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RESUMEN (en espaiol)

El estudio de proteinas implicadas en procesos bioldgicos es un campo de gran interés
en bioquimica ya que cambios en los niveles de expresion o localizacion de ciertas
biomoléculas puede ayudar a entender el origen y desarrollo de enfermedades. La
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) caracterizada por la pérdida de vision
progresiva debido al deterioro del tejido de la retina, es la causa principal de ceguera en los
mayores de 65 afios. En este contexto, hay varias proteinas que juegan un papel importante de
cara a la proteccion de la retina y que con el desarrollo de la enfermedad se ven alteradas. Sin
embargo, en la actualidad, el estudio de estas biomoléculas estd limitado por su baja
concentracion en las muestras biologicas (suero, tejidos y células) y su elevada variabilidad
biolégica (célula a célula). En esta linea, las técnicas de analisis tradicionalmente empleadas
(i.e. inmunohistoquimica o ensayos ELISA), presentan limitaciones y se crea la necesidad de
nuevas estrategias analiticas mas sensibles y que permitan la cuantificacion absoluta. Por ello,
la presente Tesis Doctoral se centra en el desarrollo de estrategias analiticas de cuantificacion
de proteinas relacionadas con la DMAE en diferentes tipos de muestras, empleando
nanoclusteres metalicos como etiquetas de los anticuerpos especificos de las biomoléculas y
deteccion mediante espectrometria de masas elemental, ICP-MS.

En el primer capitulo, se lleva a cabo la sintesis de nanoclusteres de platino (PtNCs) y
se evalla su uso como marcas para la deteccion bimodal de proteinas mediante un
inmunoensayo competitivo en placa. Como prueba de concepto, los PtNCs son bioconjugados
a anticuerpos especificos para determinar la Inmunoglobulina E (IgE), biomarcador de las
enfermedades alérgicas, en muestras de suero humano de personas control. Se comparan los
resultados obtenidos para la concentracién de IgE empleando dos tipos de deteccion:
fluorescente y elemental (ICP-MS). Finalmente se determina la IgE en 4 muestras de suero
humano por MS y se validan los resultados con un kit ELISA comercial.

En el segundo capitulo, se estudia la distribucion cuantitativa de tres proteinas
relacionadas con la DMAE en secciones de tejidos oculares empleando la técnica de ablacion
laser (LA) acoplada al ICP-MS. Para la determinacion de las proteinas metalotioneina 1/2
(MT1/2), factor H del complemento (CFH) y proteina precursora amiloide (APP) de manera
simultanea en la misma secciéon de tejido, se usa una estrategia de marcaje multiple
empleando 3 nanoclUsteres metalicos (AuNCs, AgNCs y PtNCs, respectivamente) como
etiquetas elementales de los anticuerpos especificos de cada proteina. Se obtuvieron imaging
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cualitativo (i.e. intensidad) y cuantitativos (i.e. fg proteina) usando patrones de gelatina
dopados con los 3 elementos como calibracion matrix-matched y tras conocer la estequiometria
de las inmunosondas (n° de NCs por Ab).

En el tercer capitulo se desarrolla una estrategia de cuantificacién de dos proteinas
citosolicas (APOE y MT2A) en células individuales humanas del epitelio pigmentario de la
retina (HRPEsv) empleando LA-ICP-MS. Se investigd una calibracién basada en la obtencion
de patrones de laboratorio usando la misma linea celular que la muestra (HRPEsv) al ser
suplementadas con suspensiones de concentraciones crecientes de AuNCs
(HRPEsV@AUNCs). Se llevé a cabo un marcaje elemental con anticuerpos especificos
etiqguetados con AuNCs y fue posible estudiar cuantitativamente las alteraciones en los niveles
de expresion de las dos proteinas relacionadas con la DMAE en células individuales sometidas
a inflamacioén con interleuquina-1a (IL-1a) mediante LA-ICP-MS. Finalmente, los resultados de
fg/célula de APOE y MT2A en las células HRPEsv control y tratadas con IL-1a se corroboraron
mediante kits de cuantificacion ELISA comerciales y qPCR. Cabe destacar que la sintesis de
los AuNCs a emplear con los cultivos celulares fue previamente optimizada con el objetivo de
disminuir la desviacion asociada a la dispersién de sus diametros.

En el cuarto capitulo se lleva a cabo la cuantificacion de MT2A y APOE en células individuales
HRPsv40 cultivadas y tratadas en las mismas condiciones que las descritas en el Capitulo IlI
pero en este caso se miden células intactas y en suspension liquida introducidas directamente
en el ICP-MS haciendo uso del sistema de introduccion de muestra single cell (sc) acoplado al
ICP-MS. Conociendo la estequiometria de las inmunosondas fue posible determinar los fg de
cada proteina por célula individual. Ademas, se midi6 la sefial de 56Fe+ como elemento
constitutivo de las células HRPEsv para comprobar su integridad y confirmar el nimero de
eventos celulares detectados. Los resultados se corroboraron con los kits comerciales de
ELISA.

RESUMEN (en Inglés)

The study of proteins involved in biological processes is a field of great interest in biochemistry
since changes in the expression levels or localisation of certain biomolecules can help to
understand the origin and development of diseases. Age-related macular degeneration (AMD),
characterised by progressive vision loss due to the deterioration of retinal tissue, is the main
cause of blindness in people over 65 years of age. In this context, several proteins that play an
important role in protecting the retina show variations in their concentration levels that are
related with the development of the disease. However, this study is not straightforward since is
limited by several factors, such as the low concentration of proteins in biological samples
(serum, tissues and, particularly, at cellular level) and their high biological variability (cell to cell).
In this line, the analysis techniques traditionally used (i.e. immunohistochemistry or ELISA
assays) have limitations and there is a need for new, more sensitive analytical strategies that
allow absolute quantification. Therefore, this PhD Thesis is focused on the development of
analytical strategies for the quantification of proteins related to AMD in different types of
samples, using metal nanoclusters as labels for biomolecule-specific antibodies and detection
by elemental mass spectrometry, ICP-MS.

In the first chapter, the synthesis of platinum nanoclusters (PtNCs) is carried out and their use
as tags for the bimodal detection of proteins by means of a competitive plate immunoassay is
evaluated. As a proof of concept, PtINCs are bioconjugated to specific antibodies to determine
Immunoglobulin E (IgE), a biomarker of allergic diseases, in human serum samples from control
individuals. The results obtained for IgE concentration are compared using two types of
detection: fluorescent and elemental (ICP-MS). Finally, IgE is determined in 4 human serum
samples by MS and the results are validated with a commercial ELISA kit.
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In the second chapter, the quantitative distribution of three AMD-related proteins in ocular
tissue sections is studied using the laser ablation (LA) technique coupled to ICP-MS. For the
determination of metallothionein 1/2 (MT1/2), complement factor H (CFH) and amyloid
precursor protein (APP) proteins simultaneously in the same tissue section, a multiple labelling
strategy using 3 metal nanoclusters (AuNCs, AgNCs and PtNCs, respectively) as elemental
labels for the protein-specific antibodies is used. Qualitative (i.e. intensity) and quantitative (i.e.
protein fg) imaging were obtained using gelatin standards doped with the 3 elements as matrix-
matched calibration and after knowing the stoichiometry of the immunoprobes (number of NCs
per Ab).

In the third chapter an innovative strategy was developed for the quantification of two
cytosolic proteins (APOE and MT2A) in single human retinal pigment epithelium (HRPEsv) cells
using LA-ICP-MS. A calibration based on obtaining laboratory standards was investigated using
the same cell line as the sample (HRPEsv) when supplemented with suspensions of increasing
concentrations of AuNCs (HRPEsv@AuNCs). Elemental tagging with specific antibodies
labelled with AUNCs was performed and it was possible to quantitatively study alterations in the
expression levels of the two AMD-related proteins in individual cells subjected to interleukin-1a
(IL-1a) inflammation by LA-ICP-MS. Finally, the fg/cell results of APOE and MT2A in control and
IL-1a-treated HRPEsv cells were corroborated by commercial ELISA quantification kits and
gPCR. It should be noted that the synthesis of the AuNCs to be used with the cell cultures was
previously optimised in order to reduce the deviation associated with the dispersion of their
diameters.

In the fourth chapter, the quantification of MT2A and APOE in single HRPsv40 cells cultured
and treated under the same conditions as described in Chapter Il is carried out, but in this case
intact cells in liquid suspension introduced directly into the ICP-MS using the single cell (sc)
sample introduction system coupled to the ICP-MS are measured. Knowing the stoichiometry of
the immunoprobes it was possible to determine the fg of each protein per individual cell. In
addition, the 56Fe+ signal was measured as a constitutive element of the HRPEsv cells to
check their integrity and confirm the number of cellular events detected. The results were
corroborated with commercial ELISA kits.

SR. PRESIDENTE DE LA COMIS'I()N ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
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plicata). 2) CFH, b) APP, ¢) APP, d) CFH, ¢) MT1/2, y f) Control negativo donde se
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ven zonas con autofluorescencia (zonas pigmentadas). CS: estroma ciliar; PCE:

epitelio ciliar pigmentado; NPCE: epitelio ciliar no pigmentado. ......ceeeuveecrreenece. 206

Figura 55: Imagenes obtenidas para la distribucion de MT1/2, APP, y CFH
en la region de la retina de un donante control obtenidas por LA-ICP-MS empleando
los MNCs como marca elemental. Las imagenes de la fila superior han sido obtenidas
con el método de ICP-MS de adquisicién individual (3 secciones de retina adyacentes,
monitorizando sélo 1 isétopo por regién; tiempo de adquisicion = 0.23 s). Las
imagenes de la fila inferior fueron obtenidas empleado el método del ICP-MS de
adquisicion multiple (1 sola regién en un solo tejido, monitorizando 3 isétopos

secuencialmente; tiempo de adquisicion = 1,748). .c...ccveienieeniericnicrieieneaens 209

Figura 56: Estudio del efecto que tiene el flujo de He (gas portador) en la
intensidad de las sefiales ("7Ag*, 195Pt*, y 197Au*) para el analisis en un patrén de
gelatina (25 pg'mL-!) por LA-ICP-MS. Las intensidades representan la sefial
promedio obtenida para la sefial neta de cada isétopo al ablacionar una linea en la
gelatina con una duracién de 250 s. La incertidumbre corresponde a la desviacion

estandar del valor promedio de la intensidad a lo largo de una linea de ablacién. 210

Figura 57: Imagenes obtenidas por LA-ICP-MS para la distribucién de
MT1/2, CFH, y APP en las regiones adyacentes de la pars plicata del cuerpo ciliar de
un donante humano control tras el protocolo de IHC con inmunosondas marcadas
con MNCs (Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y Anti-h-APP:PtNCs). La
primera columna recoge en todos los casos la imagen éptica de la regién analizada.
La fila supetior cotresponde a las condiciones ctiogénicas de ablacién (-20°C) con
una velocidad de barrido de 5 pm-s, la fila intermedia corresponde a los analisis a

temperatura ambiente (25°C) con una velocidad de 5 pm-s?, y la fila infetiro a

condiciones criogénicas (-20 °C) y velocidad de 2,5 um-s-!. CS: estroma ciliar; PCE:

epitelio ciliar pigmentado; NPCE: epitelio ciliar no pigmentado. ......ccecuvecreeunneee. 212

Figura 58: Esquema de las etapas experimentales llevadas a cabo para obtener
el imaging cuantitativo de proteinas en secciones de tejidos biolégicos empleando

LA-ICP-MS y MNCs como marca elemental. Como se muestra en la parte de la
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izquierda del esquema, previamente al analisis por ICP-MS es necesario realizar la
caracterizacion de las inmunosondas marcadas para conocer el factor de

amplificacién de cada INMUNOSONA. «..ecueurieciiciicirecirecrecee e 214

Figura 59: Curva de calibrado empleada para la caracterizacion de las
inmunosondas Anti-h-CFH:AgNCs y Anti-h-APP:PtNCs. La representacion
muestra la curva de calibrado de patrén IgG de conejo para la cuantificacién del Ab

disponible en las INMUNOSONAAS. .....cevieriuciieciicii e 215

Figura 60: Curvas de calibrado obtenidas por ICP-MS para determinar la
concentracion de Au, Pt, y Ag en las Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y
Anti-h-APP:PtNCs. Las incertidumbres representan las desviaciones estandar de 3

medidas INdePendienites. ..o 217

Figura 61: a) Perfil de ablacién obtenido para el analisis de un patrén de
gelatina por LA-ICP-MS empleando las condiciones optimizadas para el imaging de
proteinas, y b) Curvas de calibraciéon obtenidas para el Au, Pt, y Ag obtenidas tras el
andlisis por LA-ICP-MS de los patrones de gelatina dopadas con los tres metales (la
concentraciéon metalica en la gelatina fue determinada previamente por ICP-MS con
nebulizacién convencional — Tabla 10). Las incertidumbres representan las

desviaciones estandar de 3 medidas independientes. .......cccveeuveemrecrrecrrencueencueecnnn. 219

Figura 62: Imdgenes obtenidas por microscopia laser confocal para la region
de la retina neurosensorial en u tejido ocular (donante control) para estudiar la
penetracién de la inmunosonda Anti-h-MT1/2:AuNCs en todo el espesor del tejido.
La emisién roja corresponde a la emision de los AuNCs (distribucién de MT1/2) y
la emisién azul a la tincién DAPI (nucleo de las células). a) Imagen de maxima
intensidad construida a partir de las 45 secciones realizadas cada de 0,4 pm de
profundidad, b) y ¢) Imdgenes en profundidad de 10 um de espesor justo en la INL
de la retina (regién marcada con linea amarilla), d) y e) Imagenes de una seccién
transversal yz donde se observa la distribucion de la MT1/2 a lo alrgo de las

diferentes capas de la retina (corte marcado con linea naranja).........cceecuveecueeennee. 220
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Figura 63: Imaging cuantitativo de proteinas obtenido por LA-ICP-MS para
un tejido ocular en la regién del EPR de un donante control tras un protocolo de
IHC con tres inmunosondas metalicas (Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs,
y Anti-h-APP:PtNCs) (60 lineas de ablacion). a) MT1/2, b) CFH, y ¢) APP. Las
imagenes 2D se construyeron con el software Image J después de convertir las sefiales
de intensidad de '97Au*, 07Ag* y 195Ptt en concentracién de proteinas (con el

programa EXCEL). ..o 222

Figura 64: Imaging obtenido por LA-ICP-MS para conocer la distribucién
cuantitativa de MT1/2, CFH, y APP en la regién del EPR-coroides-esclera de un
tejido ocular de un donante con DMAE (#1) tras un protocolo de IHC con tres
inmunosondas metalicas (Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y Anti-h-
APP:PtNCs). 2) MT1/2, b) CFH, y ¢) APP. La acumulacién de proteinas observada

en las drusas estd marcada con flechas en las imagenes. (60 lineas de ablacién).... 223

Figura 65: Imaging obtenido por LA-ICP-MS para conocer la distribucién
cuantitativa de MT1/2, CFH, y APP en la regién del EPR-coroides-esclera de un
tejido ocular de un donante con DMAE (#1) tras un protocolo de IHC con tres
inmunosondas metalicas (Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y Anti-h-
APP:PtNCs). 2) MT1/2, b) CFH, y ¢) APP. La acumulacién de proteinas observada

en las drusas estd marcada con flechas en las imagenes. (30 lineas de ablacién).... 223

Figura 66: Esquema resumen de las diferentes estrategias ensayadas para la

sintesis (bottom-up) de AUNCs MONOAISPELSOS. ..cuvurveeriueriuemieeriienieenieeneeeneaeneaens 240

Figura 67: Etapas del protocolo ICC con las células HRPEsv40 para la
deteccion directa de los AuNCs por LA-ICP-MS o fluorescencia empleando las
inmunosondas Anti-h-APOE:AuNCs o Anti-h-MT2A:AuNCs. ......cccevvvvvvenennne. 247

Figura 68: Esquema de las etapas del protocolo ICC con las células
HRPEsv40 para la deteccién indirecta empleando anticuerpos secundarios marcados

CON FIUOLOTOLOS ALEKAB. ...ttt ettt sttt sse s saesssresseneanan 248
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Figura 69: Resumen de las etapas necesarias para llevar a cabo la
determinacién de proteinas (APOE y MT2A) en células HRPEsv40 empleando LA-
ICP-MS y marcaje de las células con AuNCs. La estrategia de calibracién propuesta
estd basada en la sintesis y caractetizacon de patrones unicelurares HRPEsv@AuNCs
con la misma matriz de la muestra. A la izquierda (en naranja) se resumen las etapas
necesatias para preparar y caractetizar los patrones de calibracion unicelulates, y a la
dercha (en azul) los pasos seguidos para obtener el imaging con la distribucién de las

proteinas en las células HRPESVA0. .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiicnicccccceees 251

Figura 70: Caracterizacién de la sintesis de AuNCs empleando diferentes
tiempos de reaccion (temperatura ambiente). a) Indice de polidispersidad (PDI) en
funcién del tiempo de sintesis, y b) Emisién fluorescente a 720 nm. La raya
discontinua horizontal en la grafica a, denota el nivel maximo al cual se considera una
disolucién coloidal moderadamente polidispersa (valores mas altos de 0.25 no son

ACEPLAAOS) . cevvririiriiiiie s 253

Figura 71: Micrografias obtenidas por HR-TEM para la caracterizacién
estructural de las sintesis de AuNCs. a-¢) AuNCs @DHLA, y d-f) AuNCs@LA-
aging. Las imagenes e y f se corresponden con las imagenes obtenidas para el patrén

SAED . ot e e 255

Figura 72: Resultados de qRT-PCR para los genes de APOE y MT2A tras
varios tratamientos inflamatorios: TGFB1, IL-1a. y DEX empleando diferentes
concentraciones y tiempo de incubacién. Empleo del gen GUSB como control
enddgeno para la normalizacién. Las barras de error corresponden a los nimeros de
ciclos de expresién obtenidos para RQ maximo y RQ minimo. RQ: cuantificacién
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Figura 73: Concentracion de proteina (expresada en fg de proteina por célula)

obtenida mediante un enzimoinmunoensayo ELISA (kit comercial) para las células
HRPEsv40 CT y sometidas a un tratamiento inflamatorio con IL-1a (24 h y 48 h).
a) APOE, y b) MT2A. Las barras de error corresponden a la desviacion propagada
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para la cuantificaciéon de 3 muestras y las desviaciones asociadas al conteo del numero

de células para cada suspension celular (conteo manual 3 Veces).....ooeveeuvecureecnece. 260

Figura 74: Imagenes de fluorescencia obtenidas para el fluoroinmunoanalisis
indirecto en células HRPEsv40 utilizando Fluor Alexa® (el color verde se debe al
Fluor Alexa® 488, mientras que el color rojo se debe al Fluor Alexa® 594). Estos
estudios se han realizado para la optimizacién de la concentracién de los anticuerpos
primarios en las inmunosondas Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-MT2A:AuNCs. a)
Anti-h-APOE, control negativo (sin Ab primario), b) Dilucién 1:50 Anti-h-APOE,
¢) Dilucién 1:100 Anti-h-APOE, d) Dilucién 1:200 Anti-h-APOE, e) Anti-h-MT2A,
control negativo (sin Ab primario), f) Dilucién 1:23 Anti-h-MT2A, ¢) Dilucién 1:46
Anti-h-MT2A, y h) Dilucién 1:115 Anti-h-MT2A. ... 264

Figura 75: Imagenes de fluorescencia obtenidas por microscopia laser
confocal para la distribucién de APOE en células HRPEsv40 CT (a y b) y tratadas
con IL-1a (c y d). La emisién roja corresponde a la emision de los AuNCs
(distribucién de APOE: inmunosonda Anti-h-APOE:AuNcs) y la emisién azul a la
tincibn DAPI (ntcleo de las células). Las imagenes a y ¢ corresponden con la
superposicion de la emisién de DAPI y la inmunosonda, y las imdgenes b y d sélo
muestran la emisién de la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs. Las imagenes de
plano XZ corresponden al estudio de penetracién de la inmunosonda y son las

imagenes en profundidad de las células marcadas con linea blanca discontinua en a y

c. (AUNCs (£0j0): hes=405 y hem=680-730 nm y DAPI (azul): A =405 y A en=450-470

Figura 76: Imagenes de fluorescencia obtenidas por microscopia laser
confocal para la distribucion de APOE en células HRPEsv40 CT (a y b) y tratadas
con IL-1a (c y d). Las imagenes a y ¢ corresponden con la superposicién del canal
DAPI (azul) y del canal verde correspondiente a la emision del Ab secundario fluor
Alexa®488 (distribucién de APOE en verde), y las imdgenes b y d corresponden con
la distribucién de APOE (Ab secundario fluor Alexa®488). Las imagenes XZ de la

derecha corresponden a los perfiles en profundidad en las células marcadas con las
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lineas blancas discontinuas en las imagenes a y c. (Alexa®488 (verde): A=488 y

Aem=500-520 nm y DAPI (azul): Aex=405 § Aem=450-470 nm...ceovervevcrecrecreenenne. 267

Figura 77: Imagenes de fluorescencia obtenidas por microscopia laser
confocal de los controles negativos del inmunoensayo empleando AuNCs como
etiqueta de fluorescencia. Para realizar estas medidas se afiadieron AuNCs libres (i.e.,
no conjugados) a las células HRPEsv40. a y b) Células HRPEsv40 CT'y, c y d) Células
HRPEsv40 tratadas con IL-1a. Las imagenes a y d presentan la superposicién de los
canales rojo (AuNCs) y azul (DAPI), y las iméagenes ¢ y d ademads superponen el canal

de contraste de fase (GLIS). ..uverimimririnieiiiiie e 268

Figura 78: Imagenes 2D obtenidas para la sefal de 17 Au™ (cps) en las células
HRPEsv40 por LA-ICP-MS utilizando la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs. a)
Distribucién de APOE en células CT, b) Superposicién de la sefial de 7Au* con la

imagen Optica de las células CT antes del muestreo por LA, ¢) Distribucion de APOE
en células tratadas con 1L-1a, b) Superposicion de la sefial de 7Au* con la imagen

optica de las células tratadas con 1L-1a antes del muestreo por LA. ...........c.......... 270

Figura 79: Histogramas (frecuencia de pixeles frente a intensidad de '97Aut,
en cps) obtenidos para el andlisis de APOE en células HRPEsv40 CT (células #1 y
#2) y tratadas con IL-1a (células #4 y #5) empleando LA-ICP-MS. La inmunosonda
Anti-h-APOE:AuNCs se utilizé en la etapa de ICC para la deteccién de la proteina

Figura 80: Imdgenes 2D obtenidas para la sefial de 7Au* (cps) en las células
HRPEsv40 por LA-ICP-MS utilizando la inmunosonda Anti-h-MT2A:AuNCs. a)
Distribucién de MT2A en células CT, b) Superposicion de la sefial de 7Au* con la

imagen optica de las células CT antes del muestreo por LA, ¢) Distribucion de MT2A
en células tratadas con IL-1al, b) Superposicion de la sefial de 7Au* con la imagen

optica de las células tratadas con IL-1a antes del muestreo por LA. ... 273

Figura 81: Histogramas (frencuena de pixeles frente a intensidad de '97Aut,

en cps) obtenidos para el andlisis de MT2A en células HRPEsv40 CT (células #1,
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#2,y #3) y tratadas con IL-1a (células #5, #8, y #11) empleando LA-ICP-MS. La
inmunosonda Anti-h-MT2a:AuNCs se utiliz6 en la etapa de ICC para la deteccion de

la ProtefNa MT2A. ..ottt 274

Figura 82: Estudios de viabilidad celular para preparar los patrones
HRPEsv@AuNCs unicelulares. En la grafica y la figura se muestran los valores
obtenidos para el nimero de células al con concentraciones de AuNCs en el rango
entre 0-350 pg'ml-!. Las desviaciones estindar corresponden a tres conteos de

alicuotas diferentes de la misma suplementacion. .......ccveecurecrreerrecrrenereesereeserenerenne 276

Figura 83: Representaciéon grafica de la relacién observada entre las
concentraciones de AuNCs empleadas para la suplementacién de las células
HRPEsv40 (0-100 pg'mL?') y los fg de Au por célula para los patrones
HRPEsv(@AuNCs tras analisis por ICP-MS. Las desviaciones estandar corresponden

a 3 réplicas de la suplementadas con la misma concentracion. .......cceeveeveeveeicnnns 276

Figura 84: Ejemplo de cémo se realiza el tratamiento de datos empleando el
software Iolite para la cuantificacién de Au en los patrones HRPEsv(@AuNCs
empleando el imaging de 3 células (suplementadas con 5 pug'ml! de AuNCs)
analizadas por LA-ICP-MS. ......cccccoovmiicrieeereeeee e 278

Figura 85: Ejemplo de c6mo se realiza el tratamiento de datos empleando el
software Iolite para la cuantificacién de Au en los patrones HRPEsv(@AuNCs
empleando el imaging de 2 células analizadas por LA-ICP-MS. Imiégenes de la
izquierda a-d) Suplementcién de las células con 25 pg'mL"! de AuNCs, e imdgenes

de la derecha a-d) Suplementcién de las células con 50 pg'mL-"! de AuNCs.......... 278

Figura 86: Grafico de cajas que representa el promedio de las intensidades de
Y7Aut por célula (determinada por LA-ICP-MS) para los diferentes patrones
unicelulares HRPEsv@AuNCs obtenidos tras la suplementacion de las HRPEsv con
diferentes concentraciones de AuNCs (0-200 pg-mlL-'). Las barras de error

corresponden a la desviacion calculada tras el andlisis de 30 células por condicion.

XXV



Figura 87: Grafica de calibracién obtenida empleando los patrones
unicelulares HRPEsv@AuNCs que es empleada para la determinacién de la
concentracion de proteinas en las células HRPEsv40 tras su analisis por LA-ICP-MS
(se utiliazn las inmunosonda con AuNCs como etiqueta especifica de cada proteina).
La intensidad media de 97Au* por pixel para cada célula (determinada por LA-ICP-
MS) se representd frente a la concentracion de Au de los patrones HRPEsv@AuNCs
para cada condicién de suplementaciéon con AuNCs (determinada por ICP-MS). Las
barras de error del eje x corresponden a la desviacién estandar del analisis de 30
células, mientras que las barras de error del eje Y corresponden a la desviacion

estandar calculada para el analisis de las 1-10°¢ células digeridas por condicion. .... 280

Figura 88: Imagenes 2D obtenidas para la seflal de '7Au* en las células
HRPEsv40 por LA-ICP-MS utilizando la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs. La
escala de color en unidades de cps y fg APOE/pixel para la célula #4 ejemplifica
cémo se puede hacer la cuantificacién de las imagenes cualitativas obtenidas por LA-
ICP-MS empleando la metodologia propuesta. En la imagen de la izquierda se
muestra la distribucion de APOE en células CT'y en la de la derecha la superposicion
de la sefial de 7Au* con la imagen 6ptica de las células CT antes del muestreo por
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Figura 89: Diagrama de las etapas llevadas a cabo para el tratamiento de las
células HRPEsv40 para la determinacién de APOE y MT2A mediante analisis por
sc-ICP-MS empleando inmunosondas con AuNCS. .......coceeiemnicenieennienrienneenneaens 299

Figura 90: Esquema de las etapas experimentales para realizar el
inmunoensayo en suspension con las células HRPEsv40. Las incubaciones con las
inmunosondas se realizan por separado y paralelamente para detectar MT2A o
APOE (Anti-h-MT2A:AuNCs o Anti-h-APOE, respectivamente). TA: temperatura
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Figura 91: Esquema de los calculos necesatios para transformar la sefial de las

intensidades de 7 Au* en cps detectada en el ICP-MS (i.e., deteccién de los eventos
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celulares) en masa de proteina por célula (expresada como fg de proteinas por célula).

Figura 92: Perfiles de tiempo resuelto para 5Fet y 197Au* obtenidos para el
analisis por sc-ICP-MS de células HRPEsv40 CT tras realizar el inmunoensayo para
la determinacién de APOE utilizando una incubacién con la inmunosonda Anti-h-
APOE:AuNCs durante toda la noche. a) Perfil para el °Fe*, y b) Pefil para el 197Aut.
El perfil ampliado en la imagen b) muestra un zoom del nivel de fondo para la sefial

de Intensidad de 197 AU ..ottt ettt ettt 311

Figura 93: Fotografias de los montajes experimentales empleados para la
introduccién de muestra (suspension celular) en el ICP-MS. a) flujo de introduccion
de muestra controlado por una bomba peristaltica externa (flujo de 20 uL-min), y

b) sistema de autoaspiracion (flujo de 40 pL-min ). ..o 313

Figura 94: Ejemplo del perfil obtenido para un evento celular adquirido
monitorizando la sefial de 7Au* y empleando 10 ms como tiempo de integraciéon

(1-105 células'mL" y un flujo de 40 plrminT). ..o 315

Figura 95: Ensayo de dilucion para células HRPEsv 40 CT donde se muestran
los perfiles resueltos en el tiempo para la sefial de ’Au* obtenidos por sc-ICP-MS
para diferentes diluciones seriadas de las células (inmunosonda Anti-h-
APOE:AuNCGs). Se aplicaron diluciones en serie empleando el tampén TRIZMA
0,1% NaCl (pH 7,4). 2) 0 células mL-1, b) 1-104 células mL1, ¢) 1-105 células mL-, d)
2,5:105 células mL!, €) 5-105 células mL-1y £) 1-100 células-mIt. .oveiieiannee. 316

Figura 96: Resultados obtenidos para el ensayo de dilucion de la suspension
de células HRPEsv40 CT (inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs). En el grafico se
representa en forma de barras la intensidad media de 17Au* para la poblacién celular
medida por sc-ICP-MS, asi como el numero de células detectadas en 175 s de tiempo
de adquisicion, frente a la concentracién de la suspension celular (i.e., nimero de

células por muestra tras contarlas con el hemocitOmetro). .....ccvecuvecrvecrrecurecnecn. 317
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Figura 97: Perfil resuelto en el tiempo para el andlisis de células individuales
empleando sc-ICP-MS donde se monitoriza la sefial de 197Aut (inmunosonda Anti-
h-APOE:AuNCs) para una muestra con una concentracién de células HRPEsv40 CT
de 1-100 célula mIil. oo 318

Figura 98: Estudio que ilustra como afecta el tratamiento de los datos con los
criterios 50 y 30 a la sefial de 7 Au* y 56Fe* para el andlisis de células HRPEsv40 por
sc-ICP-MS empleando AuNCs como etiqueta metalica en la deteccion de proteinas.
a) Grafico donde se observa una trelacion lineal entre el numero de eventos celulares
detectados frente a la concentracién celular aplicando el mismo criterio de
discriminacién para el tratamiento de los datos: 50 +X para el 7Au* y el 5Fe*, y b)
Perfil resuelto en el tiempo para la sefial de 5Fe* (1-105 células-mL-1) obtenido para
el andlisis de células HRPEsv40 CT por sc-ICP-MS donde se marcan con una linea
los umbrales calculados aplicando los criterios 30 y 50 (linea roja y gris,
respectivamente). Las flechas rojas marcan los eventos celulares que no se tienen en

cuentan en caso de aplicar el Criterio 56 F Xuuvveiniinininieiniinineisieeeeceiens 320

Figura 99: Petfiles resueltos en el tiempo para la sefial de 17Au* obtenidos
para el andlisis de células HRPEsv40 CT vy tratadas con IL-1a por sc-ICP-MS
(inmunosonda: Anti-h-MT2A:AuNCs). a) Células CT, y b) Células tratadas con IL-
lo.. En ambas muestras se incluye una tabla con los resultados obtenidos para los

eventos celulares tras el tratamiento de los datos aplicando el criterio 50 +x........ 322

Figura 100: Histograma de frecuencia de masa para la MT2A en células
HRPEsv40 CT (CT2-R2; linea gris) y células tratadas con IL-1o (IL3-R2; linea negra)
tras su analisis por sc-ICP-MS (inmunosonda: Anti-h-MT2A:AuNCs.................. 325

Figura 101: Perfiles resueltos en el tiempo para la sefial de ”Au* obtenidos
para el anaisis de células HRPEsv40 CT vy tratadas con IL-la. por sc-ICP-MS
(inmunosonda: Anti-h-APOE:AulNCs). a) Células CT, y b) Células tratadas con IL-

lo.. En ambas muestras se incluye una tabla con los resultados obtenidos para los

eventos celulares tras el tratamiento de los datos aplicando el critetio 56 +x........ 326
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Figura 102: Histograma de frecuencias de masa para la APOE en células
HRPEsv40 CT (CT2-R1; linea gris) y células tratadas con IL-1a (IL3-R3; linea negra)
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INTRODUCCION

La presente Tesis Doctoral intenta abordar la falta de metodologias lo sufi-
cientemente sensibles y robustas para la cuantificacion de biomoléculas, en patticular,
de proteinas. Estas suclen ser pieza clave en la mayoria de los procesos bioldgicos
implicados en el inicio y avance de un amplio abanico de enfermedades. Por ello, en
esta introduccién se intentara dar una visién general del problema biolégico plan-
teado, asi como de las estrategias utilizadas actualmente para el estudio de enferme-
dades, asi como de las biomoléculas implicadas desde un punto de vista analitico.
Finalmente se hara hincapié en las estrategias de cuantificacién de proteinas basadas

en la espectrometria de masas elemental.

A.l. ESTUDIO DE BIOMOLECULAS IMPLICADAS EN EL
DESARRROLLO DE ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Uno de los principales objetivos de la investigacion clinica actual en enferme-
dades neurodegenerativas es mejorar su deteccién temprana, asi como la deteccién
presintomatica de la disfuncién neuronal. También es una tarea pendiente, evaluar la
progresion de la enfermedad para dar un mejor entendimiento de la misma. El cémo,
qué, y por qué se desarrollan muchas enfermedades sigue siendo un enigma adn sin
resolver. Por ello, uno de los puntos clave de los estudios clinicos se centra en la
busqueda de biomarcadores, es decir, biomoléculas cuyo comportamiento o estado
en ciertos procesos biolégicos es signo de una afeccién o de una enfermedad!. Den-
tro de este contexto, encontrar un buen candidato es una tarea ardua que requiere de
técnicas altamente sensibles que permitan a su vez, su cuantificacion en muestras

biolégicas.

La presente Tesis Doctoral se centra en el estudio de proteinas de interés en
la enfermedad ocular denominada degeneracién macular asociada a la edad (DMAE),

relacionada con la disfuncion del sentido de la visién. Con el objetivo de poder dar

IM.D.S. Henley, P.G. Bates, ].S. Tabrizi. Biomarkers for neurodegenerative diseases, Curr. Opin. Neu-
rol. 18, (2005), 698-705
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una mejor compresion de la DMAE, y siendo esta una enfermedad ocular, a conti-

nuacién, se describe brevemente la estructura y fisiologfa del sistema visual.
A.1.1. Estructuray fisiologia del ojo

El ojo es el principal érgano que compone el sistema visual. Este es responsa-
ble de captar y enfocar la luz sobre las capas neurosensoriales de la retina con el
objetivo de transformar la energfa luminosa en estimulos nerviosos que son trans-
portados a través del nervio éptico hasta la corteza visual del cerebro. Es ahi donde
se procesan y se perciben conscientemente las imagenes?. Anatomicamente, el ojo
humano esta formado por tres capas primarias que rodean el globo ocular (Figura 1).
La tunica fibrosa constituida por la esclera y la cérnea (capa mas externa), la tvea o
tunica vascular compuesta por el iris, los cuerpos ciliares (CB) y la coroides (capa
intermedia), y la tunica neurosensorial (la més interna) formada por la retina y su
epitelio pigmentario de la retina (EPR). Estas capas rodean el cristalino, el humor

acuoso y el cuerpo vitreo.

Iis  Cristalino CB

Coroides

Cérnea
RPE

Retina

Nervio 6ptico

*y

/

Esclera Cuerpo vitreo

Humor acuoso

Figura 1: Esquema visual de la anatomia del ojo humano donde se muestra un corte transversal del globo
ocular y una ampliacion de la zona anterior del ofo, esquema becho con Biorender.com.

Cada uno de los tejidos y estructuras celulares que conforman el ojo tienen

funciones especificas que permiten un buen funcionamiento del sistema visual. Sin

21. S. Fox, Fisiologfa Humana, séptima edicion. McGraw Hill Interamericana, Madrid (2003). Capitulo
10. Fisiologfa sensorial.
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embargo, es la retina neurosensorial y el EPR, las estructuras directamente relaciona-
das con el desarrollo de la DMAE y por ello se dard una descripcién mas detallada

de las mismas.

La retina estd organizada en capas de células diferenciadas encargadas del pro-
ceso de fotorrecepcion y transduccion de la luz, incluyendo: células fotorreceptoras
(conos y bastones), interneuronas (células horizontales, bipolares y amacrinas) y cé-
lulas ganglionares cuyos axones forman el nervio 6ptico (Figura 2). La luz incidente
atraviesa las capas de células neuronales hasta alcanzar los fotorreceptores. Estos son
activados mediante una cadena de reacciones enzimaticas y fotoquimicas entre la luz
y ciertas moléculas localizadas en los fotopigmentos de los conos y bastones, trans-
formando la energfa luminosa en potenciales eléctricos que son transmitidos a las
células ganglionares mediante las células bipolares a través de multiples sinapsis di-
rectas o indirectas con las células horizontales y amacrinas. Finalmente, estos impul-

sos nerviosos son enviados a la corteza cerebral donde se elaboran las imdgenes#.

LUz

Nervio 6ptico <«
Células ganglionares

Capa de células ganglionares

ﬂ Capa de fibra nerviosa -
; Capa plexiforme externa

Células amacrinas
Células bipolares Capa de nuclear externa

Células horizontales @ ) ) .
_| Capa plexiforme interna Retina

Capa nuclear interna

conos Capa de células fotorreceptoras

bastones

il Epitelio pigmentario de la retina (EPR)
5—> Membrana de Bruch

Coroides

Esclera

Figura 2: Estructura de las capas celulares de la retina (esquema becho con BioRender.com).

3 M.J. Tovée, An introduction to the visual system, second edition. Canzbridge University Press, Cambridge
(2008). Capitulo 2: The eye and forming the image.

4T. Vanderah, D.]. Gould, Nolte’s human brain, Seventh Edition. E/sevier, Amsterdam (2016). Capitulo
17: The visual system
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El EPR es una monocapa continua de células pigmentadas que se sitda entre
los vasos sanguineos del coroides y los segmentos externos sensibles a la luz de los
fotorreceptores. Sus funciones estan estrechamente ligadas con el mantenimiento y
viabilidad de las células fotorreceptoras y consiguiente mantenimiento de la retina.
De manera resumida, entre sus funciones se encuentran: (1) la absorcion de la energia
luminosa enfocada por el cristalino en la retina, (2) transporte de iones, agua y pro-
ductos metabdlicos finales desde el espacio subretiniano a la sangre, (3) absorcién de
nutrientes de la sangre (p.¢j., glucosa, retinol y dcidos grasos) para ser entregados a
los fotorreceptores, y (4) mantener la excitabilidad de los fotorreceptores por medio
de la reisomerizacién del retinol, asegurar la composicion i6nica en el espacio subre-
tiniano, fagocitar y digerir los segmentos externos de los fotorreceptores desprendi-

dos o secretar factores de crecimiento como objetivo estructural’.

A la vista de sus multiples funciones, el EPR es esencial para mantener una
funcién visual normal. De ah{ que cualquier alteracién en sus funciones puede pro-
vocar la disfuncién de los fotorreceptores y la subsecuente degeneracion de la retina,

causando pérdida o perturbaciones en la visién que pueden desembocar en ceguera’.

A medida que envejecemos, las células, tejidos y 6rganos de nuestro organismo
sufren un deterioro inevitable, afectando este envejecimiento de igual manera a los
tejidos y células del 6rgano visual: el ojo. Esto provoca una pérdida progresiva de su
eficacia y funcionalidad lo que juega un papel fundamental en la apariciéon de patolo-
gias oculares relacionadas con el envejecimiento como son las cataratas, el glaucoma’

o la DMAES, entre otras.

5 O. Strauss. The retinal pigment epithelium in visual function. Physiol Rev. 85, (2005), 845-81.

¢ FJ. Alafién Fernandez, J. Fernandez Pérez, S. Ferreiro Lépez. Oftalmologia en atencién primaria.
Formacién Alcala, Jaén (2003). Capitulo XI: Patologfas del cristalino: cataratas.

7 FJ. Alafién Fernandez, J. Fernandez Pérez, S. Ferreiro Lépez. Oftalmologia en atencién primaria.
Formacién Alcala, Jaén (2003). Capitulo X: Glaucoma

8 M. Yanoff, ].S. Duker, Ophthalmology, fourth edition. Elsevier, Amsterdam (2014). Part 6: Retina and
vitreous. Section 6: macular disorders.
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A.1.2. Ladegeneracion macular asociada a la edad (DMAE)

La DMAE es la principal causa de ceguera irreversible en la poblacién enveje-
cida (> 60 afios) del mundo desarrollado?, representando el 6-9% de la ceguera por
causa legal a nivel mundial. De hecho, se estima que, en el afio 2040, 280 millones de
personas padezcan esta enfermedad®. La DMAE se caracteriza por un deterioro vi-
sual progresivo debido a la neurodegeneracién de la region fotorreceptora-EPR, es-
pecialmente notable en la regién retiniana de la macula, zona con mayor densidad de
células fotorreceptoras. Este hecho implica una pérdida de la agudeza visual en el
campo central de la vision. Como ejemplo, en la Figura 3 se ilustra la percepcion
visual de una persona sana (imagen de la izquierda) y la percepcién visual de un pa-

ciente con DMAE en fase avanzada (imagen de la derecha).

El desarrollo de la DMAE estd estrechamente relacionado con la edad, aunque
es una patologia multifactorial donde el tabaquismo, la dieta y factores genéticos son
también factores de riesgo. Ademds, debido a que la retina esta continuamente ex-
puesta a radiacién solar directa y a un alto consumo de oxigeno, el estrés oxidativo y
la inflamacién crénica juegan un papel fundamental en la aparicién y desarrollo de

esta patologfal®.

Figura 3: Campo visual de una persona sin patologias oculares (imagen izquierda) y vision de los pacientes
con DMAE (imagen derecha).

2 G.B.D. (2019) Blindness and Vision Impairment Collaborators, Vision Loss Expert Group of the
Global Burden of Disease Study. Causes of blindness and vision impairment in 2020 and trends over
30 years, and prevalence of avoidable blindness in relation to VISION 2020: the Right to Sight: an
analysis for the Global Burden of Disease Study. Lancet Glob Health. 9, (2021), 144-160.
10H. B. Juel, C. Faber, S.G. Svendsen, A.N. Vallejo, M.H. Nissen. Inflammatory cytokines protect retinal
pigment epithelial cells from oxidative stress-induced death. PLoS One. 21, (2013), 64619.
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Como se ha comentado en el apartado anterior, el EPR es una barrera celular
con funciones vitales para el mantenimiento de los conos y bastones y de la retina
neurosensorial. Entre el EPR y los vasos sanguineos del coroides se encuentra una
barrera de intercambio metabdlico semipermeable conocida como membrana de
Bruch, BrM (Figura 4, normal). Esta, junto con el epitelio, el coroides y los fotorre-
ceptores forman el complejo celular que sufre cambios, disfuncién y muerte con la

evolucion de la DMAE.

Clinicamente la DMAE se clasifica en dos estadios clinicos diferenciados, el
temprano que evoluciona progresivamente hasta su fase tardfa en el cual, la DMAE
se puede manifestar en dos fenotipos patolégicos!'': DMAE seca (atrofia geografica)
o humeda (neovascularizacién). A continuacién, y apoyandonos en la (Figura 4), se
explica de manera mas detallada cémo es la evolucién y los fenotipos patologicos en

los que se puede manifestar la enfermedad en su fase tardfa.

U La DMAE temprana ¢ intermedia

Se identifica clinicamente con la aparicién de depdsitos extracelulares de ta-
mafio pequefio/medio (denominados drusas) localizados especificamente entre el
EPR y la membrana de Bruch (BrM) o como manifestaciones pigmentarias anémalas
en el EPR (Figura 4 DMAE temprana-intermedia). De hecho, en estas primeras
etapas la gravedad de la enfermedad se puede estimar atendiendo al tamafio y nimero
de las drusas. Las drusas son depdsitos con alta concentracion de proteinas, lipidos y
minerales que provocan una deficiencia o dificultad en el intercambio metabdlico al
bloquear la entrada de nutrientes y el flujo de salida de fluidos desde el EPR al coroi-

des.

Los pacientes que evolucionan a la DMAE intermedia presentan al menos una
drusa de gran tamafio (>124 pm) y numerosas drusas mas pequefas, asf como dep6-
sitos drusenoides subretinianos. En este caso se produce una atrofia geografica que

no llega a extenderse al centro de la mdcula. La aparicion de numerosas drusas o de

1 M. Fleckenstein, T.D.L. Keenan, R.H. Guymer, et al. Age-related macular degeneration. Nat Rev Dis
Primers 7, (2021), 31.
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tamafio mayor que obstaculizan el flujo metabdlico normal, provoca la induccién de
estrés en las células del EPR desencadenando una respuesta inflamatoria crénica que
ocasiona la atrofia y muerte de las células fotorreceptoras (DMAE a sus estadios tat-

dios) y por ende a la pérdida irreversible de la vision'!.

