides exhibit bactericidal activity against some
Gram-positive and many Gram-negative organisms. This activity derives from their
ability to interfere with bacterial protein synthesis by irreversibly binding to ribosome,

thus causing damage to cell membranes and cell death.

Similarly to other aminoglycosides, the use of tobramycin is limited by a narrow
therapeutic range (2-12 pug/mL (4.3-25.7 uM) in serum) ‘owing to side adverse effects
such as oto- and nephro-toxicity. Therefore, careful monitoring of the drug levels in

patients serum is required.

Several methods for tobramycin detection are described in literature?®, but they
are typically complex, time-consuming and need for a derivatization step due to the lack
of useful spectroscopic or electrochemical properties derived from the tobramycin
structure. Consequently, efforts are put into the development of rapid, simple and

sensitive analytical methods for the determination of tobramycin.

Aptamer-based sensors have established as a promising sensing strategy’”® since
2005 when the first assay was published®. Aptamers are synthetic RNA or DNA single-
stranded oligonucleotide sequences folding into different three-dimensional shapes
(hairpin, G-quartet, T-junction, etc) that exhibit high specificity and affinity for a target
molecule. Aptamers are obtained by an in vitro process called SELEX (Systematic

Evolution of Ligands by EXponential enrichment)'!*2

that potentially allows the
selection of an aptamer against any kind of target molecule, ranging from ions to whole

cells or bacteria.



The selection of different aptamers that specifically bind aminoglyciosides

1315 or neomycin B'®'" had opened the possibility of

antibiotics such as tobramycin
development new strategies for the determination of these small molecules. All of them
are RNA sequences, thus special care has to be taken due the easy hydrolytic digestion
caused by nucleases. To avoid this drawback modifications of the phosphate sugar
backbone have been designed. Our group firstly proposed the use of a fully 2"-OMe-
modified aptamer for the determination of neomycin B in a complex matrix such as
milk in a label-free format™®. The proposed approach was found to be applicable to
other small molecules and a similar assay was developed for tobramycin detection in
human serum®®.Two aptamers with different level of modification were proposed as
molecular recognition elements and the exhibited analytical characteristics were
compared. Further surface plasmon resonance studies were performed in order to assess
the affinity changes upon partial or total RNA bases modification?®. The native RNA
aptamer affinity was slightly affected by the proposed modifications which do not

preclude the use of both modified aptamers as molecular recognition elements for

tobramycin detection.

A labeling strategy has also been proposed for tobramycin detection employing a
biotinylated 2°-OMe anti-tobramycin aptamer as biorecognition element for tobramycin
detection using magnetic microparticles as solid support and voltammetric detection.?".
Although a rapid inhibition assay was developed which exhibited a wide linear range,
the limit of detection of 5 uM found in aqueous solution precluded its application for
tobramycin detection in human serum. This was an unexpected result taking into
account that the modified anti-tobramycin aptamer used as biorecognition element was
the same employed for the label-free impedimetric assay previously published™. In this

case the unlabeled anti-tobramycin aptamer allowed tobramycin detection with a limit



of detection of 0.7 uM in aqueous solution. Further studies are needed to understand
how the biotin tag affects the aptamer affinity and the performance of the aptamer as

recognition element.

Herein, the monovalent labeling system fluorescein isothiocyanate anti-
fluorecein isothiocyanate Fab fragment is proposed as an alternative for the widespread
labeling system streptavidin-biotin, previously used. SPR experiments were performed
for evaluating the affinity of both labeled aptamers with fluorescein or biotin towards its
target tobramycin. An inhibition assay employing the monovalent labeling system was
performed in aqueous solution and applied to tobramycin determination in human
serum. The analytical characteristics observed when employing both labeling systems

were compared.



2. Experimental

2.1. Instrumentation

Electrochemical measurements were performed on disposable screen-printed
carbon electrochemical cells (SPCE) (Dropsens, Oviedo, Spain) composed of a 4 mm
diameter carbon working electrode, a carbon counter electrode and a Ag pseudo-
reference electrode, driven by a computer-controlled p-AutoLab type Il PGstat-12

potentiostat with GPES 4.9 software (EcoChemie, The Netherlands).

The 12-tube mixing wheel (Dynal® MX1) used for sample mixing in vials and
the magnet (DynaMag-2) for magnetic separation were purchased from Invitrogen
(Barcelona, Spain).

A double-channel cuvette-based SPR instrument equipped with an autosampler
(Autolab-ESPRIT, Ecochemie, The Netherlands) was used for all SPR experiments. The
instrument was controlled by Data Adquisition Software (ESPRIT version 4.4). Data
treatment (overlapping and alignment of sensorgrams, zeroing and baseline corrections)
and non-linear fitting of the resulting sensorgrams were done with the software
provided with the instrument (ESPRIT kinetic evaluation version 5.2). Other non-linear
fitting needed for data processing were carried out using OriginPro 7.5 (Northampton,
MA). All SPR experiments were carried out using commercial BK7 disks coated with a
50 nm gold film supplied by Autolab (Metrohm, The Netherlands), and under controlled

temperature conditions of 25+1 °C obtained with a thermostat, Haake D1 (Germany).