O La DMAE tardia (DMAE seca o himeda)

En sus etapas tardias, la DMAE puede manifestarse como una atrofia geogra-
fica, conocida como el fenotipo de DMAE seca. Este es el mas comun entre los
pacientes con DMAE (85-90% del total) y se caracteriza por la degeneracién lenta de
las células neuroepiteliales por el bloqueo metabdlico de las drusas, conllevando a la

disfuncién y a la consecuente muerte de las células fotorreceptoras.

Alternativamente, se puede manifestar como el fenotipo de DMAE htumeda
(neovascular), la cual es la forma mas agresiva de la enfermedad y se caracteriza por
una neovascularizacién coroidal, es decir, la formacién de nuevos vasos sanguineos
bajo el EPR que provocan un flujo subretinal, provocando la degeneracion y muerte
del EPR. Esto da lugar a la produccién de sustancias angiogénicas (p.¢j., el factor de
crecimiento endotelial vascular, VEGF) que estimulan el crecimiento progresivo de
los neovasos, provocando la pérdida de los fotorreceptores y la formacion de cicatri-

Ces.
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Figura 4: Esquema resumen de las manifestaciones y tipos de DMAE resultantes del avance de
la enfermedad que implica el deterioro y muerte celular de la region fotorreceptores-EEPR-MBr-coroi-

des. (esquema becho con BioRender.com)

Siendo una enfermedad degenerativa altamente influenciada por el detetioro

celular debido al envejecimiento, existen tratamientos que pueden frenar, disminuir

e incluso recuperar la pérdida de visién en aquellos pacientes que sufren de DMAE

tipo himeda (neovascular). De hecho, puede tratarse eficazmente gracias al desarro-

llo de nuevos farmacos antiangiogénicos, que se inyectan en el intetior del ojo (inyec-

ciones intravitreas) y actdan inhibiendo el factor de crecimiento endotelial vascular

10
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(anti-VEGF) para impedir la formacién de nuevos vasos sanguineos anoémalos!2. A
mayor rapidez del tratamiento y en sus estadios mas iniciales, por lo general mejor
sera el prondstico visual. Sin embargo, respecto a la DMAE seca (atréfica), siendo el
fenotipo mas frecuente no tiene mas tratamiento que el de intentar evitar factores de
riesgo (p.€j., hipertension arterial, tabaquismo o colesterol) y adoptar habitos saluda-
bles. Sin embatgo, sigue sin existir un tratamiento efectivo a dia de hoy. Por el mo-
mento, una opcioén es la prescripcién por parte del oftalmélogo de determinados su-

plementos de vitaminas antioxidantes, que ayudan a proteger la retina'3.

A.1.2.1. Proteinas de interés y su relacion con la DMAE

La formacién de drusas parece estar asociada a eventos inflamatorios e inmu-
nitarios locales crénicos en las interfaces entre el EPR y la MBrx, y entre el EPR y los

fotorreceptores, lo que conduce a la degeneracién de la retina.

Existen estudios que relacionan varias proteinas con el desarrollo y avance de
la DMAE, sea por su implicacién directa en procesos biolégicos de proteccion frente
al estrés oxidativo o inflamacién, en la activacién de la cascada del complemento, o
por la formacién y acumulacion directa en los depésitos subretinianos (drusas y dru-
senoides). Algunas de las proteinas previamente estudiadas en enfermedades oculares
y neurodegenerativas son las metalotioneinas (MT's), la proteina precursora amiloide
(APP), el factor de crecimiento H (CFH) o la apolipoproteina E (APOE)!415.16. A
continuacién, se dard una visiéon general, su funcién y su implicacién el desarrollo de

la DMAE.

12.8.D. Solomon, K. Lindsley, S.S. Vedula, M.G. Krzystolik, B.S. Hawkins, Anti-vascular endothelial
growth factor for neovascular age-related macular degeneration, Cochrane Database Syst. Rev. 3 (2019)
CD005139.

13 H.M. Zajac-Pytrus, A. Pilecka, A. Turno-Krecicka, J. Adamiec-Mroczek, M. Misiuk-Hojlo The Dry
Form of Age-Related Macular Degeneration (AMD): The Current Concepts of Pathogenesis and Pro-
spects for Treatment. Adv Clin Exp Med. 6, (2015), 1099-104.

14T. Dentchev, A.H. Milam, V.M. Lee, J.Q. Trojanowski, J.L.. Dunaief. Amyloid-beta is found in drusen
from some age-related macular degeneration retinas, but not in drusen from normal retinas. Mol Vis. 9,
(2003), 184-190.

15 H. Gonzalez-Iglesias, L. Alvarez, M. Garcia, C. Petrash, A. Sanz-Medel, M. Coca-Prados. Metallothi-
oneins (MT's) in the human eye: a perspective article on the zinc-MT redox cycle. Metallomics, 6 (2014)
201-208

16 MLL. Hu, J. Quinn, K. Xue, Interactions between Apolipoprotein E Metabolism and Retinal Inflam-
mation in Age-Related Macular Degeneration. Life, 11 (2011), 635
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En la Figura 5 se esquematiza un modelo de patogénesis de DMAE que inte-
gra factores de riesgo clave (externos y genéticos) y la implicacion de varias proteinas.
Por una parte, el intercambio desequilibrado de lipoproteinas (p.ej., APOE) debido
a factores de riesgo como el alto consumo de grasas y el tabaquismo, puede dar lugar
a la formacién de depésitos de drusenoides, que a su vez actian como focos de in-
flamacién a través de las interacciones entre APOE, -amiloide (APP) y la conse-
cuente activacion de la cascada del complemento!”. Esta activaciéon provoca a su vez
la activacion microglia y la actividad de los macréfagos infiltrados que promueven un
entorno de inflamacién crénica bajo la influencia de los polimorfismos genéticos
(p-¢j. variantes de la CFH). Paralelamente, factores externos como la luz solar pro-
voca estrés oxidativo (aumento de ROS en la regién ocular), el cual induce directa-
mente ciclos de inflamacién crénica (donde las MT's juegan un papel clave). De ma-
nera general, todos estos factores conducen a la degeneracion del EPR y de los foto-
rreceptores, y finalmente al desencadenante de una DMAE avanzada (atrofia geogra-

fica o neovascularizacién)!6.

Las metalotioneinas (MT) son una familia de proteinas de bajo peso mole-
cular (6-7 kDa) que constan de 4 isoformas, MT1, MT2, MT3 y MT4 (en humanos),
siendo las MT1, 2 y 3 las presentes en los tejidos oculares. Tal y como se encuentra
recogido en el trabajo de Gonzalez-Iglesias et al.'5 las MT's presentan elevada abun-
dancia a lo largo de las diferentes regiones oculares y ésto parece indicar su relacion
directa con la neuroproteccién y equilibrio de procesos biolégico para mantener un
buen funcionamiento del érgano de la visién. De hecho, esta familia de proteinas
participa en procesos de homeostasis y transporte de metales (Zn o Cu). En este
contexto, el complejo Zn-MT estd estrechamente relacionado con la proteccion
frente al estrés oxidativo y la inflamacién. Ambas situaciones criticas en el desarrollo

de la DMAE. El ciclo redox del complejo Zn-MT es capaz de neutralizar las especies

17 J. Wang, K. Ohno-Matsui, T. Yoshida, N. Shimada, S. Ichinose, T. Sato, M. Mochizuki, I. Morita.
Amyloid-beta up-regulates complement factor B in retinal pigment epithelial cells through cytokines
released from recruited macrophages/microglia: Another mechanism of complement activation in age-
related macular degeneration. J. Cell. Physiol. 220, (2009), 119-28.
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reactivas de oxigeno (ROS), inhibiendo su toxicidad y genotoxicidad cuando se pro-
ducen etapas de estrés oxidativo. Ademas, también estan implicadas en la eliminacion

de las citoquinas proinflamatorias liberadas durante procesos inflamatorios!s.

Factores de riesgo
Luz solar, estrés
MT2 oxidativo

Activacion
/ microglia
Activacion del |nﬂama::|6n
4 complementn DMAE
EET /' Variacios
mﬂnrad genéticas de
CFH

I Depositos
drusenoides

conosy §70ENT8TTN Y0 08 008 o
- \ subretinianos

bastones || 1

Frumacién

nercle & loaos
- X de drusas

EPR

Factores de riesgo
Tabaquismo & dieta

I I
Intercambio de lipidos Sl ENEEEES APOE

MBr & !
Coroides —

Figura 5: Esquema de la patogénesis de la DMAE y su relacion con las proteinas APOE, MT2, APP
'y CFH. Esquema adaptado de la ref"®

Por su parte, la apolipoproteina E (APOE), una de las isoformas de las apo-
lipoproteinas, esta encargada del transporte de lipidos. Este hecho hace que esté es-
trechamente relacionada con la formacién de las drusas, las cuales acumulan lipidos.
El desajuste en el transporte entre el coroides y las células del EPR (Figura 5) provoca
acumulacion lipidica en la zona subretinaliBrrort Marcador no definido.19 e hecho, se ha
observado que la APOE es una de las proteinas mds abundantes en la composicion
de drusas de ojos humanos's. Ademas, se ha visto que esta involucrada en la activa-
cién de la cascada del complemento, la cual provoca inflamacion crénica y que esta
ligada al avance de la DMAE a sus etapas mas agresivas. Se ha visto también que con
la activacion del complemento se induce una acumulacién de APOE dependiente del

tiempo en las células del EPR2.

18 X.B. Ling, HW. Wei, J. Wang, Y.Q. Kong, Y.Y. Wu, J.L.. Guo, T.F. Li, ].K. Li, Mammalian metal-
lothionein-2A and oxidative stress, Int. J. Mol. Sci. 17, (2016), 1483.

19 C.A. Cutcio, J. B. Presley, G. Malek, N.E. Medeiros, D.V. Avery, H.S. Kruth, Esterified and unestet-
ified cholesterol in drusen and basal deposits of eyes with age-related maculopathy, Exp. Eye Res. 81,
(2005), 731-741.

20 P. Yang, N.P. Skiba, G.M. Tewkesbury, V.M. Treboschi, P. Baciu, G.J. Jaffe. Complement-mediated
regulation of apolipoprotein E in cultured human RPE cells. Invest Ophthalmol Vis Sci. 58, (2017),
3073-3085.
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Alteraciones genéticas en el gen que codifican el factor del complemento H
(CFH), localizadas en el locus CFH-to-F13B, esta asociado con mayores niveles de
activacién del complemento en la interfase EPR-coroides (Figura 5).2! Paralela-
mente, la proteina CFH ha sido localizada de manera abundante a lo largo de la regién
de la retina (células del EPR, fotorreceptores y las células ganglionares)?2. Por tanto,
también se postula como una proteina implicada en procesos relacionados con el
sentido de la vista. Estudios inmunohistoquimicos sugieren que la insuficiencia de
CFH en la interfase retina/coroides puede conducir a una activaciéon incontrolada del
complemento que provoca inflamacién y consiguiente dafio celular y tisular?®. Ade-
mas, la CFH ha sido identificada como proteina de formacién de las drusas y los
depésitos laminares basales (Figura 6)iError Matcador no definido.24 Finy cuanto a la proteina
B-amiloide (APP), ésta se ha relacionado con funciones de sefializacion en la acti-
vacion del complementoiError! Marcador no definido. 3 3 vez que se ha inmunolocalizado de

manera abundante en las drusas (Figura 6)

Figura 6: Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia tras el etiguetado inmunobistoquimico
con anticnerpos especificos de proteinas que identifican acumulacion en las drusas (circulos de hidroxiapatita
en violeta) de: a) proteina APP (rgjo) y CFH (verde), ¢) mezcla de las imdgenes: rojo (APP), verde (CFH)
_y amarillo gue corresponde a otra proteina, la vitronectina. (Barras de escala: 2 um). Imagen adaptada de la

7¢) 4.

21'T.D.L. Keenan, M. Toso, C. Pappas, L. Nichols, P.N. Bishop, G.S. Hageman. Assessment of Proteins
Associated with Complement Activation and Inflammation in Maculae of Human Donors Homozygous
Risk at Chromosome 1CFH-to-F13B. Invest Ophthalmol Vis Sci, 56, (2015), 4870.

22 S.D. Martin, E. Bodek, L. Geng, S. Schaal, H.J. Kaplan, T.H. Tezel, Complement factor H (CFH)
expression in mammalian retinal pigment epithelial cells, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 49, (2008), 206.

2 I.A. Bhutto, T. Baba, C. Merges, V. Juriasinghani, D.S. McLeod, G.A. Lutty, C-reactive protein and
complement factor H in aged human eyes and eyes with age-related macular degeneration, Br. J. Oph-
thalmol. 95 (2011) 1323-1330.

24 R.B. Thompson, V. Reffatto, ].G. Bundy, E. Kortvely, ].M. Flinn, A. Lanzirotti, I. Lengyel, Identifi-
cation of hydroxyapatite spherules provides new insight into subretinal pigment epithelial deposit for-
mation in the aging eye, Proc. Natl. Acad. Sci. 112 (2015) 1565-1570.
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A.2. METODOS TRADICIONALMENTE EMPLEADOS PARA
LA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
PROTEINAS

La identificacion y cuantificacién precisa y exacta de proteinas en muestras
biolégicas es una tarea compleja debido a factores como la baja concentracion del
analito en las muestras, asf como la complejidad de las matrices en las que se encuen-
tran (p.ej., tejidos, suero, células, etc.). Por ello, todavia existe una demanda de técni-
cas analfticas sensibles, robustas, rapidas y fiables para llevar a cabo esta tarea?. A
continuacién, se describen los métodos tipicamente empleados en los laboratorios

bioquimicos para la identificacién y cuantificaciéon de estas biomoléculas.
A.2.1. Métodos espectrofotométricos

Tradicionalmente, los métodos espectroscépicos han sido los que mas se han
utilizado en laboratorios bioquimicos. Estos métodos aprovechan las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas para generar una sefial detectable en la regién ultra-
violeta-visible (UV/Vis) del espectro electromagnético. Ademas, dicha sefial permite
realizar la cuantificacién de las proteinas, siendo la sefial proporcional a la concentra-
cién de proteina en la muestra bajo estudio?. En este tipo de estrategias, se realiza
un calibrado externo con un estandar de proteina genérico (p.¢j., seroalbumina bo-
vina, BSA) con el que se calcula la concentracién de proteina en la muestra problema.

En este contexto se pueden encuentran diferentes métodos:

U Métodos basados en la absorcion intrinseca de los residuos aromaticos
(fenilalanina, triptéfano y tirosina) del péptido o proteina (p.ej., longitudes
de onda a 280 6 260 nm, o la relacién entre las longitudes de onda)?>.

O Métodos basados en la medida éptica de las especies absorbentes generadas
por la unién de un reactivo a la proteina al ser afiadido a la muestra (o

patrén). En este apartado se encuentran los métodos ampliamente

% Simonian MH. Spectrophotometric determination of protein concentration. Curr. Protoc. Cell Biol.
2002 Appendix 3:Appendix 3B.
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conocidos como: (1) el método Bradford?, basado en la unién no covalente
entre el tinte Coomasie bine G-250 a la proteina, el cual genera un compuesto
que absorbe a 590 nm, y (2) los métodos que se basan en la formacién de un
complejo de Cu* con la proteina. Aprovechando la oxidacién del complejo
es posible la reduccién de sustancias colorimétricas que absorben a
longitudes de onda especificas. Aqui se pueden mencionar, el método Lowry
27 en el que el reactivo de Folin, tras su reduccion, se transforma en una
especie que absorbe a 720 nm (o 500 nm), o el basado en el 4cido
bicincéninico BCA?8 que, tras su reduccion, absorbe a 562 nm.

U Cabe mencionar también, aquellas aproximaciones basadas en la unién de
fluoréforos, es decir, en la adicion de moléculas que reaccionan con
péptidos/proteinas generando un compuesto detectable por emision
fluorescente?. Este tipo de métodos presentan generalmente una mayor

sensibilidad que los métodos basados en la absorcion de radiacion.

Sin embargo, estas metodologias de cuantificacion de compuestos proteicos
presentan serias limitaciones debido a su baja o nula especificidad, reproducibilidad
y sensibilidad (normalmente en el rango pg-ml-!', mg-ml;1). Las interferencias en la
deteccion debida a los reactivos empleados durante los ensayos o de la propia matriz
de las muestras (también pueden provocar interferencias en la deteccidén), asf como
la elevada variabilidad en las uniones establecidas entre las proteinas y los reactivos

colorimétricos provocan en general baja fiabilidad en los resultados?.

26 M.M. Bradford, A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72, (1976), 248-254.

27 0.H. Lowty, N.J. Rosebrough, A.L. Farr, R.J. Randall. Protein measurement with the Folin phenol
reagent. J. Biol. Chem. 193, (1951), 265-275

28 J. Cortés-Rios, A.M. Zarate, ].D. Figueroa, J. Medina, E. Fuentes-Lemus, M. Rodriguez-Fernandez,
M. Aliaga, C. Lépez-Alarcén, Protein quantification by bicinchoninic acid (BCA) assay follows complex
kinetics and can be performed at short incubation times, Anal. Biochem. 608, (2020), 113904.

2 A. Chopra, W.G. Willmore, K.K. Biggar, Protein quantification and visualization via ultraviolet-de-
pendent labeling with 2,2,2-trichloroethanol. Sci. Rep. 26, (2019), 13923.
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Actualmente, estos métodos se emplean de manera rutinaria para cuantificar
la cantidad de proteina total en muestras biologicas previamente lisadas y homoge-
neizadas. En ocasiones este tipo de analisis se llevan a cabo con el objetivo de not-
malizar la concentracién de una proteina especifica en la muestra, determinada por
otra técnica/metodologia alternativa®. Alternativamente, en el caso de realizar la
cuantificaciéon de una unica proteina mediante deteccion por espectrofotomettia, la
proteina de interés ha de ser aislada y purificada previamente empleando alguna téc-
nica de sepatracion (p.ej., la electroforesis en gel de poliacrilamida - dodecilsulfato

sédico (SDS-PAGE) o la cromatograffa liquida de alta resolucién (HPLC)).
A.2.2. Métodos basados en el empleo de anticuerpos especificos

Convencionalmente los métodos que hacen uso de anticuerpos especificos
para la determinacién de una determinada proteina emplean una deteccién espectros-
copica, realizando la medida de la absorbancia o la fluorescencia dependiendo del
compuesto empleado como marca detectable (una especie cromégena o un fluord-
foro, respectivamente). La molécula que genera una seflal detectable es unida cova-
lentemente mediante estrategias de bioconjugaciéon (o afinidad biotina-estreptavi-
dina) a una de las biomoléculas que participan en la estrategia (anticuerpo o antigeno)
y su seflal se relaciona con la concentracién de analito (proteina). Sin embargo, a
diferencia de los métodos anteriormente descritos en la seccion 2.1, la base de estos
métodos es la reacciéon inmunoldgica antigeno-anticuerpo caracterizada por ser de
elevada especificidad y afinidad. Esto hace que estas estrategias sean muy atractivas
para la identificacién y cuantificacion de una proteina (o biomolécula) diana, sin ne-
cesidad de una etapa de purificacion o aislamiento previa. A continuacion, se expli-
caran las bases de este tipo de estrategias, las biomoléculas implicadas, asi como los
métodos comunmente empleados para la identificacién y/o determinacién de pro-

tefnas: Western Blot, los inmunoensayos y las técnicas inmunohistoquimicas (IHC).

30 .M. Collins, D. Wang, Cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) protein quantification using capillary west-
ern blot technology and total protein normalization. ]. Pharmacol. Toxicol. Methods. 112, (2021),
107117.
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A.2.2.1. Aspectos generales

En una reacciéon inmunoldgica, el anticuerpo (Ab, antibody) reconoce especifi-
camente a un antigeno, que suele ser una biomolécula diana (u otro Ab). Los anti-
cuerpos también conocidos como inmunoglobulinas (Ig) son glicoproteinas produ-
cidas por los linfocitos B (un tipo de glébulo blanco) de organismos vivos superiores
como consecuencia de la activacion de una respuesta inmune al entrar en contacto

con un inmunégeno (el antigeno).

Los anticuerpos mas abundantes (80% del total) y los que se emplean en mayor
medida en técnicas de andlisis inmunoquimico, son las inmunoglobulinas G o IgG
(Figura 7). Tienen un peso molecular de 150 kDa, y poseen una estructura en forma
de Y, donde dos cadenas polipeptidicas pesadas idénticas (50 kDa) y dos ligeras (25
kDa) se unen mediante puentes disulfuro. Ademas, las cadenas de aminoacidos po-
seen una regiéon constante formada por 4 dominios y una regién variable formada
por 2. En la regién variable se encuentran los sitios de unién al antigeno, conocidos
como paratopos. De forma general los anticuerpos pueden ser monoclonales o poli-
clonales segin reaccionen con uno o con varios sitios de reconocimiento de sus an-

tigenos (epitopos), respectivamente’!32,

Durante la reacciéon inmunolégica el sitio de reconocimiento del Ab detecta
especificamente el epitopo de su antigeno y se establecen enlaces no covalentes entre
ambos sitios de reconocimiento. Dichos enlaces pueden ser a través de puentes de
hidrégeno, interacciones electrostaticas, fuerzas de van der Waals e interacciones hi-
drofébicas. Todas ellas tienen caracter cooperativo por lo que la existencia de multi-
ples interacciones débiles genera una considerable energfa de enlace2. Este recono-
cimiento es la base de los métodos inmunoquimicos y, debido a su gran sensibilidad
y especificidad, permite la determinacién de antigenos presentes en diferentes tipos

de muestras biolégicas en concentraciones muy bajas (del orden de ng'mIL-! — pg-mlL-

31 S.R. Mikkelsen, E. Cortén, (2016). “Capitulo 5: Antibodies”. Bioanalytical Chemistry. John Wiley &
Sons Ltd., West Sussex, 86-98.

32J. A. Owen, J. Punt, S.A. Stranford, (2013). “Capitulo 4: Antigens and Antibodies”. Kuby immunol-
ogy, New York: WH Freeman, New York, 76-106.
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). A continuacién, se describen brevemente los métodos basados en esta estrategia
que son de importancia actualmente en laboratorios bioquimicos para la identifica-
cién y cuantificacion de proteinas.

Sitios de union al Antigeno
(pardtopos)

Cadena ligera

* Dominios
variables (2)

Puentes
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|
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l| .......... constantes (4)
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Figura 7: Estructura de una inmunoglobulina G, anticuerpo.

A.2.2.2. Los inmunoensayos tipo ELISA

Los inmunoensayos se pueden clasificar de diferentes maneras: (1) depen-
diendo si necesitan o no un marcador para la deteccién de la reaccién inmunoldgica,
(2) atendiendo al formato del ensayo: competitivo o no competitivo, y (3) en funcién
de si necesitan una etapa de separacioén para detectar la sefial de la reaccién: homo-

géneos (no es necesaria) o heterogéneos (si es necesaria).

Por una parte, los inmunoensayos que son capaces por si mismos de indicar
la reaccién antigeno-anticuerpo son las denominadas técnicas inmunoquimicas sin
marcadores. En este grupo se incluyen la inmunoprecipitacién, inmunoelectroforesis,
ensayos de aglutinaciéon, medidas de turbidez y ensayos de fijaciéon del complemento.
Sin embargo, estas técnicas s6lo dan informacion cualitativa (i.e., si hay o no hay
antigeno). Por el contrario, los métodos cuantitativos requieren de una estrategia que
emplea marcadores, es decir, una molécula que se une covalentemente ya sea al Ab o
al antigeno (siendo esta dltima menos frecuente) para poder visualizar la reaccion

inmunoldgica. En los inmunoensayos se emplean tradicionalmente como marcadores
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fluoréforos, que generan una sefial detectable por fluorescencia (fluoroinmunoen-
sayo), o enzimas (enzimoinmunoensayo), las cuales catalizan reacciones que generan
un producto coloreado que puede ser detectado espectrofotométricamente (region

del UV/Vis).

En este contexto se puede hablar del ensayo inmunoenzimatico (ELISA, ex-
gyme-linked immunosorbent assay), ampliamente utilizado y comercializado para la cuan-
tificacion de antigenos como proteinas, péptidos, hormonas o anticuerpos especifi-
cos en un amplio rango de fluidos y muestras biologicas lisadas y homogeneizadas™®.
En este caso, las enzimas mas empleadas son la fosfatasa alcalina (AP, alkaline phosp-
hatase) o la peroxidasa de rdbano picante (HRP, horse radish peroxidase). Al afiadir el
sustrato de cada enzima, éstas catalizan una reaccién que genera un producto colo-
reado, el cual puede ser detectado espectrofotométricamente (p.¢j., se mide la absor-
bancia a una determinada longitud de onda en un lector de placas). La sefial se puede
relacionar con la concentracién del analito, por lo que es una técnica adecuada para

la determinacién de proteinas

Dependiendo de la combinacién antigeno-anticuerpo, el inmunoensayo puede
plantearse de distintas maneras, las cuales estan resumidas en la Figura 8. Indicar que,
en los ejemplos explicativos, el antigeno es el analito (protefna diana), y la marca
(enzima) estd enlazada covalentemente al Ab (sea este primario o secundario segin

el tipo de inmunoensayo).

a) ELISA directo: una proteina diana (estandar o muestra) se inmoviliza en la
supetficie de los pocillos de la placa y se incuba con un exceso de Ab
especifico marcado con la enzima. Tras un lavado (para eliminar el Ab en
exceso), se aflade el sustrato de la enzima y se detecta
espectrofotométricamente mediante la medida de la absorbancia del producto
resultante. La sefial es proporcional a la concentracion de proteina

inmovilizada.

3 8. D. Gan, K. R. Patel, Enzyme Immunoassay and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, JID. 133,
(2013), 1-3.
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b) ELISA indirecto: el esquema es practicamente igual al de un ELISA directo,

d)

pero es un Ab secundatio el que estd marcado con la enzima y se afiade
posteriormente al Ab primario. En este caso el Ab secundario ha de ser
especifico al animal huésped del Ab primario. La sefial resultante es
proporcional a la concentracion de proteina.

ELISA tipo sandwich: Un Ab especifico (monoclonal) de una proteina
diana se inmoviliza en la superficie de los pocillos de la placa (Ab de captura)
y se incuba primero con la proteina diana (muestra o estindar).
Posteriormente, se incuba con otro Ab especifico de la protefna diana
etiquetado con la enzima (Ab de deteccién, policlonal). Tras el lavado para
eliminar el Ab en exceso y la adicién del sustrato, se mide por
espectrofotometria la sefial resultante del producto que es proporcional a la
concentracién de proteina. Como se muestra en la Figura 8, el Ab
inmovilizado (azul) y el Ab marcado con enzima (verde) deben reconocer
diferentes epitopos de la proteina diana. Por tanto, en comparacién con el
ELISA directo o indirecto, este tipo de ensayo tiene una mayor especificidad.
ELISA competitivo (competicién por los sitios de unidén antigeno-
anticuerpo): Un estandar de la proteina diana se inmoviliza en la superficie de
los pocillos de la placa y se incuba con muestras que contienen la proteina
diana y una cantidad conocida de Ab especifico marcado con la enzima. Tras
la reaccién inmunoldgica, lavado y adicién del sustrato, se mide la sefial
resultante. Cuando la concentracién de antigeno en la muestra es elevada, la
cantidad de Ab-enzima libre que se une a la proteina estandar (pocillo) es baja
y, pot lo tanto, el color es claro (p. ¢j., la sefial detectada es pequefia). Por el
contrario, cuando la concentracién de antigeno en la muestra es menor, la
cantidad de Ab-enzima unido a la proteina inmovilizada en el pocillo es mayor
y el color que se observa es mas oscuro, por lo que la sefial detectada por
espectrofotometria serda también mayor. En este caso, la sefial es

inversamente proporcional a la concentracion de proteina en la muestra.
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Figura 8: Esquemas de los diferentes tipos de inmunoensayos ELISA. a) ELISA directo, b) ELISA
indirecto, ¢) ELISA tipo sandwich, y d) EILSA competitivo.

Indicar que, aunque en estos ejemplos se describen enzimoinmunoensayos, la marca
enzimatica puede ser sustituida por otro tipo de molécula con propiedades fluores-
cente (p.¢j., fluoréforos) o incluso nanoestructuras. En la actualidad con el desarrollo
de la nanociencia el empleo de nanoparticulas (con propiedades Opticas) en sustitu-
cién de las clasicas enzimas es un campo con un gran auge. Ejemplos del empleo de
nanoparticulas (NPs) se describen mas adelante en la Secciéon A.3.2.2 de la Tesis
Doctoral. En dicha seccién se describe el empleo de NPs como marcas para la de-
teccion elemental por espectrometria de masas. Sin embargo, algunas nanoestructu-
ras poseen propiedades épticas (puntos cudnticos, NPs o los nanoclisteres) que las

hacen adecuadas para ser empleadas como marcas en inmunoensayos tipo ELISA.
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A.2.2.3. Western Blot

La técnica de Western Blot (WB) sigue siendo un ensayo muy utilizado para la
identificacion y cuantificacién de proteinas de interés dentro de una muestra biolo-
gica compleja y estd basada en el uso de anticuerpos especificos. La utilidad, el bajo
coste y la accesibilidad del WB sumada a los avances en la especificidad de los anti-
cuerpos y las nuevas estrategias de deteccion de la sefial (p.ej., fluorescencia frente a
las tinciones colorimétricas convencionales, quimioluminiscencia o radioactividad)

permiten mejorar en sensibilidad, rango dinamico y facilidad de uso®*.

El método tradicional de cuantificaciéon de proteinas por WB implica: (1) li-
sado de las muestras (en el caso de tejidos, o células) con tampones adecuados con
los que poder extraer las proteinas manteniendo sus sitios de reconocimiento intac-
tos, (2) separacién electroforética de las proteinas en funcién de su peso molecular,
(3) transferencia de las proteinas estratificadas a una membrana de nitrocelulosa o
fluoruro de polivinilideno (PVDEF), y (4) inmunotincién empleando anticuerpos es-
pecificos marcados con enzimas o fluoréforos que permitan llevar a cabo la deteccién
de la proteina diana (analito) mediante técnicas espectroscopicas (p.¢j., absorbancia
o fluorescencia). Sin embargo, la principal desventaja del WB es la necesidad de una
normalizacién de los datos para dar valores cuantitativos fiables. Por lo general, la
normalizacién de la sefial de la proteina diana se puede realizar en base a proteinas
“housekeeping’ (proteinas que se expresan en el mismo nivel independientemente del
experimento) o en base a la cantidad de proteina total. Con esta segunda opcién se

consigue aumentar la precision de la determinacién y su fiabilidad30-34.

Cabe mencionar los dltimos avances alcanzados en la técnica de WB debido al
gran interés que presentan actualmente los estudios a nivel celular. Con el auge de la
miniaturizacién y el desarrollo de los sistemas de microfluidica se han conseguido
miniaturizar el WB a nivel celular: szngle ce/-Western blot. En este tipo de sistemas, se

cargan células en una placa con micropocillos (1 célula por pocillo) o en sistemas de

34 K. Oh, Technical Considerations for Contemporary Western Blot Techniques. Methods Mol Biol.
2261, (2021), 457-479.
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microfluidica donde las células son dispersadas por el sistema. De esta manera, se
realiza una lisis, separacion electroforética, inmunotincion y deteccién de cada célula
de manera individual®. Con estas estrategias se intentan resolver los problemas de
inespecificidad que presentan técnicas mas establecidas para la visualizacién de pro-
tefnas a nivel celular como son la citometria de flujo o las técnicas de inmunohisto-

quimica (IHC) e inmunocitoquimica (ICC).

A.2.2.4. Metodologias de imaging convencional: Inmunohistoquimica

/Immunocitoquimica e inmunofluotescencia convencional

Hasta ahora se ha hablado de metodologfas de deteccién y determinacién de
biomoléculas diana en muestras biolégicas lisadas y homogencizadas. Es decir, estu-
dios en los que se pierde informacién relevante al entorno biolégico (i.e., resolucion
espacial). Los tejidos son conjuntos complejos compuestos por multiples tipos de
células que interactian entre si, por ello para comprender la participacién de biomo-
léculas diana en un determinado proceso y por ende en el desarrollo de una enferme-
dad es importante emplear herramientas de visualizacién que permitan la obtencién
de imédgenes de los tejidos o poblaciones celulares con una elevada resolucion espacial

(nivel celular y supracelular)3®.

Tradicionalmente, en clinica los métodos mas comunes y ampliamente utiliza-
dos son los métodos de inmunohistoquimica (IHC) convencional (con revelado por
deposicién cromogénica) o inmunofluorescecia (IF). Ambos métodos son especifi-
cos ya que se basan en la reaccién de alta afinidad antigeno-anticuerpo. El antigeno
suele ser una proteina o glicoproteina localizada en uno o méas compartimentos sub-
celulares, como es la membrana celular, el citosol, las mitocondrias y/o el nicleo.
Tipicamente el protocolo general de ambos métodos es el siguiente (Figura 9): (1) un
Ab primario reacciona especificamente con el antigeno (biomolécula diana localizada

en un tejido o célula), y (2) un Ab secundario se emplea para visualizar la distribucion

% C.C. Kang, K. Yamauchi, K., J. Vlassakis et al. Single cell-resolution western blotting. Nat Protoc 11,
(2016), 1508-1530.

36 AR. Kherlopian, T. Song, Q. Duan, M.A. Neimark, M.J. Po, ].K. Gohagan, A.F. Laine, A review of
imaging techniques for systems biology. BMC Syst. Biol. 2, (2008), 74.
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de la molécula diana en el tejido o célula por medio de la deteccion de la sefial resul-
tante, la cual es diferente dependiendo del método. Por una parte, la molécula diana
en IHC convencional es visualizada gracias al empleo de tintes cromogénicos tras
reacciones enzimaticas. Es decir, en este caso el Ab secundario esta marcado con una
enzima. Por ejemplo, la diaminobencidina (DAB) y el 3-amino-9-etilcarbazol (AEC)
son los sustratos de la HRP, y Fast Red (sal sédica del acido 4-amino-9,10-dihidro-
1,3-dihidroxi-9,10-dioxo-2-antracenosulfénico) y NBT/BCIP (cloruro de nitroazul
de tetrazolio /5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) para la enzima AP. LA imagen de
la tincién resultante se puede observar facilmente a través de un microscopio 6p-
tico’”. Por otro lado, el marcaje para medidas por IF utiliza moléculas que emiten
fluorescencia (fluoréforos) bioconjugadas al Ab primario o secundario. En este caso,
la sefial se puede detectar con un microscopio de epifluorescencia convencional o

empleando microscopia confocal (esta ultima permite obtener imagenes con mejor

resoluciéon)3839,
a b
Js® DAB
Enzima: HRP —_ ¢ °
(. - e Fluoréforo
Ab 20 o0 Precipitado Ab 20
k “e marron t@
Ab 10 N\ Ab 10 )
Antigeno D f Seccion de tejido /células Antigeno Q N /F Seccion de tejido /células

Figura 9: Esquemas de los protocolos habitualmente empleados en IHC segiin el tipo de marcaje. a) IHC
convencional empleando cromdgenos, y b) inmunofluorescencia.

Ambas metodologias presentan sus pros y contras, los cuales estin breve-
mente recogidos a continuacién. Sin embargo, en primer lugar, se debe tener en
cuenta que la aplicacién final de cada una de ellas suele ser distinta dependiendo

principalmente de la especificidad y resolucion lateral requerida en cada caso. Por una

37 C.M. van der Loos. Chromogens in multiple immunohistochemical staining used for visual assessment
and spectral imaging: the colorful future. | Histotechnol 33, (2010), 31-40

3 H. Mori, R.D. Cardiff. Methods of Immunohistochemistry and Immunofluorescence: Converting
Invisible to Visible. In: J. Ursini-Siegel, N. Beauchemin, (eds) The Tumor Microenvironment. Methods
in Molecular Biology, Humana Press, New York, NY. 1458. (2016)

3 ]J.W. Lichtman, J.A. Conchello, Fluorescence microscopy. Nat. Methods 2, (2005) 910-919.
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parte, la IHC convencional es adecuada para analizar la distribucién de las células
positivas a los marcadores en un area relativamente grande de las muestras de tejidos,
mientras que el analisis con deteccion fluorescente (IF) es mas adecuado para la lo-
calizaciéon subcelular de las moléculas diana’. Los métodos inmunohistoquimicos
(IHC) e inmunocitoquimicos (ICC) son metodologfas similares que se diferencian en
el tipo de muestra. Mientras que en el caso de IHC se emplean secciones de tejido
embebidos en parafina o congelados, en ICC lo que se miden son células intactas
asiladas o en cultivos. Sin embargo, salvo algunas diferencias en el procesamiento de
los tejidos (los cuales son detallados mas adelante en esta seccién), las etapas experi-
mentales son similares. Por ello, las diferencias de IHC convencional e IF son tam-
bién aplicables a ICC (convencional e IF) y se hara referencia siempre a IHC (para

poder seguir la explicacion).

ITHC convencional: La ventaja que presenta frente a la IF es que la sefial es
permanente y puede observarse mediante microscopia dptica convencional (instru-
mentacién mas sencilla). Sin embargo, diferencias en el tiempo de reaccién enzima-
tica para la deposicién cromogénica (del sustrato) a menudo produce resultados de
falsos positivos o negativos, lo que requiere controles estrictos para los procedimien-
tos de la reaccién enzimatica. Ademds, es una estrategia de deteccion e identificacion

que depende en gran medida del operatrio.

IHC por inmunofluorescencia (IF): Los enfoques basados en la deteccién
por fluorescencia presentan la ventaja de ser mas selectivos y pueden detectar mas de
dos antigenos simultaneamente, ademas de que la resolucion de las imagenes es cla-
ramente mejor debido en gran medida a los microscopios empleados (epifluorescen-
cia o confocal). Sin embargo, aun superponiéndose a las desventajas de la IHC con-
vencional, presentan ciertas limitaciones. En primer lugar, la imposibilidad de detec-
cién maltiple (>7 parametros) debido a la superposicién de las bandas de emision de

los fluoréforos empleados. Es decir, los amplios espectros de absorcion y emision
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limitan el rango dinamico y el nimero de moléculas que se pueden visualizar simul-
taneamente*#. En segundo lugar, las sefiales de fluorescencia pueden “blanquearse”
(efecto bleaching o fotodegradacion) ya sea por un exceso de exposicion a la fuente de
luz de alta energia o por un almacenamiento prolongado. Por otro lado, algunos
fluoréforos pueden provocar fototoxicidad lo que limita su empleo en estudios 7
vivo. Ademas de esto, la deteccién fluorescente en muestras bioldgicas se ve fuerte-
mente limitada por la autofluorescencia de la muestra que puede afectar a la deteccion
selectiva de las marcas y por tanto imposibilitar la cuantificaciéon®?. Cabe destacar el
gran auge y la necesidad de deteccién multiple para el diagnéstico y prondstico de
enfermedades, ha hecho que se desarrollen estrategias de deteccion multiple por IHC
de inmunofluorescencia (mIHC-IF) tanto para tejidos*' como para células individua-
les, la citometria de flujo, basadas en ciclos de tincién de anticuerpos para poder
detectar un mayor nimero de moléculas (>7 parametros)*. Sin embargo, estas me-
todologias se ven limitadas a su vez por la eliminacién de anticuerpos involuntaria-
mente que pueden provocar ciclos de tincién consecutivos, o que los ciclos sean in-

completos y que pueden afectar a la antigenicidad de la biomolécula diana en la mues-

tra4.45,

4 J.C.T. Lim, J.P.S. Yeong, CJ.L. Lim, C.C.H. Ong, S.C. Wong, V.S.P. Chew, S.S. Ahmed, P.H.T,, J.
Igbal, An automated staining protocol for seven-colour immunofluorescence of human tissue sections
for diagnostic and prognostic use, Pathology, 50, (2018), 333-341.

41 .M. Taube, G. Akturk, M. Angelo, et al. The Society for Immunotherapy of Cancer statement on
best practices for multiplex immunohistochemistry (IHC) and immunofluorescence (IF) staining and
validation. ] Immunother Cancer. 8, (2020), 155.

42 D. Robertson, K. Savage, |.S. Reis-Filho, C.M. Isacke, Multiple immunofluorescence labelling of for-
malin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue. BMC Cell Biol. 9, (2008), 13.

4 E. C. Stack, C. Wang, K.A. Roman, C.C. Hoyt, Multiplexed immunohistochemistry, imaging, and
quantitation: a review, with an assessment of Tyramide signal amplification, multispectral imaging and
multiplex analysis. Methods 70 (2014), 46-58.

4 M. J. Gerdes, et al. Highly multiplexed single-cell analysis of formalin-fixed, paraffin-embedded cancer
tissue. Proc. Natl. Acad. Sci. 110, (2013) 11982-11987.

45 W. Schubert, et al. Analyzing proteome topology and function by automated multidimensional fluo-
rescence microscopy. Nat. Biotechnol. 24, (2006) 1270-1278.
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U Etquetas fluorescentes empleadas en IF

En cuanto a los fluoréforos mas empleados hoy en dia en IF (Figura 10), las
moléculas organicas de pequefio tamafio denominadas Alexa Fluor® (comercializa-
das por la casa comercial Thermo Fisher Scientific) son frecuentemente utilizadas
como marcadores en células y tejidos. Los espectros de excitacion y emisioén de la
serie Alexa Fluor® cubren el espectro visible y se extienden al infrarrojo, estando

cada uno de ellos numerado segin su maximo de excitaciéon (en nm)*.

a b
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Figura 10: Fluordforos empleados en IHC por IF. a) Linea temporal de los distintos fluordforos empleados
en IV (y citometria de flujo). Abreviaturas de las moléculas orgdnicas de gran tamanio que poseen varios
fluorocromos: phycoerytrin (PE), allophycocyanin (AP) — imagen adaptada de la ref ¥, y b) Espectros de
emtision de los fluordforos Alexa Fluor® - imagen adaptada de la ref*.

Con el desarrollo de la nanotecnologia, se han introducido ademds como mar-
cas alternativas a los fluoréforos convencionales nanoestructuras fluorescentes. Los
Quantum Dots (QDs) (Figura 10) son un tipo de nanomaterial semiconductor, con
un tamafio entre 2 nm y 10 nm que presentan una serie de ventajas como son una
alta emisién fotoluminiscente sintonizable y presentan una gran estabilidad. Sin em-

bargo, puede producirse intermitencia en su emisioén fluorescente®. Un ejemplo de

4 J.E. Berlier, et al. Quantitative comparison of long-wavelength Alexa Fluor dyes to Cy dyes: fluores-
cence of the dyes and their bioconjugates. | Histochem Cytochem. 51, (2003)1699-1712.

47 8.C. Bendall, G.P. Nolan, M. Roederer, P.K. Chattopadhyay. A deep profilet's guide to cytometty.
Trends Immunol. 33 (2012) 323-32.

48 Thermo Fisher Scientific: Alexa Fluor dyes https://www.ther-
mofisher.com/es/es/home/brands/molecular-probes/key-molecular-probes-products/alexa-
fluot/alexa-fluor-dyes-across-the-spectrum.html (visitada 02/05/2022)

49 13. Chattopadhyay PK, et al. Quantum dot semiconductor nanocrystals for immunophenotyping by
polychromatic flow cytometry. Nat Med.12, (2006) 972-977.
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imaging multiparamétrico con detecciéon por fluorescencia empleando QDs se des-
cribe en el trabajo de Tosat-Bitrian et al. *° donde se utilizan tres QDs bioconjugados
con anticuerpos secundarios, los cuales emiten en la regién del visible a 565, 605, y
655 nm (rojo, amarillo, y verde, respectivamente), para la determinacién de 3 molé-
culas citoplasmaticas de linfoblastos (Figura 11b). Hay numerosas aplicaciones de
esta familia para el marcaje de biomoléculas en tejidos y células. En la Figura 11 se
muestran dos ejemplos de la identificacién multiple biomarcadores en células. Por
una parte, en la Figura 11a se emplean dos ALEXA fluor® diferentes para identificar

GM130 y terbutalina en células Hela.

a b
pTOP TOP-43 Tubulin

Figura 11: Ejemplos de imagings empleando etiquetas fluorescentes para la identificacion de proteinas en
ctlulas mediante inmunofluorescencia. En la imagen a) adaptada de la ref’" se emplean dos marcas Alexa
Flnor® 488 y 647 para detectar un biomarcador cis-golgi (GM130) en células Hela (en rojo, Alexa® 647)
y la a-tubnlina (en verde, Alexa® 488). En la imagen b) adaptada de la ref° se empelan diferentes QDs
(emision a 565, 605, y 655 nm siendo la deteccion verde, amarilla y roja, respectivamente) para identificar 3
biomarcadores diferente en linfoblastos (fosfo TDP, TDP-43 y a-tubulina).

U Procesamiento de las muestras para IHC e IF

Es importante tener en cuenta que en este tipo de estudios hay que realizar un
procesamiento adecuado de las muestras para realizar estudios de #aging de biomo-

léculas de manera correcta. De este modo, en las secciones de tejido o los cultivos

50 C. Tosat-Bitrian, A. Avis-Bodas, G. Porras, D. Borrego-Hernandez, A. Garcia-Redondo, A. Martin-
Requero, V. Palomo. CdSe Quantum Dots in Human Models Derived from ALS Patients: Characteri-
zation, Nuclear Penetration Studies and Multiplexing. Nanomaterials. 11, (2021), 671.