2.2. Reagents

Two different labeled 27-mer RNA anti-tobramycin aptamers were used throughout this
work. A 5’-biotinylated anti-tobramycin aptamer (BATA) and a 5 -fluorescein
isothiocynate- anti-tobramycin aptamer (FITC-ATA). Both sequences were modified at
2"-OH position of its ribose moieties with a methoxy group in all nucleobases except at
U12 position. Both of them were synthesized by Sigma-Genosys (France) and purified

by HPLC. Their sequences are the following:

5 -biotinylated anti-tobramycin aptamer (BATA): 5°[Biotin][mG] [mG] [MmC] [mA]
[MC] [mG] [mA] [MG] [MG] [mU] [mU] U [mA] [mG] [MC] [mU] [mA] [mC] [mA]

[MC] [mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [mC] [mC] 3"

5 -fluorescein isothiocyanate anti-tobramycin aptamer (FITC-ATA): 5 [FITC][mG]
[MG] [MC] [mA] [mC] [mG] [mA] [mMG] [mG] [mU] [mU] U [mA] [mG] [mC] [mU]

[MmA] [mC] [mA] [mC] [mU] [mC] [mG] [mU] [mG] [mC] [mC] 3

Carboxylated magnetic microparticles (MPs) Dynabeads® MyOne™ Carboxylic

Acid (1.05 pm in diameter) were from Invitrogen (Barcelona, Spain).

Tobramycin sulfate, streptomycin sulfate, kanamycin sulfate, N-(3-
dimethylaminopropyl)-N"-ethyl-carbodiimide hydrochloride (EDC), N-
hydroxysuccinimide (NHS), 3,3",5,5"-tetramethylbenzidine (TMB) liquid substrate
system for ELISA and 1-naphthyl phosphate (a-NP) were purchased from Sigma-
Aldrich (Madrid, Spain). Anti-fluorescein isothiocyante-alkalyne phosphatase Fab
fragment (anti-FITC-ALP-Fab) and anti-fluorescein isotthiocyanate—peroxidase Fab
fragment (anti-FITC-HRP-Fab) conjugates were acquired from Roche. 4-(2-
Hydroxyethyl)-piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES), ethanolamine, Tween 20®,

bovine serum albumin (BSA), salts for buffer solutions (KCI, NaCl, MgCl,, CaCl,),



phosphate buffered saline (PBS) 10X pH 7.4, casein blocking buffer (1% casein, 1%
PBS) pH 7.4 and 1 M Tris/HCI pH 7.4 solution (all RNAse free) were also obtained

from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). All other reagents were of analytical grade.

All glassware in direct contact with aptamer was previously cleaned with
RNAseZAP™ (Sigma-Aldrich, Spain) and all aqueous solutions were prepared with

RNAse free water purified by a Direct-Q system with a BioPack cartridge (Millipore).
The compositions of the buffers used for the experiments are as follows:
Immobilization solution: 0.1 M HEPES pH 8.64. (Buffer A)

Affinity solution: 20 mMTris-HCI pH 7.4, 140 mMNacCl, 5 mMKCI, 1 mM MgCl,, 1

mM CaCl, (Buffer B)

Conjugate solution: 0.5% casein, PBS 1X, 0.025% Tween 20 (Buffer C)
Detection solution: 0.5 M Tris-HCI pH 9.8, 1 mM MgCl,. (Buffer D)
Regeneration solution: 0.05 M HCI

Amicon-ultra 4 mL-10000 Da filters (Millipore) were used for ultracentrifuging the

human serum samples.
2.3. Experimental procedures

2.3.1. Protocol for tobramycin immobilization onto gold-coated sensors for SPR

measurements

Initially the bare gold-coated glass sensor was cleaned by immersion in piranha
solution (3 H,SO4 (95%):1 H,0, (33%)) (CAUTION piranha solution is strongly

oxidizing and should be handled with care!) for 10 min, thoroughly rinsed with water



and ethanol, and dried with a stream of N,. Then the sensor was positioned onto the
clean hemi-cylinder lens previously coated with a drop of immersion oil (Autolab,
Methrom, The Netherlands) which possesses a constant refractive index
(np>"“=1.518+0.002). Afterwards, water was injected in both channels and the surface

was equilibrated until a constant response was obtained.

The sensing phase preparation entails the covalent immobilization of tobramycin
onto a self-assembled monolayer of 3-mercaptopropionic acid (MPA) on gold,
following a protocol similar to that previously described #. Briefly, the SAM was
formed overnight after manually injection of 40 mM MPA prepared in an ethanol:water
solution (75:25). After washing with ethanol and water, the sensor surface was
equilibrated with water and the covalent attachment of tobramycin (channel 1) and
ethanolamine (channel 2, reference) was carried out. The ESPRIT autosampler and
sequencer allowed the simultaneous modification of both channels. The procedure
consisted in a three-step sequence: (1) Surface activation: three consecutive injections
of a mixture of 0.2 mM EDC and 0.05 mM NHS in water for 10 min each one, followed
by a brief washing step with water. (2) Binding step: three consecutive injections of 10
mM tobramycin (channel 1) and 1 M ethanolamine (channel 2) prepared in
immobilization solution for 20 min each one, followed by a brief washing step with
water. (3) Blocking step: one injection of 1 M ethanolamine prepared in immobilization

solution in both channels for 30 min.
Finally the modified surface was equilibrated with affinity solution
2.3.2. SPR measurements