51 Abcam https://www.abcam.com/alexa-fluor-647-gm130-antibody-ep892y-cis-golgi-marker-
ab195303.html#1b (dltima consulta: 02/05/2022)
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celulares se debe asegurar la integridad de su estructura (i.e., deben conservar las mis-
mas propiedades que presentan en su estado nativo). Con este proposito se puede
trabajar con muestras congeladas (muestras criogénicas) o fijadas en formaldehido y
embebidas en parafina (FFPE, formalin-fixed parafin embedded). Las muestras de tejidos
asi preparadas son posteriormente seccionadas, empleando instrumentos de corte en
frio como el ctiotomo o a temperatura ambiente, microtomo para las muestras en
FFPE. Ambos realizan cortes de secciones de tejido de entre 5-30 um los cuales son
depositados sobre portaobjetos para llevar a cabo el protocolo de IHC. Adicional-
mente, y debido a esta etapa previa de preparacioén de la muestra, se deben evaluar
etapas de desenmascaramiento antigénico, para asegurar que los antigenos (biomolé-
culas diana) no se han visto afectados por los reactivos utilizados durante las etapas
de preparacion. Es decir, es necesario evaluar que los epitopos se presenten disponi-

bles e inalterados para ser detectados.

A.3. ESTRATEGIAS PARA LA DETECCION Y
DETERMINACION DE PROTEINAS EMPLEANDO
ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas (MS) es una de las técnicas de referencia para la
identificacién y cuantificacién de proteinas. Sin embargo, en la mayoria de los casos,
la posibilidad de cuantificacion estd limitada por la influencia de la matriz de la mues-
tra durante la medida (i.e., efectos de matriz). De este modo, aunque técnicas tan
conocidas como el electrospray (ESI-MS) o Matrix-Assisted Laser Dissociation/ lonization
(MALDI-MS) se asocian habitualmente con la identificacién y determinacion de bio-
moléculas (aportan informacién estructural y molecular muy valiosa), no son intrin-
secamente técnicas cuantitativas>25- Hsto se debe a que en ambos casos se emplean

fuentes de ionizacién “suaves” (que no llegan a atomizar las muestras por completo)

52 H. Bin, Y. Zhong-Ping, Detection of native proteins using solid-substrate electrospray ionization
mass spectrometry with nonpolar solvents. Anal. Chimi. Acta. 1004, (2018), 51-57.

53 D.J. Ryan, J.M. Spraggins, R.M. Caprioli. Protein identification strategies in MALDI imaging mass
spectrometry: a brief review. Curr Opin Chem Biol. 48, (2019) 64-72.
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y pot ello son dependientes de la naturaleza quimica del analito y sobre todo de la

matriz donde ésta se encuentra’.

En este contexto, la espectrometria de masas con plasma de acoplamiento in-
ductivo ICP-MS) se ha empleado ampliamente como una técnica de cuantificacion
de elementos traza y ultra traza en matrices muy variadas en los ultimos afios. Esto
se debe, entre otras caracteristicas particulares (que son discutidas mas adelante) a su
fuente de ionizacién “dura” que atomiza por completo los diferentes componentes
de la muestra. En los siguientes apartados de la Tesis Doctoral, se da una vision ge-
neral de la técnica ICP-MS, el porqué de su importancia de este campo clinico, asi
como sus aplicaciones mas relevantes en el estudio de enfermedades. Posteriormente
se discuten las diferentes estrategias empleadas para la cuantificacién de proteinas y

biomoléculas en muestras bioldgicas.
A.3.1. DETECCION ELEMENTAL EMPLEANDO ICP-MS
A.3.1.1. Aspectos generales

En el andlisis por nebulizacion convencional mediante ICP- MS, la muestra en
disolucién es transformada en un aerosol liquido mediante un sistema de nebuliza-
cién (nebulizador y camara de nebulizacién). El aerosol es conducido mediante un
flujo de gas portador (Ar) hasta alcanzar el plasma, a través del tubo central de la
antorcha de cuarzo, donde se genera el plasma de Ar. La generacién del plasma se
produce cuando un flujo de gas es sometido a un campo electromagnético oscilante
inducido por una corriente de radiofrecuencias. En el interior del plasma se alcanzan
temperaturas de 5000-10000 K, y por ello, cuando el acrosol alcanza el plasma, éste
posee energia suficiente para provocar la: (1) desolvatacion, (2) vaporizacion, (3) ato-
mizacion, e (4) ionizaciéon de todos los componentes de la muestra. Todos aquellos
elementos con un potencial de ionizacién menor a 15,76 eV (primer potencial de

ionizacién del Ar) son ionizados, formandose, principalmente, iones monoatémicos

5 F. Calder6n-Celis, J. Ruiz-Enzinar. A reflection on the role of ICP-MS in proteomics: Update and
future perspective. Journal of Proteomics 198 (2019) 11-17
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y monopositivos®6:%. Los iones formados son conducidos hacia el analizador de ma-
sas a través de una interfase de extraccion, donde son separados en funcién de su
relacién masa/carga (m/z) y, finalmente, llegan a un detector donde se mide su sefial,

la cual es proporcional a su abundancia en la muestra®.

Una de las caracteristicas y ventajas principales que presenta el andlisis por
ICP-MS es el hecho de que la ionizacién del elemento/isétopo es independiente de
la estructura quimica del compuesto y por lo tanto independiente de la matriz de la
muestra. Para fines cuantitativos es muy ventajoso puesto que 1o es necesatio utilizar
estandares especificos para cada analito, ya que cualquier compuesto que contenga el
elemento detectable objetivo (a excepcién de C, H, N y O, por trabajar el plasma ICP
a presién atmosférica) es util como estindar de cuantificacién (p.ej., sales inorgani-
cas). Sin embargo, se debe tener en cuenta que esta ventaja que presenta la técnica
ICP-MS puede llegar a ser también una limitacién en ciertas aplicaciones, ya que al
atomizar por completo la muestra se pierde la informacién estructural de los analitos

(importante en el caso de las proteinas y otro tipo de biomoléculas)545.

El uso del ICP-MS como una potente técnica analitica para la determinacién
de trazas y ultratrazas de elementos metalicos en muestras biolégicas (de amplia na-
turaleza) no radica sélo en su posibilidad de cuantificacién, sino también en las ex-
cepcionales caracteristicas analiticas que posee la técnica: elevada especificidad y sen-
sibilidad, tanto elemental como isotépica; bajos limites de deteccién en el rango de
los pg-L' - ng'L! para la mayoria de los elementos de la tabla periédica; capacidad
multielemental y multiisotopica; amplio rango dinamico lineal (6-8 6rdenes de mag-
nitud); y gran robustez, ya que la sefial obtenida es practicamente independiente de

la estructura del analito y la composicién de la matriz>.

% D. Profrock, A. Prange, Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) for quantitative
analysis in environmental and life sciences: A review of challenges, solutions, and trends, Appl. Spec-
trosc. 66 (2012) 843-868.

5 J.R. Dean, Practical Inductively Coupled Plasma Spectrometry, Wiley, (2019).
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Adicionalmente, los avances llevados a cabo a lo largo de los afios en cuanto
al desarrollo de diferentes analizadores de masa, por ejemplo, el ICP-MS de tipo cua-
drupolo con celda de colision/reaccién, el ICP-MS de doble enfoque o el ICP-
MS/MS (en taindem) permiten reducir las interferencias espectrales, mientras que
ICP-MS con un analizador de masas tipo tiempo de vuelo permite el analisis multi-
elemental quasi-simultaneo. Por otra parte, las mejoras en la electrénica para la ad-
quisiciéon rapida de datos hacen que el ICP-MS permita realizar analisis con resolu-
cién temporal, para aplicaciones como la deteccién de una sola particula (single particle,
sp) o de una sola célula (single-cell, sc)’. Por otra parte, los instrumentos con deteccién
simultanea como el ICP-MS tipo multicolector (ICP-MC-MS) permiten obtener in-

formacién de relaciones isotdpicas de los elementos en estudio’.

Todos estos avances en la técnica ICP-MS han contribuido a mejorar la com-
prension del papel de los elementos traza y ultratraza en diferentes procesos biologi-

cos, asi como bajo diferentes condiciones médicas®.

A.3.1.2. ICP-MS como herramienta para la deteccion elemental e isotépica en

el estudio de enfermedades

Es bien sabido que el metabolismo de algunos elementos esenciales puede
verse afectado por ciertas enfermedades, lo que provoca alteraciones en los niveles
de concentracién de los elementos. Por ello, su determinacion en los fluidos biologi-
cos puede proporcionar informacién sobre el estado de salud de los individuos®6!,
Han sido numerosas las publicaciones que se centran en el estudio de alteraciones en
la composicion elemental de ciertos minerales esenciales para relacionarlos con en-

fermedades degenerativas, en especial centradas en el andlisis de muestras de

57S. Theiner, K. Locehr, G. Koellensperger L. Mueller, N. Jakubowski. Single-cell analysis by use of ICP-
MS Check for updates, J. Anal. At. Spectrom., 35, (2020) 1784-1813.

58 K. Sullivan, J.A. Kidder, T. Junqueira, F. Vanhaecke, M. I. Leybourne, Emerging applications of high-
precision Cu isotopic analysis by MC-ICP-MS, Sci. Total Environ., (2022), 156084.

% K. Planeta, A. Kubala-Kukus, A., Drozdz, A. et al. The assessment of the usability of selected instru-
mental techniques for the elemental analysis of biomedical samples. Sci Rep 11, (2021), 3704.

60 P, Zatta, R. Lucchini, S.J. Van Rensburg, A. Taylor. The role of metals in neurodegenerative processes:
aluminum, manganese, and zinc. Brain Res Bull. 62, (2003), 15-28.

01 G. Perry, L.M. Sayre, C.S. Atwood, R.J. Castellani, A.D. Cash, C.A. Rottkamp, et al. Copper in the
actiology of neurodegenerative disorders. CNS Drugs. 16, (2002) 339-52.
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suero®02, Por ejemplo, Jinemann et al.%3 investigaron los niveles de Fe, Co, Cu, Zn,
Cd, Mn y Se en muestras de humor acuoso de pacientes con DMAE (DMAE seca vs
controles) mostrando que pacientes con DMAE presentaban concentraciones signi-
ficativamente mayores de Cd, Co, Fe y Zn y menores de Cu al comprarlas con mues-
tras control (no diferencias para Se). Por otro lado, Aranaz et al.** han relacionado
recientemente una concentracion significativamente elevada de Mg y P en muestras
de humor acuoso con una patologia ocular como el glaucoma (pacientes con dos

tipos de glaucoma s pacientes control).

Paralelamente, resulta interesante también en este campo el analisis isotopico
de alta precisiéon empleando ICP-MS tipo multicolector para la determinacién de ele-
mentos minerales esenciales (p.¢j., Ca, Mg, Cu, Fe, y Zn). En este caso los estudios
proporcionan otro enfoque para evaluar la influencia de las enfermedades en la ho-
meostasis de los metales esenciales®s. Varios estudios muestran que enfermedades
como la cirrosis hepatica y el cancer hepatocelular, colorrectal y de mama dan lugar
a variaciones isotopicas en las abundancias del Cu (3Cu y °Cu) al ser comparadas

con las muestras de suero de un grupo control®-68,

02 T.N. Abduljabbar, B.L. Sharp, H.J. Reid, N. Barzegar-Befroeid, T. Peto, I. Lengye Determination of
Zn, Cu and Fe in human patients’ serum using micro-sampling ICP-MS and sample dilution Talanta,
204 (2019), 663-66.

03 A.G.M. Jinemann, P. Stopa, B. Michalke, A. Chaudhri, U. Reulbach, C. Huchzermeyer, U. Schl6tzer-
Schrehardt, F.E. Kruse, E. Zrenner, R. Rejdak Levels of aqueous humor trace elements in patients with
mon-exudative age-telated macular degeneration: a case-control study PLoS One, 8 (2013), 56734.

04 M. Aranaz, M. Costas-Rodtiguez, L. Lobo, M. Garcia, H. Gonzalez-Iglesias, R. Peteiro, F. Van-
haecke. Homeostatic alterations related to total antioxidant capacity, elemental concentrations and iso-
topic compositions in aqueous humor of glaucoma patients. Anal Bioanal Chem 414, (2022) 515-524.
% M. Aranaz, M. Costas-Rodriguez, L. Lobo, H. Gonzalez-Iglesias, F. Vanhaecke, R. Pereiro, Pilot study
of homeostatic alterations of mineral elements in serum of patients with age-related macular degenera-
tion via elemental and isotopic analysis using ICP-mass spectrometry, J. Pharma. Biomed. 177, (2020),
112857.

0 M. Costas-Rodriguez, Y. Anoshkina, S. Lauwens, H. van Vlierberghe, J. Delanghe, F. Vanhaecke.
Isotopic analysis of Cu in blood serum by multi-collector ICP-mass spectrometry: a new approach for
the diagnosis and prognosis of liver cirrhosis? Metallomics, 7 (2015), 491-498.

67'V. Balter, A. Nogueria da Costa, V.P. Bondanese, K. Jaouen, A. Lamboux, S. Sangrajrang, N. Vicent,
F. Fourel, P. Télouk, M. Gigou, C. Lécuyer, P. Srivatanakul, C. Bréchot, F. Albaréde, P. Hainaut Natural
variations of copper and sulfur stable isotopes in blood of hepatocellular carcinoma patients Proc. Nat.
Acad. Sci. U. S. A, 112 (2015), 982-985.

68 P. Télouk, A. Puisieux, T. Fujii, V. Balter, V.P. Bondanese, A.P. Morel, G. Clapisson, A. Lamboux,
F. Albaréde Copper isotope effect in serum of cancer patients. A pilot study Metallomics, 7 (2015), 299-
308.
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Por tanto, la determinacion tanto de elementos minerales esenciales como la
medida precisa de las relaciones isotdpicas en diferentes tipos de muestras (bioflui-
dos) puede contribuir a una mejor interpretacién de los procesos bioquimicos dentro
de nuestro cuerpo y servir, asi como potenciales matrcadores de diagndstico/pronds-

tico de enfermedades.

A.3.2. Determinacion de biomoléculas mediante icp-ms: estrategias de

marcaje

Hasta ahora se ha mostrado el potencial del ICP-MS como técnica de analisis
elemental, sin embargo, también es posible obtener informacién sobre diferentes bio-
moléculas presentes en matrices bioldgicas. Por ejemplo, se pueden detectar protei-
nas midiendo heterodtomos como el S, Se, o P y los posibles 4tomos metalicos (p.ej.,
Fe, Cu, Zn) presentes de forma natural en las biomoléculas. También, se puede rea-
lizar un etiquetado elemental (o isotopico) exdgeno con un metal o metaloide para
que la molécula o moléculas de interés sean mas facilmente detectables por ICP-MS54.
Sin embargo, la complejidad intrinseca de las muestras biolégicas (fluidos, células, y
tejidos) hace que la determinacién de biomoléculas mediante la medicién de elemen-
tos, tanto endégenos como exdgenos, requiera del aislamiento riguroso del analito
mediante técnicas cromatograficas o electroforéticas previamente a la deteccién por

ICP-MS.

Alternativamente, como estrategia para la cuantificacién de biomoléculas por
ICP-MS, se presenta el empleo de las reacciones antigeno-anticuerpo, para detectar
especificamente la biomolécula diana. Para ello se requiere del etiquetado de un Ab
de reconocimiento con un elemento metilico o con un nucleido estable detectable

directamente por ICP-MS®.70. Este tipo de metodologias, son conocidas como las

® R. Liu, P. Wu, L. Yang, X. Hou, Y. Liv, Inductively coupled plasma mass spectrometry-based immu-
noassay: a review, Mass Spectrom. Rev. 33 (2014) 373-393.

70 C. Giesen, L. Waentig, U. Panne, N. Jakubowski, History of inductively coupledplasma mass spec-
trometry-based immunoassays, Spectrochim, Acta B 76(2012) 27-39.

Ana Lores Padin 35



INTRODUCCION

estrategias basadas en el uso de inmunosondas metalicas especificas de proteinas

diana.

Para entender este tipo de estrategias de marcaje, en la Figura 12 se representa
a modo de resumen las principales etapas a realizar. Estas engloban en una primera
etapa (i) la seleccién/construccién de la inmunosonda metalica (p.¢j., un Ab) etique-
tada con una molécula que contiene uno o varios atomos de un metal determinado
(p.¢j., un complejo metalico, un polimero que contiene varios complejos metalicos o
una nanoparticula), asi como su correcta purificacion y caracterizacion; (i) a conti-
nuacién tiene lugar el inmunoensayo para reconocer el analito por la inmunosonda
(reaccién antigeno-anticuerpo), y finalmente (iii) se realiza la deteccién del metal de
la marca por ICP-MS. Este ultimo paso dependera de la naturaleza de la muestra
(p-¢j., fluido, digerido de una muestra bioldgica, suspension celular, seccion de tejido,
células fijadas, etc.) asi como del tipo de informacién requerida. Por ejemplo, un cul-
tivo celular puede ser digerido y homogeneizado para su deteccién por nebulizacién
convencional-ICP-MS. Por otro lado, las células pueden ser suspendidas en un tam-
pén salino para introducirlas de manera intacta en un sistema de single-ce/-FICP-MS
para su deteccién individual, o bien las células pueden ser fijadas en un porta muestras
y medidas directamente con un sistema de ablacion laser (LA) acoplado al ICP-MS)
para determinar la distribucién de las proteinas en las células. En todos los casos
(ICP-MS, sc-ICP-MS, y LA-ICP-MS), la identificacién de la proteina diana en las

células se lleva a cabo siguiendo el metal empleado en la etiqueta de la inmunosonda.

Adicionalmente, existen ciertas etiquetas metalicas que poseen marcas con di-
ferentes propiedades fisicoquimicas que permiten llevar a cabo una deteccion multi-
modal de las proteinas; por ejemplo, hay marcas con propiedades fluorescentes y
electroquimica que permiten una deteccion por MS, fluorescencia y voltamperome-

tria ciclica.
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Figura 12: Esquema de las etapas de la estrategia analitica de marcaje a seguir con una inmunosonda para
la determinacion de biomoléculas por ICP-MS: (1) preparaciin de la inmunosonda metdlica, (11) reaccion de
reconocimiento de la proteina, y (I11) posibilidades de deteccion por ICP-MS.

A.3.2.1. Etiquetas metalicas empleadas para deteccion de proteinas por ICP-

MS

En cuanto a las etiquetas metélicas para el desarrollo de las inmunosondas
especificas para la deteccién de biomoléculas por ICP-MS, se ha propuesto una gran
variedad de ellas desde el primer trabajo publicado en 2001 por Zhang et al. para la
determinacion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) en suero humano’!.
En este método, el analito fue capturado por el Ab anti-TSH inmovilizado en un
soporte. A continuacién, se afiadieron el Ab anti-TSH biotinilado y la estreptavidina
(SA) marcada con Eu’" para formar el inmunocomplejo “[Ab de captura]-[TSHanaliwo] -
[Ab biotinilado anti-TSH]-[Eu3*-SA]”. Tras eliminar los reactivos no unidos, el Eu
unido al inmunocomplejo se extrajo empleando 4cido nitrico diluido y se midié por
ICP-MS. En este trabajo, la sefial de Eu3* era proporcional a la concentracion de la
molécula TSH. Un aspecto importante a tener en cuenta en este tipo de analisis es

que para llevar a cabo no solo la identificacién de la biomolécula, sino también la

1 C. Zhang, F. Wu, Y. Zhang, X. Wang, X. Zhang, A novel combination of immunoreaction and ICP-
MS as a hyphenated technique for the determination of thyroid-stimulating hormone (TSH) in human
serum, J. Anal. At. Spectrom. 16, (2001), 1393-1396.
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determinacién de la misma es necesario conocer la estequiometria de la inmunosonda

(i.e., el nimero de marcas metalicas por molécula de Ab).

Las caracteristicas que debe poseer una buena etiqueta metalica para ser
usada en este tipo de aplicaciones con deteccién por ICP-MS estan resumidas a con-

tinuacién:

- En cuanto al metal/elemento que compone la etiqueta se puede
hablar de dos aspectos:

a) teniendo en cuenta el tipo de muestras, la etiqueta debe ser un
elemento que no esté presente en las muestras biolégicas (i.e., se deben
evitar elementos constituyentes como los minerales esenciales: Fe, Zn,
Cuetc.),y

b) atendiendo a la técnica de deteccién, la etiqueta ha de cumplir los
siguientes requisitos: () la eficiencia de ionizacién en ICP-MS del
is6topo deberia ser elevada, (ii) se deben evitar isétopos que presenten
interferencias espectrales, y (iii) en cuanto a las abundancias isotépicas
se puede elegir un elemento con un is6topo muy abundante para su
monitorizacién con el objetivo de maximizar la sensibilidad de la
deteccién o bien optar por la eleccién de un elemento que presente
varios is6topos con la posibilidad de realizar deteccién multiple.

- En cuanto a la estructura de la etiqueta, con el objetivo de conseguir
una gran amplificacion de la sefial, lo ideal es optar por aquellas marcas
que estén constituidas por varios atomos de un mismo metal a la vez
que presenten un volumen reducido. Es decir, que la relacién metal
detectable:volumen de la etiqueta sea maxima. Este aspecto es critico en
la funcionalidad de la inmunosonda. Al unir la etiqueta metalica a la
molécula de reconocimiento, cuando mayor sea el volumen de la
etiqueta mayor impedimento estérico, lo que conlleva a una mayor
posibilidad de bloqueo o impedimento en el sitio de unién el Ab,

dificultando la deteccién de la biomolécula de interés (antigeno).
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Teniendo estas caracteristicas en cuenta, a continuacion, se discutiran varios
ejemplos mostrando las etiquetas mas habitualmente empleadas en este tipo de es-

trategias para la identificacién y cuantificaciéon de biomoléculas empleando ICP-MS.

El empleo de lantanidos (L.n) como elementos detectables en ICP-MS, como
emplearon Zhang et al.”!, ha sido una estrategia muy recurrida ya que su uso estd
abalado por tres motivos principales. Por una parte, las muestras biolégicas no pre-
sentan Ln en su matriz, por lo que los fondos de deteccion para los Ln son insignifi-
cantes en el ICP-MS. Ademas, las elevadas eficiencias de ionizacién de los Ln en ICP-
MS72, asi como la posibilidad que presentan para estudios de andlisis multiple (la serie
de los Ln consta de 14 elementos estables con sus correspondientes isétopos) hacen
de estos unos elementos ideales para su deteccién por MS. En este sentido, el marcaje
de un determinado Ab con Ln se hace por medio de compuestos quelantes bifuncio-
nales que son capaces de unirse a la biomolécula de reconocimiento’. En cuanto al
grupo quelante, éste puede ser un compuesto macrociclico como el 4cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA), o el 4cido dietilentriaminopen-
taacético (DTPA), los cuales forman complejos de inclusién muy estables con iones
trivalentes de los Ln en un amplio rango de pH y de concentraciones salinas™7¢. Sin
embargo, estas estructuras solo adoptan un atomo por complejo quelante, por lo que,

con el objetivo de aumentar la sensibilidad de la deteccién, se ha propuesto el uso de

72 T.C. de Bang, S. Husted, Lanthanide elements as labels for multiplexed and targeted analysis of pro-
teins, DNA and RNA using inductively coupled plasma mass spectrometry, Trends Anal. Chem. 72
(2015) 45-52.

73 A. Tholey, D. Schaumloffel, Metal labeling for quantitative protein and proteome analysis using in-
ductively coupled plasma mass spectrometry, Trends Anal. Chem. 29, (2010), 399-408

74G. Schwarz, L. Mueller, S. Becka, M.W. Linscheid, DOTA based metal labels for protein quantifica-
tion: a review, J. Anal. At. Spectrom. 29, (2014), 221-233.

75 N. Jakubowski, L. Waentig, H. Hayen, A. Venkatachalam, A. von Bohlen, P.H. Roos, A. Manz, La-
belling of proteins with 2-(4-isothiocyanatobenzyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic
acid and lanthanidesand detection by ICP-MS, J. Anal. At. Spectrom. 23, (2008), 1497-1507.

76 C. Giesen, T. Mairinger, L. Khoury, L. Waentig, N. Jakubowski, U. Panne, Multiplexed immunohisto-
chemical detection of tumor markers in breast cancer tissue using laser ablation inductively coupled
plasma mass spectrometry, Anal. Chem. 83, (2011), 8177-8183.
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microesferas de polimero que contienen varios Ln (2 mm de diametro)”. La alterna-
tiva mas recurrida en la actualidad estd basada en el uso de polimeros que contienen
varias unidades de DOTA o DTPA (estructuras recogidas en la Figura 12). En con-
creto, este ultimo enfoque ha dado lugar a los reactivos comerciales de etiquetado
denominados MAXPAR®, que se utilizan en multiples aplicaciones por deteccion
con ICP-MS. En concreto, con el auge de las técnicas de analisis cuasisimultineo
(citometria de masas, CyTOF™) y debido a la posibilidad de detecciéon multiple (dis-
ponibilidad de hasta 34 Ln diferentes y sus is6topos).

A.3.2.2. Nanoparticulas metalicas como etiquetas elementales

Con el desarrollo y ultimos avances en el campo de la nanotecnologia se ha
impulsado enormemente el uso de particulas inorganicas de tamafilo nanométrico,
nanoparticulas (NPs), como etiquetas para la deteccién por ICP-MS. De hecho, pa-
ralelamente al uso del Ln como marca, en el afio 2002 se publicaron varios trabajos

utilizando NPs de oro (AuNPs)8081,

El empleo de las NPs como etiquetas elementales ha supuesto una mejora
significativa frente a otro tipo de marcas, superando por ejemplo las limitaciones es-
tereoquimicas que presenta el uso de los polimeros. Ademas, en comparacién con
los quelatos y los polimeros (que contienen una parte no metalica considerable), la
alta sensibilidad esperada por el uso de NPs se atribuye a la elevada proporciéon de

atomos metilicos detectados por ICP-MS en relacién con el tamafio de la etiqueta.

77 A.L. Abdelrahman, S. Dai, S.C. Thickett, O. Ornatsky, D. Bandura, V. Baranov, M.A. Winnik, Lan-
thanide-containing polymer microspheres by multiplestage dispersion polymerization for highly multi-
plexed bioassays, J]. Am.Chem. Soc. 131, (2009), 15276-15283.

8 X. Lou, G. Zhang, I. Herrera, R. Kinach, O. Ornatsky, V. Baranov, M. Nitz, M.A. Winnik, Polymer-
based elemental tags for sensitive bioassays, Angew. Chem. Int. 46, (2007), 6111-6114.

7 D.R. Bandura, V.I. Baranov, O.1. Ornatsky, A. Antonov, R. Kinach, X. Lou, S. Pavlov, S. Vorobiev,
J.E. Dick, S.D. Tanner, Mass cytometry: technique for real time single cell multitarget immunoassay
based on inductively coupled plasma time-of-flight mass spectrometry, Anal. Chem. 81 (2009) 6813-
6822.

80 C. Zhang, Z. Zhang, B. Yu, J. Shi, X. Zhang, Application of the biological conjugate between antibody
and colloid Au nanoparticles as analyte to inductively coupled plasma mass spectrometry, Anal. Chem.
74, (2002), 96-99.

81 V.I. Baranov, Z. Quinn, D.R. Bandura, S.D. Tanner, A sensitive and quantitative element-tagged
immunoassay with ICPMS detection, Anal. Chem. 74, (2002), 1629-1636.
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Es importante mencionar que la sensibilidad conseguida por ICP-MS empleando
NPs se vera afectada por las caracteristicas de deteccion del metal seleccionado para
la medida (p.¢j., la eficiencia de ionizacién) y por el nimero de dtomos de metal por
etiqueta. Sin embargo, también hay que tener en cuenta que la unién de las NPs de
manera incontrolada a un Ab puede producir efectos negativos en el comportamiento
fisicoquimico de dicho Ab en comparacién con etiquetas mas pequefias como son
los quelatos metalicos simples. Entre las posibles limitaciones que presenta el empleo
de las NPs cabe mencionar la posible disminucién de la eficacia del Ab como bio-
molécula de reconocimiento debido al bloqueo de los sitios de reconocimiento o a
restricciones de accesibilidad a la biomolécula diana (particularmente criticas en el
caso de los tejidos biolégicos)s2. Por tanto, en la seleccién de la marca se debe llegar
a un compromiso entre poder de amplificacién y funcionalidad de la inmunosonda

metalica.

Tal y como se adelanta en el esquema de la Figura 12, una de las etapas clave
en estas estrategias, a la vez que un gran reto, es la determinacién exacta y precisa de
la composicién elemental de la NPs asi como la determinacién de la relacién NPs:Ab
o el factor de amplificacién (i.e., estequiometria de la inmunosonda: numero de ato-
mos de metal por molécula de Ab disponible). De eta manera, tras la sintesis de las
NPs y de la inmunosonda (NPs:Ab) se requiere una correcta caracterizacién de la
misma para la determinacion exacta y precisa de la concentracién de la biomolécula
de interés por ICP-MS. Ademas, una etapa clave es también la purificacién correcta
de las inmunosondas. Debido a la importancia que presentan estas etapas en el desa-
rrollo de metodologias analiticas de cuantificacion de biomoléculas por ICP-MS, a
continuacion, se describen las técnicas analiticas mas cominmente empleadas. Ade-
mas, se describen diferentes aproximaciones de bioconjugacioén para realizar la sinte-

sis de inmunosondas metalicas.

82 M. Cruz-Alonso, A. Lores-Padin, E. Valencia, H. Gonzalez-Iglesias, B. Ferandez, R. Pereiro, Quan-
titative mapping of specific proteins in biological tissues by laser ablation-ICP-MS using exogenous
labels: aspects to be considered, Anal. Bioanal. Chem. 411, (2019), 549-558.
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A.3.2.3. Estrategias de purificacion y caracterizacion de NPs

Las NPs sintetizadas en el laboratorio (y, en muchos casos, las NPs comer-
ciales) deben ser purificadas para eliminar los restos de otros reactivos que podrian
interferir en sus futuras aplicaciones. Para ello, se puede utilizar la centrifugacion, la
ultrafiltracién o la dialisis como técnicas de purificacién mas habitualmente emplea-
das. Ademas, para ciertas aplicaciones es conveniente aislar las NPs monodispersas
de las NPs polidispersas. Para dicho aislamiento, son otro tipo de técnicas de separa-
cién mas potentes, como la cromatografia®#4, la electroforesis® y el fraccionamiento
asimétrico por flujo de campo (asymetric flow field flow fracctionation, AF4)848¢ las estra-

tegias mas recurridas.

En cuanto a la caracterizacion de las NPs, ésta puede realizarse en funcion
de varios parametros, como son el tamafio medio, distribucién de tamafios, estado
de agregacion/aglomeracion, forma, estructura cristalina, estabilidad, solubilidad,
composicién quimica, grupos funcionales, nimero de 4tomos por NP, concentra-
cién, etc. Para llevar a cabo estas caracterizaciones se emplean técnicas de dispersion
(p-¢j., dispersion de luz dinamica - DLS, potencial zeta, y difraccién de rayos X),
microscopia electronica, técnicas espectroscopicas (p.ej., absorbancia, y luminiscen-
cia), andlisis térmico y MS (p.¢j., ICP-MS, o electrospray-MS)®7. Cabe destacar ademas
que los recientes avances instrumentales y los nuevos métodos desarrollados en la

técnica de particula nica (single particle, sp) ICP-MS permiten la medicién fiable del

83 L. Pitkanen, A.R.M. Bustos, K.E. Murphy, M.R. Winchester, A.M. Striegel, Quantitative characteri-
zation of gold nanoparticles by size-exclusion and hydrodynamic chromatography, coupled to induc-
tively coupled plasma mass spectrometry (SEC/ICP-MS and HDC/ICP-MS) and quasi-clastic light
scattering (HDC/QELS), J. Chromatogr. A 1511 (2017) 59-67.

8¢ E.P. Gray, T.P. Bruton, C.P. Higgins, R.U. Halden, P. Westerhoff, ].F. Ranville, Analysis of gold
nanoparticle mixtures: a comparison of hydrodynamic chromatography (HDC) and asymmetrical flow
field-flow fractionation (AF4) coupled to ICP-MS, J. Anal. At. Spectrom. 27 (2012) 1532-1539.

8 N. Surugau, P.L. Urban, Electrophoretic methods for separation of nanoparticles, J. Separ. Sci. 32,
(2009), 1889-1906.

86 M. Menendez-Miranda, M.T. Fernandez-Arguelles, ].M. Costa-Fernandez, J. Ruiz Encinar, A. Sanz-
Medel, Elemental ratios for characterization of quantum-dots populations in complex mixtures by asym-
metrical flow field flow fractionation online coupled to fluorescence and inductively coupled plasma
mass spectrometry, Anal. Chim. Acta 839, (2014), 8-13.

87 K.E. Sapsford, K.M. Tyner, B.J. Dair, J.R. Deschamps, I.L.. Medintz, Analyzing nanomaterial biocon-
jugates: a review of current and emerging purification and characterization techniques, Anal. Chem. 83
(2011) 4453-4488.
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tamafio y la distribucion del tamafio de las NPs en suspension, asi como la concen-
tracion de NPs8889, La intensidad de la sefial es funcién del tamafio de la NP y el
nimero de los eventos (o spikes) esta correlacionada con el nimero de particulas.
Ademas, el acoplamiento en linea de técnicas de separacion al sp-ICP-MS, como la
electroforesis capilar o el AF4, permite distinguir las NPs por su forma o caracterizar

NPs con diferentes recubrimientos®.
A.3.2.4. Estrategias de bioconjugacion de NPs

La unién no covalente es una forma sencilla de etiquetar biomoléculas con
NPs, ya que éstas se pueden unir electrostiticamente, a través de interacciones hidro-
fébicas, o por afinidad de unién especifica como las interacciones "avidina-biotina"
y "SA-biotina"l. Alternativamente, las principales estrategias de bioconjugacion in-
cluyen la unién directa de una biomolécula tiolada a la superficie de las NPs (normal-
mente de Au)?? o a través de reactivos intermedios como el enlace entre una amina y
un acido carboxilico (reaccion de la carbodiimida)?3. Por otro lado, la reacciéon de
bioconjugacion puede realizarse empleando la reaccién de la maleimida para conjugar

aminas primarias con grupos tiol** y la quimica Click® (Figura 13).

8 M.D. Montano, J.W. Olesik, A.G. Barber, K. Challis, J.F. Ranville, Single particle ICP-MS: advances
toward routine analysis of nanomaterials, Anal. Bioanal. Chem. 408 (2016) 5053-5074.

8 F. Laborda, E. Bolea, J. Jimenez-L.amana, Single particle inductively coupled plasma mass spectrom-
etry: a powerful tool for nanoanalysis, Anal. Chem. 86 (2013) 2270-2278.

%0 K.A. Huynh, E. Siska, E. Heithmar, S. Tadjiki, S.A. Pergantis, Detection and quantification of silver
nanoparticles at environmentally relevant concentrations using asymmetric flow field-flow fractionation
online with single particle inductively coupled plasma mass spectrometry, Anal. Chem. 88 (2016) 4909-
4916.

Q. He, Z. Zhu, L. Jin, L. Peng, W. Guo, S. Hua, Detection of HIV-1 p24 antigen using streptavi-
dinebiotin and gold nanoparticles-based immunoassay by inductively coupled plasma mass spectrome-
try, J. Anal. At. Spectrom. 29 (2014) 1477-1482.

%2 J.R. Reimers, M.]. Ford, A. Halder, J. Ulstrup, N.S. Hush, Gold surfaces and nanoparticles are pro-
tected by Au(0)ethiyl species and are destroyed when Au(I)ethiolates form, Proc. Natl. Acad. Sci. Unit.
States Am. 113 (2016), 1424-1433.

%3 F. Song, W.C.W. Chan, Principles of conjugating quantum dots to proteins via carbodiimide chemis-
try, Nanotechnology 22 (2011) 494006.

%4 ]. Pichaandi, G. Zhao, A. Bouzekri, E. Lu, O. Ornatsky, V. Baranov, M. Nitz, M.A. Winnik, Lantha-
nide nanoparticles for high sensitivity multiparameter single cell analysis, Chem. Sci. 10 (2019) 2965-
2974.

% N.T.K. Thanh, L.A.W. Green, Functionalisation of nanopatticles for biomedical applications, Nano
Today 5 (2010), 213-230.
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Figura 13: Resumen de las diferentes aproximaciones de etiquetado de un anticnerpo con nuna nanoparticnla
metilica.

Para la sintesis de las inmunosondas marcadas es importante elegir la estra-
tegia de bioconjugacion adecuada para unir las moléculas de reconocimiento a las
NPs. Aunque las biomoléculas se adsorben espontineamente a la superficie de las
NPs debido a las interacciones electrostaticas e hidrofébicas, esta estrategia presenta
varias limitaciones como la necesidad de una alta concentracion de la molécula de
reconocimiento, la otientacion aleatotia, la fuerza de la unién inestable en funcién
del pH vy la fuerza i6nica, y la debilidad de la interaccién que puede provocar sustitu-
cién por otras moléculas?. El sistema avidina-biotina y las estrategias covalentes me-
diante reacciones intermedias (p.¢j., las estrategias maleimida o carbodiimida) permi-
ten resolver los inconvenientes anteriormente citados. Sin embargo, en algunos casos
una incorrecta bioconjungacién de las sondas de reconocimiento en la superficie de
la NPs (debido a la incapacidad de controlar la orientacién de la biomolécula en la
supetficie de la NP) puede ser una desventaja,”” ya que la orientacion de la unién

maximiza la disponibilidad funcional de la sonda de reconocimiento?. En este con-

% M.H. Jazayeri, H. Amani, A.A. Pourfatollah, H. Pazoki-Toroudi,nB. Sedighimoghaddam, Various
methods of gold nanoparticles (GNPs) conjugation to antibodies, Sens. Bio-Sens. Res. 9 (2016) 17-22.
97M.K. Greene, D.A. Richards, ].C.F. Nogueira, K. Campbell, P. Smyth, M. Fernandez, J.S. Christopher,
V. Chudasama, Forming next generation antibody-nanoparticle conjugates through the oriented instal-
lation of non-engineered antibody fragments, Chem. Sci. 9 (2018) 79-87.

8 S. Kumar, J. Aaron, K. Sokolov, Directional conjugation of antibodies to nanoparticles for synthesis
of multiplexed optical contrast agents with both delivery and targeting moieties, Nat. Protoc. 3 (2008)
314-320.
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texto, la estrategia de quimica de Click (generalmente basada en una reaccién de ci-
cloadicién [3 + 2] entre un alquino terminal y un azida utilizando Cu (I) como cata-
lizador) esta siendo bastante empleada en los ultimos afios ya que permite un mayor

control sobre la orientacidon de la union?7%.
A.3.2.5. Caracterizacion de la inmunosonda metalica

Las biomoléculas marcadas que se van a emplear como sondas de deteccién
deben aislarse del exceso de reactivos y subproductos, y deben caracterizarse adecua-
damente antes de su uso posterior. El aislamiento de los productos del exceso de
reactivos puede llevarse a cabo mediante técnicas de separaciéon similares a las em-
pleadas para la purificacién de las NPs, como son la ultrafiltracién, electroforesis,
cromatografia, AF4, etc.8’. Por otro lado, la eficacia o rendimiento de la reaccién
puede calcularse midiendo las concentraciones de metal en las fracciones separa-

das/aisladas (i.e., las NPs libres y las NPs bioconjugadas) utilizando ICP-MS.

Ademids, para llevar a cabo una caracterizacién completa de la inmunosonda
y conocer su factor de amplificacién, se debe conocer: la estequiometria de la inmu-
nosonda (nimero de NPs por inmunosonda), la actividad de la biomolécula de reco-
nocimiento tras la unién de la NPs, y la estabilidad con el tiempo de la sonda marcada
a lo largo de la aplicacion prevista. La separacion de las inmunosondas marcadas con
diferentes estequiometrias puede resultar compleja!® y, por ello, de cara a su aplica-
cién se suele emplear el valor promedio de la relacién estequiométrica NPs:Ab. Dicha
relacion puede estimarse determinando las concentraciones molares de Ab y NPs en

la sonda etiquetada una vez purificada. Para ello, los ensayos ELISA cuantitativos (en

Y. He, D. Esteban-Fernandez, M.W. Linscheid, Novel approach for labeling of biopolymers with
DOTA complexes using in situ click chemistry for quantification, Talanta 134 (2015) 468-475.

100 D. Bouzas-Ramos, J.I. Garcia-Alonso, J.M. Costa-Fernandez, J.R. Encinar, Quantitative assessment
of individual populations present in nanopatticle-antibody conjugate mixtures using AF4-ICP-MS/MS,
Anal. Chem. 91 (2019) 3567-4574.
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el caso de antigenos o anticuerpos unidos al bioconjugado) se emplean para determi-
nar la concentracion de biomoléculas disponibles en la inmunosonda marcada para

su posterior reaccion con el analito!0l,

A.3.2.6. Empleo de las NPs como marcas de inmunosondas: aplicaciones para

la determinacion de proteinas

Las NPs mas usadas en combinacién con ICP-MS para determinacién de
biomoléculas han sido sin duda las NPs metdlicas (MNPs) y en especial las de oro
(AuNPs). En este contexto, las AuNPs se han bioconjugado a diferentes anticuerpos
para la determinacién de antigenos considerados en muchos de los casos biomarca-
dores de enfermedades, utilizando para ello como muestra diferentes fluidos biolé-
gicos. La deteccién de estos biomarcadores se presenta en muchos casos como un
reto, puesto que sus concentraciones en las muestras bioldgicas suelen ser bajas. Por
ello, el empleo de NPs como etiquetas se presenta como una alternativa ventajosa
para lograr una amplificacién significativa de la sefial y, por lo tanto, conseguir una
deteccion sensible. Por ejemplo, las AuNPs se han empleado con éxito para la cuan-

tificacién de biomarcadores tumorales (p.ej., PSA102, CA19-9103) CEA!04 y AFP105),

101 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, M. Garcfa, H. Gonzalez-Iglesias, R. Pereiro, Quantitative imaging of
specific proteins in the human retina by laser ablation ICPMS using bioconjugated metal nanoclusters
as labels, Anal. Chem. 90 (2018) 12145¢12151.

102 .M. Nam, C.S. Thaxton, C.A. Mirkin, Nanoparticle-based bioebar codes for the ultrasensitive detec-
tion of proteins, Science 301 (2003) 1884.

103 J. Ko, H.B. Lim, Multicore magnetic nanoparticles (MMNPs) doped with Cs and FITC for the de-
termination of biomarker in serum using ICP-MS, Anal. Chem. 86 (2014) 4140-4144.

104 X, Zhang, B. Chen, M. He, Y. Zhang, G. Xiao, B. Hu, Magnetic immunoassay coupled with induc-

tively coupled plasma mass spectrometry for simultaneous quantification of alpha-fetoprotein and car-
cinoembryonic antigen in human serum, Spectrochim, Acta B 106 (2015) 20-27.

105X, Li, B. Chen, M. He, G. Xiao, B. Hu, Gold nanoparticle labelling with tyramide signal amplification
for highly sensitive detection of alpha fetoprotein in human serum by ICP-MS, Talanta 176 (2018) 40-
46
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bacterias (p.ej., E. coli'® o salmonella!?”), virus y viriones (p.ej., viriones de la gripe

aviar A (HIN2)108) 'y toxinas (p.¢j., aflatoxina M11%9),

El uso de otro tipo de NPs inorganicas como etiquetas de un Ab ha sido
también investigado en los ultimos afios y se pueden encontrar aplicaciones em-
pleando QDs, NPs de conversién ascendente (UCNPs)!1? o NPs de silice dopadas
con metales (SNPs)!'!. Algunas de estas NPs, como los QDs, permiten la posibilidad
de llevar a cabo una deteccion dual de las biomoléculas objetivo empleando fluores-
cencia y MS"2. Por ejemplo, Chem et al. mostraron una aplicacién donde CdSe@ZnS
QDs se emplearon para la deteccién de IgG en suero, monitorizando el Cd!'3 por
ICP-MS, y para detectar la hormona progesterona en leche de vaca, en este caso de
manera dual ICP-MS, monitorizando Cd y detectando también la fluorescencia)!!3.
Otra aplicacion empleando QDs como etiquetas bimodales se puede ver en el trabajo
de Garcfa-Cortes et al. donde se realiza la determinacién de PSA en suero humano
por medio de Mn-dopado-ZnS QDs (deteccién por ICP-MS y fosforescencia)!'4. Sin

embargo, se debe tener en cuenta que el empleo de marcas no puras, como es el caso

106 F. Li, Q. Zhao, C. Wang, X. Lu, X.-F. Li, X.C. Le, Detection of escherichia coli O157:H7 using gold
nanoparticle labelling and inductively coupled plasma mass spectrometry, Anal. Chem. 82 (2010) 3399-
3403.

107, Lin, A.T. Hamme I, Gold nanoparticle labeling based ICP-MS detection/measurement of bac-
teria, and their quantitative photothermal destruction, J. Mater. Chem. B 3 (2015) 3573-3582.