All binding experiments were carried out in affinity buffer, the same used in the anti-

tobramycin SELEX selection **. Due to the cuvette-based design of the ESPRIT



instrument, constant stirring conditions are required for controlling hydrodynamic
properties of the system. The whole data collection process is automated and consisted
in recording successive cycles of measurement. Each independent analysis cycle
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 affinity buffer (35 puL) were simultaneously
injected in both channels by means of the ESPRIT autosampler and the association
phase was recorded for 10 min. After draining the cuvettes, 50 pL of affinity buffer
was injected and the dissociation phase was monitored for 5 min resulting in the
decrease of the signal until a stable value was achieved. Finally regeneration step was
accomplished by several injections of 50 uL of 0.05 M HCI (1 min) followed by

baseline registration until the initial value was reached.

2.3.3. Modification of carboxylated MPs with tobramycin

For the preparation of the sensing phase, tobramycin was covalently
immobilized through the amino groups to the surface of the carboxylated MPs using the

carbodiimide chemistry employing a protocol previously described by our group®.

For this purpose, a suspension of 50 pL of the MPs stock solution (10 mg/mL)
was washed twice with 500 pL of 0.01 % Tween 20 aqueous solution for 2 min. During
each washing or incubation step the vials were positioned in the mixing wheel to allow
a proper contact between the solution and the MPs. After incubation, the vials were
placed in a magnet holder where MPs were trapped to the vial wall making the removal
of the supernatant easy. MPs were re-suspended in 500 pL of a mixture of 0.2 M EDC

and 0.05 M NHS for 30 min to activate the functional groups available on the MPs



surface. After two washing steps with 500 uL of buffer A containing 0.01 % Tween 20,
the MPs were re-suspended in a 40 mM tobramycin solution prepared in buffer A for 1
h. Once the antibiotic was covalently attached to the surface of the MPs, and after
washing twice with 500 puL of buffer A containing 0.01 % Tween 20, a 1 h incubation
was carried out in 500 pL of a 1 M ethanolamine solution prepared in buffer A. The
latter step allowed the inactivation of the remaining carboxylic groups that had not
reacted with tobramycin. Finally, two washing steps were carried out with 500 uL of
buffer C and the tobramycin-modified MPs (TMPs) were re-suspended in 500 pL of
buffer B (final TMPs concentration, 1 mg/mL). This suspension must be stored at 4 °C
and used within the following 24 h to guarantee the proper condition of the immobilized

tobramycin.

2.3.4. Inhibition assay protocol

The TMPs were used for developing an aptamer-based inhibition assay for

tobramycin detection in aqueous solution.

With this aim, several 10 pL aliquots of the TMPs stock solution were washed
twice adding 1 mL of buffer B containing 0.01 % Tween 20 for 2 min each. After
discarding the supernatant, the TMPs were re-suspended in 1 mL of a solution
containing a constant concentration of FITC-ATA and different concentrations of
tobramycin ranging from 0 to 1000 uM prepared in buffer B containing 0.1 % BSA and
incubated for 15 min. Then, two washing steps were carried out employing 1 mL of
buffer C for 2 min each. After that, the MPs were re-suspended in 1 mL ofanti-FITC-
ALP-Fabconjugate diluted 1:500 from the stock in buffer C (or in 1 mL of anti-FITC-

HRP-Fab diluted 1:300 from the stock with buffer C). After 30 min of incubation time,



the MPs were washed twice with 1 mL of buffer D containing 0.01% Tween 20 and

finally re-suspended in 100 puL of buffer D (final MPs concentration, 0.1 mg/mL).

Once the enzymatic conjugate was attached to the MPs, both the enzymatic
reaction and the electrochemical measurements were carried out on SPCEs. For this
purpose 15 pL of the modified MPs were deposited and trapped onto the working
electrode by means of a magnet placed under it. Subsequently, the electrochemical cell
was fully covered adding 25 pL of the enzymatic substrate (a-NP) prepared in buffer D
to a final concentration of 4 mM. After 10 min of enzymatic reaction, the product, a-
naphthol (a-N) is detected by differential pulse voltammetry (DPV) measurements from
0 V to 0.55 V with the following parameters: modulation amplitude 0.05 V; step

potential 0.0015 V; interval time: 0.15 s; modulation time 0.05 s.

For the electrochemical detection employing the anti-FITC-HRP-Fab
conjugatealso 15 pL of the modified MPs were deposited onto the working electrode .
Subsequently, the electrochemical cell was fully covered adding 25 puL on the TMB
liquid substrate. After 1 min of enzymatic reaction, the product, the oxidized TMB
(TMB,x) was detected by chronoamperometry measurements applying a voltage of 0 V
for 60 s. The analytical signal was the mean current measured for the last 10 s of the

chronoamperometry.

2.3.5. Real sample assays.

For the measurement of tobramycin in real biological samples as human serum
employing the above explained inhibition assay, the following protocol was used.
The human serum samples spiked with the analyte tobramycin were diluted in a certain
degree: 1:1.5; 1:2; 1:5 and 1:10. The dilution agent was the affinity solution after a salt

concentration correction, in such a way that after each dilution the final salt



concentration equals the one of the affinity solution. The diluted human serum sample
was continuously mixed at room temperature for 30 min in order to allow a good
contact between the human serum and the added aqueous solution. Then, the diluted
samples were ultracentrifugated employing a 10 KDa filter for 45 min at 1000 rpm and
4 °C. The filtered solution was employed for performing the inhibition assay as

previously detailed.

3. Results and discussion

An inhibition assay for tobramycin detection employing magnetic microparticles
(MPs) as solid support has been designed and employed for tobramycin detection in
serum by adapting a previously reported assay*:. Herein the fluorescein isothiocianate
(FITC)-anti-fluorescein isothiocianate Fab fragment (anti-FITC-Fab) was selected as
labeling system for the enzymatic conjugation instead of the biotin-streptavidin
system?’. The analytical features exhibited by the inhibition assay employing the
monovalent labeling system were calculated and compared to those obtained when the
multivalent labeling system was employed. Additionally, the affinity of both modified
aptamers (FITC-ATA and BATA) employed for the inhibition assay performance with
both labeling systems was estimated in terms of the dissociation constant. SPR

experiments were designed for calculating these constants.
3.1. SPR measurements and dissociation constants calculation.

When designing a new strategy for the detection of a relevant analyte which
needs for a labeled molecular recognition element it is of great importance the

knowledge of how this tag affects its affinity for the given analyte. Herein, the rate and



equilibrium constants of BATA are evaluated and compared with the corresponding

non-labeled anti-tobramycin aptamer®.

In order to characterize the affinity of the labeled aptamer towards its target
molecule, tobramycin, SPR was selected as a suited technique. SPR experiments
allowed real-time monitoring of the affinity events under study and both kinetic and

equilibrium information are obtained.

The first step when designing SPR experiments is the construction of a proper
sensing phase. In this case a previously described protocol for obtaining a suitable
sensing phase was followed” which entailed the covalent immobilization of tobramycin
onto a gold surface (channel 1). The key point of this protocol was to immobilize low
amounts of tobramycin. This way, Mass Transport Limitation (MTL) effects were
minimized and first-order kinetics could be considered when interpreting the obtained
data. Ethanolamine was immobilized onto channel 2 which worked as a reference,

where no tobramycin was present.

The interaction of the immobilized tobramycin and different concentrations of
both aptamers in the range of 0.05-3 UM were monitored and subsequently processed
for obtaining both kinetic and equilibrium information. When the aptamer was injected
to the surface a progressive increment in the angle shift, R(m°) was observed only for
channel 1 whereas a constant value of angle shift was recorded for the reference
channel. The signal was recorded until a constant value was registered which
corresponded to the equilibrium. After that the aptamer solution was washed and
affinity solution containing no aptamer was injected causing a diminution in the angle
shift registered, but the signal did not return to the initial level indicating that the

aptamer specifically bound to the immobilized tobramycin. Finally, regeneration of the



surface under mild acidic conditions removed the entire surface complex without
affecting the SAM stability significantly, and a new cycle can be performed. This step
typically required 1-3 acidic additions to completely remove the bound aptamer.
Nevertheless, when evaluating BATA affinity a partially regeneration was observed
after the first BATA concentration was injected and an increment of 20-40 m°® was
registered when comparing the final signal with the baseline Nevertheless good
regenerations were observed if successive BATA concentrations were tested after this
first incompletely regeneration. This suggested that the biotin tag included in the
BATA aptamer under study, which exhibit a sulfur atom in its structure, acted as a
backfiller of the pinholes present in the SAM formed onto the gold surface. With the
aim of avoiding this effect several injections of 500 uM of biotin were performed until a
constant signal was registered before the first BATA concentration was tested.
Fulfilling the SAM pinholes with biotin supposed a signal increment of 5-10 m°. This
signal change is lower than the one registered when the BATA aptamer played this
backfilling role due to its lower molecular weight. After this additional step the SPR

experiments for the affinity evaluation of BATA continued as explained above.

The obtained SPR data were employed for the equilibrium and rate constants
calculation. For this purpose a non-linear fitting following a 1:1 stoichoimetry
bimolecular interaction of the association phase is required, and it can be simplified as

equation 1.

Ri =Ry + E(1—e%t) eq.1

From this non-linear fitting a value for Req (Reg=Ro+E) and ks was calculated for each
aptamer concentration assayed. These obtained values were used for the estimation of

the dissociation constants by both equilibrium (calculated employing both Scatchard



and Langmuir isotherm plots) and kinetic methods. The whole calculating procedure is
detailed in a previously published work by our research group®. The calculated

dissociation constants for are shown in table 1.

To understand how the introduction of a tag in the 5" extreme of the anti-
tobramycin aptamer, ATA, the reported results have to be compared to the dissociation
constants corresponding to the unlabeled aptamer, previously published®. The affinity
of ATA towards tobramycin was found to be slightly higher than 0.1 uM for all three
calculating methods employed. Taking this value as a reference it can be stated that the
introduction of a biotin in the aptamer sequence confers an extra affinity towards its

target molecule, which was an unexpected result.
3.1. Inhibition assay in aqueous solution.