108 X. Zhang, G. Xiao, B. Chen, M. He, B. Hu, Lectin affinity based elemental labelling with hybridiza-
tion chain reaction for the sensitive determination of avian influenza A (HIN2) virions, Talanta 188
(2018) 442-447.

19 E. Perez, P. Martinez-Peinado, F. Marco, L. Gras, ].M. Sempere, |. Mora, G. Grindlay, Determination
of aflatoxin M1 in milk samples by means of an inductively coupled plasma mass spectrometry-based
immunoassay, Food Chem. 230 (2017) 721-727.

110 B. Yang, Y. Zhang, B. Chen, M. He, X. Yin, H. Wang, X. Li, B. Hu, A multifunctional probe for
ICP-MS determination and multimodal imaging of cancer cells, Biosens, Bioelectron 96 (2017) 77-83.
X, Yin, B. Chen, M. He, B. Hu, Simultaneous determination of two phosphorylated p53 proteins in
SCC-7 cells by an ICP-MS immunoassay using apoferritin-templated europium(III) and lutetium(III)
phosphate nanoparticles as labels, Microchim. Acta 185 (2019) 424.

112 AR. Montoro Bustos, L. Trapiella Alfonso, J. Ruiz Encinar, J.M. Costa-Fernandez, R. Pereiro, A.
Sanz-Medel, Elemental and molecular detection for quantum dots-based immunoassays: a critical ap-
praisal, Biosens, Bioelectron 33 (2012) 165-171.

113 B. Chen, H. Peng, F. Zheng, B. Hu, M. He, W. Zhao, D. Pang, Immunoaffinity monolithic capillary
microextraction coupled with ICP-MS for immunoassay with quantum dot labels, J. Anal. At. Spectrom.
25 (2010) 1674-1681

114 M. Garcia-Cortes, J.R. Encinar, .M. Costa-Fernandez, A. Sanz-Medel, Highly sensitive nanoparticle-
based immunoassays with elemental detection: application to prostate-specific antigen quantification,
Biosens. Bioelectron. 85 (2016) 128-134.
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de los QDs (constituidos por mas de un elemento medible por MS), disminuye el
nimero de atomos detectables por marca lo que conlleva a una disminucién en la

amplificacion.

Dentro de este contexto, hay un tipo de NPs que se presentan como exce-
lentes candidatos para ser empleados como etiquetas en inmunosondas. Los nano-
clisteres metalicos (MNCs), un tipo concreto de NPs metalicas (< 3 nm), poseen
unas extraordinarias propiedades 6pticas (fluorescencia), actividad electroquimica, y
son marcas puras (i.e., estin compuestos por unico elemento). Esto implica no sélo
obtener una buena amplificacion de la sefial (si se comparan con marcas no puras),
sino también la posibilidad de realizar una deteccién multimodal (p.¢j., MS, fluores-
cencia y técnicas electroquimicas). Debido a la importancia que este tipo de marcas
ha cobrado en los dltimos afios, a continuacion, se explica con un poco mas en detalle
el empleo de los MNCs: su sintesis, caracteristicas y propiedades y, finalmente, se

recogen algunos ejemplos representativos de aplicaciones en el campo biomédico.
A.3.2.7. Los Nanoclusteres metalicos

Los nanoclisteres metalicos (MNCs) son un tipo de NP caracterizada por su
pequefio tamafio (0,2 a 3 nm), el cual le confiere propiedades unicas distintas de las
NPs de mayor tamafio y por supuesto del metal en estado macroscopico. Tipica-
mente, su nicleo metalico esta compuesto desde unos pocos atomos hasta las pocas
centenas de un metal''5, Los MNCs son, por definicién, un tipo de NP metilica que,
cuando su tamafio comienza a ser comparable con la longitud de onda de Fermi de
un electrén, la estructura en bandas se divide en niveles discretos de energfa (Figura
14) debido a que en ese momento tanto el tamafio del MNC como el nimero de

atomos comienza a ser limitado (se produce un confinamiento cudntico).

115 1., Zhang, E. Wang, Metal nanoclusters: new fluorescent probes for sensors and bioimaging. Nano
Today 9 (2014), 132-157
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Figura 14: Esquema de las bandas de energia tipicas en NPs metdlicas y NCs, donde se observa como al
reducir su tamano se produce la creacion de los niveles de energia discretos.

Por tanto, las propiedades y caracteristicas mas conocidas de los metales en su
tamafio macroscépico (p.ej. conductividad debida a los electrones deslocalizados los
cuales presentan un movimiento libre), desparecen con la disminucién del tamafio de
la particula metdlica. Tal y como se observa en la Figura 14, existen dos niveles dife-
renciados y caracterizados por las propiedades dpticas de las nanoestructuras resul-
tantes. Por un lado, las NPs mas grandes (10-100 nm) presentan propiedades 6pticas
dominadas por la oscilacion colectiva de los electrones deslocalizados de la superficie,
(al interaccionar con un campo electromagnético), dando lugar al fenémeno de la
Resonancia de Plasmén Supetficial (SPR). De esta manera, estas NPs se caractetizan
pot absorber fuertemente la luz y no presentar luminiscencia!'. En cuanto alos NCs,
se ha visto que presentan niveles de energia electrénica discretos y esto provoca el
confinamiento cuantico de los electrones, por lo que la banda de plasmén supetficial
desaparece (no hay electrones libres) observandose la aparicion de una emisién fluo-
rescente. Ademas, como consecuencia a este confinamiento cuantico, los NCs dejan
de ser conductores. Es decir, los NCs se alejan de su homologo macroscépico acet-

candose a las caracteristicas moleculares.

O Propiedades de los MNCs

116 X, Jiang, B. Du, Y. Huang, ]. Zheng. Ultrasmall noble metal nanoparticles: Breakthroughs and bio-
medical implications. Nano Today, 21, (2018) 106-125.
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Como se ha indicado, la emision fluorescente es la propiedad mas destacable
de los MNCs. Esta esta influenciada por varios parametros, como la naturaleza del
metal, el tamafio de la nanoestructurall?, la estructura cristalina, el estado de oxida-
cién, el tipo de ligando, y las condiciones del medio en el que se encuentra (p.ej., el
disolvente, temperatura, pH, y fuerza iénica). Por otra parte, este tipo de nanomate-
riales presenta ausencia en la intermitencia en la emisién (blinking), absorcién de dos
fotones, buenos rendimientos cuanticos de la fluorescencia (hasta de un 20%), largos
desplazamientos de Stokes, una relacion superficie-volumen elevada, y propiedades

cataliticas!!s,

Debido especialmente a sus propiedades 6pticas, los MNCs han sido etiquetas
muy recurridas en maltiples aplicaciones bioanaliticas'!?. Sin embargo, el mecanismo
por el cual los MNCs poseen luminiscencia es todavia objeto de debate. Se cree que
la fluorescencia se produce por combinacién de varios factores. Por una parte, la ya
comentada reduccién del tamafio del nanomaterial que provoca la formacién de ni-
veles de energia discretos que hace que cuando los NCs interaccionan con la radia-
cién electromagnética se producen diferentes transiciones electronicas intra- e intet-
banda, produciendo asi la aparicién de espectros de emisiéon. Aunque también se ha
propuesto que la emision se puede producir por fenémenos de transferencia de ener-
gia ligando-metal ¢ interacciones metal-metal. De este modo, la longitud de onda de
emision fluorescente depende fuertemente tanto del propio nucleo metélico y su ta-
mafo!? (por efectos intrinsecos de la cuantizacién) como de la superficie de la par-
ticula (interacciones metal-ligando)'?!. Otros estudios abalan que el ligando o las mo-

léculas estabilizadoras empleadas para generar los MNCs afectan notablemente a las

17 V. Biju. Chemical modifications and bioconjugate reactions of nanomaterials for sensing, imaging,
drug delivery and therapy. Chemical Society Reviews, 43, (2014), 744-764

118 H.C. Chang, Y.F. Chang, N.C. Fan, J.A.A. Ho, Facile preparation of high-quantum-yield gold
nanoclusters: application to probing mercuric ions and biothiols. ACS Applied Materials & Interfaces,
6, (2014), 18824-18831.

119 L.B. Zhang, E.K. Wang, Metal nanoclusters: New fluorescent probes for sensors and bioimaging.
Nano Today, 9, (2014), 132-157.

120 V. Biju, Chemical modifications and bioconjugate reactions of nanomaterials for sensing, imaging,
drug delivery and therapy. Chemical Society Reviews, 43, (2014), 744-764.

121'Y. Lu, W. Chen. Sub-nanometre sized metal clusters: from synthetic challenges to the unique prop-
erty discoveries. Chemical Society Reviews, 41, (2012), 3594-3623.
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propiedades fluorescentes!?2. En particular, se pueden obtener AuNCs y AgNCs con
longitudes de onda de emision fluorescente diferentes atendiendo al ligando protec-

tor utilizado durante su sintesis.
O Rutas de sintesis de MNCs

Los métodos existentes se basan en la reduccién del ion metalico (precursor
del metal nuclear) en presencia de un agente estabilizante (ligando o plantilla). El uso
del agente de estabilizacion es crucial para proteger la nanoestructura metélica frente
al medio, asi como evitar el aumento de su tamafio. Ademis, como se ha visto en el
apartado anterior, la naturaleza de los ligandos utilizados para cubrir la superficie de
la particula puede afectar notablemente a sus propiedades de emisién. Por lo tanto,
la eleccién de agentes adecuados capaces de estabilizar el ndcleo para evitar la agre-
gacién de los NCs vy, de esta manera mejorar su fluorescencia, es de vital importancia
para obtener MNCs altamente fluorescentes. Dentro de los tipos de agentes estabili-
zantes se puede distinguir entre aquellos que ejercen como plantillas y los que ejercen
a modo de ligandos protectores (Figura 15). En el caso de la sintesis asistida por
plantilla se usan moléculas en cuyo interior crecen los MNCs. Las moléculas especi-
ficas para este tipo de sintesis suelen ser oligonucleétidos de ADN!123, proteinas!?4,
estructuras tipo dendrimeros como el PAMAM!25, o polimeros!?. Sin embargo, este
tipo de estrategias incrementan notablemente el volumen hidrodinamico final de la

nanoestructura, por lo que su empelo se ve limitado a unas pocas aplicaciones). Estas

122 C.AJ. Lin, C.H. Lee, J.T. Hsich, H.H. Wang, ].K. Li, ].L.. Shen, W.H. Chang. Synthesis of fluorescent
metallic nanoclusters toward biomedical application: recent progress and present challenges. Journal of
Medical and Biological Engineering, 29, (2009), 276-283.

123 B. Han, E. Wang, E. DNA-templated fluorescent silver nanoclusters. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 402, (2012), 129-138.

124 N. El-Sayed, M.Schneider. Advances in biomedical and pharmaceutical applications of protein-sta-
bilized gold nanoclusters J. Mater. Chem. B, (2020),8, 8952-8971.

125Y. C. Jao, MK. Chen, S.Y. Lin, Enhanced quantum yield of dendrimer-entrapped gold nanodots by
a specific ion-pair association and microwave irradiation for bioimaging. Chemical Communications,
46, (2010), 2626-2628.

126 B. Santiago-Gonzalez, M.J. Rodriguez, C. Blanco, J. Rivas, M.A. Lépez-Quintela,].M.G. Martinho.
One step synthesis of the smallest photoluminescent and paramagnetic PVP-protected gold atomic
clusters. Nano Letters, 10, (2010), 4217-4221
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estructuras debido al impedimento estérico podrian bloquear e impedir el reconoci-

miento eficiente del antigeno (p.¢j., en el marcaje de moléculas pequefias).

Por otra parte, se pueden emplear ligandos protectores, los cuales normal-
mente contienen un grupo tiol (-S). Al ser moléculas de pequefio tamafio, no presen-
tan las limitaciones de las plantillas poliméricas anteriormente citadas. En este caso
se produce una fuerte interaccién entre los grupos tiol y el metal de la superficie de
la nanoestructura sintetizada'?’. Los ligandos tiolados mas comunmente empleados
son el acido lipoico (0 DHLA que es su forma reducida)'! o el glutatiéon (GSH). Los
MNCs sintetizados con este tipo de ligandos suelen ser estables con un radio hidro-
dindmico pequefio. Ademas, cabe destacar la bifuncionalidad de estos ligandos, que
al poseer grupos reactivos en sus extremos permiten la facil funcionalizacién de la
nanoestructura mediante reacciones covalentes (p.¢j., reaccion de la carbodiimida

para su bioconjugacién a un Ab).

Nucleo metalico

Agentes estabilizantes

Ligandos ~ Plantillas
Tioles DNA Proteinas Polimeros
° 9 P Y ()
") < J A |
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Figura 15: Tipos de moléculas empleadas como agentes estabilizantes en la sintesis de MINCs.

De manera general, la sintesis de MNCs y por tanto la reduccién del metal, se
puede realizar atendiendo a dos aproximaciones (Figura 16): bottom up y top-down. En
el primer caso se parte de atomo a 4tomo para construir la nanoestructura deseada,

mientras queen el caso de las sintesis zop-down, lo que se hace es partir de NPs mas

127 1. Shang, N. Azadfar, F. Stockmar, W. Send, V. Trouillet, M. Bruns, D. Gerthsen, G.U. Nienhaus,
One-Pot Synthesis of Near-Infrared Fluorescent Gold Clusters for Cellular Fluorescence Lifetime Im-
aging. Small, 7, (2011), 2614-2620.
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grandes a las que se le modula su tamafio empleando un exceso de ligandos (chemical-
etching). En la Figura 16, se recogen las estrategias mas comunes de sintesis de MNCs.
Se pueden observar desde las mas novedosas basadas en la quimica verde (empleo de
algas, bacterias, etc.), hasta las estrategias mas usadas como son las de reduccién qui-
mica. En este caso, la sintesis de MNCs proporciona un tipo de MNCs muy estable
y que presentan alta luminiscencia (comparado con el resto de los métodos de sintesis

para un mismo metal), siendo el reductor mas comun el borohidruro de sodio!?®,

[ Métodos de sintesis de MNPs inorganicas

Top down * ( Bottom up *
QO Bulk metal QO Reduccién O Bacteria
grinding/mechanical milling O Descomposicion QO Photochemical
O Sputtering O Porceso Sol-gel 9 Hungos
Q Ablacién Laser O Mediado popr surfactantes QO Algas
0 Descomposicion térmica Q Precipitacion | @ Actinomycetes

Figura 16: Esquema resumen donde se muestran las diferentes estrategias que se pueden serguir para la
sintesis de MINCs.

O Aplicaciones de los MNCs

Los MNCs se presentan actualmente como una excelente alternativa al empleo
de los fluoréforos convencionales (particularmente, a las moléculas organicas lumi-
niscentes) en varios campos de la bioanalitica. Por ejemplo, los MNCs se pueden
emplear para la deteccion de metales pesados (p.ej., Hg?*, Cd?*, Pb%*, y Cu?*) ac-
tuando como sensores quimicos opticos. La estrategia se basa en la desactivacion de
la fluorescencia de los MNCs cuando los iones metalicos interaccionan con la supet-

ficie del MNCs. Este tipo de estudios se muestra en el trabajo de Bian et al.'?” para el

128 H. Li, Y. Guo, L. Xiao, B. Chen, Selective and sensitive detection of acetylcholinesterase activity
using denatured protein-protected gold nanoclusters as a label-free probe. Analyst, 139, (2014), 285-
289.

129 R.X. Bian, X.T. Wu, F. Chai, L. Li, L.Y. Zhang, T.T. Wang, C.C. Wang, M.S. Zhong, Z.M. Su, Z.M.
Facile preparation of fluorescent Au nanoclusters-based test papers for recyclable detection of Hg2+
and Pb2+. Sensors and Actuators B: Chemical, 241 (2017) 592-600.
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desarrollo de un sensor selectivo de Hg?* basado en la desactivacién de la fluores-

cencia de CuNCs (Aem, 455 nm) a concentraciones crecientes del ion.

Otro campo en el que se pueden emplear los MNCs fluorescentes es como
matcas en fluoroinmunoensayos (apartado A.2.2.2). Desde la primera aplicacioén en
el afio 2006 donde los AuNCs se emplearon en un inmunoensayo para la determina-
cién de IgG humana'?, numerosas publicaciones han empleado diferentes MNCs
con éxito. Por ejemplo, en el trabajo de Valencia et al.’! se describe una metodologia
para la cuantificacién de CFH en suero humano empleando AgNCs como marcas

fluorescentes en un inmunoensayo competitivo en placa.

Sin embargo, cabe destacar que el gran auge de los MNCs radica en parte en
su uso como marcas fluorescentes y altamente biocompatibles para llevar a cabo es-
tudios de #zaging molecular. De hecho, gracias a sus atractivas caracteristicas épticas
los MNCs se presentan como una alternativa a los fluoréforos convencionales (co-
lorantes organicos o proteinas fluorescentes), los cuales poseen una fotoestabilidad
reducida que provoca la pérdida de la sefial luminiscente en experimentos a largo
plazo. Como ejemplo de este tipo de aplicaciones, cabe mencionar el uso de CuNCs
estabilizados con BSA para el imaging de células CAL-27 con el objetivo de evaluar la
internalizacién celular, asi como la distribucion intracelular de los CuNCs!32, Otra
aproximacion interesante de izaging celular es el presentado por Tanaka et al.!33 en el
que se emplean PtNCs para detectar células tumorales. En dicho trabajo se muestra
que es posible detectar especificamente los receptores CXCR4, sobreexpresados en
células tumorales Hela, siguiendo la emisién fluorescente. Cruz-Alonso et al. em-

plearon AuNCs estabilizados con ligandos tiolados (acido lipoico) para obtener la

130 Triulzi, R.C., Micic, M., Giordani, S., Setry, M., Chiou, W.A, Leblanc, R.M. (2006). Immunoasssay
based on the antibody-conjugated PAMAM-dendrimer—gold quantum dot complex. Chemical Commu-
nications, 48, 5068-5070.

131 E. Valencia, M. Cruz-Alonso, L. Alvarez, H. Gonzalez-Iglesias, B. Fernandez, R. Pereiro, Fluorescent
silver nanoclusters as antibody label in a competitive immunoassay for the complement factor H, Mi-
crochim. Acta 186 (2019) 429.

132 C. Wang, L. Xu, H. Cheng, Q. Lin, C. Zhang, Protein-directed synthesis of pH-responsive red fluo-
rescent copper nanoclusters and their applications in cellular imaging and catalysis. Nanoscale, 6, (2014),
1775-1781

133 S.1. Tanaka, J. Miyazaki, D.K. Tiwari, T. Jin, Y. Inouye, Fluorescent Platinum Nanoclusters: Synthe-
sis, Purification, Characterization, and Application to Bioimaging Angew. Chem. 49, (2010), 1-6.
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distribucion espacial de metalotioneina-1/2 en tejidos de retina humana!3*. Paralela-
mente, también se han empleado los MNCs en aplicaciones de imaging iz vivo. En
estos casos, las emisiones de los MNCs empleados deben ser cercanas a la region del
infrarrojo cercano (NIR), para evitar asi el dafio en las muestras biologicas y reducir
posibles interferencias debido a autofluorescencia. Un ejemplo de este tipo de apli-
cacién fue presentado por Liu et al.!35 con la sintesis de dos AuNCs con dos recubri-
mientos diferentes (con PEG y GSH) para emplearlos con el fin de evaluar su espe-
cificidad a tumores y para ellos se utilizaron ratones portadores de tumores MCF-7
como sistema modelo y se midi6 la biodistribucién de las AuNP@PEG y

AuNCs@GSH en los ratones a diferentes de tiempos de incubacién mediante.

A.4. ESTUDIO DE BIOMOLECULAS EN CELULAS
INDIVIDUALES Y SECCIONES DE TEJIDOS
EMPLEANDO MNCS Y ESPECTROMETRIA DE MASAS
ELEMENTAL

A.4.1. Analisis de células individuales mediante ICP-MS

Para la determinaciéon de biomoléculas empleando las metodologias conven-
cionales en muestras celulares provenientes de un tejido o cultivo celular, las muestras
deben ser previamente lisadas o digeridas y el analito de interés (p.¢j., una proteina)
es cuantificado en el lisado o digerido resultante tras el tratamiento de la muestra. La
concentracién de analito obtenida se puede normalizar al contenido celular de partida
empleando parametros como el nimero de células, el peso seco o la concentracion
proteica total, determinados todos ellos previamente tal y como se esquematiza en la

Figura 17. Sin embargo, este tipo de aproximaciones proporciona informacién del

134 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, L. Alvarez, H. Gonzalez-Iglesias, H. Traub, N. Jakubowski, R. Pe-
reiro, Bioimaging of metallothioneins in ocular tissue sections by LA-ICP-MS using bioconjugated gold
nanoclusters as specific tags, Microchim. Acta 185 (2018) 64.

135 J. Liu, M. Yu, X. Ning, C. Zhou, S. Yang, ]. Zheng, PEGylation and zwitterionization: pros and cons
in the renal clearance and tumor targeting of near-IR-emitting gold nanoparticles. Angewandte Chemie,
125, (2013), 12804-12808.
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contenido promedio del analito en la muestra, asumiendo el comportamiento homo-
géneo de todas las células de la poblacién celular. Sin embargo, el comportamiento
conjunto de la poblacién celular no siempre es representativo del comportamiento
de las células individuales que componen dicha poblacién, de hecho, tal y como se
ejemplifica en la Figura 17 para la suspension celular de células individuales intactas,
existe una elevada variabilidad célula a célula (en el ejemplo se observa como la con-
centracion del analito por célula, expresado en fg, varfa dentro de la misma poblacion

celular entre los 20 y los 220 fg/célula)!36.137,

Promedio [analito]
(ng/mL) en la
Analito en muestra
disolucion
homogénea l

Células digeridas/lisadas [

[analito] (fg/célula)

Suspension celular de
células individuales intactas

e
@@

I
a k=

Poblacion celular
(células del mismo
cultivo celular)

% Frecuencia (n2 de células)
©

o N e o

Figura 17: Esquema de los dos tipos de estrategias que se pueden realizar para determinar el contenido fotal
de un analito en un cultivo celular empleando ICP-MS. En la parte superior se indica el procedimiento a
seguir para conocer el contenido total promedio del analito en la poblacion celular, mientras que en la parte
inferior se muestra el tipo de informacion que se obtiene para cada célula individual.

A.411. El punto de partida para el analisis de cultivos celulares: la

heterogeneidad celular

La heterogeneidad celular es una caracteristica fundamental y bien conocida

que implica variabilidad en la composicién o morfologia entre las distintas células

136 A. Gough, A.M. Stern, J. Maier, T. Lezon, T.Y. Shun, C. Chennubhotla, M.E. Schurdak, S.A. Haney,
D. Lansing Taylor, Biologically relevant heterogeneity: Metrics and practical insights, SLAS Discov. 22,
(2017), 213-237.

137 S.J. Altschuler, L.F. Wu, Cellular Heterogeneity: Do Differences Make a Difference?, Cell. 141,
(2010), 559-563.
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que forman parte una determinada poblacién celular'3¢138, Es decir, dentro de una
misma poblacién siempre estan presentes variaciones célula a célula, que se manifies-
tan a diferentes niveles (p.ej., genémico, epigenémico, transcriptémico o protedémico,
entre otros)!'¥. Estas diferencias pueden tener origen genético y/o epigenético, o
pueden producirse debido a estimulos internos o externos!®. Por tanto, células con
el mismo genoma y sometidas a los mismos estimulos pueden presentar diferencias
significativas en cuanto a su composicién elemental y/o molecular. Este hecho es
critico cuando se intentan estudiar procesos biolégicos, o mas concretamente el con-
tenido de una biomolécula implicada en un proceso biolégico, como posible biomar-

cador de una enfermedad!40.

Por ello, en la actualidad existe un gran interés en el desarrollo de metodologias
analiticas que permitan la determinacién de elementos y biomoléculas (p.¢j. protei-
nas) a nivel de células individuales para generar informacién mas valiosa y rea-
lista'#.Sin embargo, pese al interés actual por el analisis de células individuales, exis-
ten aun pocas metodologias que retinan las caracteristicas analiticas adecuadas para
llevar a cabo este tipo de analisis con exactitud y precisién. Este hecho puede atri-
buirse principalmente a la necesidad de un proceso adecuado de preparacién de la
muestra que permita la individualizacién de las células en el momento de la medida,
y ala poca cantidad de analito presente en una tnica célula (dado su pequefio tamafio
y volumen). Ademas, las células se encuentran en una matriz muy compleja, por lo

que se necesitan técnicas que ofrezcan una elevada sensibilidad y selectividad'+2.

A.4.1.2. Caracteristicas generales de la técnica de sc-ICP-MS

138 M.A. Walling, J.R.E. Shepard, Cellular heterogeneity and live cell arrays, Chem. Soc. Rev. 40, (2011),
4049-4076.

139 M. Guo, Y. Peng, A. Gao, C. Du, J.G. Herman, Epigenetic heterogeneity in cancer, Biomark. Res. 7
(2019) 23.

140 K. Cyll, E. Ersver, L. Vlatkovic, M. Pradhan, W. Kildal, M. Avranden Kjer, A. Kleppe, T.S. Hveem,
B. Carlsen, S. Gill, S. Loffeler, E.S. Haug, H. Wzhre, P. Sooriakumaran, H.E. Danielsen, Tumour het-
erogeneity poses a significant challenge to cancer biomarker research, Br. J. Cancer. 117 (2017) 367—
375.

4 L. Yin, Z. Zhang, Y. Liu, Y. Gao, J. Gu, Recent advances in single-cell analysis by mass spectrometry,
Analyst. 144 (2019) 824-845.

142 N. Slavov, Single-cell protein analysis by mass spectrometry, Curr. Opin. Chem. Biol. 60 (2021) 1-
9. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2020.04.018.
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Dentro de este contexto, gracias a las mejoras en la electrénica de los equipos
de ICP-MS que permiten la adquisicion rapida de datos (dwell time <10 ms) es posible
llevar a cabo analisis en disolucién con resolucién temporal (Zime-resolved analysis), lo
que ha permitido la deteccion de una sola particula (single particle, sp) o de una sola
célula (single-cell, sc), ambos tipos de analisis basados en el mismo concepto de medida.
Este hecho sumado a las caracteristicas intrinsecas de la técnica ICP-MS permiten

llevar a cabo un analisis célula a célula con elevada sensibilidad!43.

Como se observa en el esquema supetior de la Figura 18, en los analisis por
ICP-MS empleando como sistema de introduccién de la muestra nebulizacién con-
vencional, un analito es introducido en el plasma ICP de manera homogénea al estar
distribuido en la muestra en disolucién (digerida o lisada como se mostraba en la
Figura 17). Por tanto, el analito entra de manera constante al plasma, generando asi
una seflal continda y estable durante todo el tiempo de medida. Sin embargo, si en
lugar de una disolucién homogénea del analito, se analiza una suspensién de células
lo suficientemente diluida como para que las células de la suspension lleguen de
forma individual al plasma (Figura 18, imagen inferior), cada célula generara un con-
junto de iones cuando es vaporizada, atomizada e ionizada en el plasma, generando
una sefial de muy corta duracién conocida como evento, o spike.!4* Estos eventos
adquiridos presentan una duracién tipicamente de entre 100-500 ps para una célula
(aunque este tiempo depende del tamafio de la célula u organismo en cuestion), por
lo que el dwell time tijado en el ICP-MS para la deteccién de los iones del analito debe
ser lo suficientemente pequefio como para que cada evento registrado sea debido a

una sola célula (generalmente se emplean dwel/ time menores de 10 ms)!4.

Cuando se realiza un analisis por sc-ICP-MS se pueden sacar varias conclusio-

nes: a) el nimero de eventos detectado (Figura 18, imagen inferior) se corresponde

143 F. Li, D.W. Armstrong, R.S. Houk, Behavior of bactetia in the inductively coupled plasma: Atomi-
zation and production of atomic ions for mass spectrometry, Anal. Chem. 77 (2005) 1407— 1413

144 1. Armbrecht, P.S. Dittrich, Recent Advances in the Analysis of Single Cells, Anal. chem. 89 (2017)
2-21.

145 A. Hineman, C. Stephan, Effect of dwell time on single particle inductively coupled plasma mass
spectrometry data acquisition quality, in: J. Anal. At. Spectrom., Royal Society of Chemistry, 29, (2014)
1252-1257.
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directamente con el numero de células presentes en la suspensién celular analizada,
b) la intensidad de los eventos es proporcional a la masa del analito presente en la
célula, y ¢) la sefial del fondo se relaciona con la concentracion del analito disuelto en

la suspension celular y que no forma parte de las células individuales!45:140,

Neb. Conv.-ICP-MS

Analito disuelto

1 .
[ 1 Dwell time
feSisis : 1
o
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Figura 18: Esquema general donde se muestra comparativamente como son los andlisis por ICP-MS con
nebulizacion convencional y single cell — ICP-MS. En la imagen superior se muestra la intensidad obtenida
al analizar una disolucién homogénea del analito (Neb. Conv.-ICP-MS) frente al andlisis mediante sc-ICP-

MS' de células individnales de una suspension celular que se muestra en la imagen inferior.

Aparte de realizar una correcta seleccion del dwell time, otro aspecto critico de
la técnica sc-ICP-MS es asegurar un correcto transporte de la suspension celular al
plasma ICP para generar resultados fiables y reproducibles. Esto va ligado a dos cues-
tiones principalmente: mantener la integridad celular, es decir, que no haya rotura de

las membranas celulares durante el transporte hasta el ICP-MS, y conseguir una

146 JW. Olesik, P.J. Gray, Considerations for measurement of individual nanoparticles or microparticles
by ICP-MS: Determination of the number of particles and the analyte mass in each particle, ]. Anal. At.
Spectrom. 27 (2012) 1143-1155.
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buena eficiencia del transporte de las células hasta el plasma (en nebulizacién con-
vencional la eficiencia de transporte es generalmente menor al 5%) 144147, Para cumplir
estos requisitos, en los analisis por sc-ICP-MS se debe dispone de sistemas de intro-
duccién de muestra adecuados. En la mayor parte de las aplicaciones se emplean
micronebulizadores de alta eficiencia, que permiten un transporte elevado de mues-
tras liquidas al plasma utilizando flujos de introduccién de muestra muy bajos (en el
rango de 10-45 uL. min'), sin comprometer la integridad de las membranas y paredes
celulares. Estos micronebulizadores se emplean acoplados a cimaras de nebulizacion
de flujo laminar de consumo total y bajo volumen, que utiliza un flujo de Ar adicional
a mayor velocidad para prevenir la deposicion de las células en las paredes de la ca-
mara, a la vez que permite un buen lavado entre muestras (eficiencias de transporte
adecuadas y bajos efectos de memoria)!'#. Ademas, actualmente se pueden encontrar
también sistemas automatizados que emplean automuestreadores y permiten el ana-
lisis mas rapido de las muestras (p. ¢j. el sistema Microl45T de la casa comercial

Elemental Scientific)!49.

En cuanto a los analizadores de masas empleados en el andlisis de células in-
dividuales por ICP-MS, los mas comunes son los de tipo cuadrupolo, los de doble
enfoque y los de tiempo de vuelo. Se debe tener en cuenta que en los analizadores
secuenciales es necesario un tiempo de acondicionamiento entre medidas de dos re-
laciones m/z distintas (conocido como se##ling time) que limita la posibilidad de detet-
minaciéon de varios elementos en un tnico evento procedente de una célula 147150,
Por ello parece que los equipos con analizadores quasi-simultineos como los que
emplean analizadores tipo tiempo de vuelo (con una alta resolucién temporal de po-

cos ps) son mas adecuados para la medida multielemental de sefiales transitorias muy

147 M. Corte-Rodriguez, R. Alvarez-Fernandez, P. Garcia-Cancela, M. Montes-Bayon, J. Bettmer, Single
cell ICP-MS using online sample introduction systems: Current developments and remaining challenges,
TrAC - Trends Anal. Chem. 132 (2020) 116042.

148X, Yu, M. He, B. Chen, B. Hu, Recent advances in single-cell analysis by inductively coupled plasma-
mass spectrometry: A review, Anal. Chim. Acta. 1137 (2020) 191-207.

1499 Flemental Scientific (visitada
25.05.2022)

150 §. Theiner, K. Loehr, G. Koellensperger, L. Mueller, N. Jakubowski, Single-cell analysis by use of
ICP-MS, J. Anal. At. Spectrom. 35 (2020) 1784—1813.
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cortas, como las que se obtienen en el analisis de células individuales por sc-ICP-
MS'1 No obstante, se debe tener en cuenta que la sensibilidad de estos equipos
disminuye notablemente (hasta uno o dos 6rdenes de magnitud menor) comparados
con los ICP-MS que emplean analizadores de masas tipo cuadrupolo o de doble en-

foque!'s2.
A.4.1.3. Determinacion de proteinas mediante single celFICP-MS

Hasta la fecha, la técnica sc-ICP-MS se ha aplicado fundamentalmente en la
cuantificaciéon de elementos metalicos y no metalicos presentes en células individua-
les. Estos elementos pueden estar presentes en las células de forma natural (i.e., como
elementos constituyentes), como es el caso de K, Ca, Fe, Co, Cu, Mn, Zn, P, y S,153.154
o bien como elementos externos introducidos artificialmente debido a internalizacion
del metal (p.¢j., estudios de viabilidad!55!56), o con el objetivo de estudiar la incorpo-

racidn celular de metalofarmacos!3-158 o0 de NPs metalicas!59:160,

151 L. Hendriks, L.M. Skjolding, Single-Cell Analysis by Inductively Coupled Plasma-Time-of-Flight
Mass Spectrometry to Quantify Algal Cell Interaction with Nanoparticles by Their Elemental Finger-
print, n.d. www.tofwerk.com (consultada 30 Abril, 2022).

152 1., Hendriks, A. Gundlach-Graham, B. Hattendorf, D. Gunther, Characterization of a new ICP-
TOFMS instrument with continuous and discrete introduction of solutions, J. Anal. At. Spectrom. 32
(2017) 548-561.

153 K. Shigeta, G. Koellensperger, E. Rampler, H. Traub, L. Rottmann, U. Panne, A. Okino, N. Jaku-
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157Y. Zhou, H. Wang, E. Tse, H. Li, H. Sun, Cell Cycle-Dependent Uptake and Cytotoxicity of Arsenic
Based Drugs in Single Leukemia Cells, Anal. Chem. 90 (2018) 10465—10471.
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(2020) 12208e12215.

Ana Lores Padin 61



INTRODUCCION

En cuanto a la determinacién de proteinas empleando sc-ICP-MS, las meto-
dologias desarrolladas siguen las mismas directrices que las descritas en los analisis
por ICP-MS con nebulizacién convencional. Es decir, las biomoléculas pueden ser
detectadas de manera directa midiendo un heteroatomo presente en la estructura de
la misma, como puede ser un metal en las metaloproteinas o Se en las selenoprotei-
nas's6, Por otro lado, las estrategias de deteccion indirecta basadas en el uso de inmu-
nosondas metalicas, es decir, anticuerpos especificos etiquetados con un heteroa-
tomo que reconocen especificamente la proteina de interés mediante una reacciéon
antigeno-anticuerpo, son las que se emplean con mas frecuencia para el estudio de
biomoléculas. Sin embargo, estas estrategias contintian siendo un reto puesto que la
realizaciéon de un inmunoensayo en células suspendidas puede comprometer la inte-
gridad de las células. Ademas, tal y como se ha comentado en el apartado anterior,
para la determinacién de protefnas es necesario conocer el factor de amplificacién,

por lo que la inmunosonda debe ser adecuadamente caracterizada.

Hasta ahora, se han publicado varios trabajos para la deteccion de proteinas
que combinan estas estrategias de inmunoensayo empleando inmunosondas metali-
cas y analisis de células por sc-ICP-MS. La mayor parte de las publicaciones usan
anticuerpos especificos de las proteinas de interés marcados con isétopos de Ln.
Dentro de este contexto, Corte-Rodriguez et al.'é! hicieron uso de un Ab marcado
con Nd (etiqueta MAXPAR® con 21 dtomos de Nd por inmunosonda) pata la cuan-
tificacién de un biomarcador de la membrana celular (transferrina receptor-1) en dos
lineas celulates humanas diferentes. También de forma similar, utilizando MAX-
PAR® marcado con Lu, se determiné otro biomarcador (HER2) en mezclas de lineas
celulares humanas!62. Por otra parte, Liu et al.193 han propuesto el uso de una etiqueta

de deteccién bimodal como es la aminofluoresceina-DOTA-Nd para la deteccion

161 M. Corte-Rodriguez, E. Blanco-Gonzalez, J. Bettmer, M. Montes-Bayon, Quantitative analysis of
transferrin receptor 1 (TfR1) in individual breast cancer cells by means of labeled antibodies and ele-
mental (ICP-MS) detection, Anal. Chem. 91 (2019) 15532¢15538,

162 A.F. Asensio, M. Corte-Rodriguez, J. Bettmer, L.M. Sierra, M. Montes-Bayon,,E. Blanco- Gonzalez,
Targeting HER2 protein in individual cells using ICP-MS detection and its potential as prognostic and
predictive breast cancer biomarker, Talanta 235 (2021) 122773,

163 C. Liu, S. Lu, L. Yang, P. Chen, P. Bai, Q. Wang, Near-infrared neodymium tag for quantifying
targeted biomarker and counting its host circulating tumor cells, Anal. Chem. 89 (2017) 9239¢9246.
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por MS e infrarrojo cercano (NIR). En dicho trabajo se llevé a cabo la identificacién
y determinacién de un antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA) en
células tumorales circulantes. Alternativamente, Yua et al. 164 han desarrollado una
deteccion empleando NPs similares a los virus que proporcionan una amplificacion

significativa de la sefial para la detecciéon de un biomarcador de membrana.

En este punto cabe destacar la importancia que ha adquirido en los ultimos
afios el empleo de la estrategia de marcaje con Ln (mediadas por el reactivo quelante
MAXPAR®) a anticuerpos especificos junto con la capacidad de determinacién mul-
tielemental a nivel de célula individual que permiten los equipos de ICP-MS que em-
plean un analizador de masas tipo tiempo de vuelo (TOF). Esto ha dado lugar al
desarrollo de una técnica conocida como citometria de masas (comercialmente Cy-
TOEK)'%. Esta técnica, similar a la citometria de flujo, utiliza anticuerpos marcados
con diferentes isotopos de Ln y deteccién mediante ICP-TOF-MS, en lugar de anti-
cuerpos marcados con fluoréforos para el reconocimiento de proteinas y deteccion
fluorescente. La citometria de flujo convencional se limita al andlisis simultineo de
unas 10 proteinas, debido al menor numero de fluoréforos disponibles en el mercado
y al solapamiento espectral entre las sefiales fluorescentes de los diferentes fluoréfo-
ros que pueden ser utilizados simultaneamente!®. Sin embargo, el marcaje elemental
utilizado en citometria de masas ha llegado ha permitido el analisis de hasta 40 para-

metros celulares de forma simultinea con resolucién unicelular!67.168,

164 R. Yuan, F. Ge, Y. Liang, Y. Zhou, L. Yang, Q. Wang, Viruslike element-tagged nanoparticle induc-
tively coupled plasma mass spectrometry signal multiplier:membrane biomarker mediated cell counting,
Anal. Chem. 91 (2019) 4948-4952.

165 §.D. Tanner, D.R. Bandura, O. Ornatsky, V.I. Baranov, M. Nitz, M.A. Winnik, Flow cytometer with
mass spectrometer detection for massively multiplexed single-cell biomarker assay, in: Pure Appl.
Chem., De Gruyter, 80 (2008), 2627-2641.

166 R. Gadalla, B. Noamani, B.L.. MacLeod, R.J. Dickson, M. Guo, W. Xu, S. Lukhele, H.J. Elsaesser,
A.R.A. Razak, N. Hirano, T.L.. McGaha, B. Wang, M. Butler, C.J. Guidos, P.S. Ohashi, L.L. Siu, D.G.
Brooks, Validation of CyTOF Against Flow Cytometry for Immunological Studies and Monitoring of
Human Cancer Clinical Trials, Front. Oncol. 9 (2019) 415.

167 M.H. Spitzer, G.P. Nolan, Mass cytometry: single cells, many Features, Cell 165 (2016)

168 D.E. Carvajal-Hausdorf, J. Patsenker, K.P. Stanton, F. Villarroel-Espindola, A. Esch, R.R. Mont-
gomery, A. Psyrri, K.T. Kalogeras, V. Kotoula, G. Foutzilas, K.A. Schalper, Y. Kluger, D.L. Rimm,
Multiplexed (18-Plex) measurement of signaling targets and cytotoxic T cells in Trastuzumab-treated
patients using imaging mass cytometry, Clin. Cancer Res. 25 (2019) 3054-3062.
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La Figura 19 recoge un diagrama donde se resume cémo se lleva a cabo un
analisis por citometria de masas. Dicha técnica se basa en la incubacién de las células
con anticuerpos especificos de las proteinas de interés etiquetados con isétopos de
Ln (mediante el reactivo MAXPAR®). Los anticuerpos matrcados reconocen y se
unen a las proteinas diana presentes en las células (generalmente se trabaja con pro-
teinas de la superficie celular). Adicionalmente, las células también pueden incubarse
con moléculas, que contienen elementos como el Rh o Ir, las cuales son capaces de
entrar en la célula e intercalarse en el ADN. La deteccion de estos elementos funcio-
narfa como patrén interno para validar la deteccién de eventos celulares a la vez que
se puede obtener informacién del contenido en ADN. Después de la incubacion, las
células en suspensién son introducidas en el plasma en forma de aerosol. Las nubes
i6nicas formadas se transfieren al analizador de masas de tiempo de vuelo, donde es
posible realizar la deteccién cuasisimultanea de los diferentes isétopos utilizados

como marcas en las seflales transitorias (eventos) que genera cada célula!®.
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Figura 19: Esquema de la técnica de citometria de masas. Adaptado de Bendall et al.’”.

169 §.C. Bendall, G.P. Nolan, M. Roederer, P.K. Chattopadhyay, A deep profilet's guide to cytometry.
Trends in immunology, 33 (2012), 323-332.
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A.4.2. Analisis con resolucion espacial empleando espectrometria de

masas

En los apartados anteriores se ha comentado cémo la cuantificacién de ele-
mentos esenciales y/o biomoléculas en muestras en disolucion (fluidos o muestras
digeridas/liofilizadas o suspensiones celulares) aporta informacién muy valiosa en los
estudios biolégicos y clinicos. Sin embargo, la posibilidad de obtener imagenes de la
distribucién espacial de los analitos directamente sobre tejidos o células en cultivo
proporciona un punto de vista complementario que permite una mejor comprension

de muchos procesos biologicos y patologicos.

Tradicionalmente en biologfa y clinica este tipo de imdgenes se obtienen me-
diante estrategias de tincién quimica especifica empleando métodos de IHC conven-
cionales o mediante IF. En la secciéon A.2.2.4, se describen ambas técnicas y se co-
mentan con detalle las ventajas e inconvenientes de ambas aproximaciones. Las limi-
taciones que presentan radican principalmente en la imposibilidad de realizar una
cuantificacién del analito de interés, asi como en el solapamiento espectral de las
marcas fluorescentes para realizar medidas multiparamétricas. Adicionalmente, no
son técnicas que permitan la localizacién elemental. En este contexto, las técnicas de
imaging por espectrometria de masas (IMS) suponen una potente herramienta capaz
de evaluar mezclas complejas tanto para medida de elementos como moléculas en
tejidos y células, con una elevada especificidad y resoluciéon lateral. Dentro de las
técnicas de IMS, las mas empleadas actualmente en estudios clinicos son la espectro-
metria de masas de iones secundarios MALDI-MS, (SIMS, Secondary lon Mass Spectro-
metry), y la ablacion laser (LA) acoplada a ICP-MS!70.

La técnica MALDI-MS es una técnica ampliamente empleada para la obten-
cién de imagenes (con resolucion espacial entre 5-200 um) de la distribucion de tipos

muy variados de moléculas: proteinas, péptidos, lipidos, y otros metabolitos (p.ej.,

170 P.A. Doble, R. Gonzalez de Vega, D.P. Bishop, D.J. Hare, D. Classes, Laser Ablation—Inductively
Coupled Plasma—Mass Spectrometry Imaging in Biology. Chem. Rev. 121, (2021) 121, 11769—11822
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farmacos o drogas) en tejidos, sin necesidad de marcaje!”!. Sin embargo, la necesidad
de preparar las muestras embebidas en una matriz que absorba la energfa del haz laser
empleado para la desorcién molecular y la ionizacion limita las estrategias de cuanti-
ficacion. Por otra parte, la técnica SIMS permite el mapeo de is6topos, elementos y
pequefias moléculas (por debajo de 1000 Da) en tejidos biolégicos con una resolucion
espacial de hasta 50 nm!72. Sin embargo, su uso en aplicaciones bioldgicas se ve limi-
tado para el andlisis cuantitativo (interferencias con iones moleculares y atémicos, asi
como importantes efectos de matriz) y la necesidad de preservar las muestras para

trabajar en condiciones de alto vacio!™.