The sensing phase constructed by immobilizing the antibiotic tobramycin onto
MPs was employed for developing a calibration curve for tobramycin determination in
aqueous solution. With this aim the tobramycin-modified magnetic microparticles
(MPs) were exposed to a mixture of a fixed concentration of FITC-ATA and varying
concentrations of tobramycin (Figure 1A). This way, the free aptamer will bind to the
tobramycin linked to the magnetic particles. Thus, the higher the tobramycin
concentration in the sample, the lower the amount of FITC-ATA available for binding
to TMPs. Then, the anti-FITC-ALP-Fab conjugate was added (Figure 1B) and finally,
both the enzymatic reaction and the voltammetric measurements were carried out on
SPCEs (Figure 1C). For this purpose a small magnet was placed under the working
electrode in order to assure that the MPs were placed only on the working electrode,
which greatly increased the reproducibility of the measurement. The addition of the

electrochemically inactive substrate a-NP, covering all three electrodes, allowed the



electrochemical detection of the product enzymatically generated, a-N by DPV at 260
mV. The voltammetric signal constituted a measurement of the amount of anti-FITC-
ALP-Fabanchored to the modified MPs and, therefore, it is related to the tobramycin
concentration in the sample. With this design a signal-off approach was expected
because the decrease of the amount of FITC-ATA available for surface interaction when
increasing the tobramycin concentration in the sample necessarily leads to a smaller
amount of enzymatic conjugate linked to the MPs and, thus, to a smaller voltammetric

current.

Selection of the optimum value of FITC-ATA is a key step for a proper
development of an inhibition assay. It is accepted that the limited reagent in reagent-
limited assays (FITC-ATA in this particular case) corresponds to the reagent
concentration providing about half of the binding sites occupied (50% of the maximun
signal)®.  For this purpose, several experiments were carried out entailing the
incubation of different FITC-ATA concentration solutions (0.05-5 uM) with a constant
amount of TMPs. The results are depicted in Figure 2A and expressed as a percentage
of the maximum current intensity measured. A non-linear data fitting allowed the
estimation of the optimum FITC-ATA concentration, 0.3uM, corresponding to the

concentration that led to 50 % of the maximum signal.

The inhibition assay was performed as explained above, for different tobramycin
concentrations in the range of 0.1-1000 uM prepared in aqueous solution and employing
the previously optimized 0.3 uM FITC-ATA as fixed aptamer concentration. Both
signals for no tobramycin in the sample (maximum signal) (Figure 3a) and non-specific
adsorption of the enzymatic conjugate (Figure 3h) onto the TMPs for no tobramycin nor
aptamer in the sample solution (minimum signal) were recorded. The analytical signal

for each tobramycin concentration tested is expressed as a percentage of signal



diminution according to the following expression: S% ([tobramycin]i)= (li-liob=0)/(ltob=0-
lapt=0) X100, where I; is the current recorded when i tobramycin concentrarion is assayed
(Figure 3b-g), lwb=o is the current registered when no tobramycin is in the sample
(maximum signal) (Figure 3a) and la=0 IS the current registered when no tobramycin
nor aptamer is in the sample (minimum signal) (Figure 3h). The signal (S%) registered
for each tobramycin concentration diminished exhibiting a linear pattern with the
logarithm of the tobramycin concentration, Figure 4. The calibration plot, S(%)=(-
19+1)log[tobramycin (uM)] + (71£2), r=0.991covered a linear range from 0.1 uM to
1000 uM of tobramycin in aqueous solution with a limit of detection of 0.1 uM. The

reproducibility was calculated as 4.4 % (n=3) for a tobramycin concentration of 5 uM.

The contribution of the non-specific adsorption of the enzymatic conjugate onto
the sensing phase, TMPs, was evaluated. Incubations of the TMPs without aptamer or
tobramycin (only buffer) were carried out and then labeling with anti-FITC-ALP-Fab

was performed. The signal obtained, expressed as a percentage was found to be 4%.

The selectivity of the assay with respect to other aminoglycoside antibiotics was
also evaluated. With this purpose two different aminoglycosides were selected:
kanamycin (which only differs from tobramycin in a single hydroxyl group) and
streptomycin (whose hexose group is a streptidine instead of a streptamine). Several
concentrations of both antibiotics in the range of 0.1-1000 uM were tested employing
the same protocol used for the tobramycin and explained above. The signal for each
concentration assayed was calculated as a percentage as explained for tobramycin and
both dose-response curves are depicted in figure 4. From figure 4 it can be concluded
that the sensing phase was completely selective towards the aminoglycoside antibiotic

streptomycin. The dose-response profile showed that the signal registered for the



different streptomycin concentrations tested remains almost constant in the range of 75-

95%.

On the other hand, and in concordance with previously reported data®, the sensing
phase selectivity towards kanamycin was not so clear. As shown in figure 4 for
kanamycin concentrations lower than 10 pM no signal change was registered.
Nevertheless, if higher concentrations were tested a signal diminution appeared which
was more relevant for the highest kanamycin concentrations tested. This way, for a
kanamycin concentration of 100 uM the registered signal was 86% which differs from
the 29% registered for the same concentration of tobramycin but for higher
concentrantions this difference became lower. As an example for a kanamycin
concentration of 1000 puM a signal of 30% was obtained while for the same

concentration of tobramycin the corresponding signal was 14%.
3.2. Monovalent vs. multivalent labeling system.

Herein an inhibition assay which employs the monovalent labeling
system fluorescein isothiocianate-anti-fluorescein isothiocianate Fab fragment (FITC-

anti-FITC-ALP-Fab) is proposed as an adequate strategy for tobramycin determination.

In order to assess the importance of the labeling system monovalence when
performing an enzymatic reported assay the analytical characteristics exhibited by the
proposed assay have to be compared to those exhibited by the previously published
inhibition assay for tobramycin detection where BATA was employed as molecular

recognition element and Strp,-ALP as the reporting enzyme®.

The first point to be highlighted when working with these two systems is the
difference in the dissociation constants calculated in section 3.1. The SPR experiments

performed showed that BATA exhibited higher affinity towards tobramycin when



compared to FITC-ATA. This fact is in concordance with the difference found in the
concentration calculated as the optimum value to act as the limited reagent for the
proposed inhibition assay. From the binding curve showed in figure 2A this value was
found to be 0.3 puM for the FITC-ATA and is higher than the correspondent 0.1 pM
found to be the optimum aptamer concentration when BATA was employed as the

limited reagent.

Secondly, when comparing the reported analytical characteristics for both
inhibition assays it can be stated that the employment of the monovalent labeling system
resulted in a better performance for tobramycin determination in aqueous solution.
When BATA acted as molecular recognition element and Strp,-ALP as enzymatic
conjugate, a limit of detection of 5 uM of tobramycin in aqueous solution was obtained.
Employing the monovalent labeling system fluorescein isothiocyanate-anti fluorescein
isothiocyanate supposed an improvement of one order of magnitude in terms of limit of
detection. It is worth noting that the reporting enzyme was alkaline phosphatase in both
cases. This fact can be explained taking into account the tetravalence of the streptavidin.
Each molecule of Strp,-ALP can potentially bind eight molecules of BATA, although
the real number of BATA bound to one Strp,-ALP is lower because the steric
hindrance, whereas each molecule of anti-FITC-ALP-Fab can only bind one molecule
of FITC-ATA. The valence number of both labeling systems was the responsible for
the different performance of both similar inhibition assays. This way, for the lower
tobramycin concentrations tested the amount of labeled-ATA bound to the TMPs is
high (signal-off scheme) and the multivalence of the Strep,-ALP made more probable
that one enzymatic conjugate bound more than one aptamer molecule, this way the
discrimination between two different tobramycin concentrations was precluded. On the

other hand, for the monovalent labeling system one aptamer molecule is always bound



to one enzymatic conjugate molecule. This fact conferred to this assay the ability of
discrimination between different tobramycin concentrations even in the lower
tobramycin concentration range tested. Furthermore, the extent of this multivalence
effect is not always the same and conferred irreprodubility to the assay. This fact is in
concordance with the better performance in terms of reproducibility of the herein
reported assay, 4.4% (n=3) for a tobramycin concentration of 5 uM, when compared to

the previously reported assay which reproducibility was found to be 5.7%.

Finally also the non-specific adsorption of the anti-FITC-ALP-Fab conjugate
onto the sensing phase (4%) was found to be lower than the 10% obtained for the

Strep,-ALP conjugate.

3.3. Inhibition assay employing an HRP enzymatic conjugate.

An inhibition assay for tobramycin detection in aqueous solution has been
developed and characterized. In order to obtain successful results when applied to
tobramycin detection in real complex samples the best analytical characteristiscs are
always required. As an attempt of improving the performance of the described assay
several experiments were carried out employing the horesadish peroxidase (HRP) as a
reporting enzyme of the molecular recognition event. For this purpose anti-FITC-HRP-
Fab was selected as enzymatic conjugate which is analogue to the anti-FITC-ALP-Fab

employed in this work, with the only difference of the core enzyme.

To understand how the employment of a HRP-based enzymatic conjugate affects
to the previously obtained, the first experiment carried out was the acquisition of the
binding curve for the FITC-ATA to the sensing phase, TMPs. For this purpose a

constant amount of TMPs was incubated with different FITC-ATA concentrations in the



range of 0.05-5 pM. The signal for each aptamer concentration expressed as a
percentage of the maximum signal is depicted in figure 2B. A non-linear fitting to the
obtained data allowed the estimation of the amount of aptamer which gives the 50% of
the maximum signal, being this value 0.1 puM of FITC-ATA. This value was
surprisingly slightly lower than the previously obtained for the same system but
employing as enzymatic conjugate the anti-FITC-ALP-Fab, which corresponded to 0.3
MM of FITC-ATA. The figure 2 shows that for a given FITC-ATA concentration tested,
the signal registered, expressed as a percentage of the maximum signal, employing the
anti-FITC-HRP-Fab is higher than the signal registered employing the anti-FITC-ALP-
Fab. For example, for a FITC-ATA concentration of 0.5 puM a signal of 60% was
registered if anti-FITC-ALP-Fab is used (figure 2A) while the signal registered when
anti-FITC-HRP-Fab was 87% (figure 2B). Accordingly to these results it can be
concluded that the affinity of the FITC-ATA is different depending on the enzymatic
conjugate employed for the detection step, which was a totally unexpected conclusion.
Both sensing phase (TMPs) and molecular recognition element (FITC-ATA) were the
same for both experiments, thus the aptamer affinity must be independent from the

selected detection step.