Alternativamente, la técnica LA-ICP-MS proporciona una elevada sensibilidad
para el andlisis elemental a nivel de trazas y ultratrazas (ng'g'-ug- ¢!, dependiendo de
las condiciones de analisis)'”? con una buena resolucién espacial: resolucion lateral en
el rango de unas pocas micras (1-5 um tipicamente) y una resolucién en profundidad
que puede llegar a los 500 nm. Aunque la técnica LA-ICP-MS presenta también im-
portantes efectos de matriz, es posible llevar a cabo la cuantificacion de heteroatomos
en las muestras (es necesario desarrollar métodos de cuantificacién adecuados depen-
diendo del tipo de muestra) a la vez que permite la deteccién simultinea de varios
elementos en muestras bioldgicas con una resolucién espacial en el rango de los mi-
crometros. Teniendo en cuanta la complementariedad de las técnicas de IMS, algunos
trabajos muestran la deteccién multimodal aprovechando las ventajas de las diferen-

tes técnicas. Por ejemplo, Matusch et al. analizaron secciones de cerebro de rata con

17 Aichler, M., Walch, A. MALDI Imaging mass spectrometry: current frontiers and perspectives in
pathology research and practice. Lab. Invest., 95(4) (2015) 422-431.

172 Wirtz, T., Philipp, P., Audinot, J. N., Dowsett, D., Eswara, S. High-resolution high-sensitivity ele-
mental imaging by secondary ion mass spectrometry: from traditional 2D and 3D imaging to correlative
microscopy. Nanotechnology, 26 (2015) 434001-434022.

173 Becker, J. S., Matusch, A., Wu, B. Bioimaging mass spectrometry of trace elements-recent advance
and applications of LA-ICP-MS: A review. Anal. Chim. Acta., 835 (2014) 1-18
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6-OHDA utilizando espectrometria molecular y atémica, mostrando las distribucio-
nes espaciales cuantitativas de Mn, Fe, Zn y Cu por LA-ICP-MS y correlacionandolas

con las distribuciones de lipidos medidas por MALDI-MS!74,

Adicionalmente, con la incorporacién de la IHC y el empleo de las estrategias
basadas en inmunosondas metalicas es posible la obtencién de imagenes de biomo-
léculas por LA-ICP-MS y por ello se puede decir que no solo permite el izaging ele-

mental sino también estudios de Zzaging molecular.
A.4.2.1. Estudios de imaging empleando ablacion laser ICP-MS

El uso y el desarrollo de la técnica LA-ICP-MS viene ligada a la necesidad de
localizacién y mapeo de elementos esenciales en las muestras bioldgicas puesto que
muchos estados patologicos se caracterizan por una alteracién de la homeostasis ele-
mental. Recientemente, el uso de esta técnica se ha ampliado al estudio de la interna-
lizacién y distribucion de elementos traza esenciales o toxicos, agentes de contraste
administrados, as{ como NPs o metalofairmacos, estudios de gran interés en medi-

cinal’.

De manera general y esquematica en la Figura 20 se muestra la configuracion
de un sistema de LA. La muestra se introduce en una camara de ablacién, que se
purga con un gas portador (normalmente He). A continuacién, se enfoca el haz laser
sobre la superficie de la muestra. Se utilizan pulsos laser cortos de alta energfa para
ablacionar la muestra. Los fotones del laser interactian con la muestra y se forma un
aerosol que contiene particulas de la muestra (generalmente se ablaciona una cantidad
de muestra del rango pg-fg). El material ablacionado es transportado posteriormente

al plasma ICP por una corriente de gas portador. Una vez alcanzado el plasma se

174 Matusch, A.; Fenn, L. S.; Depboylu, C.; Klietz, M.; Strohmer, S.; McLean, J. A.; Becker, S. J. Com-
bined Elemental and Biomolecular Mass Spectrometry Imaging for Probing the Inventory of Tissue at
a Micrometer Scale. Anal. Chem. 84, (2012), 3170—3178.

175 H. Traub, Chapter Six - Imaging of metal-based nanoparticles in tissue and cell samples by laser
ablation inductively coupled plasma mass spectrometry, Editor(s): Radmila Mila&i¢, Janez Séancar, Heidi
Goenaga-Infante, Janja Vidmar, Comprehensive Analytical Chemistry, Elsevier, 93, (2021), 173-240.
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produce la vaporizacién del aerosol, la atomizacion y finalmente la ionizacién. A con-
tinuacién, los iones se separan y se detectan en el MS. Como se puede observar en la
Figura, la etapa de muestreo esta separada de la excitacion e ionizacién, por lo que

puede optimizarse de forma independiente.

(L]
| hazlaser
1

, aerosol
/

: / = | | Espectrémetro
He (gas i / . - i de masas
portador) // —u (MS)
Celda de muestra
ablacion

Figura 20: Esquema de la configuracion de un sistema ldser acoplado a ICP-MS

Para obtener y construir imdgenes bidimensionales (2D) de la superficie de la
muestra, se realiza un barrido con el laser de lineas paralelas y consecutivas a lo largo
de la zona de muestreo seleccionada. Para cada linea, se obtienen intensidades de-
pendientes del tiempo para todos los is6topos monitorizados en el ICP-MS (sefial
transiente). Posteriormente, todas las lineas de las intensidades adquiridas para cada
is6topo son empleadas para reconstruir las imagenes 2D de las distribuciones ele-
mentales del drea ablacionada. Para ello se emplean softwares de construccién de
imagenes (p.ej., Origin, Fiji Image ], Iolite, etc.). Las intensidades medidas son pro-
porcionales al contenido de elementos en la muestra. Aplicando estrategias de cali-
bracién adecuadas (descritas en el apartado siguiente) es posible obtener el iwaging
elemental cuantitativo para los diferentes elementos. Los limites de cuantificacion
por LA-ICP-MS estin en el rango de ng'g! aunque depende del analito, la matriz de

la muestra, los parametros de ablacion, asi como de la instrumentacion utilizada.

En cuanto a los sistemas laser que se comercializan a dia de hoy, existen con
diferentes longitudes de onda, energfa del laser y duracién del pulso (nanosegundo o
femtosegundo). Para las aplicaciones de zzaging se utilizan ampliamente los laseres de
estado solido (p.ej., Nd:YAG : granate de Y y Al dopado con impurezas de Nd) que

trabajan en el régimen de tiempo de nanosegundo (ns) y con longitudes de onda de

68 Tesis Doctoral



INTRODUCCION

266 nm (frecuencia cuadruple) o 213 nm (frecuencia quintuple). Paralelamente, se
utilizan también de manera generalizada los laseres de excimero cuyo medio de am-
plificacién es una mezcla de gases (p.¢j., ArFF de 193 nm), y han permitido mejorar
las caracteristicas de ablacién para una gran variedad de matrices (desde muestras
biolégicas a geoldgicas). Con este tipo de laseres se reduce el fraccionamiento de
fraccionamiento elemental, especialmente pata el andlisis de muestras transparentes
al IR, como el cuarzo y otros minerales. Ademas, ofrecen una resolucién espacial de

entre 1y 200 um, dependiendo del didmetro haz laser seleccionado!”.

Respecto ala resolucion alcanzada en los andlisis por LA-ICP-MS, es necesario
tener en cuenta que la resolucién depende también del tiempo de evacuacién del
acrosol desde la camara de ablacién (washout tine) y del transporte rapido y eficiente
del material ablacionado hasta el ICP, asi como de la frecuencia de adquisiciéon de
datos por parte del analizador de masas. En general, la reduccién del tamafio del haz
laser implica una mejor resolucién espacial, pero también hace que se ablacione me-
nos material por disparo del laser y, por tanto, una disminucién de los iones detecta-
dos. Esto provoca una menor sensibilidad y aumenta el tiempo de medida. Por todo
ello, las condiciones éptimas de ablaciéon han de ser seleccionadas en cada caso par-
ticular como un compromiso entre la sensibilidad y la resolucién requerida en cada
tipo de aplicacién. El desarrollo de nuevas celdas de ablacién con tiempos de eva-
cuacién reducidos, como por ejemplo la Celda TwoVol2, (Elemental Scientific) que
ofrece tiempos de evacuaciéon entre 10-600 ms, ha permitido mejorar notablemente
la resolucién de las imagenes obtenidas, al evitar el solapamiento de sefiales de cada

disparo del haz laser.
A.4.2.2. Estrategias de cuantificaciéon por LA-ICP-MS

La obtencién de imagenes cuantitativas de elementos, marcas elementales o

NPs en muestras bioldgicas mediante LA-ICP-MS continta siendo un reto a dia de
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hoy. Los factores que influyen en una cuantificacién fiable son los efectos de frac-
cionamiento elemental!’s, la inestabilidad del instrumento (i.e., deriva en la medida
durante el tiempo de analisis), la gran variedad de tipos de muestras (y su compleji-
dad), y la falta de materiales de referencia adecuados para hacer una calibraciéon. Por
lo tanto, el desarrollo de estrategias de cuantificacion basadas en la preparacion de
estandates de calibracién que imitan la matriz de la muestra (watrix-matched), asi como
para realizar la estandarizacion interna son un importante campo de investigacion.
En la practica, ambos enfoques, el empleo de un patrén interno y el uso de una cali-
bracién matrix-matched han dado lugar al desarrollo de diferentes tipos de estrategias

de calibracion!”?

Se debe tener en cuenta que las muestras empleadas para llevar a cabo el iaging
por LA-ICP-MS suelen ser secciones de tejido microscopico o monocapas de células
depositadas en portaobjetos, las cuales presentan espesores de entre 2-30 um. Las
condiciones de ablacién se optimizan de tal manera que se produzca la ablacién com-
pleta del material con el laser (se arranca todo el volumen de la muestra). Paralela-
mente, las muestras empleadas como patrones de calibracién deben tener el mismo
espesor que las muestras y son ablacionadas también completamente a las condicio-
nes de analisis optimizadas. De este modo, no es necesario tener en cuenta las dife-

rencias en la profundidad de penetraciéon del haz laser en el material de la muestra!”.

A continuacién, se describen algunas de las metodologias de cuantificacién

propuestas para el analisis de muestras biologicas por LA-ICP-MS:
A.4.2.2.1.- Estrategias basadas en el empleo de un patrén interno

De forma analoga al ICP-MS por nebulizacién convencional, el uso de un pa-
tron interno (IS, énternal standard) puede ayudar a corregir los cambios de intensidad

de la sefial originados por la inestabilidad del instrumento y/o efectos de deriva que

176 S, Zhang, M. He, Z. Yin, E. Zhu, W. Hang, B. Huang, Elemental fractionation and matrix effects in
laser sampling based spectrometry, J. Anal. At. Spectrom. 31 (2016) 358—382.

177D. Pozebon, G.L. Scheffler, V.L. Dressler, Recent applications of laser ablation inductively coupled
plasma mass spectrometry (LA-ICP-MS) for biological sample analysis: a follow-up review. J. Anal. At.
Spectrom. 32, (2017), 890-919.
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se pueden producir durante los largos tiempos de medicion (el tiempo tipico para
realizar un imaging puede variar entre4-30 h). Ademas, los cambios en la composicion
de la matriz (p.¢j., la diferente densidad celular o los tipos de células dentro de una
muestra de tejido) pueden influir también en la cuantificacion. Un patrén interno
eficaz debe comportarse de forma similar al analito durante el proceso de ablacién y
en el ICP-MS, asi como estar distribuido homogéneamente en la muestra y en los
estandares de calibracion!”. En este contexto el C (tipicamente 3C), constituyente
principal en las muestras biolégicas y que se distribuye uniformemente a lo largo de
las mismas, ha sido empleado como patrén interno con frecuencia en un gran nu-
mero de apliacaciones!”. Sin embargo, estudios fundamentales han mostrado que las
propiedades de transporte y las eficiencias del C pueden diferir notablemente de los
de los analitos. Por tanto, emplear el C como normalizacién puede conducir a una
cuantificacién inexacta'®). Alternativamente se han propuesto marcadores elementa-
les unidos covalentemente a ciertos componentes de la muestra. Por ejemplo, tincién
con el intercalador de Ir (n5-entametilciclopentadienilo)-iridio (I1I)-dipiridofena-
zina)'®! o el tetradéxido de Ru (reacciona covalentemente con los dobles enlaces C-C
de los 4cidos grasos o de las moléculas no lipidicas). Sin embargo, para el caso del Ir,
al ser un intercalador de ADN sélo se encuentra en el nucleo (no esta distribuido
homogéneamente)'82. Otras alternativas radican en el empleo de capas constituidas
por elementos homogéneamente distribuidos depositadas sobre o debajo de la mues-

tra. La capa se ablaciona completamente junto con la seccion de tejido o célula. Por

178 C. Austin, F. Fryer, J. Lear, D. Bishop, D. Hare, T. Rawling, L. Kirkup, A. McDonagh, P. Doble,
Factors affecting internal standard selection for quantitative elemental bio-imaging of soft tissues by
LA-ICP-MS, J. Anal. At. Spectrom. 26 (2011) 1494-1501.

179 J. Feldmann, A. Kindness, P. Ek, Laser ablation of soft tissue using a cryogenically cooled ablation
cell, J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 813—818.

180 D A. Frick, D. Gunther, Fundamental studies on the ablation behaviour of carbon in LA-ICP-MS
with respect to the suitability as internal standard, J. Anal. At. Spectrom. 27 (2012) 1294-1303

181 D.A. Frick, C. Giesen, T. Hemmerle, B. Bodenmiller, D. Gunther, An internal standardisation strat-
egy for quantitative immunoassay tissue imaging using laser ablation inductively coupled plasma mass
spectrometty, J. Anal. At. Spectrom. 30 (2015) 254-259.

182 R. Catena, L.M. Montuenga, B. Bodenmiller, Ruthenium counterstaining for imaging mass cytome-

try, ]. Pathol. 244 (2018) 479484,
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ejemplo, Konz et al.!83 desarrollaron un enfoque de normalizacién basado en la de-

posicion de una fina pelicula homogénea de Au sobre la superficie del tejido.

U Estrategias basadas en patrones de calibracion que imitan la matriz de la

muestra (calibraciéon matrix-matched)

En este campo de continua investigacion se han desarrollado numerosas es-
trategias para la cuantificacién de muestras biolégicas, pero todavia no existe una
estrategia de calibracion aplicable de forma generalizada. A continuacién, se descti-
ben brevemente algunas de las estrategias desarrolladas para la cuantificacién elemen-
tal. En especial, metales constitutivos de NPs en muestras biologicas (ya sean éstas
internalizadas o empleadas como marcadores metilicos de inmunosondas para la de-

teccion de proteinas).

Los estandares de calibracién preparados en laboratorio que intentan imitar la
matriz de la muestra suelen crearse empleando geles de gelatina (que imitan la matriz
del tejido) o empleando el propio tejido homogeneizado al que se le afiaden concen-
traciones crecientes del/los elemento(s) a cuantificar. La ventaja de este tipo de apro-
ximaciones es la facilidad con la que se pueden ajustar las concentraciones de los
analitos del calibrado a la muestra. Sin embargo, el proceso de produccion debe ser
validado, es decir, se debe llevar a cabo una caracterizacién de la composicién ele-
mental de los estandares empleados con una técnica de referencia Para ello, se suele
realizar una digestién acida del estandar de calibracién y se lleva a cabo la determina-

cién elemental por ICP-MS con nebulizacién convencional!s,

183 1, Konz, B. Fernandez, M.L.. Fernandez, R. Pereiro, H. Gonzalez, L.. Alvarez, M. Coca-Prados, A.
Sanz-Medel, Gold internal standard correction for elemental imaging of soft tissue sections by LA-
ICP-MS: element distribution in eye microstructures, Anal. Bioanal. Chem. 405 (2013) 3091-3096.

184 M. Cruz-Alonso, A. Lores-Padin, E. Valencia, H. Gonzalez-Iglesias, B. Fernandez,R. Pereiro, Quan-
titative mapping of specific proteins in biological tissues by laser ablation—ICP-MS using exogenous
labels: aspects to be considered, Anal. Bioanal. Chem. 411 (2019) 549-558.
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El trabajo pionero que publicé por primera vez este tipo de estrategias de
cuantificacién fue realizado por Becker et al.'$> empleando tejido de cerebro homo-
geneizado al que se le afiaden disoluciones de elementos en diferentes niveles de con-
centracion. A modo de resumen, el protocolo de formacién de los estandares fue: (1)
homogeneizacion y centrifugacion del tejido, (2) adicion de las disoluciones de metal,
y (3) congelacién de los estandares. Posteriormente para la calibracién por LA-ICP-
MS, los estandares fueron seccionados al grosor requerido y ablacionados utilizando
los mismos parametros que para las muestras de cerebro humano en las que se llevé
a cabo la cuantificacién de elementos naturalmente presentes en los tejidos. Otros
trabajos que emplean protocolos similares fueron presentados a posteriori por Hare
et al.'8¢ y Jukowski et al.'87. Las ventajas que presentan estas estrategias son la estabi-
lidad a largo plazo del material congelado y que se pueden realizar multiples criocos-
tes de apenas unos um de grosor a partir de una misma muestra. Otros trabajos pu-
blicados para la obtencién de mapas cuantitativos de la distribucién de NPs en dife-
rentes tejidos es por ejemplo el presentado por Wiemann et al.'88 que emplea tejidos
homogeneizados a los que se les afladen concentraciones crecientes de AuNPs. De
esta manera es posible cuantificar los mapas de bioacumulacién de AuNPs en dife-

rentes tejidos de 6rganos de ratén (pulmon e higado).

Otro enfoque comunmente aceptado es el uso de matrices para los estandares
que imiten la composicion de la muestra biolégica. Por ejemplo, el empleo de gela-
tina, agarosa u otros compuestos como la nitrocelulosa. En particular, los geles de

gelatina con concentraciones crecientes del elemento a cuantificar se han empleado

185 J.S. Becker, M.V. Zoriy, C. Pickhardt, N. Palomero-Gallagher, K. Zilles, Imaging of copper, zinc,
and other elements in thin section of human brain samples (hippocampus) by laser ablation inductively
coupled plasma mass spectrometry, Anal. Chem. 77 (2005) 3208-3216.

186 D.J. Hare, J. Lear, D. Bishop, A. Beavis, P.A. Doble, Protocol for production of matrix-matched
brain tissue standards for imaging by laser ablation-inductively coupled plasma-mass spectrometry, Anal.
Methods 5 (2013) 1915-1921.

187 K. Jurowski, M. Szewczyk, W. Pickoszewski, M. Herman, B. Szewczyk, G. Nowak, S.Walas,
N.Miliszkiewicz,A.Tobiasz, ]. Dobrowolska-Iwanek, A standard sample preparation and calibration pro-
cedure for imaging zinc and magnesium in rats’ brain tissue by laser ablation-inductively coupled plasma-
time of flight-mass spectrometry, J. Anal. At. Spectrom. 29 (2014) 1425-1431.

188 M. Wiemann, A. Vennemann, F. Blaske, M. Sperling, U. Karst, Silver nanoparticles in the lung: toxic
effects and focal accumulation of silver in remote organs, Nanomaterials 7 (2017) 441.
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frecuentemente desde hace varios afilos como estrategia de calibracion para el analisis
de secciones de tejido. En este contexto Sala et al.'8? presentaron mejoras en la pro-
duccién de este tipo de patrones al estudiar la influencia de varios parametros (tipo y
concentracion de gelatina, acidez, temperatura de secado, etc.) en la calidad y homo-
geneidad del gel. Siguiendo esta estrategia, algunos trabajos recientemente publicados
muestran el iwaging elemental cuantitativo en diferentes tejidos. Por ejemplo, Rodti-
guez-Menéndez et al.’0 obtuvieron la distribucién cuantitativa de Zn en tejidos crio-
génicos de retina y Bishop et al. 1! mostraron un mapa cuantitativo de la distribucién
de AgNPs en secciones de bazo de rata tras haber sido expuesta a AgNPs antimicro-
biales. Resaltar también estudios recientes donde se ha evaluado el uso de suspensio-
nes de AuNCs o la sal del metal inorganica para preparar patrones de gelatina. En
este ultimo caso se observé un homogeneidad y sensibilidad para la sefial de 7Au*
similar en ambos casos (patrones de gelatina con AuNCs o Au metdlico) al ser medi-
dos por LA-ICP-MS.192, Alternativamente a los estandares suplementados que imitan
la matriz de la muestra (tejidos homogeneizados o geles), se pueden encontrar estra-
tegias basadas en el empleo de residuos secos de la disolucion elemental (o la suspen-

sién de NPs) depositados sobre el sustrato (p.ej., el tejido)!?3.

U Metodologias de cuantificacion para la determinacion de proteinas por

LA-ICP-MS

189 M. Sala, V.S. Selih, J.T. van Elteren, Gelatin gels as multi-element calibration standards in LA-ICP-
MS bioimaging: fabrication of homogeneous standards and microhomogeneity testing, Analyst 142
(2017) 3356-3359

190 S, Rodriguez-Menéndez, B. Fernandez, M. Garcfa, L. Alvarez, M. L. Fernandez, A. Sanz-Medel, M.
Coca-Prados, R. Pereiro, H. Gonzalez-Iglesias, Quantitative study of zinc and metallothioneins in the
human retina and RPE cells by mass spectrometry-based methodologies. Talanta 178 (2018) 222-230.
91 D.P. Bishop, M. Grossgarten, D. Dietrich, A. Vennemann, N. Cole, M. Sperling, M. Wiemann, P.A.
Doble, U. Karst, Quantitative imaging of translocated silver following nanoparticle exposure by laser
ablation inductively coupled plasma-mass spectrometry, Anal. Methods 10 (2018) 836—840.

192 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, M. Garct’a, H. Gonzalez-Iglesias, R. Pereiro, Quantitative imaging
of specific proteins in the human retina by laser ablation ICPMS using bioconjugated metal nanoclusters
as labels, Anal. Chem. 90 (2018) 12145-12151.

193 B. Malile, J. Brkic, A. Bouzekri, D.J. Wilson, O. Ornatsky, C. Peng, J.I.L. Chen, DNA-conjugated
gold nanoparticles as high-mass probes in imaging mass cytometry, ACS Appl. Bio Mater. 2 (2019)
4316-4323.
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De la misma manera que para la deteccién de proteinas por ICP-MS con ne-
bulizacién convencional o sc-ICP-MS, en los analisis por LA-ICP-MS la deteccion
de la proteina se realiza siguiendo la etiqueta elemental empleada en la estrategia de
marcaje con inmunosondas metalicas. A parte de elegir una estrategia adecuado de
cuantificacion y/o patrén interno, para poder llevar a cabo una cuantificacion de la
biomolécula se ha de conocer las estequiometrias de las relaciones metal: Ab. Es decir,
se debe llevar a cabo la caracterizaciéon de la inmunosonda metalica (ver Seccion
A.3.2.5). A continuacién, se presentan algunas de los trabajos mas recientes donde
se obtiene la distribucién cuantitativa de proteinas en muestras biolégicas. Estas se-
ran mostradas atendiendo al tipo de marca metalica empleada. Por una parte, se des-
criben los trabajos basados en el empleo de quelatos y polimeros que contienen varios
quelatos coordinando Ln (DOTA, DTPA, o MAXPAR ®) y finalmente se muestran
aquellos basados en el empleo de MNPs.

En cuanto a los quelatos metélicos simples (DOTA) que coordinan un solo
atomo de Ln por quelato se han utilizado con éxito en varias aplicaciones de LA-
ICP-MS. Para este tipo de aplicaciones el DOTA se debe funcionalizar (con residuos
reactivos) para poder unirlo covalentemente al Ab, por ejemplo, con Bz-SCN (iso-
tiocioanatobencilo). Este complejo se ha empleado para la deteccién maltiple de mar-
cadores tumorales en tejido de cancer de mama tras una etapa de IHC: receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), citoqueratina 7 (CK7) y mucina
1 (MUC1) empleando el marcaje de los anticuerpos anti-Her2, anti-CK7 y anti-
MUCT con los complejos quelantes (Ho, Tm, y Th)-DOTA. Sin embargo, cabe
mencionar que se ha demostrado que los Bz-SCN-DOTA no dan lugar a un solo

tipo de molécula de Ab marcada y ademads aparece alto porcentaje de moléculas no

194 C. Giesen, T. Mairinger, L. Khoury, L. Waentig, N. Jakubowski, U. Panne U. Multiplexed immuno-
histochemical detection of tumor markers in breast cancer tissue using laser ablation inductively coupled
plasma mass spectrometry. Anal Chem. 83, (2011), 8177-83.
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marcadas encontrando un rendimiento de etiquetado muy bajo, alrededor de

0,03%6)1%.

Las etiquetas poliméricas que contienen varios quelatos metalicos de un deter-
minado metal o isétopo proporcionan una notable amplificacién de la sefial, como
es el caso del reactivo comercialmente disponible MAXPAR® (contiene vatios com-
puestos quelantes de DTPA). La etiqueta polimérica metalica se une al Ab a través
de un enlazador de maleimida, por reduccién de disulfuro (apartado A.3.2.4). Not-
malmente, se conjugan cuatro o cinco de estos polimeros a cada Ab y cada MAX-
PAR® puede contener entre 14 - 22 quelantes DPTA (dependiendo del tipo), por lo
que proporcionan una elevada amplificacién de la sefial en la deteccién de la biomo-
léculal®. Este tipo de polimeros se han utilizado con éxito como etiquetas de anti-
cuerpos en diferentes aplicaciones en combinacién con ICP-TOF-MS para citome-
trfa de masas!®. Adicionalmente, este tipo de estrategia se ha empleado con éxito con
un sistema de LA para aplicaciones de #waging por citometria de masas (CyTOF™),
En este caso es posible obtener imagenes multiparamétricas de tejidos con resolucion
subcelular. En este sentido, cabe destacar el trabajo pionero de Giesen et al.17 en el
que se logro la obtencién simultanea de imdgenes de 32 biomoléculas (proteinas y
modificaciones de proteinas) con polimeros que contienen Ln como elementos de-
tectables. En la Figura 21 se muestra a modo de ejemplo el flujo de trabajo seguido
en esta publicacién para llevar a cabo el analisis maltiple proteinas y proteinas modi-
ficadas mediante la técnica de imaging multiple de citometria de masas (CyTOF™)

en muestras de cancer de pecho.

195 1. Waentig, N. Jakubowski, S. Hardt, C. Scheler, P.H. Roos, M.W. Linscheid. Comparison of differ-
ent chelates for lanthanide labeling of antibodies and application in a Western blot immunoassay com-
bined with detection by laser. ] Anal At Spectrom.27, (2012), 1311-20.

196 §.D. Tanner, V.I. Baranov, O.1. Ornatsky, D.R. Bandura, T.C.George. An introduction to mass cy-
tometry: fundamentals and applications. Cancer Immunol Immunother. 62, (2013), 955-65.

97Giesen, C.; Wang, H. A.; Schapiro, D.; Zivanovic, N.; Jacobs, A.; Hattendorf, B.; Schuffler, P. J.;
Grolimund, D.; Buhmann, J. M.; Brandt, S.; Varga, Z.; Wild, P. J.; Gunther, D.; Bodenmiller, B. Highly
Multiplexed Imaging of Tumor Tissues with Subcellular Resolution by Mass Cytometry. Nat. Methods
2014, 11, 417-22.
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Figura 21: Flujo de trabajo de la técnica de imaging empleando citometria de masas (CyTOF™). Inagen
adaptada de la referencia Giensen et al.””’

Por dltimo, el empleo de anticuerpos marcados con MNPs en aplicaciones de
LA-ICP-MS es todavia escaso a pesar de que los MNPs presentan una importante
ventaja frente a los quelantes, puesto que la parte polimérica no metalica de estas
etiquetas permite mejorar la relacién entre el "nimero de atomos metalicos detecta-
bles” y el tamafio de la etiqueta. Uno de los trabajos publicados hasta le fecha se
centra en el izaging de biomarcadores de cancer de mama utilizando anticuerpos se-
cundarios marcados con AuNPs de 5 nm!%. Paul et al. presentan también el uso de
AuNPs (10 nm) como etiqueta de un Ab secundatio para el iwaging de la tirosina
hidroxilasa (enzima limitadora de la tasa de biosintesis de la dopamina) en el cerebro
de tejidos de ratén. Sin embargo, se debe comentar que, se ha informado del riesgo
de interacciones no especificas en el caso de procedimientos de IHC en tejidos bio-

logicos!™.

El uso de MNCs como etiquetas elementales para el iwaging por LA-ICP-MS

ha sido también estudiado en diferentes tipos de tejidos bioldgicos?®. Ademas, en

198 J, Seuma, J. Bunch, A. Cox, C. McLeod, J. Bell, C. Murray. Combination of immunohistochemistry
and laser ablation ICP mass spectrometry for imaging of cancer biomarkers. Proteomics. 8, (2008),
3775-84.

199 B. Paul B, D.J. Hare D.P. Bishop C. Paton, VT. Nguyen, N. Cole, et al. Visualising mouse neuroan-
atomy and function by metal distribution using laser ablation-inductively coupled plasma-mass spec-
trometry imaging. Chem Sci.6, (2015), 5383-93.

200 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, A. Navarro, S. Junceda, A. Astudillo, R. Pereiro R. Laser ablation
ICP-MS for simultaneous quantitative imaging of iron and ferroportin in hippocampus of human brain
tissues with Alzheimer's disease. Talanta. 197, (2019), 413-421.
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algunos casos se ha realizado una detecciéon bimodal por ICP-MS y deteccién fluo-
rescente. Recientemente, se ha publicado una estrategia de mapeo cuantitativo de
para metalotioneinas-1/2 en retina humana utilizando AuNCs solubles en agua con
un tamafio medio de 2,7 nm y mas de 500 atomos de Au por etiqueta®!. A modo de
ejemplo, en la Figura 22 se recogen las imagenes cuantitativas obtenidas para la dis-
tribucién de la proteina MT1/2 en diferentes secciones de retina humana empleando

la estrategia de marcaje y cuantificacion con los AuNCs.

Wewrsy/2/8

Hewma2/8
390

Figura 22: Imdgenes cnantitativas obtenidas para la distribucion de MTs 1/ 2 en secciones de retina humana
por LA-ICP-MS empleando como etiqueta metilica AuNCs. La imagen A corresponde a la imagen dptica
del tejido antes de su andlisis por LLA-ICP-MS. Las imdgenes B-E muestran la concentracion de proteina
MT1/2 en diferentes secciones de un donante control. Imagen adaptada de la ref. 201

Como se ha descrito hasta ahora en esta seccién de la Introduccién de la pre-
sente Tesis Doctoral, existen diferentes tipos de metodologias a emplear para la ob-
tencién de imaging cuantitativos de proteinas en muestras biologicas, siempre te-
niendo en cuenta las limitaciones que presenta el no disponer de materiales de refe-
rencia certificados. Se debe tener en cuenta que la mayor parte de las aplicaciones
hasta la fecha estan centradas en muestras de secciones de tejidos, sin embargo, la
complejidad de las matrices de cultivos celulares hace que este tipo de muestras sean

todavia més dificiles y se requieran de estrategias de cuantificacién especificas (tienen

201 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, M. Garcia, H. Gonzalez-Iglesias, R. Pereiro, Quantitative imaging of
specific proteins in the human retina by laser ablation ICPMS using bioconjugated metal nanoclusters
as labels, Anal. Chem. 90 (2018) 12145-12151.
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concentraciones mas bajas de los analitos de interés y se requiere una mayor resolu-

cién debido al tamafio de sus estructuras).
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OBJETIVOS

El objetivo general de la Tesis Doctoral es el desarrollo de estrategias analiticas
de cuantificacién de proteinas relacionadas con la DMAE en diferentes tipos de
muestras biolégicas, empleando MNCs como etiquetas de los anticuerpos especificos

de las biomoléculas de interés y detecciéon por ICP-MS.

Este objetivo general se divide en varios objetivos parciales resumidos en los

diferentes capitulos que engloban la presente Tesis Doctoral.
Objetivo 1:

Desarrollo de un protocolo de sintesis de PtNCs para obtener nanoestructuras
estables, fluorescentes y monodispersas para su bioconjugacién a anticuerpos espe-
cificos y su evaluaciéon como marcas bimodales (fluorescentes y elementales) para la
cuantificacién de una proteina diana en muestras de suero empleando inmunoensa-

yos ELISA en placa.

- Obtencién de una estrategia de sintesis adecuada para los PtNCs, asi
como caracterizaciéon y bioconjugacion de los PtNCs.

- Evaluacién de los PtNCs como marcas bimodales para la
determinacién de un biomarcador de la enfermedad alérgica (IgE)
llevando a cabo un inmunoensayo ELISA directo en placa con

detecciéon por fluorescencia e ICP-MS.
Obijetivo 2:

Obtener el imaging simultaneo (cualitativo y cuantitativo) de tres proteinas de
interés en DMAE en secciones de tejidos oculares post-morten de personas control y
enfermos de DMAE por LA-ICP-MS empleando una estrategia de marcaje con NCs
de 3 metales diferentes (PtNCs, AuNCs, y AgNCs).

- Distribucién individual de 3 proteinas de interés en DMAE (APP,
MT1/2 y CFH) en tejidos oculates post-morten de personas control

empleando los PtNCs sintetizados en el primero de los objetivos.
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- Distribucién cualitativa y cuantitativa de APP, MT1/2 y CFH de
manera simultinea tanto en tejidos control como en tejidos de
pacientes con DMAE empleando NCs de diferentes metales (PtNCs,
AuNCs y AgNCs) como marcas elementales de cada proteina y

analisis por LA-ICP-MS.
Objetivo 3:

Desarrollo de una metodologia de cuantificacion para realizar el zzaging cuan-
titativo de proteinas de interés en DMAE (APOE y MT2) por LA-ICP-MS en culti-
vos de células de EPR sometidos a un tratamiento inflamatorio con interleuquina-
1o Para ello se propone el empleo de AuNCs de tamafio homogéneo como marca

elemental para la cuantificacién de las proteinas en células individuales.

- Optimizacién de la sintesis de AuNCs para obtener nanoestructuras
monodispersas para los estudios de cuantificaciéon de proteinas en
células de EPR.

- Estudio de diferentes tratamientos de inflamacién para evaluar los
niveles de expresion de dos proteinas en las células de EPR (APOE y
MT2A).

- Sintesis y caracterizaciéon de patrones de calibrado matrix-matched
empleando células de EPR dopadas con AuNCs.

- Cuantificaciéon de APOE y MT2A en cultivos primarios de células
humanas de EPR (HRPEsv40) tras ser sometidas a un tratamiento de
inflamacién empleando LA-ICP-MS y marcaje con AuNCs de

tamafio homogéneo.
Objetivo 4:

Cuantificacion de APOE y MT2A de manera secuencial en células indivi-
duales del EPR, empleando la linea celular HRPEsv40 tras ser sometida a tratamiento

inflamatorio con una citoquina mediante szngle ce//-ICPMS.
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- Optimizacién de las condiciones celulares y optimizacién de las
etapas de fijaciéon de las células para asegurar su estabilidad e
integridad en los analisis por sc-ICP-MS.

- Optimizacién del sistema de introduccion de células en el ICP-MS.

- Desarrollo de un inmunoensayo para la deteccion secuencial de las
dos proteinas citosélicas en suspension empleando AuNCs como
marca elemental y sc-ICP-MS.

- Validacién de las concentraciones de APOE y MT2A en células
HRPEsv40 empleando kits ELISA.
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EXPERIMENTAL

En este apartado se describen de manera general tanto los equipos empleados
como las muestras bioldgicas usadas en las diferentes aplicaciones desarrolladas a lo
largo de la presente Tesis Doctoral. Adicionalmente, se explican aquellos protocolos
experimentales mas generales o que son aplicados de manera similar en varios de los
capitulos. Sin embargo, para una mejor compresion de los resultados y su subse-
cuente discusion, aquellos materiales, reactivos y/o procedimientos experimentales
especificos de una determinada metodologia o tipo de muestra se describen mas ade-

lante en su correspondiente capitulo.

C.1. INSTRUMENTACION

En esta apartado se describen en primer lugar los equipos empleados para la
caracterizacion de los MNCs sintetizados, asi como de las inmunosondas bimodales
(Anti-h-Ab:MNCs). Posteriormente se presentan aquellos equipos que se emplean
para la determinacién de las proteinas diana empleando deteccién fluorescente y por

deteccién por ICP-MS.
C.1.1. Instrumentacion empleada en la caracterizacion de los MNCs

En esta seccién se detallan aquellos equipos que son empleados para la carac-
terizacion de los MNCssintetizados (PtNCs, AuNCs, y AgNCs) y que son empleados
como marcas bimodales para la deteccién de las biomoléculas diana a lo largo de la

Tesis Doctoral.
C.1.1.1. Dispersion Dinamica de la luz (DLS)

El equipo de DLS empleado en la presente Tesis Doctoral es el Zetasizer
Nano ZS (Malvern Panalytical Ltd EEUU.). El DLS es una técnica ampliamente
usada en el campo de la nanotecnologia puesto que es una técnica no invasiva y bien
establecida para medir el tamafio hidrodinamico y la distribucién de tamafios de ma-

cromoléculas y particulas en la regiéon submicrométrica (tipicamente entre 1 nm — 10
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pm)’. EI DLS es capaz de relacionar la difusién de las particulas (o macromoléculas)
en suspensién coloidal bajo movimiento Browniano con el tamafio hidrodinamico
de la particula. Es decir, se mide la dispersién de la luz provocada por las particulas
suspendidas en un liquido, al ser irradiadas con un haz de luz laser (193 nm). Por
tanto, el analisis de estas fluctuaciones en la intensidad permite conocer la velocidad
del movimiento Browniano de la suspensién de particulas, el cual se relaciona con el

tamafio hidrodinamico de la particula aplicando la ecuacién de Stokes-Einstein?.

La distribucién de tamafio hidrodinamico de la suspensién coloidal puede ob-
tenerse en referencia a la intensidad, volumen, o numero de dichas particulas de la
suspension. Sin embargo, el valor de la distribucién de tamafio atendiendo al numero
de particula es el que proporciona medidas més exactas, puesto que indica el valor
promedio de la poblacién de particulas mayoritaria (i.e., el valor de didametro de la
suspension que presenta un mayor nimero de particulas de un determinado tamafio).
De esta manera, se evita obtener informacién errénea por la presencia de agregados
en la suspension’. Adicionalmente, otra informacién interesante que ofrece esta téc-
nica es el valor del indice de polidispersién de la suspension coloidal, conocido como
PDI (dato adimensional). Este da informacién sobre la dispersion en la distribucién
de tamafios de una suspension, siendo un valor menor a 0,1 el indicativo de una
suspension altamente monodispersa (i.e., MNCs de buena calidad por tener todo un
tamafio muy similar), mientras que un valor mayor o igual a 0,4 indica elevada poli-
dispersion (i.e., MNCs de mala calidad por tener una gran dispersion de tamafios y/o

presencia de agregados en la suspension)?.

Por otro lado, el equipo de DLS permite realizar medidas de potencial-Z, una
medida indirecta de la estabilidad frente a la tendencia a la agregacion. La mayorfa de

las dispersiones coloidales tienen una carga supetrficial originada por la naturaleza de

1 Malvern Panalytical https://www.malvernpanalytical.com/es/products/technology/light-scat-
tering/dynamic-light-scattering (dltimo acceso 21.03.2022)

2 Falke S., Betzel C. Dynamic Light Scattering (DLS). In: Pereira A., Tavares P., Limio-Vieira P. (eds)
Radiation in Bioanalysis. Bioanalysis (Advanced Materials, Methods, and Devices), vol 8 (2019) Springer,
Cham.

3 Hortiba, https://horiba.com/int/scientific/products/particle-charactetization/particle-educa-
tion/particle-size-result-interpretation, (4ltimo acceso 23.05.2022)
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las particulas y el medio que las rodea (doble capa eléctrica). La estabilidad de un
sistema coloidal puede determinarse sumando las fuerzas de atraccién de Van der
Waals y las fuerzas de repulsion de la doble capa eléctrica*. Los factores que afectan
al potencial-Z, incluyen el pH, la conductividad, y la concentracién, considerandose
generalmente que sistemas que muestran un potencial Z entre + 30 y -30 mV son
mas inestables y tienden a largo plazo a la agregacion®. Para llevar a cabo este tipo de
medidas, el instrumento Malvern Zetasizer Nano utiliza microelectroforesis doppler.
Para ello, se aplica un campo eléctrico a una dispersion de particulas que se mueven
con una velocidad, conocida como velocidad electroforética, y a partir de esta se

puede relacionar la distribucién de potencial Z de la suspension.

Para realizar las medidas se emplean cubetas desechables BRAND™ para las
medidas de la dispersion, mientras que para las medidas de potencial-Z se han em-
pleado las celdas capilares Malvern Panalytical INC DTS1070 (ambas de la casa co-

mercial Thermo Fisher Scientific).
C.1.1.2. Medidas por espectroscopia

Para la caracterizacién de los MNCs se han realizado diferentes medidas em-
pleando dos métodos espectroscopicos, como son la espectrometria de fluorescencia
molecular y la espectrofotometria de absorcién molecular ultravioleta/visible (UV-
VIS). Para llevar a cabo las medidas de fluorescencia se emplea un espectrofluorime-
tro modelo LS50B de Perkin Elmer. Este equipo estd compuesto por: (1) fuente de
radiacién: lampara de descarga de Xe, (2) monocromadores (Monk-Gillieson) que
cubren el rango de excitaciéon y emision entre 200-800 nm, (3) rendijas modificables
en la entrada y salida del compartimento donde se sitia la muestra. En el caso de la

rendija de excitacion de 2,5 a 15,0 nm, y para la rendija de emisiéon de 2,5 a 20,0 nm

4 8. Bhattacharjee, DLS and zeta potential — What they are and what they are not? Journal of Controlled
Release 235, (2016), 337-351.

5 www.guialab.com.ar Guialab. Técnicas de caracterizaciéon de nanoparticulas. https://www.guia-
lab.com.ar/notas-tecnicas/tecnicas-complementatias-de-caracterizacion-de-nanoparticulas (dltima

consulta 21.03.2022)
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con incrementos de 0,1 nm, y (4) el detector tipo fotomultiplicador. A parte de ba-
rridos de excitacién o de emision entre las longitudes de onda mencionadas, también
permite la opcidn de realizar barridos sincrénicos tanto a una longitud de onda cons-
tante como a una diferencia de energfa constante. La velocidad de barrido se puede
seleccionar de 10 a 1500 nm min"! con incrementos de 1 nm-min-!. La exactitud de

la longitud de onda es de £ 1 nm y la reproducibilidad de £ 0.5 nm.

Por otro lado, también se emplea un espectrofotometro UV-VIS Cary 60 (Agi-
lent Technologies). Este espectrofotometro dispone de una lampara pulsante de Xe
como fuente de radiacién, un monocromador tipo Czerny Turner, y permite un ba-

rrido en todo el espectro UV-Vis desde 190-1100 nm.

En ambos casos, tanto para las medidas de fluorescencia como para las medi-
das de absorbancia por UV-VIS, se emplea una cubeta de cuarzo modelo 101-Qs de

Hellma® (Sigma-Aldrich).
C.1.1.3. Microscopia electronica: HR-TEM y EDX

La microscopia electronica de transmisién (TEM) permite llevar a cabo la ca-
racterizacién estructural de los nanomateriales, es decir, obtener la morfologfa, ta-
maflo, composicién, y estructura cristalina de los MNCs. Esta técnica aprovecha los
fenémenos fisico-atémicos que se producen cuando un haz de electrones acelerados
(cafién de electrones LaBg acelerados hasta 200 kV) colisiona con la muestra de inte-
rés (MNCs depositados en una rejilla de Cu). En funcién del espesor de la muestra y
del tipo de atomos que la forman, un porcentaje de los electrones del haz son dispet-
sados y la otra parte de ellos atraviesan la muestra. Esto permite generar una imagen
con elevada informacion estructural de la muestra. En concreto, la microscopia elec-
tronica de transmision de alta resolucion (HR-TEM) permite generar imagenes de la
estructura de una muestra a nivel atémico (resolucién de 0,5 A). Por ello es comiin-
mente empleado en el estudio de nanomateriales con pequefias dimensiones, como

es el caso de los MNCs empleados en la presente Tesis Doctoral.
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En los experimentos llevados a cabo en la Tesis Doctoral el equipo de HR-
TEM empleado ha sido el modelo JEM-2100 de la casa comercial JOEL dispuesto
con un espectrémetro de energfa dispersiva de rayos X (EDX) para el microanalisis.
El microscopio electrénico posee hasta 200 kV de aceleracion y esta equipado con
un cafién de electrones de emision de campo, el cual permite obtener un haz de luz
muy intenso (alto brillo y estabilidad del haz de electrones) y de tamafio sub-nano-
métrico. El potencial de aceleracién empleado junto a la incorporacién de un lente
objetivo de alta resolucion permite alcanzar una resolucién de 1,9 A entre puntos y
1,0 A entre lineas. El equipo dispone ademas de una cimara CCD de alta resolucién
(2048x2048 pixels) y la unidad de EDX permite la deteccion de los elementos presen-
tes en la muestra (i.e., es posible obtener la composicién elemental de la muestra). El
equipo también est equipado con una unidad de barrido por transmisién con detec-
tores de campo claro (B, Bright Field) v oscuro (DF, Dark Field), siendo el mas usado
el primero de ellos, donde los atomos de elementos de elevada masa atémica (p.¢j.,
Pt, Au, y Ag) se observan en color oscuro (escala de negro-gris) y aquellos atomos de

masas bajas en color claro.

Adicionalmente, el instrumento dispone de una unidad DigiS /AR (Nanome-
gas) para la adquisicion de patrones de difraccion de area selecta (SAED). Con este
tipo de micrografias es posible conocer la estructura cristalina de la muestra (o celda
unidad que la forma). En la seccién de Procedimientos Experimentales C.4.3 (Ca-

racterizacion de las MNCs) se describe los pasos necesarios para conocer la estructura

cristalina de los MNCs.

C.1.2. INSTRUMENTACION EMPLEADA PARA LA
DETECCION DE LAS INMUNOSONDAS POR MS Y
FLUORESCENCIA

C.1.2.1. Espectrometria de masas elemental: ICP-MS

En la presente Tesis Doctoral se han utilizado cuatro equipos diferentes de

ICP-MS, los cuales se pueden dividir en dos grupos atendiendo al tipo de analizador
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de masas: ICP-MS de tipo cuadrupolo, e ICP-MS con un analizador de sector mag-
nético de doble enfoque (ICP-MS de alta resolucién). En ambos casos se trata de
ICP-MS con analizadores de tipo secuencial. Estos equipos se han empleado a lo
largo de la presente Tesis Doctoral para medidas por nebulizacién convencional, me-
didas pot single ce/-ICP-MS y acoplados a sistemas de ablacion laser (LA-ICP-MS). A
continuacion, se detallan brevemente las principales caractetisticas de cada uno de

los equipos empleados.
U ICP-MS de tipo cuadrupolo

Se emplearon tres instrumentos diferentes, dos de ellos de la casa comercial
Agilent Technologies (modelo 7500ce, y modelo 7900) y otro de la casa comercial
Perkin Elmer (modelo 450 X). En el caso de los ICP-MS de Agilent Technologies,
ambos estan instalados en los laboratorios de la Unidad de Masas de los Servicios
Cientifico Técnicos de la Universidad de Oviedo (SCTs), mientras que el equipo de
Perkin Elmer estd en un laboratorio de la (Universidad de Creta (Grecia) y fue el

empleado durante la estancia predoctoral (sc-ICP-MS).

Para los analisis por ICP-MS con nebulizacién convencional, las disoluciones
se introducen mediante una bomba peristaltica al nebulizador de tipo concéntrico
(flujo alrededor de 1 mL min'). Posteriormente pasan a la cimara de nebulizacién
(de cuarzo) que esta refrigerada con un sistema tipo Peltier. La antorcha es una sola
pieza de cuarzo, con un inyector de 2,5 mm de diametro interno. Ambos conos de
extraccién son de Ni y el cuadrupolo tiene un rango de masa de 2 a 260 uma. El
detector es un multiplicador de electrones secundatios, el cual puede trabajar en
modo analégico o digital. El ICP-MS posee ademds una celda de colisién/reaccion
situada antes del cuadrupolo que permite eliminar interferencias poliatbmicas me-
diante la adicién de un flujo de gas (He o Hz). Diariamente se realiza una calibracion
del sistema con una disolucién patrén multielemental (con una concentracion de 1
ng-ml:1) con el objeto de optimizar la sensibilidad del sistema (se persigue obtener

la maxima sefial, controlando la generacion de 6xidos y los iones doblemente ioniza-

dos).
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El analizador de masas de tipo cuadrupolo es el mas empleado en los instru-
mentos ICP-MS debido a su bajo coste (en comparacion con el resto de los analiza-
dores) y su robustez, lo que permite su implantaciéon como técnica de rutina. El ana-
lizador de tipo cuadrupolo consiste en cuatro electrodos cilindricos dispuestos para-
lelamente con la misma longitud y didametro. Para la medida se aplica corriente con-
tinua y de radiofrecuencia en los cuatro cilindros, pero con polaridad inversa dos a
dos, de tal manera que s6lo los iones con una determinada relaciéon m/z atraviesan el
analizador sin desviar su trayectoria y alcanzan el detector. Con este tipo de analiza-

dores se alcanza una resolucién de masa del orden de 300.

Para solucionar el problema de las posibles interferencias espectrales, este tipo
de instrumentos poseen generalmente una celda de colision/reaccion (CRC, collision,
reaction cell). En este caso en la CRC se introduce un gas de colisién (p.¢j., He) o
reacciéon (p.ej., NHs, Ha, CHy, u O2) que permite reducir las interferencias poliatémi-
cas para los analitos de interés. En la presente Tesis Doctoral sélo se ha empleado la
celda de colisién para resolver la interferencia del °Fet (*Ar!'6O™, y 9Cal*O*) en los
analisis por sc-ICP-MS. En este caso, se empled la celda de colisiéon en modo He (4
mL- min). En el resto de las aplicaciones donde se monitorizan los elementos de
los MNCs (Au, Pt, y Ag), estos no presentan interferencias espectrales y por lo tanto

no fue necesario emplear la celda de colision.
O Sistema para single cell- ICP-MS

Para las medidas por sc-ICP-MS se utiliz6 el ICP-MS NexION 350 X para
detectar las seflales de intensidad de "7Au* y °Fet en células individuales. Este
equipo permite disminuir el tiempo de adquisicion (dwell time) hasta 0.075 ms para
poder adquirir las sefiales transitorias de la nube de iones que llegan al detector pro-
venientes de una unica célula. Ademas, dispone de un sistema de introduccién de
muestra adecuado que asegura la integridad celular y su transporte de manera eficaz

hasta el plasma ICP.

El sistema consiste en un micronebulizador concéntrico de alta eficacia (bigh

efficiency nebulizer, HEN) de Meinhard® que emplea bajos flujos de inyeccién (0,05

Ana Lores Padin 95



EXPERIMENTAL

mL-min') lo que es adecuado para medida de muestras de muy poco volumen. El
nebulizador estd acoplado a una camara de nebulizacién de consumo total de pe-
quefio volumen Asperon® (PerkinElmer), alineada con el eje del cilindro formado
por la entrada del flujo del gas Ar de arrastre del nebulizador en el plasma (or-axis).
Ademas, la cimara permite la introducciéon de un flujo de Ar adicional (make up gas,
Ar) que ayuda a incrementar la eficiencia de transporte minimizando la deposicion
de células por el impacto en sus paredes. En la Figura Figura 23 se muestra la imagen,
asi como una pequefia descripcion, del sistema de introduccién de muestra empleado

para los analisis por sc-ICP-MS.

+ Nebulizador: ' + Camara de nebulizacién:
Bajo volumen 50 pL-min! Asperon® (consume total)

Makeup gas
(Ar) ~

Suspension P
celular ===> C\
/

BaRAAEN

/

/ Makeup gas (Ar)

PITI

Nebulizer gas Desecho (gotas de aerosol
(Ar) més grandes 5-8 um)

Figura 23: Sistema de introduccion de muestra para sc-ICP-MS empleado para la determinacion de protei-
nas en célnlas individuales. En la imagen se muestra el nebulizador de bajo volumen de Meinhard®, y una
camara de nebulizacion concéntrica Asperon® de consumo total de Perkin Elmer.

Q ICP-MS de sector magnético de doble enfoque

El ICP-MS de doble enfoque Element™ 2 (Thermo Fisher Scientific) es el
equipo empleado para llevar a cabo las medias de izaging por LA-ICP-MS en seccio-

nes de tejidos (Capitulo 2 de la presente Tesis Doctoral).

En este caso, el equipo cuenta con un analizador de masas de sector magnético
de doble enfoque, que incluye un electroiman que permite aplicar un campo magné-
tico y un campo eléctrico al haz de iones proveniente del plasma (ver Figura 24). En

primer lugar, los iones atraviesan un campo magnético perpendicular a su trayectoria
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que se encarga de ejercer fuerza lateral para que los iones describan una trayectoria
circular cuyo radio de curvatura depende de su relacién m/z. Por lo tanto, los iones
que tengan la trayectoria adecuada pasaran a través de la rendija intermedia. A conti-
nuacién, los iones que entran con distinta energfa se aceleran adquiriendo energfa
cinética mediante la acciéon de un campo eléctrico y actia ademas como un filtro
energético. Este campo hace que solo los iones con la energia cinética adecuada lle-
guen a la rendija de salida. Variando el campo magnético en funcién del tiempo los

iones de distinta masa se detectaran de manera secuencial.

Rendjja intermedia

Sector magnético

Sector electrostatico

Rendjja de entrada

AR g

> Rendija de salida

£

'

. :

s '

E Lentes iénicas :’ Detector
;

:

| ———————— |

— MV /——Conosde

s — 7
extraccion

Figura 24: Esquema del sistema ICP-MS de sector magnético.

El poder de resoluciéon de masas (R) de este equipo (i.c., su capacidad para
separar iones con relacién m/z muy similar) se puede cambiar controlando la apet-
tura de las rendijas de entrada y salida. Asi, se puede trabajar en tres tipos de resolu-
cién de masas: baja (R=300), media (R=4000), y alta (R=10000). Es importante des-
tacar que una mayor resolucién se consigue con una menor apertura de las rendijas,
por lo que va acompanada de una disminucién en la sensibilidad. En la presente Tesis
Doctoral se emplea la baja resoluciéon de masas para las medidas realizadas puesto

que los elementos medidos no presentan interferencias (Au, Ag, y Pt).
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Al igual que se hace con el ICP-MS de tipo cuadrupolo, diariamente se realiza
la optimizacién de varios parametros experimentales (p.ej., flujo de Ar, posicién de
la antorcha, voltajes de las lentes, etc.) para maximizar la sensibilidad, asi como con-
trolar la formacién de 6xidos. Para ello se utiliza una disolucién estandar multiele-
mental (1 ng'mI1). En el caso del ICP-MS de sector magnético, ademas de la sensi-
bilidad se ajusta otro parametro, denominado wass offset, para corroborar que todos
los elementos que van a ser analizados en la muestra estan siendo detectados en el
maximo del pico. Para ello se emplea una disolucién de los analitos a un nivel de

concentracién de 10 ng-g-.
C.1.2.2. Sistemas de ablacion laser

Alo largo de la presente Tesis Doctoral se han usado dos sistemas de ablacién
laser: un sistema de ablacién laser de estado sélido que opera a una longitud de onda
de 213 nm (modeloL.SX-213 de la casa comercial Teledyne Cetac Technnologies) y
un sistema de ablacion laser tipo excimero ArF que opera a 193 nm (NWR213 de la
casa comercial Elemental Scientific). Cada uno de los sistemas de LA se ha acoplado
a un ICP-MS diferente. Por un parte el sistema LSX-213 fue acoplado al ICP-MS
Element™ 2, mientras que el sistema NWR213 se acopl6 al ICP-MS tipo cuadrupolo
(7900 de Agilent).

U Sistema de ablacion laser de estado solido (@213 nm)

El sistema LSX-213 emplea un ldser de tipo Nd:YAG. Se trata de un laser
pulsado de nanosegundos (duracion de los pulsos <6 ns), con longitud de onda de la
radiacién laser de 213 nm (UV lejano). La energfa del laser es modulable y es posible
modificar el porcentaje de energia aplicada a la muestra dependiendo de cada aplica-
cién (energia maxima 5,6 mJ). Los didmetros del haz de laser varfan desde 10 pm a
200 pm de didmetro, la velocidad de barrido puede seleccionatrse en amplio rango de
valores (1- 50 pm-s™), y la frecuencia de repeticion se puede modificar en el rango de

1-20 Hz.
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La celda de ablacién empleada para los estudios de zwaging es una celda crio-
génica (que puede llegar hasta los -20 °C) desarrollada para el sistema LSX-213 en el
grupo de investigacién®. Dicha celda permite controlar la temperatura de la muestra
de manera constante durante el analisis (a través de un termopar situado sobre la
supetficie de la muestra), lo que permite mejorar las prestaciones del analisis en el
caso de muestras bioldgicas (p.¢j., mejor resolucion lateral al disminuir los efectos
térmicos de la ablacion)’. El volumen total de la celda en el que tiene lugar la expan-
sion del aerosol es de aproximadamente 20 cm’. Ademas, la entrada de gas tiene una
entrada circular de 2 mm de didmetro y la salida de gas tiene forma de embudo, es-
pecificamente disefiada para asegurar un flujo de gas laminar dentro de la celda. La
celda de ablacién estd situada sobre una platina motorizada en los ejes X-Y-Z, mo-
viéndose en rangos minimos de 0,25 pm. El eje Z de la platina es el encargado de
realizar el enfoque correcto de haz laser sobre la superficie de la muestra a analizar
(el enfoque se realiza con una cimara CCD). Todo el sistema estd informatizado y se
maneja a través del software Digil az III. Para el tratamiento de los datos (i.e., generar
imagenes 2D para los analitos detectados en el ICP-MS) se ha empleado el software

Image ] (National Institutes of Health. NIH, EEUU).
U Sistema de ablacion laser tipo excimero (@193 nm)

Este Sistema laser esta basado en un laser excimero (ArF) (Elemental Scientific
- ESI). La mezcla de dimeros excitados Argon-Flaor, ArF para la produccién del haz
laser tipo excimero (NWR193, Elemental Scientific), emplea adicionalmente, N2

(99.999 % pureza) como gas de purga.

Este sistema de ablacion laser de alto rendimiento utiliza una fuente de laser
excimero de 193 nm de pulso de nanosegundos (duracién de los pulsos < 4 ns) que

propotciona mayor potencia de pico para la ablacion eficiente de todos los materiales

6 Konz, 1., Valenzuela Castafieda, A., Fernandez Sinchez, M. L., Pereiro Garcia, R. Sanz Medel, A. Celda
de ablacién criogénica con control de la temperatura de la muestra. Patente ES 2 425 138 AT, 11 de
Octubre de 2013 (Espafia).

7Konz, L., Fernandez, B., Fernandez, M. L., Pereiro, R., Sanz-Medel, A. Design and evaluation of a new
Peltier-cooled laser ablation cell with on-sample temperature control. Anal. Chim. Acta, 809 (2014) 88-
96

Ana Lores Padin 99



EXPERIMENTAL

para producir pequenas particulas que pueden ser transportadas e ionizadas eficien-
temente por el ICP. Esto a su vez conduce a mayor sensibilidad, mayor estabilidad y
menor fraccionamiento. La energfa del laser es modulable y es posible modificar el
potrcentaje de energia aplicada a la muestra dependiendo de cada aplicaciéon (energfa
maxima 12,0 |- cm?). Los didmetros del haz de laser varfan desde 2 pm a 150 pm y
permite ablacionar en circulos (IVA) o en cuadrados (XYR) lo que permite un au-
mento en la flexibilidad de las aplicaciones, la velocidad de barrido puede seleccio-
narse en un amplio rango de valores (1- 200 um-s), y la frecuencia de repeticion se
puede modificar en el rango de 1-200 Hz. La celda de ablacién empleada es la Two-
Volume2 de ESI (Elemental Scientific). Para el tratamiento de los datos (i.e., generar
imagenes 2D para los analitos detectados en el ICP-MS) se ha empleado el Iolite v4
(Universidad de Melbourne, Australia).

C.1.2.3. MICROSCOPiIA CONFOCAL

La microscopia laser confocal es una técnica de observacion microscépica que
presenta diversas ventajas frente a la microscopia 6ptica tradicional, en especial la
obtencién de imagenes con una mayor nitidez y contraste, una mayor resolucion, y
permite obtener “secciones Opticas” o “planos focales” de una muestra, lo cual hace

posible llevar a cabo el estudio tridimensional de la misma.

A diferencia de la microscopia Optica tradicional donde el haz de luz interac-
ciona con la totalidad de la muestra (en toda su profundidad), en microscopia laser
confocal, el haz de luz laser es enfocado en una pequefa regiéon, denominada plano
focal. Esto permite obtener imdgenes de un unico plano (de un grosor, pm, fijado),
eliminando la luz proveniente de planos contiguos. Para llevar a cabo esta seleccion
del plano, un microscopio de laser confocal dispone de dos diafragmas (pinbole), uno
entre la fuente de luz y el objetivo y el otro entre el objetivo y el detector. La manera
de obtener imagenes es de la siguiente manera: parte de la luz que proviene de la
fuente atraviesa el primer diafragma, es reflejada mediante un espejo dicroico, y en-
focada en un punto de la muestra mediante la lente del objetivo. La sefial emitida,

bien sea fluorescencia o luz reflejada, vuelve por el mismo camino 6ptico, pasa a
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través del espejo dicroico y es enfocada a un detector. Delante de dicho detector se
encuentra el segundo diafragma, el cual elimina las sefiales procedentes de la zona
fuera de foco. Es importante que los dos diafragmas estén perfectamente alineados
de forma que el segundo de ellos unicamente deje llegar al detector la luz procedente
del plano focal (eliminando asi las contribuciones del resto de los planos). La luz
reflejada o fluorescencia emitida por la muestra es recogida en un tubo fotomultipli-
cador donde se transforma en una sefial de video que se digitaliza y se almacena en
un ordenador, visualizindose a través de un monitor. La mayoria de los sistemas
cuentan con varios fotomultiplicadores y un sistema 6ptico que permite recoger en

cada uno de ellos diferentes longitudes de onda.

El microscopio laser confocal empleado en la Tesis Doctoral es el modelo
TCS-SP8X (Leica). Este posee un diodo laser de 405 nm y un laser blanco con libre
seleccién de lineas de excitacion en el rango de 470 a 670 nm. Se trata de un micros-
copio invertido para poder observar luz transmitida y fluorescencia con luz incidente.
Posee 6 objetivos: 10x (seco), 20x (seco), 20x (inmersién en aceite), 40x (inmersion
en aceite), 40x (inmersién en agua), y 63x (inmersioén en aceite), aunque el empleado
para obtener las imdgenes de la Tesis Doctoral esa sido siempre el 63x con inmersién
en aceite. El sistema de deteccion es espectral libre de filtros. Posee cuatros detecto-
res internos (2 fotomultiplicadores y 2 detectores hibridos (HyD) de alta sensibili-
dad), ademas de un detector externo para iluminacién transmitida. Por dltimo, tam-
bién presenta una platina motorizada en XY de alta precision para realizar mosaicos
de imagenes y una platina galvanométrica de alta velocidad y precisién para movi-

miento en Z (enfoque).
C.1.3. Instrumentacion general

- pH-metro. Modelo “Five Easy pH/mV” de Mettler Toledo. Se ha
utilizado para llevar a cabo el ajuste del pH de las fases moéviles y otras
disoluciones necesarias para la preparacion de las muestras.

- Balanza analitica (incertidumbre: 0,1 mg). Modelo ME104 de Mettler

Toledo. Se ha utilizado para realizar las pesadas en la preparacion de todas
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las disoluciones. Para lograr una mayor exactitud y precision en las
medidas, el calculo de la concentracién en cada disolucion se llevd a cabo
siempre teniendo en cuenta los valores de las pesadas en lugar de trabajar
con volumenes

- Agitador vortex. Modelo V05 Series de LBX Instruments. Se ha utilizado
para homogeneizar las disoluciones.

- Bafo de ultrasonidos (Thermo Fisher Scientific). Se emple6 para
diferentes propositos a lo largo de todo el experimental, pero en concreto
para mejorar la solubilidad de sales organicas, digestion acida de MNCs, y
facilitar la mineralizacién de las muestras.

- Microtomo y Criotomo. Microtomo rotatorio modelo HM325 vy
criotomo o microtomo criostato modelo HM550 ambos de Thermo
Fisher Scientific. Se emplearon para llevar a cabo los cortes micrométricos
de tejidos oculares FFEP, y los cortes de los patrones de gelatina en
condiciones criogénicas (-20 °C), respectivamente.

- Centrifuga. Se han empleado diferentes modelos y tamafios de
centrifugas dependiendo del volumen de muestra a centrifugar. Modelo
5415R de Eppendorf.

- Estufa de laboratorio (Memmert).

- Incubador. Modelo 311 de Thermo Fisher Scientific. Se ha empleado
para el mantenimiento 6ptimo de las lineas celulares humanas de EPR, a
37 °C de temperatura y un flujo de 5% de COo.

- Cabina de flujo laminar. Modelo Testlar Bio II A/G (Testlar). Se
empled en los experimentos con cultivos celulares para disponer de un
espacio con las condiciones 6ptimas de seguridad, proporcionando una
zona de aire limpio.

- Autoclave de laboratorio. VARIOKLAV® (Thermo Fisher Scientific).
Se ha empleado para esterilizacién de material y reactivos empleados en

los experimentos con cultivos celulares.
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- Hemocitémetro camara Neubauer (Sigma Aldrich). Se emple6 para el
conteo celular.

- Microscopios 6pticos. El microscopio de transmisién modelo DM IL
LED de Leica se ha utilizado para llevar a cabo el conteo de las células y
el control diario de las mismas. El microscopio de epifluorescencia
(modelo Leica DM6000) equipado con una camara DFC310 Fx Leica y el
software “Advance Fluorescence AF6000 software” (Leica Microsystems
CMS GMBH) se | utiliz6 para obtener las imagenes de
inmunofluorescencia.

- Fluorimetro picodropTM (Thermo Fisher) RNA per cell lysate aliquot.

- Thermociclador de 96 pocillos Veriti™ HID y 7500 RT-PCR system
(ambos de Applied Biosystems™, Thermo Fisher) usados para llevar a
cabo la reanscripcion inversa de ARN a cAND y para la PCR cuantitativa,
respectivamente.

- Lectores de placas. Se han empleado dos modelos de lectores de placas
de absorbancia: modelo ELX800 (BioTek) y modelo 2030 VICTORTM
X5 (PerkinElmer). Ambos estan disefiados para realizar automaticamente
andlisis de absorbancia de los productos resultantes en las aplicaciones
basadas en ELISA. El lector puede medir la densidad éptica de las
soluciones en microplacas de 6, 12, 24, 48 6 96 pocillos. El rango de

longitud de onda es de 400 nm a 750 nm.
C.2. MATERIALES Y REACTIVOS

C.2.1. Material general

A continuacion, se recoge el material comun que ha sido empleado en la rea-

lizacién del trabajo experimental a lo largo de la Tesis Doctoral:

- Micropipetas de volumen ajustable. Se han empleado micropipetas con

diferentes volumenes: 0,5-10 uL. 10-20 pL; 20-200 uL; 100-1000 pL; y 0,5-5
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ml, todas ellas de Eppendorf. Se emplearon cada una de ellas con sus
correspondientes puntas de plastico desechables.

Pipetas Pasteur de 1,5 y 3 mL de volumen (Thermo Fisher Bremen).
Guantes de nitrilo (LLG).

Tubos. Se han empleado tubos estériles de 12 ml., tubos de centrifuga de

15 mL, y tubos de 0,5, 1,5 y 2 mL (Eppendortf).

Adicionalmente, en los Capitulos I y II se emplearon como soporte para

realizar un inmunoensayo en placa (con deteccion por microscopia de laser confocal),

asi como para depositar las secciones de tejidos oculares en los que se realiza la IHC,

portaobjetos de microscopio recubiertos en su superficie con poli-L-lisina (Electron

Microscopy Sciences).

C.2.1.1. Material empleado en los cultivos celulares

A continuacién, se recogen el material general empleado especificamente en

el laboratorio para trabajar con los cultivos celulares (en este caso se trata siempre de

materiales estetilizados).

C.2.2.

Frascos de cultivo celular (flask) T25, T75 y T125 (Thermo Fisher Scien-

tific).
Placas de cultivo celular de 6, 12, y 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific).

Camaras de cultivo celular en portaobjetos de Nunc™ Lab-Tek™ II
Chamber Slide™ System (Thermo Fisher Scientific) para cultivos celulares

medidos por LA-ICP-MS y microscopia confocal.

Propipeta automatica con sus correspondientes pipetas Pasteur de plastico

de 1,5, 10 y 25 mL de Eppendorf.

Jeringas de plastico y filtros de jeringa estériles con un tamafio de poro

de 0,22 um de Millipore® Merck.

Reactivos generales

104 Tesis Doctoral



EXPERIMENTAL

A continuacién, se describen los reactivos generales que se han empleado a lo
largo de la Tesis Doctoral, clasificandolos segin el tipo de experimentos que se han
realizado (p.ej., sintesis de MNCs, sc-ICP-MS, LA-ICP-MS, etc.). En cualquier caso,
para dar una mejor comprensién del desarrollo experimental para cada uno de los
Capitulos de la Tesis, los reactivos especificos seran descritos en detalle en cada uno
de los capitulos. Comentar que todos los reactivos empleados han sido de grado ana-
litico. En particular, el agua empleada para preparar todas las disoluciones acuosas ha
sido agua ultrapura desionizada, resistividad 18.2 MQ-cm @25°C (Purelab Flex 3&4;
ELGA-Veolia).

C.2.2.1. Reactivos para la sintesis de las inmunosondas metalicas

Reactivos para la sintesis de MNCs

- Sales metalicas precursoras: HoPtCls (8% en peso liquido; Sigma-Aldrich),
AuClyNa-HO (99% solido; Sigma-Aldrich), y AgNO3 (99.9% sélido; Alfa
Aesar, Thermo Fisher).

- Ligando estabilizador tiolado (-SH): acido lipoico (>98% sélido; Across
Organics).

- Agente reductor fuerte: NaBH4 (98% solido, Sigma-Aldrich).

- Otros reactivos necesarios: NaOH (Sigma-Aldrich), y propan-2-ol (Fisher

Scientific).

Reactivos para la bioconjugacion (reaccién de la carbodiimida)

A parte de los anticuerpos especificos a los que se unen los MNCs, los cuales
seran descritos con detalle en cada Capitulo (dependiendo de la proteina diana obje-

tivo), los reactivos empleados en todos los casos son:

- l-etil 3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (98% soélido; Across
Organics).
- N-hidroxisuccinimida (NHS) (> 98% solido; Sigma-Aldrich).
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- Disolventes empleados durante la bioconjugaciéon de los AgNCs: Base
TRIS (> 99% solido; Sigma-Aldrich), acido etilendiaminotetraacético
(AEDT) (Panreac AppliChem), y L-glutatién reducido (>98% sélido;
Sigma-Aldrich).

- Acidos: 4cido nitrico (HNOj3 67-69%, analisis de trazas; VWR chemicals), y
acido clorhidrico (HCI 37%, VWR chemicals

C.2.2.2. Reactivos para los analisis por ICP-MS & LA-ICP-MS

- Disolucién multielemental (contiene Li, Co, Y, Ce, y TI, entre otros
elementos con una concentraciéon de 1 ng g, Agilent Technologies). Se
emplea para calibracion diaria del equipo ICP-MS para obtener unas
condiciones 6ptimas de sensibilidad (monitorizando las m/z: "Li*, 8Y*, y
205T1), y minimizar la formacién de éxidos (CeO*/Ce*, <0,2%) y dobles
cargados (Ce**/Ce*, <0,2%). También es importante la monitorizacion del
¥Co™ para optimizar el flujo de gas de colisiéon (He) o reacciéon (Hz) para
eliminar interferencias poliatémicas.

- Para la optimizacién diaria del sistema laser se emplea un vidrio de
referencia SRM NIST 612 (National Institute of Standards & Technology,
NIST) para garantizar una elevada sensibilidad (monitotizando las m/z:
¥Cot, 13¥Lat, 22Th*, y 238U+), una buena estabilidad de la sefial (desviacién
estandar relativa por debajo del 4%), ausencia de efectos de fraccionamiento
(relacion 238U+ /22Th* ~1), y minimizar la formacién de éxidos (ThO*/Th*
< 0,2%).

- Patrones acidos inorganicos para elaborar las rectas de calibracién
externa para la cuantificacion por ICP-MS. Se emplean disoluciones con
una concentracion de partida de 1000 pg-mL! para Pt, Ag, Au, Ir, Rh, y Fe
de Merck Millipore.

- DPara llevar a cabo los andlisis en disoluciéon empleando el ICP-MS por
nebulizacién convencional, tanto las muestras biologicas como los patrones

inorganicos son previamente preparados en disoluciones acuosas con
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porcentajes de 1-3% de acido nitrico. Adicionalmente, el acido clorhidrico
se usa en % bajos para limpieza de las conexiones del ICP-MS (eliminar los
efectos de memoria del 7 Aut) y junto con 4cido nitrico para producir agua
regia (HNO3:3HCI), empleada como oxidante para la digestion de los
MNC s antes de su introduccién al ICP-MS.

- Gases suministrados por Air Liquide: Ar (99,999 % pureza) como gas de
nebulizacién para generar el plasma del ICP-MS, He (99,999 % pureza)
como gas de arrastre en ablacion laser, asf como como gas empleado en la
celda colisiéon/reaccién del ICP-MS de tipo cuadrupolo. Reactivos
empleados en los cultivos celulares

- Medio de cultivo DMEM/F12 completo para el cultivo y crecimiento de la
linea celular HRPEsv40. Medio Eagle de Dulbecco modificado/mezcla de
nutrientes F-12 (DMEM/F12, Merck) suplementado con 10% (v/v) de
suero fetal bovino inactivado (FBS, de Gibco™, Thermo Fisher Scientific),
v 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina (ambos de Gibco™).

- Medio de cultivo libre de suero para aplicar los tratamientos celulares.
Medio de cultivo sin suero CD hybridoma (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific) suplementado con 10 mM de Glutamina (Gibco™), y 1% (v/v)
penicilina/estreptomicina.

- Tripsina 0,25% AEDT (Gibco™) para liberar las células adheridas a las
placas de sembrado.

- Trypan Blue (0,4% de Gibco™) para la tincién de células vivas para su
contaje.

- Fijacién celular. Se emplea 16% formaldehido libre de metanol (Fisher
Scientific).

- PBS 10mM, 1x (Tampoén fosfato salino, pH 7,4; 137 mM NaCl; 2,7 mM
KCl; 10 mM Na;HPOy; 2 mM KH,POy,, todos de Sigma Aldrich), filtrado

y estéril para las etapas de lavado de las células.

C.2.2.3. Reactivos empleados en inmunoensayos, IHC e ICC
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- Suero de albimina bovina, BSA (Sigma Aldrich) para etapas de bloqueo.

- Suero de cabra o burro (Merck Millipore) como bloqueo en IHC e ICC.

- Triton-X100 (Merck), 0,1% en PBS, como surfactante para permeabilizar
las membranas celulares para la penetracién del Ab en el citoplasma
trabajando con las secciones de tejidos, o para los cultivos celulares.

- Tween-20 (Sigma Aldrich) empleado en concentraciones 0,1-0,05% en PBS

10mM como surfactante en las etapas de lavado.

C.3. MUESTRAS BIOLOGICAS

A lo largo de la presente Tesis Doctoral se han empleado tres tipos de mues-
tras biologicas humanas diferentes: suero humano, tejidos oculares de donantes post
mortem, y células inmortalizadas del epitelio pigmentario de la retina. A continuacion,

se describen las muestras y cual es su aplicacién en cada caso.
O Suero humano

En el Capitulo I se emplea suero humano de personas control (no afectadas
con ninguna patologia conocida) como muestra biolégica en la que se determina un
analito. En concreto, son sueros comerciales de plasma humano tipo AB masculino
estéril y filtrado (Sigma-Aldrich). Ademas, se han analizado también muestras de
suero clinico de personas control suministrados por el Instituto Oftalmolégico Fer-
nandez-Vega (Oviedo, Espafa), obtenidas con el consentimiento informado de los
pacientes. Los procedimientos de extraccién se ajustaron a los principios de la De-
claracién de Helsinki y estan aprobados por el Comité Etico de Investigacién Clinica
del Hospital Universitario Central de Asturias — HUCA (Espafia). Todos los sueros

fueron guardados a -80°C hasta su posterior uso.
U Tejidos oculares

En la aplicacién del Capitulo 11 se emplean secciones de tejido de ojos huma-

nos que se obtuvieron <24 h post mortem a través del National Disease Research In-
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terchange (Filadelfia, EE.UU.) y del Eye Depository del UCL Institute of Ophthal-
mology (Londres, Reino Unido). Los procedimientos se ajustaron en ambos casos a
los principios de la Declaracion de Helsinki. La preparacion de los tejidos oculares
empleados en todos los casos fue la siguiente: el 6rgano es fijado con formalina y
embebidos en parafina (FFPE) siguiendo los protocolos convencionales®. Posterior-
mente, se producen las secciones de tejido ocular con grosores de 5 y 10 um de
espesor. Para su obtencion, los bloques de FFPE son laminados usando un micro-
tomo (ajustando el grosor requerido pata el corte) y dichos cortes son colocados
sobre portaobjetos de microscopio recubiertos en su superficie de poli-L-lisina para
mejorar su adhesién. Las muestras ya preparadas son guardadas a temperatura am-

biente hasta ser usadas.

Q Células humanas inmortalizadas de epitelio pigmentario de la retina

(HRPEsv40)

En los Capitulos III y IV se utiliz6 una linea de células inmortalizadas de EPR
humano (linea celular HRPEsv40) que ya habia sido establecido previamente en el
grupo de investigacién. Este cultivo habia sido obtenido de un cultivo primario de
células de EPR provenientes del ojo de un donante post mortem de 42 afios de edad
sin ninguna patologia ocular relevante. Posteriormente, las células epiteliales de la
retina se inmortalizaron mediante transfeccién con el virus de tipo salvaje SV40?. Las
células HRPEsv40 se mantienen congeladas (% DMSO) a -80°C hasta su uso. En la
seccion de procedimientos experimentales se detalla el protocolo de descongelacion

y expansion de la linea celular.

C.4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Alo largo de la Tesis Doctoral hay varios procedimientos experimentales que

son similares en varios Capitulos o que se repiten en varios de ellos. A continuacién,

8 Sadeghipour A., Babaheidarian P. (2019) Making Formalin-Fixed, Paraffin Embedded Blocks. In:
Yong W. (eds) Biobanking. Methods in Molecular Biology, vol 1897. Humana Press, New York, NY

9 K. K. Jha, S. Banga, V. Palejwala y H. L. Ozer, SV40-Mediated immortalization. Exp. Cell Res., 245
(1998) 1-7.
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se describen los protocolos experimentales mas utilizados a lo largo de la Tesis Doc-

toral, explicando en cada caso en qué Capitulos son aplicados y con qué objetivo.

C.4.1. Sintesis de MNCs solubles en agua mediante una estrategia

bottom-up.

. La determinacién de proteinas de interés en la enfermedad de DMAE se ha
llevado a cabo mediante el desarrollo de nuevas estrategias de matcaje empleando
etiquetas metdlicas detectables por MS y fluorescencia, como son los MNCs. Estos
han sido sintetizados en el laboratorio y salvo algunas modificaciones y optimizacio-
nes (las cuales son detalladas en el Capitulo especifico), todos ellos han seguido la
estrategia de sintesis botfom-up. A continuacion, se describe el protocolo general se-
guido para la sintesis de los MNCs empleados en la Tesis Doctoral: AuNCs (Capitulo
I1, y en los Capitulos I1I y IV con una modificacién del protocolo), AgNCs (Capitulo
II), y PtNCs (Capitulo I y 1I)

La estrategia bottom-up, ejemplificada en la Figura 25, en la que se basan las
sintesis de AuNCs, AgNCs, y PtNCs, se puede resumir de la siguiente manera: el
metal en estado de oxidacién elevado (M*) (Au (I1), Ag (I), y Pt (IV)) es reducido
mediante el empleo de un agente reductor, el borohidruro de sodio, en presencia de
un agente estabilizador (en nuestro caso un ligando tiolado, como el 4cido lipoico -
AL). De esta manera los atomos del metal reducido (0, I) se unen por interacciones
metal-metal para formar un ndcleo metalico el cual, tras su crecimiento, se protege
gracias al ligando tiolado (AL) que presenta una fuerte afinidad por la superficie me-

talica (afinidad S-M)1? protegiéndolo frente a la oxidacién y deformacion.

10 J.R. Reimersa, M.]. Fordb, A. Halderc, J. Ulstrupc, N. S. Hushd, Gold surfaces and nanoparticles are
protected by Au(0)—thiyl species and are destroyed when Au(I)—thiolates form. PNAS (2016), 1424—
1433.
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Figura 25: Esquema general de la sintesis de MINCs siguiendo la estrategia bottom-up. En el ejemplo se
emplea el dcido lipoico como ligando tiolado y agente estabilizante.

Las etapas del protocolo experimental para las sintesis de cada uno de los
MNCs se resumen en la Figura 26. Sin embargo, como cada una de las sintesis pre-
senta ligeras modificaciones, a continuacion, se describiran brevemente cada una de
la sintesis por separado. A modo resumen, tanto los reactivos como sus relaciones

molares se recogen en la Tabla 1 para cada una de las sintesis.

- Sintesis de AuNCs (Capitulo II). Para la sintesis de los AuNCs se siguié
el protocolo descrito por Cruz-Alonso et al.!'. En un vial ambar protegido
de la luz directa, 30 umol de AL se disuelven en 20 mL de agua desionizada
en la que previamente se afladen 50 pL. de NaOH 2M (el medio bésico
mejora su disolucién, aunque se hace necesario aplicar un bafio de
ultrasonidos para su completa homogeneizacién). Posteriormente se
afiaden a la mezcla 200 uL. de una disolucién acuosa de la sal precursora (50
mM de AuClNa'H>O). Después de 5 min en agitacién magnética, se
afladen muy lentamente (gota a gota), y con ayuda de una jeringa, 400 pL
de una disoluciéon 50 mM de NaBHj (en isopropanol, para reducir la fuerza
del agente reductor). Tras el inicio de la reaccién, se deja a temperatura
ambiente (21°C) durante 15 horas bajo agitacién magnética constante.

- Sintesis de AuNCs (Capitulos III y IV). El protocolo descrito por Cruz-
Alonso et al.!! fue optimizado para reducir la dispersiéon de tamanos de los
AuNCs para su aplicaciéon a la determinacion de proteinas en células

individuales. En este caso, el protocolo de sintesis consta de los siguientes

11 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, A. Navarro, S. Junceda, A. Astudillo, R. Pereiro, Laser ablation ICP-
MS for simultaneous quantitative imaging of iron and ferroportin in hippocampus of human brain tis-
sues with Alzheimer’s disease, Talanta 197 (2019) 413-421.
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pasos: (1) se realiza la sintesis en un balén de vidrio de 50 mL en lugar de
viales cilindricos para mejorar la homogenizacién de la mezcla, (2) se
reducen las rpm de agitacién de 600-700 a 400 rpm durante la reaccion, (3)
se reducen las horas de sintesis de 15 h a 6 h, y (4) se aflade una etapa
posterior de envejecimiento donde la sintesis de AuNCs es calentada
durante 2 h a 50 °C con el objetivo de inducir un reajuste de los atomos que
forman los diferentes nicleos metélicos y favorecer la formaciéon de AuNCs
mas estables!2

- Sintesis de AgNCs (Capitulo II). Este protocolo fue previamente
descrito por Valencia et al.!. En este caso, 81,06 mg de AL se disuelven en
el mismo volumen de agua desionizada (20 mL) basificados con 240 pL de
NaOH (2 M). Posteriormente, se afiade 1 mL de una disolucién acuosa de
la sal precursora (25 mM AgNOs3). Después de 5 min, se afladen 2 mL de
una disolucién acuosa del reductor (NaBHs4, 150 mM). La reaccién se deja
durante 21 h en agitacién constante y a baja temperatura (9 °C).

- Sintesis PtNCs (Capitulo I y II). En este caso, 10,5 mg de AL se
disuelven en 10 mL de agua desionizada, en la que previamente se han
afiadido 30 pL de una disolucion acuosa de NaOH 2M. A continuacion, se
afiade la sal precursora (200 uL de HoPtCls 50 mM) a la mezcla y se deja
homogeneizar durante 5 min para posteriormente afladir gota a gota 400 uLL
de NaBH4 25 mM. La reaccién se inicia y se deja a temperatura ambiente
durante 15 h en agitacién magnética constante. En el Capitulo I se describen
todas las optimizaciones y estudios realizados con la sintesis de PtNCs por

ser en este caso la primera vez que se sintetizan.

12 A. Lores-Padin, P. Menero-Valdés, A. Rodriguez-Penedo, H. Gonzalez-Iglesias, B. Fernandez, R.
Pereiro, Synthesis of size monodisperse water-soluble metal nanoclusters for protein quantification by
elemental mass spectrometry, Mater. Proc. 4, (2021) 43.

13 B, Valencia, M. Cruz-Alonso, L. Alvarez, B. Fernandez, H. Gonzalez-Iglesias, R. Pereiro. Fluorescent

silver nanoclusters as antibody label in a competitive immunoassay for the complement factor H. Mi-
crochim. Acta 186, (2019) 429.
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Figura 26: Esquema de las etapas requeridas para la sintesis de AuNCs, AgNCs y PINCs.

C.4.1.1. Protocolo de purificacion de los MNCs por ultracentrifugacion

Para emplear los MNCs como marcas en inmunosondas en diferentes tipos
de muestras, las suspensiones acuosas de MNCs deben ser purificadas para eliminar
cualquier exceso de reactivos (p.¢j., ligando o agente reductor en exceso). La purifi-
cacion se llevé a cabo por ultrafiltracién empleando unidades de ultracentrifugacion
denominadas Amicones con un tamafio de poro de membrana de 3 kDa. Esto per-
mite que todo aquello de menor tamafio (sales y reactivos no consumidos) sean eli-
minados atravesando el filtro (desecho), mientras que los MNCs con tamafios mayo-

res son retenidos en el filtro de las unidades de filtracién.

El protocolo de purificacion se resume en tres etapas: (1) ciclo a 1600 g 10
min, (2) etapas de lavado donde se afiade agua ultrapura a la suspension y se centri-
fuga otros 10 min a 1600 g (se repite hasta 3 veces), y (3) se reduce el volumen acuoso
de la suspension hasta una tercera parte en un ultimo ciclo de 10 min a la misma
fuerza. Finalmente, la suspensién concentrada de MNCs se reconstituye (volumen
inicial previo a la purificacién) empleando agua ultrapura o un tampoén salino (PBS,
SBB o TRIS-AEDT) adecuado para su estabilidad y posterior aplicabilidad en las

muestras biologicas.
C.4.1.2. Almacenamiento de los MNCs

Los AuNCs son los MNCs mas estables y pueden ser guardados ya purificados

(en agua o tampdn PBS) a temperatura ambiente. Sin embargo, los PtNCs, tal y como
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se describe en el Capitulo I, son mas estables purificados y conservados en agua de-
sionizada. Por otro lado, los AgNCs deben ser guardados a 8-4°C en la nevera, siem-
pre protegidos de la luz, y sin purificar. Los AgNCs se purifican sélo previo a su uso

(son mas inestables y fotosensibles)'3.

Una de las principales caracteristicas de los MINCs (tal y como se describe en
la introduccion de la presente Tesis Doctoral) es su fluorescencia. De esta manera,
cada uno de los MNCs sintetizados presenta un par excitacion/emision (Aex/Aem )de
fluorescencia caractetistico (recogido en la Tabla 1). Por ello, tras una adecuada pu-
rificacion, la fluorescencia de los MNCs es medida siempre para corroborar una co-
rrecta sintesis.

Tabla 1: Cantidades y relaciones molares de los reactivos empleados, asi como condiciones de sintesis y
almacenamiento, para la formacion de AuNCs, AgNCs, y PANCs.

MNCs AuNCs AgNCs PtNCS
Viinat H2Ouie (mL) 20 20 10
V NaOH 2M (uL) 50 240 30
[M+] sintesis (l'l’lM) 0,5 1,25 1,0
Relacion molar sintesis
(nM*:nAL:nRed) 1:3:2 1:16:12 1:5:1
Tiempo de reaccion & tempera- 15 & TA 2] & 4°C 15 & TA
tura
Condiciones almacenamiento PBS/ TA Sin purificar /4°C HO, K /TA
T . . Tris-AEDT (3 mM
Tampon bioconjugacion PBS Glutatién) PBS
Par fluorescente caracteristico 390,720 430/660 455/620

Aex/Aem (nm)

C.4.2. Digestion acida de los MNCs para su deteccion por ICP-MS

Los MNCs son nanoestructuras con nicleos metalicos nanométricos forma-
dos por cientos de atomos altamente compactados. Por este motivo, cuando el obje-
tivo es la determinacién de su contenido metalico por ICP-MS con nebulizacién con-

vencional, los MNCs deben ser digeridos empleando un medio acido para oxidar el
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metal, romper el nicleo metdlico, y facilitar asi la atomizacioén e ionizaciéon en el

plasma.

El protocolo seguido para la digestion de los MNCs es el siguiente: 50 pL de
una disolucién que contiene MNCs (disolucién concentrada) se disuelve con 200 pL
de una disolucién oxidante (agua regia o acido nitrico, segin el metal de los MNCs).
A continuacion, la disolucion se lleva a ultrasonidos durante 20 minutos. Finalmente,
el digerido se disuelve en agua ultrapura o HNOj3 al 1% hasta alcanzar una concen-
tracién del metal adecuada para su medida por ICP-MS (del orden de los ng'mL.1).
En dicha disolucion se ajusta el porcentaje de acido en el medio para que esté entre
el 3-5% (v/v). El agua regia (HNO3:3HCI) es necesatia para la oxidacién de metales
nobles como el AuNCs o PtNCs, mientras que para AgNCs es suficiente con emplear

HNO:s (evitando asi la posible formaciéon de precipitados de AgCly).