Given this anomalous evidence further investigations were carried out in order to
clarify its nature. For this purpose a kinetic study was designed for evaluating the

activity of the HRP enzyme in presence and absence of tobramycin in solution.

Three aliquotas of anti-FITC-HRP-Fab in solution were prepared containing the same
amount of the enzyme. One of them was kept with only enzyme, but two different
amounts of tobramycin were added to the other two (500 and 5000 puM, respectively).
After adding the enzymatic substrate solution (TMB+H,0;) the absorbance (measured

at A= 653 nm) of the enzymatically generated product (TMB,y) was registered each 1.6



seconds for a time period of 36 seconds. By plotting the measured absorbance versus
time a linear fitting for each data set was obtained (data not shown). The slope of each
linear plot indicates the rate of the enzyme conversion resulting different for each
experience. The lower slope and thus, the slowest conversion rate was observed for the
data set where no tobramycin was added. The intermediate slope was related to the data
set where 500 uM of tobramycin was added and finally the highest slope and hence the
fastest conversion rate was observed for the data set where 5000 uM of tobramycin was
added. Summarizing, the rate of the enzymatic reaction depends on the amount of
tobramycin present in solution, in such a way that the higher amount of tobramycin, the
higher enzymatic rate measured. From these results it can be concluded that the
presence of tobramycin “activates” the HRP enzyme resulting in a higher rate of
enzymatic conversion of the substrate. This fact explains the anomalous data obtained

when obtaining the binding

3.4. Inhibition assay in human serum.

The ability of the proposed inhibition assay to detect tobramycin in a complex

biological matrix such as human serum was evaluated.

Firstly, the interaction of human serum with the sensing phase was evaluated
.The chemical composition of human serum is quite complex, including proteins (except
coagulation proteins that are removed during coagulation process), ions, nutrients and
other substances that can interact with the sensing phase altering the performance of the
assay when compared to its performance in aqueous solution. A deep knowledge of
these potential interactions allows the proper interpretation of the data obtained. For this

purpose both non-specific adsorption (incubation with no aptamer or tobramycin, only



human serum) and the maximum signal (incubation with 0.3 pM of FITC-ATA
prepared in human serum) of the inhibition assay were evaluated employing undiluted
human serum (Table 2). The same experimental protocol described for the inhibition
assay development in aqueous solution was employed. The non-specific adsorption of
the enzymatic conjugate onto the sensing phase suffered a great enhancement when
compared to the non-specific adsorption registered when aqueous solution was
employed. The proteins from the human serum interact non-specifically with the
sensing phase which induces the non-specific adsorption of the enzymatic conjugate
which is responsible for the high signal registered when no tobramycin and no aptamer
are present in solution. As a first attempt for diminishing this non-specific adsorption of
the human serum proteins several dilutions were performed to the whole human serum
and both non-specific adsorption contribution and maximum signal were obtained. In all
cases the dilution was performed taking into account the salt concentration correction in
such a way that the final salt concentration after the dilution was always the same as the
affinity solution. As it is clear from table 2 the non- specific adsorption of the enzymatic
conjugated depends on the human serum dilution degree. This way, the higher the
dilution, the lower the non-specific adsorption of the enzymatic conjugate. However the
highest dilution assayed is related to a 67% of non-specific adsorption, which still

precludes the inhibition assay performance.

As a second attempt to diminishing the non-specific adsorption of the enzymatic
conjugate induced by the human serum proteins further optimization of the
experimental protocol was carried out. Both the incubation time with the sample
solution and the incubation time with the enzymatic conjugate were re-optimized in
order to minimize the non-specific adsorption being the new optimized values 5 and 10

min respectively. After this optimization step, the non-specific adsorption of the



enzymatic conjugate was reduced to the 37% of the maximum signal, but not proper

calibration curve was obtained employing this new protocol.

From the previous data it has been proved the impossibility of the inhibition
assay performance in whole or diluted human serum due to the non-specific adsorption
of the enzymatic conjugate induced by the proteins present in human serum. Thus it
was decided to remove the proteins from the human serum employing a 10 KDa
ultracentrifuge filter. The low molecular weight of tobramycin allows it to not be
retained by the filter. Thus, three aliquotas of human serum were filtered: two of them
contained no tobramycin and were used for evaluating the non-specific adsorption of the
enzymatic conjugate and the maximum signal (solution containing 0.3 uM of FITC-
ATA) and the other one contained 5 UM of tobramycin and was used for evaluating the
percentage of tobramycin recovery. After filtration the proteins were collected in the
filter and the protein-free solution, which has a transparent appearance, was employed
for carrying out the inhibition assay. The filtered solution was diluted in a 1:3 degree
employing the affinity solution and taking into account the correction of the salt
concentration.  After the assay performance the non-specific adsorption of the
enzymatic conjugate was reduced to the 12%. Nevertheless, despite the great
improvement achieved by the human serum filtration in terms of non-specific
adsorption a recovery of only 5% was obtained for the 5 UM tobramycin solution
assayed which is insufficient for a proper assay performance. This low recovery could
be associated to the tobramycin binding to the proteins present in the human serum.
This way, if tobramycin is bound to the serum proteins it is also removed from human
serum after the filtration and this fact would explain the low recovery registered in the
previous experiment. In order to avoid this problem a dilution of the human serum