Este protocolo de digestion no solo es empleado para determinar el contenido
metalico en la disolucién de sintesis de los MNCs (para calcular el rendimiento de la
sintesis) o de la inmunosonda Anti-h-Ab:MNCs (para calcular el factor de amplifica-
cioén), sino también en todas aquellas aplicaciones en las que se usan los MNCs como

marcas para deteccion elemental de protefnas en muestras en disolucion.
C.4.3. Caracterizacion de los MNCs

Llevar a cabo una buena caracterizacién de los MNCs no es sélo requerida
para estudiar la nanoestructura en si, sus caracteristicas y propiedades, sino que es
también necesaria para realizar la reaccién de bioconjugacién a biomoléculas de re-
conocimiento. En el caso de la presente Tesis Doctoral es por tanto necesario realizar
una completa caracterizacién de los MNCs para disponer de las inmunosondas me-
talicas. La estructura cristalina y tamafo, as{ como la concentraciéon de metal en la
sintesis proporciona la informacién suficiente para conocer la molaridad de los
MNCs. A continuacion, se resumen los procedimientos llevados a cabo para las di-

ferentes caracterizaciones de los MNCs.

C.4.3.1. Caracterizacién optica
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La fluorescencia molecular es la propiedad caracteristica de los MNCs y por
ello tipicamente los MNCs sintetizados son caracterizados en primer por fluorescen-
cia para encontrar su par hei/Aem caracteristico. Al sintetizar nuevos MNCs el par
caractetistico es desconocido, y para localizarlo se suele hacer un barrido de longitu-
des de onda desde 350-650 nm, recogiendo el espectro de emision correspondiente
a cada longitud de onda de excitaciéon desde Aex+20 nm hasta 800 nm (rango de lon-
gitudes de onda del VIS). Las medidas se realizan en un espectrofluorimetro (Perkin-
Elmer) empleando una cubeta de cuarzo. En la Tabla 1 se recogen los pares caracte-
risticos de los MNCs empleados durante la presente Tesis Doctoral. Las medidas de
fluorescencia suelen emplearse para confirmar el éxito de la sintesis de un determi-
nado MNCs, puesto que la banda y la intensidad de fluorescencia resultante deben

coincidir entre sintesis consecutivas.

Para hacer las medidas de fluorescencia, los MNCs trecien sintetizados en un
disolvente acuoso pueden ser: a) medidos directamente, b) purificados y llevados a

volumen con agua ultrapura, o ¢) purificados y llevados a volumen en un tampén

salino adecuado donde los MNCs son estables (p.¢j., PBS, SBB, o Tris-AEDT).
C.4.3.2. Caracterizacion morfologica y estructural

Los MNCs purificados (en agua ultrapura) son depositados en rejillas metalicas
de Cu hasta su secado. A continuacion, se puede estudiar la estructura morfologica y
la composicién elemental de la muestra empleando HR-TEM y EDX, respectiva-
mente. El tamafio (diametro) de los nicleos metalicos de los MNCs es estimado con
las imagenes obtenidas por HR-TEM (normalmente obtenidas en campo claro, Brigh
Field), las cuales son medidas manualmente con el software de tratamiento de image-

nes Fiji Image].

Por otra parte, se puede conocer la estructura cristalina a partir de la medida
de la distancia entre planos atémicos (distancia interplanar o dl_~spacing). Si la resolu-
cién de la micrografia lo permite se miden las distancias directamente. Sin embargo,
normalmente se suelen obtener los patrones de difraccion electrénica en un area lo-

calizada (SAED), es decir haciendo incidir el haz de electrones en la zona de la imagen
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concreta (MNCs). De esta manera, dependiendo del patrén de anillos resultante se
puede distinguir entre: (a) estructura no cristalina o amorfa (anillos difusos), (b) es-
tructura cristalina (puntos brillantes), o (c) estructura polinanocristalina (pequefios
puntos que forman varios anillos brillantes de distinto diametro)'4. Adicionalmente,
a partir del patrén de difraccion SAED se puede averiguar qué tipo de celda cristalina
unidad forma el MNCs midiendo los dl-spacing de la estructura. Para ello, se sigue el
siguiente procedimiento: (1) medir el didmetro de cada anillo (2R, nm™) (desde un
punto brillante hasta el opuesto pasando por el centro del anillo) utilizando el soft-
ware Fiji Image] de procesamiento de imagenes, (i) obtener el valor del radio, R, (con
respecto al punto central); R= d/2 (nm™), (iii) obtener la distancia interplanar (dL-
spacing), como 1/R (nm), (iv) se repite este protocolo para todos los anillos resultantes
del SAED, y (v) se comparan los valores dl_-spacing con los valores recogidos en bases
de datos’>. Por comparacion, se puede determinar la celda unidad que forma la na-

noestructura.

Conociendo la celda unidad y el radio promedio de las nanoestructuras se
puede estimar el nimero de atomos promedio que componen un MNCs. Por una
parte, conociendo el nimero de atomos de la celda unidad, la densidad, y la masa
atémica del metal y el nimero de Avogadro (NA= 6,022-1023 atomos-mol™) se puede
conocer el volumen que ocupa una celda unidad de la nanoestructura (1/u,). Parale-

lamente, conociendo el radio promedio de los MNCs, y asumiendo su forma esférica,
el volumen de un MNC puede estimarse como Vyye = 3/4 x mr3. Por tanto, se

puede averiguar cuantas celdas unidades ocupa un MNC al comparar ambos volu-
menes (Vane/Vedds) ¥, pot ende, se puede determinar cuantos atomos de metal for-

man la esfera metalica, es decir, el NC.

14 Mendoza-Ramirez, M., Avalos-Borja, M. Nanoestructuras y su caracterizaciéon por medio de micros-
copia electrénica de transmision; ciencia y arte. Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria En Nanocien-
cias Y Nanotecnologfa, 13, (2020), 61-78.

15>American Mineralogist Crystal Structure Database. http://rruff.geo.atizona.edu/AMS /am-
csd.php
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C.4.3.3. Analisis por ICP-MS: rendimiento de la sintesis & concentracién de

los MNCs

El rendimiento de la sintesis se puede estimar como la relaciéon entre la con-
centracién de metal que queda en la suspensién purificada de MNCs y la concentra-
cion tedrica de metal afiadido en la sintesis (i.e., concentracién de metal en la “diso-
lucién madre”). En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se mues-
tra como se realiza el calculo para obtener el rendimiento de la reacciéon de sintesis
de un determinado MNCs. Para ello, tras la purificacién empleando unidades de
ultrafiltracion por centrifugacion, se recoge la suspension retenida en la parte superior
del filtro del Amicon (que contiene los MNCs purificados) y se mide su contenido
metdlico por ICP-MS. Paralelamente, se mide el contenido metalico de la “disolucién
madre” de la sal precursora del metal de la que se parte para realizar la sintesis de los
MNCs. Las muestras metélicas son digeridas siguiendo el protocolo de digestion re-
cogido en la Seccion C.4.2, previa a su introduccién en el sistema ICP-MS. La con-
centracién de metal es determinada realizando un calibrado externo empleando un
estandar del metal (y empleando ademas un patrén interno adecuado). Para determi-
nar Auy Pt se emplea Ir como patrén interno, mientras que para la Ag se emplea Rh

como patrén interno.

umolesyeqlesMetal sintesis

%Rendimiento = X 100 Ecuacion 1

umolesyeqlesMetal dis madre
Adicionalmente, conociendo la concentracion molar de metal en la sintesis
(tras la purificacién) y el nimero de dtomos de metal que conforman 1 MNC (Sec-
cion C.4.3.2), se puede estimar la molaridad de los MNCs en la sintesis. Este dato es
necesario para el cilculo de los volumenes necesarios para realizar las bioconjugacio-

nes (volimenes recogidos en la Tabla 2 de la Seccién C.4.4.).

C.4.4. Sintesis de las inmunosondas metalicas: estrategia de

bioconjugacion mediante el enlace de la carbodiimida

La bioconjugacién de los MNCs recubiertos con terminaciones carboxilicas (-

COOH), como es el caso de los empleados en esta Tesis Doctoral, con anticuerpos
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especificos (con varias terminaciones -NH») se realiza mediante la estrategia basada
en la quimica de la carbodiimida (EDC) en combinacién con N-hidroxisuccinimida
(NHS). En dicha reaccién se produce la formacién de un enlace amida entre el nano-

material y la biomolécula de reconocimiento!®, tal y como se describe en la Figura 27.
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Figura 27: Esquema general de la reaccion de la carbodiimida para establecer un enlace amida entre el grupo

carboxiilico del MINCs y el grupo amino del Ab (esquema modjficado de la ref®)

Las etapas del protocolo general para llevar a cabo la bioconjugacién se resu-
men de la siguiente manera, teniendo en cuenta que el volumen afiadido de la sus-
pensiéon de MNC:s es diferente dependiendo del metal (los volumenes estian recogidos
en la Tabla 2). En un tubo eppendorf de 1,5 mL, se mezclan 100 pL del Ab especifico
(tipo 1gG, 150 kDa de masa molecular) en una concentracion de 100 pg'mL~=" (en
PBs 1x) con el volumen estipulado de la sintesis de MNCs (Anti-h-Ab:MNCs en la
relacién molar éptima para cada bioconjugado, Tabla 2). La mezcla se agita vigoro-
samente con el vortex y tras 10 minutos, se afladen 10 uL de una disolucién de EDC
y NHS en PBS 1x en una relacién molar de Ab:EDC:NHS de 1:1500:1500. Se deja
reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente y en agitacién vigorosa en el vortex.
Finalmente, se procede a su purificacion siguiendo el mismo protocolo que para los
MNCs (Seccion C.4.1). Sin embargo, en el caso de los bioconjugados se emplean
Amicones de tamafio de poro mayor (100 kDa). Una vez purificadas las inmunoson-
das metalicas, desechando el exceso de MNCs filtrado en el Amicon, estas son alma-
cenadas en la nevera a 4-9°C hasta su posterior uso. Es necesario tener en cuenta que
las disoluciones son hechas en tampoén fosfato (PBS 1x) 10mM, pH 7.4, para las
bioconjugaciones empleando AuNCs, y PtNCs. Sin embargo, los AgNCs una vez

16 Nieto, C.; Vega, M.A.; Martin del Valle, E.M. Trastuzumab: More than a Guide in HER2-Positive
Cancer Nanomedicine. Nanomaterials 10, (2020) 10, 1674.
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purificados se disuelven en tampén Tris-EDTA con glutatién en una concentracion
de 3 mM (Tabla 1). Asi mismo, la disolucién de EDC:NHS debe hacerse en tampon
TRIS-AEDT". Finalmente, una vez terminada la reaccién de bioconjugacién y puri-
ficadas las inmunosondas, estas se llevan a volumen con PBS 1x (AuNCs, PtNCs, y
AgNCs).

Tabla 2: Resumen de las caracteristicas de los diferentes MINCs empleados en la Tesis Doctoral. En la

tabla se incluye su concentracion, tamarno promedio, la relacion molar dptima para la bioconjugacion a anti-
cuerpos IgG (Anti-h-Ab:=MNCs), y los volsimenes de cada sintesis necesarios para la reaccion

MNCs  AuNCs AgNCs PtNCs Aging-AuNCs

Diametro promedio (nm) 22 29 1.5 1.9

[MNCs]sine (moles MNCs-L-1)  1,57-10-¢ 1,06-10¢  6,75-10¢ 1,99-10-6
Relacion molar anti-h-Ab:MNCs 1:3 1:3 1:20 1:3
Viintesis bioconjugacion (1) 212 188 198 167

C.4.5. Caracterizacion de las inmunosondas metalicas: calculo del

factor de amplificacion

El factor de amplificacién de una inmunosonda (N) se puede definir como el
nimero de atomos de metal (o en su defecto, numero de MNCs) enlazado por mo-
lécula de Ab disponible (Ecuacién 2).

(a) moles de &tomos de metal

N_

= Ecuacion 2
(b) moles de moléculas de Ab disponible

Para estimar el nimero de dtomos de metal (a), se debe conocer la concentra-
cién metdlica en la inmunosonda. Para ello, tras la purificacién del bioconjugado, este
es digerido (ver protocolo de digestion acida en la Seccion C.4.2) y se determina la
concentraciéon del metal por ICP-MS mediante una calibracién externa con patrén

interno, de manera similar a como se realiza para la caracterizacion de los MNCs.

Paralelamente, se debe cuantificar la concentraciéon de Ab que tras su biocon-

jugacion con los MNCs y purificacion sigue disponible para reaccionar con el anti-
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geno de interés (b). Para ello, se disefia un inmunoensayo ELISA indirecto no com-
petitivo, donde la inmunosonda metalica es el analito a cuantificar. Se realiza un cali-
brado externo empleando un Ab IgG genérico. Este Ab ha de ser puro, de concen-
tracién conocida, y producido en el mismo animal (mismo Hos?) que el Ab especifico
de la inmunosonda. De esta manera se determina la concentracién de Ab que hay en
la inmunosonda, incubando con un Ab secundario que se enlaza al antisuero primario
(inmunosonda o IgG patrén). El disefio del inmunoensayo esta resumido en la Figura
28 y a continuacion se describen las etapas del mismo: (1) tapizado de la placa con el
IgG genérico (patrén de calibracién entre 0-3 pgrmli1t) o con el analito en una con-
centracién tedrica de 1 pg'ml! (inmunosonda o Ab sin bioconjugar) durante 6 h a
37°C, (2) bloqueo con BSA 1%, 2 h a temperatura ambiente, (3) incubacién del Ab
secundario marcado con enzima HRP, 2 h a temperatura ambiente, (3) adicién del
sustrato, Kit TMB, (4) parada de la reaccién enzimatica afiadiendo 50 pL de una
disolucién de HoSO4 2M, y (5) medida de la absorbancia a 450 nm en el lector de

placas del producto resultante.

TMB kit
) HRP (
2. Bloqueo A
H,50,
Patrén 1gG —
(calibrado) 1. TapizadoIgG patrén 3. Incubacion Ab 2¢-HRP
(0-3 pg/mL) (dil: 1:15000)

TMB kit
HRP

-~y o= Nle o
WV Heaueo N/ H.50,

1. Tapizado 1 pg/mL Ab
12 Sin bioconjugar 3. Incubacién Ab 22-HRP

(funcionalidad 100%) (dil: 1:15000)
TMB kit

Muestra —

1. Tapizado 1 pg/mL Ab

. "
12 bioconjugado 3. Incubacién Ab 22-HRP

(dil: 1:15000)

Figura 28: Esquema donde se resumen las diferentes etapas del inmunoensayo ELLS A indirecto no compe-
titivo diseriado para cuantificar el Ab disponible en las inmunosondas metdlicas (Anti-h-Ab:MNCs).
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C.4.6. Protocolo de desparafinacion de los tejidos FFPE

Los cortes de tejido ocular empleados como muestras en el Capitulo II de la
Tesis Doctoral, tal y como se ha descrito en la Seccién jError! No se encuentra el
origen de la referencia. del Experimental, estan fijados en formalina y embebidos en
parafina. De cara a llevar a cabo la ICH (sea esta para deteccion elemental o fluores-
cente), las secciones de tejidos deben ser previamente despatrafinadas para permitir la
penetracion del Ab y que la reacciéon inmunoldgica tenga lugar. Este proceso de des-
parafinacién empleando xilol, necesita de una rehidrataciéon posterior del tejido. Las
etapas del protocolo y sus tiempos se resumen en la Tabla 3 Los portaobjetos donde
las secciones de tejido estan adheridas se introducen cuidadosamente en disoluciones
de xilol (x2 veces) y, a continuacién, se hidratan en una cadena de alcoholes decre-
ciente desde alcohol absoluto hasta agua (Tabla 3). Una vez finalizado el proceso, el

tejido estarfa listo para realizar el protocolo de IHC con la inmunosonda metalica

(Anti-h-Ab:MNCs).

Tabla 3: Protocolo de desparafinacion e hidratacion empleada para secciones de tejido ocular de blogues
FFPE.

. Desparafinacién Rehidratacion
Disolvente

XILOL (1) XILOL (2) i EtOH,, EtOHg,, EtOHg, EtOH,,,  HO..
Tiempo min™! 10 5 10 3 3 3 3

C.4.7. Protocolos de cultivo y tratamiento de la linea celular HRPEsv40
C.4.7.1. Descongelacion y expansion de la linea celular.

El criovial (almacenado a -80°C) donde estan las células de la linea celular in-
mortalizada HRPEsv40 se descongela rdpidamente dejandolo en el incubador o en
el bafio a 37°C. Ya bajo condiciones estériles en campana de cultivos dek flujo lami-
nar, se recoge el contenido celular del criovial y se lleva en un eppendof de 15 mL,
donde se lava el pellet celular para eliminar el porcentaje de DMSO (afiadido para la

congelacion) adicionando 9 mL de medio completo suplementado con un 10% de
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FBSi y un 1% de P/S (DMENF12 +10%FBSi +1% P/S). Se centrifugada a 100 g
durante 5 minutos y tras aspirar el medio, el pellet celular es resuspendido de nuevo
en 5 mL de medio completo (DMENF12 +10%FBSi +1% P/S). La suspension ce-

lular esta asi lista para su siembra en los flask de cultivo (T25 o T75).

La linea celular se cultiva a 37°C, 5% COzen el incubador, hasta que las células
alcanzan una confluencia suficiente (80-90% de la superficie del flask ocupada por
células). Para expandir la linea celular, es decit obtener un nimero mayor de células,
cuando las células estin confluentes en un flask se debe retirar el medio (DMENEF12
+10%FBSi +1% P/S) y tras un lavado con de PBS 1x, se tripsinizan afiadiendo 1 mL
de 0,25% Tripsina-AEDT, se incuba a 37°C durante 2-3 min hasta visualizar que las
células se han despegado de la superficie (se observan las células con el microscopio
de transmisién). A continuacion, se afiaden 4 mL de medio completo para bloquear
la tripsina y evitar la lisis celular. La suspension celular es sembrada en un nuevo/o
varios flask (T75 o T125) afiadiendo 15 mL de medio completo nuevo y 3 mL de la
suspension de células recién recolectadas. Este protocolo se repite hasta alcanzar el
numero de células deseado parar llevar a cabo el experimento. Es necesario tener en
cuenta que cada vez que se tripsinizan las células y se siembran en un nuevo flask,
esto se considera un pase de la linea celular. Para la linea HRPEsv40 se ha observado
que las células pueden durar en torno a 25-30 pases (a partir de ese momento las

células dejan de proliferar).
C.4.7.2. Conteo celular manual con el hemocitometro

Conocer el numero de células en una determinada suspension es necesario
entre otras cosas para sembrar el nimero adecuado de células en cada flask (depen-
diendo del ensayo programado el nimero puede variar). Por ello, una vez tripsiniza-
das las células y recogidas en un tubo falcon con medio completo, las células son
lavadas con PBS 1x para eliminar células muertas (centrifugacion a 100g x 3 min y
posterior extraccion del sobrenadante) y el pellet se resuspende en PBS 1x (homoge-
neizandolo cuidadosamente). El conteo se realiza empleando un hemocitémetro (ca-

mara Neubauer) donde se depositan 10 pL. de una mezcla previamente preparada de
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1:1 (v/v) de la suspension celular (homogeneizada) con tinte Trypan-blue. Bajo el
microscopio de transmisién se cuentan manualmente las células visualizadas dentro
de los limites de los 8 cuadrantes del hemocitémetro (4 parte supetior y 4 parte infe-
rior) tal y como se muestra en la Figura 29. En la Figura, el nimero 1 marca cada uno
de los 4 cuadrantes (supetior o infetrior). Teniendo en cuenta que el area de cada
cuadrante de la cimara Neubauer empleada es de 1 mm?y el espesor del cuadrante
de 0,1 mm (esto varfa para cada tipo de camara), el volumen resultante de cada cua-
drante es de 0,1 mm? = 1-10* mL-". Por tanto, tal y como se desctibe en el calculo de
la Figura 29 el valor promedio de nimero de células por cuadrante debe ser multipli-
cado por 2 (para tener en cuenta la dilucién 1:1 del Trypan blue) y multiplicado por
1-10* mL-". De este modo, el valor resultante es la concentracién de células por mL

de disolucién en la suspension.

Total células contadas

|
o

Concentracién celular

= x2x1-10*
(n®cél/mL) Nimero de cuadrantes

Figura 29: Esquema de los cnadrantes de la camara Neubaner y explicacion del calculo de la concentracion
celular.

C.4.7.3. Tratamiento inflamatorio de las células HRPEsv40 con Interleuquina

1o

Aunque el nimero de células requerido, su estado (en suspension o fijadas en
placa), o incluso los soportes en los cuales son sembradas son diferentes dependiendo
del ensayo a realizar, el procedimiento de cultivo, asf como el tratamiento inflamato-
rio empleando ha sido el mismo para los diferentes estudios llevados a cabo con las

células HRPEsv40 (sc-ICP-MS y LA-ICP-MS).

Las células inmortalizadas HRPEsv40 se cultivan a 37°C en incubadora con

un 5% de CO; utilizando el medio completo (DMENF12 +10%FBSi +1% P/S).
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Una vez que las células alcanzan el 80% de confluencia, se lavan con PBS 1x y se les
cambia el medio a un medio libre de suero, Hibridoma™ suplementado con 5% de
L-glutamina y 1% de P/S, y se dejan en el incubador durante 24 h para que las células
se adapten al nuevo medio. Transcurrido ese tiempo las células HRPEsv40 cultivadas
son tratadas con una citoquina proinflamatoria, la interleuquina 1oc (IL1ct), con una
concentracion de 100 ng'ml! durante 48 h'7. Paralelamente, siempre se realiza un
control celular, es decir, otro flask o pocillo donde las células de HRPEsv40 no son
tratadas con la citoquina, es decir, se mantienen en el medio libre de suero Hibrido-
ma™ (5% de L-glutamina y 1% +P/S). Los tratamientos y tiempos especificos a los
que se sometio la linea celular hasta encontrar el adecuado, se encuentran descritos

en el Capitulo II1.
C.4.8. Analisis de la expresion génica mediante RT-PCR cuantitativa

La reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa de transcripcién inversa
(RT-qPCR por sus siglas en inglés, reverse transcription- quantitative polymerase chain reac-
tion) es una técnica altamente empleada en medicina molecular, biotecnologia, micro-
biologia y diagndstico, y se ha convertido en el método de referencia para la cuanti-
ficaciéon de ARN mensajero (ARNm)!8. Es notable su amplio uso en el estudio de los
niveles de expresion de genes codificantes de proteinas de interés!® (secuencias nu-
cleotidicas especificas) o para la deteccién sensible de mictoRNA (biomarcador de

enfermedades)2021,

17 L. Alvarez, H. Gonzalez-Iglesias, M. Garcia, S. Ghosh, A. Sanz-Medel, M. Coca-Prados,
The stoichiometric transition from n6Cul-Metallothionein to Zn7-metallothionein undetlies
the up-regulation of metallothionein (MT) expression: quantitative analysis of MT-metal load
in eye cells, J. Biol. Chem. 287 (2012) 28456e28469.

18T, Nolan, R.E. Hands, S.A. Bustin. Quantification of mRNA using real-time RT-PCR. Nat Protoc. 1,
(2000), 1559-1582.

19 M. Sato, T. Abe, M. Tamai. Analysis of the Metallothionein Gene in Age-Related Macular Degenera-
tion. Jpn. J. Ophthalmol., 44, (2000) 115-121.

20 M. Szemraj, A. Bielecka-Kowalska, K. Oszajca, M. Krajewska, R. Gos, P. Jurowski, M. Kowalski, J.
Szemraj. Serum MicroRNAs as Potential Biomarkers of AMD. Med Sci Monit. 21, (2015) 2734-2742.
21 Thorsen M, Blondal T, Mouritzen P. Quantitative RT-PCR for MicroRNAs in Biofluids. Methods
Mol Biol. 1641, (2017), 379-398.
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En esta técnica el ARNm es transcripto en ADN complementario mediante
la enzima transcriptasa inversa. Posteriormente, se lleva a cabo la amplificacién de
millones de veces del gen (diana) mediante el empleo de cebadores (primers) comple-
mentarios a esa secuencia, para finalmente ser identificados con elevada sensibilidad
y especificidad por medio de sondas fluorescentes (p.¢j. TagMan®)22, Esta técnica es
de gran ayuda para conocer mediante cuantificacion relativa las diferencias de expre-
sion de un gen bajo diferentes condiciones. Sin embargo, la precision de la qRT-PCR
se ve muy afectada por la estabilidad de los genes de referencia (conocidos como
genes houskeeping) que se emplean para la normalizacién (cuantificacion relativa). Fs-
tos se pueden ver altamente alterados por el entorno y las condiciones. Por definicién
el gen de normalizacién debe ser elegido por mostrarse inalterable (estable) en el tipo
de muestra y bajo las condiciones de estudio. Esta limitacién hace que sea critico una
buena eleccion del gen de referencia, seleccionado dependiendo de la muestra (o con-

dicién) para poder dar valores fiables e interpretar los patrones de expresion génica?.

22 Tama de Dios, L., Ibarra, C., Velasquillo, C. Fundamentos de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y de la PCR en tiempo real. Investigacion en discapacidad, 2 (2013) 70-78.

23 M. Gao, Y. Liu, X. Ma, Q. Shuai, J. Gai, Y. Li. Evaluation of Reference Genes for Normalization of
Gene Expression Using Quantitative RT-PCR under Aluminum, Cadmium, and Heat Stresses in Soy-
bean. PLoS One. 12, (2017) 0168965.
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CAPITULO I

D.1. INTRODUCCION

En la introduccién general de 1a Tesis Doctoral se han presentado los MNCs
como un tipo de NPs caracterizadas por sus propiedades Opticas. Los MNCs presen-
tan fluorescencia debido a su pequefio tamafio (<3 nm), una baja o nula toxicidad y
una elevada biocompatibilidad. Estas caracteristicas han hecho que los MNCs se usen
actualmente como una alternativa muy atractiva a las marcas fluorescentes tradicio-
nalmente (i.e., los fluoréforos convencionales como los tintes organicos o proteinas
fluorescentes), o incluso frente a otras nanoestructuras como los QDs!. En la Seccion
iError! No se encuentra el origen de la referencia., se recogen las aplicaciones
mas remarcables de estas interesantes nanoestructuras, como por ejemplo sus aplica-
ciones como sensores quimicos para la deteccion selectiva de metales? o su empleo
como marcas para la deteccion de biomoléculas diana en multiples muestras biol6gi-
cas®. Ademas, cabe resaltar su empleo en estudios de izaging para la localizacién fluo-

rescente de biomoléculas en tejidos y células* incluso en aplicaciones 7 vivo’.

Paralelamente, tal y como se describe en la Seccidén A.3.2.2, los MNCs, pre-
sentan un gran potencial como etiquetas para generar inmunosondas metalicas y su
aplicacién a la deteccién especifica de biomoléculas mediante deteccién elemental

empleando la técnica ICP-MS (tras la realizacién de un inmunoensayo)S.

1 X.R. Song, N. Goswami, H.H. Yang, J. Xie. Functionalization of metal nanoclusters for biomedical
applications. Analyst, 141, (2016), 3126—3140.

2 M. Cui, C. Wang, D. Yang, Q. Song. Fluorescent iridium nanoclusters for selective determination of
chromium (VI). Mikrochim Acta. 185, (2017), 8.

3 H. Wu, Y. Xu, R Xie, M. Tang, L. Chen, F. Qu, C. Guo, F. Chai, The controllable synthesis of orange-
red emissive Au nanoclusters and their use as a portable colorimetric fluorometric probe for dopamine.
New J. Chem., (2022), Advance Article

4+ AK. Sharma, S. Pandey, N. Sharma, H.F. Wu, Synthesis of fluorescent molybdenum nanoclusters at
ambient temperature and their application in biological imaging, Materials Science and Engineering: C,
99, (2019), 1-11.

5 E. Porret, X. Le Guevel, J.-L. Coll, Gold nanoclusters for biomedical applications: toward in vivo
studies Cite this: ]. Mater. Chem. B. 8, (2020), 2216.

¢ A. Lores-Padin, P. Menero-Valdés, B. Fernandez, R. Pereiro. Nanoparticles as labels of specific-recog-
nition reactions for the determination of biomolecules by inductively coupled plasma-mass spectrome-
try. Anal Chim Acta. 1128, (2020), 251-268.

Ana Lores Padin 131



CAPITULO T

Al ser nanoestructuras puras, es decir estar compuestas por un solo metal,
ofrecen una elevada amplificaciéon de la sefial debido a los cientos de atomos que
componen su nicleo nanométrico. En este sentido, la elevada relacién que presentan
entre el numero de atomos detectables por volumen de la marca se presenta ademas
como una gran ventaja no sélo frente a otras nanoestructuras metalicas empleadas
como etiquetas metalicas (p.¢j., QDs de CdSe que es una estructura no puras’ o las
MNPs de mayor volumen), sino también frente a las estructuras quelantes de Ln
(DOTA y DPTA) o los complejos poliméricos compuestos por varias estructuras
quelantes DPTA (MAXPAR®), las cuales estin constituidas por una voluminosa
parte no metalica. En este contexto, los MNCs a diferencia de estas estructuras poli-
méricas no presentan impedimento estérico y hacen posible una bioconjugacion a las
biomoléculas de reconocimiento (p.ej., Ab especifico) sin bloquear u obstaculizar los
sitios de unién a la molécula diana8. En definitiva, las estrategias basadas en el uso de
inmunosondas con MNCs como marcas ofrecen la posibilidad de una deteccion mul-
timodal (deteccion por fluorescencia, electroquimica o MS) presentando ciertas ven-
tajas frente a las marcas comunmente empleadas. Sin embargo, tal y cémo se muestra
en este Capitulo I, cada una de las detecciones presentan ventajas y limitaciones, y
port ello es conveniente comparar las caracteristicas analiticas de las diferentes estra-

tegias de deteccién.

Haciendo referencia a trabajos previos en este campo, Bustos et al.7 han com-
parado la deteccién mediante luminiscente y la medida de Cd por ICP-MS empleando
CdSe/ZnS (QDs) como etiqueta para la determinaciéon de progesterona en leche
cruda. De esta manera, encontraron una mejor sensibilidad con la deteccion por ICP-
MS, 1C(10)=0,028 ng':mL!, frente a 0,11 ng'mI'utilizando la deteccién luminis-

cente. Otros ejemplos incluyen el uso de etiquetas hibridas que contienen un quelato

7 A.R. Montoro Bustos, L. Trapiella Alfonso, J. Ruiz Encinar, ].M. Costa-Fernandez, R. Pereiro, A.
Sanz-Medel, Elemental and molecular detection for quantum dots-based immunoassays: a critical ap-
praisal. Biosens Bioelectron 33, (2012), 165-171.

8 M. Cruz-Alonso, A. Lores-Padin, E. Valencia, H. Gonzalez-Iglesias, B. Fernandez, R. Pereiro. Quan-
titative mapping of specific proteins in biological tissues by laser ablation-ICP-MS using exogenous
labels: aspects to be considered. Anal Bioanal Chem. 411, (2019), 549-558.
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DTPA (coordinado con Ho o "!In) y un colorante fluorescente Cy5?, o combi-
nando un colorante fluorescente (Cy3) con NPs de conversién ascendente!?. Estas
sondas estan compuestas por un solo atomo de metal o por atomos de diferentes
heteroatomos (p.ej., CdSe), lo que reduce en este tltimo caso la capacidad de ampli-
ficacién por detecciéon con ICP-MS. Sin embargo, en el caso de los MNCs la detec-
cién elemental permite mejorar la sensibilidad de la metodologia puesto que ofrece
una elevada amplificacion de la deteccion de la biomolécula diana: el elevado nimero
de atomos metalicos por NCs junto con las caracteristicas intrinsecas del ICP-MS,
como la elevada sensibilidad (pg:mL--ng'ml.") y los bajos efectos de matriz (ideal
para aplicaciones biolégicas)!!, hacen de esta combinacién una herramienta muy po-

tente para la deteccién de biomoléculas.

En cuanto a los metales empleados para la sintesis de MINCs, por excelencia
el Au ha sido el metal mas recurrido debido a su baja toxicidad y biocompatibilidad,
y por ello existe un elevado nimero de publicaciones cientificas que abalan el uso de
los AuNCs como etiquetas fluorescentes y elementales'?. Ademas de los AuNCs,
también la Ag'® o el Cu'* han sido elementos estudiados para la sintesis de MNCs.
Sin embargo, estos NCs presentan algunas limitaciones como una menor estabilidad
y fotosensibilidad (AgNCs), o la imposibilidad del empleo de los CuNCs como mat-

cas elementales en muestras biolégicas puesto que el Cu es un elemento constituyente

'T. Buckle, S. van der Wal, S.J.M van Malderen, L. Miller, J. Kuil, V. van Unen, R.J.B. Peters, M.E.M.
van Bemmel, L.A. McDonnell, A.H. Velders, F. Koning, F. Vanhaeke, F.W.B. van Leeuwen. Hybrid
imaging labels: providing the link between mass spectrometry-based molecular pathology and
theranostics. Theranostics 7, (2017), 624—633.

10B. Yang, Y. Zhang, B. Chen, M. He, X. Yin, H. Wang, X. Li, B. Hu, A multifunctional probe for ICP-
MS determination andmultimodal imaging of cancer cells. Biosens Bioelectron 96, (2017), 77-83.

11 D. Profrock, A. Prange, Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) for quantitative
analysis in environmental and life sciences: A review of challenges, solutions, and trends, Appl. Spec-
trosc. 66 (2012) 843-868.

12 Imran Mahmood Khan, Sobia Niazi, Lin Yue, Yin Zhang, Imran Pasha, Muhammad Kashif Iqgbal
Khan, Wasim Akhtar, Ali Mohsin, Muhammad Farhan Jahangir Chughati, Zhouping Wang, Research
update of emergent gold nanoclusters: A reinforced approach towards evolution, synthesis mechanism
and application, Talanta, 241, (2022), 123228.

13 B, Valencia, M. Cruz-Alonso, L. Alvarez, H. Gonzalez-Iglesias, B. Fernandez, R. Pereiro. Fluorescent
silver nanoclusters as antibody label in a competitive immunoassay for the complement factor H. Mi-
crochim Acta 186, (2019) 429.

14S. Zhang, J. Li, S. Huang, X. Ma, C. Zhang. Novel blue-emitting probes of polyethyleneimine-capped
copper nanoclusters for fluorescence detection of quercetin Chem. Pap., 75, (2021), 3761.
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de las mismas. Asi pues, en los ultimos afios se ha investigado en el desarrollo de
nuevas nanoestructuras basadas en otros metales nobles, como el 11215, el Pd!6, o el
Mo7. Siguiendo esta linea, en el Capitulo I de la Tesis Doctoral se propone desarro-
llar una sintesis de PtNCs. Este metal aparte de ser un metal noble (estable a la oxi-
dacion), presenta la posibilidad de deteccién maultiple por MS gracias a poseer varios
isétopos estables (isétopos y abundancia natural: 92Pt-0,78%, 94Pt-32,9%, 195Pt-
33,8%, 196Pt-25,3%, y 198Pt-7,21%). Este hecho permititia que, una vez desarrollado
un protocolo éptimo de sintesis de PtNCs, se pueda emplear Pt enriquecido isotdpi-
camente para obtener hasta 5 marcas diferentes. Siguiendo una estrategia similar a la
empleada por Valencia et al.!® donde se emplearon AgNCs enriquecidos en el isétopo
1A se podrian sintetizar 5 PtNCs para llevar a cabo el inaging de varias proteinas

simultaneamente empleando ICP-MS.

Hasta la fecha se han publicado varios trabajos centrados en la sintesis de
PtNCs!?, especialmente empleando plantillas como agentes estabilizantes como pro-

tefnas?, ADN?2!, polimeros???3, y dendrimeros?%. Sin embargo, el empleo de estas

15 P. Menero-Valdés, A. Lores-Padin, B. Fernandez, H. Gonzalez-Iglesias, R. Pereiro, Iridium nanoclus-
ters as high sensitive-tunable elemental labels for immunoassays: Determination of IgE and APOE in
aqueous humor by inductively coupled plasma-mass spectrometry, Talanta, 244, (2022), 123424.

16 §.K. Eswaramoorthy, A. Dass Atomically Precise Palladium Nanoclusters with 21 and 38 Pd Atoms
Protected by Phenylethanethiol. J. Phys. Chem. C 126, (2022) 126, 444—450.

17 A K. Sharma, S. Pandey, N. Sharma, H.F. Wu, Synthesis of fluorescent molybdenum nanoclusters at
ambient temperature and their application in biological imaging, Materials Science and Engineering: C,
99, (2019), 1-11.

18 E. Valencia, B. Fernandez, M. Cruz-Alonso, M. Garcia, H. Gonzalez-Iglesias, M.T. Fernandez-Abe-
dul, R. Pereiro. Imaging of proteins in biological tissues by fluorescence microscopy and laser ablation-
ICP-MS using natural and isotopically enriched silver nanoclusters, J. Anal. At. Spectrom., 35, (2020),
1868-1879.

19X, Huang, Z. Li, Z. Yu, X. Deng, Y. Xin, Recent Advances in the Synthesis, Properties, and Biological
Applications of Platinum Nanoclusters, Journal of Nanomaterials, (2019), 6248725.

20N. Xu, HW. Li, Y. Yue, Y. Wu. Synthesis of bovine serum albumin protected high fluorescence Pt16-
nanoclusters and their application to detect sulfide ions in solutions. Nanotechnology 27 (2016), 425602
21 Wang G, Li Z, Luo X, Yue R, Shen Y, Ma N. DNA-templated nanoparticle complexes for photo-
thermal imaging and labeling of cancer cells. Nanoscale. 35, (2018), 16508-16520.

22 X. Huang, H. Ishitobi, Y. Inouye. Formation of fluorescent platinum nanoclusters using hyper-
branched polyethylenimine and their conjugation to antibodies for bio-imaging. RSC Adv. 6 (2016),
9709-9716.

23 N. Xu, L. Hong-Wei, W. Yuging. Hydrothermal synthesis of polyethylenimine-protected high lumi-
nescent Pt-nanoclusters and their application to the detection of nitroimidazoles. Anal. Chim. Acta. 958
(2017), 51-58.

24 S. Tanaka, J. Miyazaki, D.K. Tiwari, T. Jin, Y. Inouye. Fluorescent platinum nanoclusters: synthesis,
purification, characterization, and application to bioimaging. Angew. Chem. Int. Ed. 50 (2011) 431-435.
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grandes estructuras/plantillas presenta algunas limitaciones debido especialmente a
la dificultad para llevar a cabo la eliminacién de los excesos de este reactivo tras la
sintesis, es decir, el aislamiento y purificacion de los PtNCs. Ademas, a la vista de los
problemas estructurales y estéricos que pueden presentar, se le suma la elevada auto-
fluorescencia del ligando que enmascara la posible fluorescencia debida a la estructura
nanométrica. Otros de los problemas que plantean la sintesis de estos PtNCs (em-
pleando plantillas) son las bajas longitudes de onda de emisién de fluorescencia (not-
malmente emiten en el rango del azul o verde, 450-550 nm), que coincide con el
rango en el que emiten muchas estructuras biolégicas. Por todo ello (solapamientos
espectrales y fondos elevados que dificultan una deteccién especifica), su uso en apli-

caciones Opticas puede verse limitado.

Como alternativa, la sintesis de PtNCs utilizando pequefios ligandos tiolados
como agentes estabilizadores permite superar las limitaciones anteriormente citadas:
es posible aislar los NCs mediante métodos de purificacién rapidos y/o sencillos (ul-
tracentrifugacion o dialisis) al mismo tiempo que se evitan los fondos fluorescentes
debido a los ligandos?. De esta manera, y siguiendo un trabajo previamente desarro-
llado por Garcfa-Fernandez et al.26, en el Capitulo I se propone investigar un nuevo
protocolo de sintesis de PtNCs empleando ligandos tiolados, que sean estables, ho-
mogéneos, y altamente fluorescentes para su aplicacién como marcas bimodales (de-
teccién por fluorescencia e ICP-MS), asf como evaluar su uso como posibles marcas

para la determinacién de una biomolécula diana en fluidos biolégicos.

Como prueba de concepto los PtNCs son bioconjugados mediante la estrate-
gia de la carbodiimida a anticuerpos Anti-h IgE (producido en cabra) para la cuanti-
ficacién de la Inmunoglobulina E (IgE) en muestras desuero humano. La IgE es
considerado el biomarcador de la enfermedad alérgica, una enfermedad que afecta a

mas del 40% de la poblacién mundial. Las enfermedades alérgicas se definen como

2 D. Chen, S. Gao, W. Ge, Q. Li, H. Jiang, X. Wang, One-step rapid synthesis of fluorescent platinum
nanoclusters for cellular imaging and photothermal treatment. RSC Adv. 4, (2014), 40141-40145.

20 J. Garcia-Fernandez, L. Trapiella-Alfonso, J.M. Costa-Fernandez, R. Pereiro, A. Sanz-Medel. Aqueous
synthesis of near-infrared highly fluorescent platinum nanoclusters. Nanotechnology 26 (2015), 215601.
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reacciones patoldgicas del sistema inmune ante sustancias inocuas a las que el ser
humano se expone normalmente. La mayor parte de las reacciones alérgicas son reac-
ciones de hipersensibilidad tipo I mediadas por la IgE. Un individuo alérgico presenta
una elevada concentracién de IgE en sangre debido a su produccion en respuesta a
la entrada en el organismo del alérgeno (la Figura 30 muestra un esquema del meca-
nismo bioldgico). Sin embargo, en condiciones normales la IgE presenta una con-
centracion basal en suero baja (0,1-1,0 mg/mL), por lo que puede ser un buen analito

para evaluar las prestaciones de un nuevo tipo de marcador como son los PtNCs.

. Produccion de anticuerpos Histamins, leucotrienos,
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Figura 30: Esquema del mecanismo de hipersensibilidad tipo 1 por el que se desencadena una reaccion
alérgica mediada por la Inmunoglobulina E (IgE), siendo este el biomarcador. Cuando un individno estd en
presencia del alérgeno se produce un aumento en la produccion (concentracion) de IgE.

De manera general, para diagnosticar la sensibilizacién alérgica en suero ac-
tualmente se emplean pruebas ImmunoCAP (comercializadas por Thermo Fisher),
las cuales presentan diferentes protocolos y antigenos detectados. Paralelamente, otro
Kit comercial frecuentemente comercializado y que ha sido empleado como método
de validacién a los resultados mostrados en este Capitulo I, es un inmunoensayo
ELISA espectrofotométrico (comercializado por Abnova) y con un limite de detec-
cién del antigeno IgE de 12 ng'ml.-!. Sin embargo, en los dltimos afios, se han desa-
rrollado también novedosas estrategias alternativas basadas en el empleo de nanoes-
tructuras para la determinacién de IgE en suero. Algunos de los ejemplos mas rele-

vantes se recogen en la Tabla 4.
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Tabla 4: Resumen de estrategias basadas en el empleo de nanoestructuras para la determinacion seroldgica
de IgE. En la Tabla se muestra el método y los materiales empleados, asi como el limite de deteccion (1.OD)
alcanzado para cada uno de ellos.

Método empleado Materiales LOD(ng'mL?) Ref.

Inmunoensayo tipo saindwich heterogé- NPs de Fe;Oy4 superparamagnéti-

neo con separacion basada en magne- cas (Ab deteccién) y microesferas 0,1 27

>

toforesis y deteccién fluorescente luminiscentes (Ab captura)

Inmunoensayo tipo saindwich heterogé-
Microesferas magnéticas (Ab cap-
neo con separacion por electroforesis )
tura) y Ab deteccién marcado con 2,4 28

capilar de inmunoafinidad con detec- ’
fluoréforo Alexa® 488

cion fluorescente

Inmunoensayo tipo saindwich donde el
Microesferas magnéticas (Ab cap-
Ab de deteccién se sustituye por un ap-
) ) tura) y microesferas de poliesti- 0,87 2
tamero para deteccion mediante apta-
o o reno que enlazan los aptameros
sensor quimioluminiscente

Ensayo de inmunoafinidad empleando
Chip microfluidico de Poli(dime-
aptameros con separacion electroforé- 7 30
tilsiloxano)
tica y deteccién por fluorescencia

Microarrays de flujo lateral con detec-  Ab bioconjugado a AuNPs y en- 5 i
4

>

cion colorimétrica zima HRP

27Y.K. Hahn, Z. Jin, J.H. Kang, E. Oh, M.K. Han, H.S. Kim, J.T. Jang, J.H. Lee, J. Cheon, S.H. Kim,
H.S. Park, ].K. Park, Magnetophoretic immunoassay of allergen specific IgE in an enhanced magnetic
field gradient. Anal. Chem. 79, (2007), 2214-2220.

28 H.X. Chen, ].M. Busnel, G. Peltre, X.X. Zhang, H.H. Girault, Magnetic beads based immunoaffinity
capillary electrophoresis of total serum IgE with laser-induced fluorescence detection. Anal. Chem. 80,
(2008), 9583-9588.

2Q. Peng, Z. Cao, C. Lau, M. Kai, J. Lu, Aptamer-barcode based on immunoassay for the instantaneous
derivatization chemiluminescence detection of IgE coupled to magnetic beads. Analyst 136, (2011) 140—
147.