previous to the filtration was performed. This way the tobramycin bound to the human



serum proteins was displaced to the aqueous solution and thus able to go through the
filter and be present in the filtered solution. Several dilutions were tested (1:1.5, 1:2;
1:5 and 1:10) in order to understand the way this previous dilution affects the analytical
characteristics. This dilution was performed employing the affinity solution as a
diluting solution and correcting the salt concentration in such a way that the final salt
concentrations are always equal to the affinity solution. After adding the correspondent
solution a 30 min incubation under stirring conditions at room temperature was
performed to allow the human serum samples containing different tobramycin
concentrations (in the range of 0-1000 uM) be in contact to the aqueous solution. Then,
the filtration was carried out and the collected solution was employed to performing the
inhibition assay. The signal expressed as a percentage was plotted versus the logarithm
of the tobramycin concentration assayed and the obtained results for each dilution

degree are summarized on table 3.

For the lowest dilution tested, 1:1.5, the signal registered for all tobramycin
concentrations assayed were the same and indistinguishable from the maximum signal
(which corresponded when no tobramycin was present in solution). The dilution degree
was not enough to displace the bound tobramycin from the human serum proteins to the
aqueous solution and a great part of the tobramycin was not able to go through the filter.
This way, for higher dilution degrees the amount of tobramycin bound to the serum
proteins was expected to be lower. In effect as it is clear from the obtained results
(Table 3) the higher the dilution the lower the limit of detection registered. The highest
dilution, 1:10, was selected as the proper dilution for the detection of tobramycin in
human serum because for this dilution the observed limit of detection was 1 uM in
human serum and the linear analytical range was found to be 1-200 uM which covers

the entire physiological range of tobramycin.



4. Conclusions

The affinity of two labeled anti-tobramycin aptamers with biotin and fluorescein
isothiocyanate was evaluated. It was also compared to the affinity exhibited by the non-
labeled aptamer.

An inhibition assay with voltammetric detection using the monovalent labeling
system fluorecein antifluorescein isothiocyanate for tobramycin detection in human
serum was developed. A wide linear range was found with a limit of detection of 1 uM
in human serum which totally covers the physiological range. These analytical
characteristics clearly improved the obtained when the similar inhibition assay was

performed bur using the multivalent labeling system biotin-streptavidin.
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Table 1. Dissociation constants for BATA calculated by equilibrium and kinetic
analysis.

EQUILIBRIUM ANALYSIS KINETIC ANALYSIS
Aptamer Ko® (uM) Ko® (MM) Kon (M?s?) Kot () Ko(1M)
BATA 0.08+0.03 0.08+0.03 (41%5)x10°  0.0161#0.0003 0.040%0.005

2 Scatchard plot °Langmuir binding isotherm

Table 2. Non-specific adsorption of the enzymatic conjugate anti-FITC-ALP Fab
fragment onto the sensing phase TMPs for the different dilution degrees of the human
serum tested.

Dilution degree of the human Non-specific adsorption of anti-
serum FITC-ALP-Fab onto TMPs

100% human serum 88%

1:1.5 84%

1:2 76%

1:3 64%

Aqueous solution (no human 4%

serum)




Table 3. Analytical characteristics for the inhibition assay performed employing
different dilution degrees of the human serum.

Dilution degree of LD diluted LD human Calibration curve

the human serum solution (uM) serum (uM)

1:1.5 -- - -

1:2 100 200 -

1:5 4 20 S%=(-16+2)log[tobramycin]

(UM)+(83+3); r=0.996

1:10 0.1 1 S$%=(-24+3)log[tobramycin]
(LM)+(6413); r=0.994




FIGURES
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Figure 1. Scheme of the proposed inhibition assay. (A) Incubation of TMPs with a

fixed concentration of FITC-ATA and varying concentrations of tobramycin, (B) anti-
FITC-ALP-Fab labeling, (C) Enzymatic reaction and electrochemical measurement on
SPCEs.
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Figure 2. Binding curve for FITC-ATA registered employing (A)anti-FITC-ALP-Fab or
(B)anti-FITC-HRP-Fab as enzymatic conjugate. The signal is expressed as percentage
of the maximum signal registered.



FIGURE 3
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Figure 3. DPV measurements recorded after an enzymatic reaction time of 10 min
using: (a) 0.1 uM FITC-ATA with no tobramycin (blank experiment); (b-g) 0.1 uM
FITC-ATA +0.1-1000 uM tobramycin solution and (h) in the absence of either FITC-
ATA and tobramycin (non-specific signal).
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Figure 4. Dose-response curves obtained for different aminoglycosides antibiotics after
carrying out the inhibition assay; solid line: tobramycin; dashed line: kanamycin; and

dotted line: streptomycin.
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