30 LL.F. Cheow, J. Han, Continuous signal enhancement for sensitive aptamer affinity probe electropho-
resis assay using electrokinetic concentration. Anal. Chem. 83, (2011), 7086—7093.

31T, Chinnasamy, L.I. Segerink, M. Nystrand, J. Gantelius, H. Andersson, A lateral flow paper micro-
array for rapid allergy point of care diagnostics. Analyst 139, (2014), 2348-2354.
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Aptasensor con deteccion por electro- Nanoestructuras de CdS y AuNPs

quimioluminiscencia (para amplificacién)

Inmunoensayo tipo saindwich donde el
Ab de deteccién se sustituye por un ap-

Aptamero modificado con AgNPs
tamero modificado con AgNPs y se de-

tecta visualmente

Inmunoensayo competitivo basado en Complejos de particulas de polies-

microparticulas y absorcién UV/Vis titeno superparamagnéticas

Inmunoensayo competitive cond etec- AuNCs bioconjugados a Ab espe-

cion fluorescente cifico

0,02

20

24

0,20

35

32

33

34

32 7. Cao, H. Wang, Y. Liu, Petal-like CdS nanospheres-based on electrochemiluminescence aptasensor
for detection of IgE with gold nanoparticles amplification. Spectrochim Acta A, 151, (2015), 274-279.
3 7. Li, Q. Niu, H. Li, M. Vuki, D. Xu, Visual microarray detection for human IgE based on silver

nanoparticles. Sensor Actuat B Chem 239, (2017), 45-51.

3 T. Yescas-Gonzalez, A. Leonard, V. Gaude, A. Delplanque, A. Barre, P. Rougé, L. Garnier, F. Bien-
venu, J. Bienvenu, M. Zelsmanna, E. Picard, D. Peyrad, IgE detection in allergic patient's serum by

absorption analysis of biofunctionalised microparticles. Microelectron. Eng. 207, (2019), 27-32.

3 M. Cruz-Alonso, L. Trapiella-Alfonso, ].M. Costa-Fernandez, R. Pereiro, A. Sanz-Medel. Functional-
ized gold nanoclusters as fluorescent labels for immunoassays: application to human serum immuno-

globulin E determination. Biosens. Bioelectron. 77, (2016), 1055-1061.
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D.2. OBJETIVOS

En este capitulo, se desarrolla un protocolo de sintesis de PtNCs para obtener
nanoestructuras estables, fluorescentes y monodispersas para su bioconjugacion a
anticuerpos especificos y su evaluacién como marcas (fluorescentes y elementales)
para la cuantificacién de una proteina diana en muestras de suero empleando inmu-
noensayos ELISA en placa. Este objetivo general puede dividirse en los siguientes

objetivos parciales:

1. Optimizacién de la sintesis de nanoclisteres de platino (PtNCs), partiendo
de estudios previos de nuestro Grupo de investigacién, en cuanto a su
fluorescencia y dispersion de tamafios.

2. Caracterizacién Optica, morfolégica y elemental de los PtNCs para
estudiar su tamafio, estabilidad, concentracion en disolucién vy
fluorescencia, asi como conocer el nimero de atomos de la etiqueta
metalica.

3. Estudio de la bioconjugacién de los PtNCs a anticuerpos especificos,
evaluando diferentes ratios molar Ab:PtNCs con las que se consigan una
elevada amplificacién sin perjudicar la funcionalidad de la molécula de
reconocimiento.

4. Caracterizacion de la inmunosonda anti-h-IgE:PtNCs para conocer el
factor de amplificacién conseguido.

5. Evaluacién de los PtNCs como marcas bimodales en inmunosondas para
la determinacién de un biomarcador de la enfermedad alérgica (IgE)
llevando a cabo un inmunoensayo ELISA directo en placa con deteccién
port fluorescencia e ICP-MS.

6. Validacién de los resultados obtenidos con la metodologfa empleando los
PtNCs como marcas elementales mediante la cuantificacién de IgE en

sueros humanos con kits comerciales ELISA.

Ana Lores Padin 139



CAPITULO T

D.3. EXPERIMENTAL
D.3.1. Materiales y reactivos

- Sintesis de PtNCs. El material y reactivos empleados durante la sintesis y

optimizacién de los PtNCs, asi como para su bioconjugaciéon a un Ab tipo
IgG, estan recogidos en el apartado correspondiente de la Seccion C.2.2.1
del Experimental General.

- Sintesis de la inmunosonda e inmunoensayos ELISA. El Ab especifico

empleado en este Capitulo 1, tanto para el estudio de la bioconjugacién de
los PtNCs a un Ab tipo IgG, como para generar la inmunosonda especifica
para llevar a cabo el inmunoensayo competitivo ha sido el Ab policlonal
Anti-human IgE (Anti-h-IgE) producido en cabra (Ref: 16284, Sigma
Aldrich). La proteina especifica empleada como estandar analitico en el
inmunoensayo competitivo fue la proteina Native Human 1gE (Azide free,
Ref: ab65866 de Abcam). Adicionalmente para el revelado del
inmunoensayo no competitivo se emplea un Ab secundario Anti-goat-IgG
marcado con HRP (Ref: A6154, Sigma Aldrich) Los soportes empleados
para llevar a cabo los inmunoensayos tipo ELISA, tanto los de optimizacién
de la inmunosonda como el inmunoensayo competitivo para determinar la
biomolécula diana (biomarcador IgE) con deteccién elemental (ICP-MS),
se llevaron a cabo en placas ELISA 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific).
Adicionalmente, el inmunoensayo competitivo por deteccién fluorescente
se realiz6 en los portaobjetos de microscopio recubiertos con poli-L-lisina
(Electron Microscopy Sciences) con aislantes de silicona adhesivos a
presiéon empleados para fabricar los “pocillos” en el portaobjetos (Grace
bio-labs). El resto de los reactivos necesarios para llevar a cabo los
inmunoensayos estin recogidos en la Seccion C.2 del Experimental

General.
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D.3.2. Instrumentacion

Tal y como se comenta en la Seccién C.1.2 de la Instrumentacion General,
para la caracterizacién de los MNCs se emplean diferentes equipos, atendiendo a la

propiedad que se pretende evaluar en los mismos.

- Propiedades opticas. Se emple6 el espectrofluorimetro LS-50-B (Perkin

Elmer) para medir la fluorescencia de los PtNCs en disolucién. También se
empled el espectrofotometro Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies) para
medir la absorciéon de los precursores de sintesis y de las suspensiones de
PtNCs. En ambos casos se usé una cubeta de cuarzo Suprasil modelo 101-
Qs de Hellma® (Sigma-Aldrich).

- Caracterizacién morfolégica y estructural. Se empled el equipo de HR-TEM

(JEOL JEM-2100) con un sistema de EDX.

- Potencial Z. La medicién del potencial Z de las suspensiones de PtNCs a
diferentes valores de pH se llevé a cabo con un Zetasizer Nano ZS (Malvern
analytical Ltd.).

Para la deteccién de los PtINCs al emplearlos como etiquetas en el inmunoensayo

ELISA competitivo se emplearon:

- Microscopio de laser confocal (DM IRE2; Leica) empleando el objetivo de
inmersién en aceite de 63x. Se utilizé para llevar a cabo la deteccién
fluorescente de los PtNCs en el inmunoensayo competitivo.

- Ladeteccion elemental se realizé con el ICP-MS 7500 (Agilent Technologies).
Este instrumento fue usado para determinar la concentracién de Pt, tanto en
la caracterizacién de la sintesis de PtNCs y el bioconjugado, asi como para
cuantificar la IgE en el inmunoensayo competitivo midiendo la sefial de Pt en
cada pocillo de la placa ELISA.

Adicionalmente se emplearon un lector de microplacas de absorbancia (ELx800;

Bio-Tek) para las lecturas de absorbancia tras los inmunoensayos ELISA con de-

teccion colorimétrica. Otros instrumentos empleados en distintas partes del ex-

perimental de este Capitulo I han sido: bafio de ultrasonidos (J.P. Selecta) para la

Ana Lores Padin 141



CAPITULO T

digestion acida; placa de agitacion magnética (Fisher Scientific) empleada durante
la sintesis de los PtNCs y sus optimizaciones; agitador vértex (Labbox Labware)
empleado para la biocobjugacién; ultracentrifuga (Gyrozen and Co.) para la puri-
ficacién de las sintesis de PtNCs y las inmunosondas Anti-h-IgE:PtNCs; y estufa

de laboratorio (Memmert) pata las etapas de incubacion en los inmunoeonsayos.

El procesamiento de los datos de fluorescencia se llevé a cabo con el software
Image | (National Institute of Health) y la representacion de las curvas de inmu-

noensayo con la herramienta de analisis de datos on-line MyAssays Ltd.
D.3.3. Procedimientos experimentales

Algunos de los protocolos experimentales han sido ya detallados en el Expe-
rimental General, como son el protocolo de sintesis de los PtNCs mediante estra-
tegia bottom-up con ligando tiolado y un reductor fuerte (C.4.1), la estrategia de diges-
tién 4cida para la medida de los PtNCs por ICP-MS (C.4.2), las etapas para llevar a
cabo una buena caracterizaciéon de los PtNCs (C.4.3), el protocolo de la reacciéon de
la carbodiimida para la sintesis de las inmunosondas (C.4.4), y el protocolo de carac-
terizacién de la inmunosonda (C.4.5). Sin embargo, al ser la primera vez que los
PtNCs sintetizados se emplean como etiquetas de anticuerpos, se ha realizado un
estudio detallado de su bioconjugacion, por lo que en el siguiente apartado se descri-
ben las etapas experimentales detalladas de este estudio para la sintesis y la optimiza-
cién de los PtNCs. Por otro lado, se detallan también los inmuneonsayos ELISA
competitivos desarrollados para la deteccién del biomarcador IgE en las muestras de

suero humano de personas control.
D.3.3.1. Sintesis de la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs

Con el objetivo de encontrar la relacion molar adecuada de Ab:PtNCs con la
que llevar a cabo la sintesis de la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs, una vez caracteri-
zada la sintesis de PtNCs (en términos de concentracién de PtNCs en la suspension,
tal y como se describe en la subseccién C.4.3.3 del Experimental General), se calcu-

lan los volimenes de disolucién de sintesis PtINCs necesarios para llevar a cabo la
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bioconjugacion utilizando las relaciones molares recogidas en la Tabla 5. Es necesa-
rio tener en cuenta que, tal y como se indica en el protocolo de bioconjugacién, se
parte de 0,1 mL de Ab (tipo IgG, 150 kDa) con una concentracién de 0,1 mg-ml.-!
(6,7-10-"" moles de Ab Anti-h-IgE).

Tabla 5: Tabla resumen donde se indica el volumen de sintesis de PEINCs empleado para levar a cabo las diferentes
bioconjugaciones con diferentes relaciones molares Ab:PtINCs

Relacion Molar Tedrica

nAb:nPtNCs 1 13 1.5 1.7 1:10 1:15 1:20 1:30 1:50

Moles PtNCs (10-11) 6,7 20 33 47 67 100 130 200 330

Volumen suspensién de

PNCs necesaria (ul) 10 30 50 70 98 148 198 296 494

D.3.3.2. Optimizacion de la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs

La relaciéon molar entre los PtNCs y el Ab especifico es optimizada mediante
un inmunoensayo ELISA espectrofotométrico indirecto, no competitivo, empleando
un Ab secundario antisuero de cabra (animal en el que se produce el Ab primario
Anti-h-IgF) marcado con la enzima HRP (horseradish peroxidase). El protocolo seguido
para realizar el inmunoensayo se ejemplifica en la Figura 31. Por un lado, se realiza el
inmunoensayo empleando el Ab sin bioconjugar con los PtNCs para conocer cudl es
la funcionalidad del Ab (parte superior del esquema). Por otro lado, se realiza el in-
munoensayo con el bioconjugado (Anti-h-IgE:PtNCs; parte infetior del esquema),

empleando diferentes relaciones molares Ab:PtNCs.

Las etapas llevadas a cabo se pueden resumir de la siguiente manera: (1) se
tapizan los pocillos de una placa ELISA (96 pocillos) con 10 pg'mL~! de patrén de
proteina nativa IgE (100 pL por pocillo), incubacién durante 6 h a 37 °C (en estufa);
(2) el exceso de disolucién se retira y se afiaden 200 uL por pocillo de la disolucién
de bloqueo (10 mM PBS, pH 7,4, con un 1% de BSA) para bloquear los posibles
sitios vacios del pocillo y asi reducir posibles uniones inespecificas del Ab. La etapa
de bloqueo se deja durante 2 h a temperatura ambiente y, a continuacion, (3) se afa-
den 100 pL por pocillo del Ab Anti-h-IgE (1 pg'mL~") y se incuban durante 2 h a 37
°C. Es en esta etapa es donde se puede afiadir el Ab no matcado o el Ab marcado

con los PtNCs en las diferentes relaciones molares; (4) se lava (3 veces) con 200 pL
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de una disolucién de PBS-Tween 20 al 0,05%; (5) se incuba otras 2h a 37 °C el Ab
secundatio, 100 pL. por pocillo de Anti-goat IgG-HRP (diluida 1:20000 en PBS con
BSA 1% y Tween 20, 0,05%); se procede a un lavado para eliminar exceso de Ab2°-
HRP y se afiade el sustrato de la enzima (100 pL. por pocillo del TMB kit). Tras
realizar estas etapas, la disolucién empieza a tornarse azul (i.e., se inicia la reaccién
enzimatica) y se para tras 10-15 min adicionando 50 pL por pocillo de 4cido sulfirico
(2 M), cambiando el color de la disolucion de azul a amarillo; y finalmente se detecta
la absorbancia del producto colorimétrico resultante en un lector de placas (habs =

450 nm).

TMB kit

K
v A e ,;m @ 0

1. Tapizado Antigeno 3. Incubacién Ab 12 Sin 5. Incubacién Ab 22-HRP
(5 ug/mL proteina IgE) bioconjugar (dlil: 1:15000)
(funcionalidad 100%)

TMB kit

N (Q o O
2. Bluqueo /)k\ 4. Iavado /)
\](l nﬁ/

1. Tapizado Antigeno - 0
(S pg/mL proteina IgE) 3. Incubacién 1 p.g/mL 5. Incubacién Ab 22-HRP

Ab 12 bioconjugado (dil: 1:15000)
( #ratios PtNCs)

Figura 31: Estudio para optimizar la inmunosonda Anti-h-IgE:PINCs. Esquema de las etapas del inmunoensayo
ELISA no competitivo indirecto para evalnar la pérdida de }%m/am///z/m/ del Ab especifico al ser bioconjugado con
diferentes relaciones nolares de PEINCs.

D.3.3.3. Inmunoensayo ELISA competitivo

Tras la eleccion de la relacion molar adecuada para la sintesis de la inmuno-
sonda Anti-h-IgE:PtNCs, se evaltia su uso en la determinacion de una proteina diana
(antigeno), en este caso la IgE. Para ello se aplica la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs
a un inmunoensayo competitivo con deteccion fluorescente (microscopia confocal)

y por ICP-MS.
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A continuacion, se describen las etapas del inmunoensayo competitivo llevado
a cabo para realizar una deteccion por fluorescencia, ejemplificado en la Figura 32
(1) se tapizan los pocillos con patrén de proteina IgE (10 ug'mlI1). Para ello se afia-
den 100 uL de la proteina a los pocillos de un portaobjetos recubierto de poli-L-lisina
(las disoluciones de proteina contienen EDC en proporcién 1500:1 M de EDC:IgE
para mejorar su inmovilizacion), y se incuban durante 2 h a 37 °C; (2a) A continua-
cién, se retira la disolucion sobrante y se bloquean los sitios libres afiadieron 200 pL
por pocillo de BSA al 1% en PBS 10 mM (pH 7,4); dejandolo durante 2 h a tempe-
ratura ambiente; (2b) Simultineamente a la etapa (2a), se lleva a cabo la incubacién
durante 20 minutos a temperatura ambiente de la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs,
100 pL de 10 pg'mL"' (expresada como concentracién de Ab) con 100 pL de las
concentraciones (0-3 pg'mL") de patrén de proteina IgE o las muestras de suero en
un tubo Eppendorf; (3) después de retirar el liquido sobrante tras el bloqueo (2a), se
lleva a cabo la reacciéon competitiva donde se afiaden las disoluciones de la incubacion
(2b) en los pocillos y se dejan reaccionar durante 2 h a 37 °C (en estufa); (4) tras los
pasos de lavado (tres veces) con PBS-Tween 20 se mide la fluorescencia por micros-

copia confocal.

A

=z
% /\"/\—/ Anti-h-IgE:PtNCs

L W\
[y 1\
Mues?ra ]
/patrén IgE \‘/ /)\(/ \
A A
v /)\“ .
3 Reaccidn )\\ )\\ [
WNZ NN, NYAYA YA Y/ gR ¥
M competitiva "8 \\’,
N &
4.lavado 5. Deteccién sefial

T
\g\\

o)

\)(l\](l \)(l \)(l 2a, Blogueo

1. Tapizado IgE

Figura 32: Esquema de las etapas del inmunoensayo competitivo empleando la inmunsonda Anti-bh-
IeE:PtNCs para la deteccion directa de la proteina (IgE) por microscopia de fluorescencia confocal.
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Cuando la deteccién de la proteina se lleva a cabo por ICP-MS, se deben rea-
lizar ligeras modificaciones en el protocolo del inmunoensayo competitivo descrito
para la deteccién fluorescente. Por una parte, el soporte empleado es una placa
ELISA de 96 pocillos en vez de los portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina. Por otra
parte, es necesaria una etapa adicional en la que se recoge el contenido de cada pocillo
para lo cual se lleva a cabo una digestiéon acida de los PtNCs. A continuacion, se

detalla esta etapa adicional necesaria para detectar la inmunosonda por ICP-MS.

Tal y como se resume en la Figura 33, tras el lavado final (etapa 4 de la Figura
32), se aflade al pocillo un volumen de 4cido sulfarico (50 uL, 2 M) con el objetivo
de romper los enlaces/adhesiones a la placa. Después de 10 min, se recoge el conte-
nido de cada uno de los pocillos en tubos Eppendorf individuales (contienen aquellas
inmunosondas metalicas que reconocieron la proteina patrén que tapizaba la placa).
A continuacion, se lleva a cabo la digestion acida (Seccion C.4.2) donde se afaden
200 pL. de agua regia a cada una de las muestras (recolectadas en tubos Eppendorf)
con el objetivo de oxidar la nanoestructura metalica y favorecer su atomizacién en el
ICP-MS (20 min en ultrasonidos). Finalmente, se diluyen 1:200 con agua desionizada
para minimizar el porcentaje de 4cido introducido en el ICP-MS (<3% v/v). Las
medidas de ICP-MS para determinar la concentracién de Pt en cada una de las solu-
ciones se realizaron mediante calibracién externa con estandares de Pt (concentra-
ciones de 0-20 ng*g!) utilizando Ir como patrén interno (concentracion 5 ng g!). En
el ICP-MS se monitorizaron los isétopos del platino *Ptt y 195Pt* y de iridio, 931r*

y 101+,

K\ Recoger el
50 ul 2M sto‘,'\' <, ¥ volumen

| I M
. ; A ____ 20 min Ultrasonidos °
2 /)\%}/ \\%)ﬁ{, ) Digestion acida J’ e ::,_,'J"" “m

Deteccién ICP-MS

Figura 33: Esquema donde se recoge como es la iiltima etapa del protocolo experimental para el inmunoen-
sayo con deteccion por MS elemental. En la imagen se muestra como es la recogida y digestion de la muestra
para su andlisis por ICP-MS' con nebulizacion convencional.
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D.3.3.4. Determinacion de IgE en muestras de suero humano

Como prueba de concepto, la metodologia analitica desarrollada en este Capi-
tulo I donde se emplean nuevos PtNCs como etiqueta bimodal para la determinacién
de biomoléculas en muestras de interés biolégico se evalué empleando una inmuno-
sonda Anti-h-IgE:PtNCs en inmunoensayos en placa para el andlisis de un suero hu-
mano comercial y tres muestras de suero humano clinico (#Suero 1,#Suero 2, y
#Suero 3). El procedimiento empleado ha sido el mismo inmunoensayo que para los
estandares de IgE descrito en el apartado anterior con por ICP-MS (Seccion
D.3.3.3). En este caso, los sueros deben ser diluidos para que la concentracién de las
muestras se ajuste al rango lineal de la recta de calibracién. En el caso del suero co-
mercial y el #suero 1, se realizé una dilucién 1:1000 con PBS (pH 7,4), mientras que

para los sueros #2 y #3 una dilucién 1:500 fue suficiente.

Los resultados obtenidos con la metodologia desarrollada en este Capitulo 1
empleando los PtNCs como etiqueta se validaron utilizando un kit comercial ELISA
basado en la deteccién espectrofotométrica (medidas de absorbancia) del producto

colorimétrico formado tras la reaccidon enzimatica de HRP.
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D.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Alo largo del desarrollo de esta seccidn se describen los resultados experimen-
tales obtenidos en el Capitulo I de la Tesis Doctoral, asi como una discusion de los
mismos. En primer lugar, se explican las optimizaciones llevadas a cabo para lograr
un protocolo adecuado de sintesis de PtNCs empleando acido lipoico (LA, /poic acid)
como ligando estabilizante. A continuacién, se describe la caracterizacion de los
PtNCs sintetizados estudiando su bioconjugacion a un Ab especifico con el objetivo
de generar una inmunosonda bimodal (Anti-h-IgE:PtNCs) que pueda ser detectada
tanto por fluorescencia como por ICP-MS. Finalmente, se evalia la aplicacién de
dicha inmunosonda para la determinacién de un biomarcador especifico, la IgE (bio-
marcador de la enfermedad alérgica), para lo cual se ha desarrollado un inmunoen-
sayo ELISA competitivo en placa con deteccidon directa y dual (fluorescente y por

MS elemental) de los PtNCs.
D.4.1. Sintesis y caracterizacion de PtNCs fluorescentes

Como se ha mencionado en la Introduccién de este Capitulo I, para la sintesis
de PtNCs se parte de un protocolo desctito previamente por Garcfa-Fernandez et
al.20. En esa sintesis de MNCs también con estrategia bottom-up, se emplean relacio-
nes molares elevadas metal:reductor (1:25) que el heterogencidad de las nanoestrcu-
turas mostrando baja fluorescencia. Por ello, con el objetivo final de emplear los
PtNCs como etiqueta en aplicaciones biolégicas se ha de mejorar su emision fluores-
cente, disminuir la dispersién de tamafio de los NCs, a la vez que se debe profundizar
en los estudios de estabilidad. De esta manera se llevaron a cabo varias optimizacio-
nes de la sintesis con el fin de conseguir PtNCs de elevada calidad, para lo cual se
evalu6 la concentracion de reductor, el tiempo de sintesis, y el efecto del pH. Adicio-
nalmente, se ensayaron sintesis alternativas empleando estructuras poliméricas (p.¢j.,
PEL), pero debido a los elevados fondos de fluorescencia provenientes del polimero
(Ia cual enmascara la fluorescencia de la nanoestructura) se excluye el empleo de estas

estructuras para la sintesis de los PtNCs.
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D.4.2. Caracterizacion espectroscopica de los PtINCs

Para poder estudiar como influyen diferentes parametros (p.ej., tiempo de
reacciéon o pH de medio) en la sintesis de los PtNCs, se midi6 la fluorescencia de la
sintesis patra las diferentes condiciones ensayadas. La fluorescencia aparte de ser la
propiedad caracteristica de los MINCs, y por tanto la que puede proporcionar infor-
macion relevante acerca de la reaccion, es una herramienta rapida, accesible, y eco-
némica. Sin embargo, al cambiar el protocolo de sintesis con respecto al descrito
previamente por Garcia-Fernandez et al.2, el par de fluorescencia caracteristico de la
nanoestructura sintetizada se puede ver afectado (Garcia-Fernandez et al.20) PtNCs
Aex/hem =430 6 470/680 nm). Por ello, el primer estudio realizado fue la caracteriza-

cién espectroscépica de los PtNCs.

Tal y como se describe en la Seccién C.4.1 (Experimental General) donde se
encuentra recogido el protocolo de sintesis botfom-up para sintetizar los PtNCs, tras
las 15 h en agitacién magnética constante a temperatura ambiente las nanoestructuras
son caracterizadas opticamente. Paralelamente, la misma suspension es estudiada por
espectrofotometria (medidas de absorbancia) y fluorescencia. Por una parte, la for-
macion de los PtNCs se confirma mediante medidas por espectrofotometria de ab-
sorcién molecular. En la Figura 34a se recogen los espectros de absorbancia corres-
pondientes a cada uno de los reactivos utilizados para la sintesis de los NCs, as{ como
el espectro de la suspension purificada de PtNCs (t = 15 h y agua como disolvente).
Se puede observar cémo los picos de absorbancia correspondientes a los reactivos
disueltos en agua (212 nm o 260 nm para la sal precursosa y 215 nm para el LA)
desaparecen cuando se forman los PtNCs (linea negra en el espectro). En todos los
casos los espectros se han adquirido al medir diluciones de los reactivos con un factor
de dilucién 1:6. Ademas, tal y como se observa en el espectro de absorbancia corres-
pondiente a la suspension purificada, en la disolucién de PtNCs no se observa la
banda de absorbancia caracteristica, conocida como banda de resonancia plasmoénica

supetficial (SPR). Este fenémeno fisico es tipico de las NPs de mayor tamafio donde
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la luz incidente provoca la polarizacién de los electrones deslocalizados de las capas

mas externas.

Por otro lado, se llevaron a cabo medidas de fluorescencia con la suspension
purificada de PtNCs. Como se recoge en la Figura 34b, se observé que los PtNCs
presentan un par Ae/Aem de fluotrescencia caracteristico. De este modo, la ausencia
de SPR sumada a la apariciéon de una banda de fluorescencia (Aem = 620 nm) son
datos complementarios que confirman la presencia de nanoestructuras de tamafio
cercano alalongitud de onda de Fermi, es decir, que permiten confirmar la formacion
de PtNCs. Con el objetivo de determinar la banda de emisién fluorescente caracte-
ristica de los PtNCs, se llev6 a cabo un barrido espectral excitando en el rango de
longitudes de onda comprendido entre 350-650 nm (excitando cada 20 nm) y mi-
diendo la emisién fluorescente en el rango desde 380-800 nm. En la Figura 34b, se
muestran los espectros de excitacién y emision maximos de los PtNCs sintetizados
en disolucion acuosa (hexe =455 nm y Aem = 620 nm). En ambos casos se representan
las intensidades normalizadas, dando el valor 100 a la sefial de fluorescencia maxima
observada a 620 nm. Cabe destacar como, a diferencia de las nanoestructuras estabi-
lizadas con plantillas poliméricas (p.ej., PEI), la sintesis de PtNCs empleando LA
presenta un blanco de fluorescencia practiamente indetectable (en la figura se muestra
también el espectro de emision del blanco de sintesis, Aexe =455 nm). Se debe tener
en cuenta que el blanco de la sintesis fue preparado siguiendo exactamente los mis-
mos pasos que la sintesis de PtNCs, con la excepcién de que no se afladi6 la sal de
platino. A simple vista (Figura 34c) se puede observar como las disoluciones pre-
sentan colores diferentes: desde el comienzo de la sintesis (t = 0 h) hasta las 15 h, la
suspension pasa de un color anaranjado palido a un amarillo transparente palido,
mientras que el blanco de sintesis (15 h, sin adicién de la sal precursora de Pt) es

completamente incoloro.
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Figura 34: Caracterizacion espectroscipica de la sintesis de PEINCs. a) Espectros de absorbancia de los
reactivos utilizados para la sintesis de los PHINC, asi como de la suspension de PIINCs sintetizaa (linea negra
continna: PtINCs, linea negra punteada: H:PtCly, y linea gris continua: dcido lipoico). Todos los reactivos
han sido diluidos 1:6 en agna desionizada para llevar a cabo las medidas, b) Espectros de fluorescencia
molecular caracteristicos obtenidos para los PtINCs, y ¢) Fotografia de las disoluciones de sintesis tras 15 b de
raccidn, al inicio de la sintesis (0 b), y blanco de sintesis.

D.4.3. Optimizacién de la sintesis de PtNCs

Tal y como se ha mencionado, se han variado diferentes parametros para la
sintesis de PtNCs partiendo del protocolo publicado por Garcifa-Fernandez et al.%.
Para ello se ha reducido la relacién molar de metal:reductor (Pt:NaBHy), el tiempo
de sintesis y el pH. La relacién molar entre la sal precursora y el ligando no se ha
estudiado puesto que relaciones molares superiores a 1:5 (Pt:LA) imposibilitan la re-
duccién completa de LA a acido dihidrolipoico (DHLA), mientras que relaciones

mas bajas pueden llegar a provocar una luminiscencia débil (incluso nula), debido en
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gran medida a que la superficie de la nanoestructura no esta totalmente pasivada por

los ligandos, y por tanto estos presentan baja estabilidad en disolucién.

Disminucién de la concentraciéon de agente reductor. El NaBH, es un

reductor fuerte, y por ello, su empleo como agente reductor puede dar lugar a reac-
ciones con cinéticas rapidas, dificultando el control de la formacién de las nanoes-
tructuras. Teniendo en cuenta que se buscan sintesis de PtNCs homogéneos (i.e., con
baja dispersion de sus tamafios), son muchos los trabajos publicados que se focalizan
en mejorar el control sobre la cinética de la reaccién de reduccion para favorecer el
control de la formacién de las nanoestructuras metalicas, dando lugar a MNCs de
mayor calidad?. Tipicamente, se suelen emplear concentraciones bajas (aunque
puede no ser suficiente para reducir el metal precursor) o disminuir la eficacia redu-
ciendo el pH o empleando disolventes organicos (en lugar de acuosos)®. En la pre-
sente Tesis Doctoral, se plante6 la disminucion de la concentraciéon de NaBHy, redu-
ciendo la relacion molar de 1:5:252 (Pt:LLA:NaBH,4) a 1:5:1 (Pt:LA:NaBHy,). Este cam-
bio ha provocado el desplazamiento de la banda de fluorescencia caracteristica de
680 nm a 620 nm, tal y como se observa en la Figura 34b. Ademas, se ha observado
que la concentracion empleada de NaBH, (400 pL, 25 mM) es suficiente para reducir
tanto el puente disulfuro del LA (desaparicién de la banda de absorbancia a 260 nm)
como para reducir la sal de metal precursor: desaparecen las bandas tipicas de estos
compuestos en el espectro de absorbancia (Figura 34a). Se ensayaron adicionalmente
diferentes relaciones molares para Pt:NaBHa, entre 1:1 y 1:252, pero la ausencia de
bandas claras de fluorescencia en el rango de longitudes de onda del VIS (400-800
nm) hiceron que se descartaran el resto de las relaciones molares ensayadas. Una vez

encontrada una elevada emision fluorescente para los PtINCs a 620 nm (Figura 34b)

36 M. van der Linden, A. Barendregt, A.J. van Bunningen, P.T.K. Chin, D. Thies-Weesie, F.M.F. de
Groot, A. Meijerink, Characterisation, degradation and regeneration of luminescent Ag29 clusters in
solution. Nanoscale, 8, (2016), 19901-19909.

37K. Zheng, X. Yuan, N. Goswami, Q. Zhang, J. Xie, Recent advances in the synthesis, characterization,
and biomedical applications of ultrasmall thiolated silver nanoclusters. RSC Adv. 4, (2014) 60581—
60596.

38 Zhu, M., Qian, H., & Jin, R. Thiolate-Protected Au24(SC2H4Ph)20 Nanoclusters: Super-
atoms or Not? The Journal of Physical Chemistry Letters, 6, (2010) 1003—1007.
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con la relacion molar 1:1 (Pt:NaBHy), se evaluaron otras variables experimentales,

como son: (1) el tiempo de reaccidn, y (2) el efecto del pH, expresado como volumen

adicionado de NaOH (2 M).

Tiempo de reaccién. La eleccion del tiempo de agitacién necesario para con-

seguir una sintesis de PtNCs adecuada se lleva a cabo recogiendo a cada hora una
alicuota de la sintesis (la cual se purifica) y midiendo la sefial de emision fluorescente.
En la Figura 35 se recogen las intensidades de fluorescencia normalizadas obtenidas
para cada alicuota de la sintesis de PtNCs recogidas entre la primera hora de reaccién
y 16 h. Se puede observar que las sefiales maximas se comienzan a alcanzar tras 13 h
de sintesis en agitacién constante (trabajando a temperatura ambiente). De cara a la
eleccién del tiempo adecuado, se decide establecer 15 h como el tiempo al cual la

seflal es completamente estable.
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Figura 35: Efecto del tiempo de sintesis en la seital de fluorescencia de los PEINCs para una relacion molar
Pr:I. A:NaBHy de 1:5:1 (intensidades normalizadas; dado el valor 100 a la seiial de flnorescencia mdaxima
obtenida para 13 h). Las incertidumbres representan la desviacion estandar de la media de tres medidas para
de tres sintesis diferentes de PHINC.

En comparacién con la sintesis de PtNCs previamente propuesta por Garcia-
Fernandez et al.%, el periodo de tiempo 6ptimo encontrado para las condiciones de
sintesis ensayadas es mas largo (15 h versus 6 h). Esto puede justificarse por el efecto
de la menor concentracién de NaBH4 en la sintesis que provoca la disminucién de la

cinética de la reacciéon de reducciéon. Una menor concentracién de agente reductor
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hace que la reaccién de reducciéon sea mas lenta y por ello se necesite un mayor

tiempo de agitacién para una sintesis éptima de los PtNCs.

Efecto del pH: estudio del volumen de NaOH afnadido en la sintesis.

La adicién de NaOH (2 M) a los 10 mL de agua desionizada inicial facilita la disolu-

cién de ligando (el LA tiene baja solubilidad en agua), ademas de disminuir la cinética
de la reaccién de reduccién a pH bésicos. Por este motivo y con el objetivo de lograr
un pH 6ptimo para la sintesis manteniendo una buena fluorescencia, se ensayaron
tres volumenes diferentes de NaOH: 20, 30 y 50 uL, siendo el pH de cada disolucion
inicial (10 mL de agua desionizada + volumen de NaOH + 4cido lipoico en una
relacién molar Pt:LA, 1:5) de 5,71, 11,0 y 11,5, respectivamente. En la Figura 36 se
muestra una comparacion de los espectros de emision de fluorescencia normalizados
para cada sintesis de PtNCs empleando los tres volimenes NaOH (2 M), tras ser
purificadas y ajustadas el pH final a 3. La fluorescencia resultante parece indicar que
realizar una sintesis a pH acido (5,71 con 20 pL. de NaOH) no favorece la reaccién,
puesto que la fluorescencia resultante de la sintesis decrece en un 65% (comparada

con la emisién a un pH basico de 11).

120 1

----- 20 pL NaOH 2M (pH &cido)
— 30 pL NaOH 2M (pH bésico)
—— 50 puL NaOH 2M (pH basico)

Fluorescencia normalizada

570 590 610 630 650 670
Longitud de onda (nm)

Figura 36: Emision fluorescente de los PAINCs sintetizados con diferentes volumenes de NaOH (2 M)
anadido a la mezela de sintesis. Para fines comparativos, la fluorescencia se midid al mismo pH (pH final 3)
para las tres sintesis. Ao=455 nm.
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Con el objetivo de seleccionar el pH mas adecuado para la sintesis de PtNCs,
se estudi6 ademas el rendimiento de cada una de las sintesis comparandolo con los
resultados obtenidos por fluorescencia. Para ello se determiné la concentracién de
Pt en cada una de las sintesis por ICP-MS, tal y como se describe en el procedimiento
Experimental General (Subseccion C.4.3.3). Se determiné la cantidad de Pt en las
suspensiones de PtNCs purificadas y reconstituidas en agua (PtNCs retenidos en los
filtros de ultracentrifugacion), asi como la concentracién de Pt en la “disolucién ma-

dre” (disolucion de la sal precursora de platino).

Teniendo en cuanta las relaciones molares entre los reactivos empleados para
la sintesis son necesarios 10 pmoles de HoPtCls. Tras medir experimentalmente por
ICP-MS la concentracién de Pt en una alicuota de la “disolucién madre” (sal precur-
sora de Pt) se observé que la concentracién de Pt en la misma era de 9,39 + 0,17
umoles. Paralelamente se determiné por ICP-MS la concentracién de Pt en las sinte-
sis de PtNCs (tras sus respectivas purificaciones) donde se emplearon 20 uL, 30 uL,
y 50 uL. de NaOH, encontrandose unas concentraciones de 5,64 + 0,10 umoles, 7,90
* 0,12 umoles, y 6,85 £ 0,15 umoles, respectivamente. Al comparar estos valores
con los umoles de Pt en la “disolucién madre” (jEtror! No se encuentra el origen
de la referencia.) se obtienen unos rendimientos de sintesis de PtNCs del 60%
cuando se utilizan 20 pL. de NaOH (sintesis en pH 4cido), mientras que el rendi-
miento de PtNCs empleando 30 pL y 50 uL. de NaOH (pH~11, basico) es del 84%
y 73%, respectivamente. Analizando estos resultados y comparandolos con los datos
de fluorescencia (Figura 36) se puede indicar que el pH acido no favorece a la reac-
cién de sintesis. Es probable que 20 ul. de NaOH (2 M) no sean suficientes para
disolver por completo el 4cido lipoico en la disoluciéon de partida y por tanto que
haya nanoestructuras sin pasivar completamente que durante la purificacién se des-
estabilizan y permiten filtrar su contenido metdlico. Por otro lado, se considera que
el pequefio cambio en el valor de pH observado al adicionar 30 6 50 pl. de NaOH a
la sintesis (11,0 y 11,5, respectivamente) puede ralentizar la reaccion de reducciéon y
port ello que 15 h no sean suficientes para completar la reaccion de sintesis empleando

50 uL. de NaOH. De este modo se observa una fluorescencia mas baja a las 15 h de
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reaccion empleando 50 ul. de NaOH en comparacion con la sintesis empleando 30
ul. de NaOH. Se debe sefialar que, tal y como se representa en la Figura 36, el au-
mento de la fluorescencia es mayor que la diferencia en el rendimiento de la sintesis:
en el caso de las sintesis de 20 uL y 30 pL es de un 24% (60% frente al 84%, respec-
tivamente) lo que indica que los PtNCs de mayor calidad se sintetizarian con 30 pL

de NaOH (2 M).

De cara a elegir el pH adecuado para la sintesis de PtNCs se debe estudiar con
mayor profundidad cada una de ellas. Es decir, no sélo evaluar la fluorescencia o el
rendimiento obtenido para la sintesis, sino también evaluar la estructura, tamafio, y
dispersion de tamafios de los PtNCs sintetizados en cada caso. Para ello es necesatio
una caracterizacion estructural de las nanoestructuras resultantes puesto que la con-
dicién es obtener un protocolo que permita la sintesis de PtNCs lo mas homogéneos

posible siempre y cuando la fluorescencia sea elevada.
D.4.4. Caracterizacion estructural de los PtNCs

A continuacion, se estudiaron los PtNCs sintetizados con 20 pl. y 30 pL de
NaOH empleando HR-TEM con el objetivo de evaluar posibles diferencias en su
estructura (didmetro y dispersion de tamafios) debido al cambio de pH en el medio.
Las medidas por HR-TEM permitieron obtener imagenes en campo claro (brigh field)
de los PtNCs sintetizados en ambas condiciones de pH. Los didmetros promedio de
las nanoestructuras se determinaron manualmente midiendo PtNCs individuales (ob-
servados al azar en las fotografias de HR-TEM obtenidas) empleando la herramienta
del software libre Fiji Image]. Los histogramas obtenidos para la distribucién de ta-
mafos de las suspensiones de PtNCs se recogen en la Figura 37 (Figura 37a PtNCs

con 20 pL. de NaOH y Figura 37b PtNCs con 30 pL. de NaOH). Promediando el

didmetro medido de los PtNCs sintetizados, las nanoclisteres en pH basico (30 pl
NaOH) tienen un diametro de 1,49 + 0,03 nm (para n = 1800, intervalo de confianza
del 99%, con la distribucién normal estandar), mientras que los PtNCs sintetizados
en pH acido (20 pL de NaOH) mostraron un diametro mayor de 1,73 + 0,05 nm (n

= 1800, intervalo de confianza del 99%, con la distribucién normal estandar). El
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mayor tamafo promedio y la mayor dispersion obtenidos para los PtINCs sintetizados
con 20 pL. de NaOH apoya lo resultados experimentales obtenidos para el rendi-
miento de las sintesis. Un mayor tamafio de las nanoestructuras empleando el pH
mas acido corrobora la propuesta de que el LA no estd disponible en su totalidad, es
decir no disuelto completamente, y por lo tanto no permite el pasivado de la supet-

ficie de los nucleos metalicos de las nanoestructuras de manera eficaz.

600

500

400

300
300

2004

200

Numero de particulas
Numero de particulas

100 100

{
. i ] I i {
00 05 10 15 20 25 30 35 40 g0 05 10 15 20 25 30 35

Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura 37: Histogramas obtenidos a partir de las imdgenes por HR-TEM de las suspensiones coloidales de
PtNCs sintetizados donde se muestra la distribucion del didmetro empleando: (a) 20 ul. de NaOH, y (b)
30 uL. de NaOH. Los didmetros han sido medidos con el software Fiji-Image].

Teniendo en cuenta los resultados experimentales obtenidos junto con la baja
resolucién obtenida para las imdgenes por HR-TEM de la sintesis de pH acido (de-
bido a suciedad proveniente del LA sin disolver), se seleccioné la sintesis de PtNCs
donde se emplean 30 pl. de NaOH para ser empleados como etiqueta en la sintesis

de inmunosondas para determinar biomoléculas en aplicaciones biolégicas.

En la Figura 38 se muestran las imagenes obtenidas para la caracterizacion
estructural por HR-TEM de los PtNCs empleando 30 pL. de NaOH. Se puede ob-
servar como en color mas oscuro (imagenes obtenidas en campo claro) se distinguen
los nucleos metilicos de las nanoestructuras sintetizadas, asi como la red cristalina
(marcada con un circulo rojo, Figura 38b). Ademas, las micrografias de EDX, como

la mostrada en la Figura 38c, confirmaron la presencia de Pt (ndcleo metalico), y S
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(ligando tiolado) como elementos principales presentes en las suspensiones observa-
das por microscopia electrénica. Hay que comentar que, la presencia de Cu se atri-
buye a las rejillas empleadas en microscopia para depositar las muestras, y el Cr es un

elemento constituyente de la estructura del microscopio.

Adicionalmente, el equipo HR-TEM empleado permiti6é obtener un patrén de
difraccién de area seleccionada (SAED) donde se observan los puntos claros que
forman los anillos (estructura cristalina). Tal y como se describe en el apartado de
caracterizacion morfolégica y estructural (Subseccion C.4.3.2), se puede conocer la
estructura de la celda unidad de los PtNCs por comparacién de los dLspacing obteni-
dos a partir de los didmetros de los anillos del patrén SAED con la bibliografia. De
esta manera, la inversa de los radios de los anillos del patrén SAED corresponden a
los valores del espaciado entre planos atémicos de la estructura cristalina, (dLspacing).
En el caso de los PtNCs sintetizados, se encontré un didmetro para los anillos de
80,8; 96,4; 112,8; y 156,4 A (Figura 38d), donde los valores de dLspacing resultantes
son 2.4 A, 2,1 A, y 1,3 A. Estos valores coinciden con los encontrados en la biblio-
grafia para la celda unidad ctbica centrada en las caras (FCC): 2,3 (dL1), 2,0 (dL2),
1,4 (d1.3) A.
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Figura 38: Imdgenes obtenidas para la caracterizacion estructural de los PEINCs sintetizados empleando 30
uL. de NaOH 2M, a) imagen de HR-TEM (10 nm de escala), b) Imagen de HR-TEM (5 nm de escala),
¢) grdfico EDX con la composicion elemental, d) patrin SAED, y ¢) zo0m de la imagen de HR-TEM donde
se observan los planos atdmicos de la estructura cristalina (dLspacing).

Una celda unidad FCC esta constituida por 4 atomos de Pt. Con ello, se puede
calcular cuanto ocupa una celda unidad de manera tedrica (Volumen celda tedrico,
Veelda-teo), teniendo en cuanta la masa atémica del Pt (195,081 g-mol-! de atomos de
Pt), y la densidad del metal (21,45 g'cm3). El volumen ocupado por la celda unidad
en el caso de los PtNCs es de Veeda = 6,04:10-2 nm3. Ademas, dividiendo el volumen
experimental promedio de un PtNC (Vpc), estimado a partir del radio del nicleo
metalico medido por HR-TEM y asumiendo una forma esférica, por el volumen de
la celda unidad, se sabe que 1 tnico PtNCs ocupa 29,25 celdas unidades FCC. Por lo
tanto, se puede determinar que cada PtNC estd compuesto por 117 atomos de Pt de

media (29,25 celdas x 4 4tomos de Pt por celda FCC).

De este modo, conociendo el nimero de atomos que componen 1 dnico

PtNC, se puede transformar la concentraciéon molar de Pt idénico determinada por
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ICP-MS en la suspensién purificada de PtNCs en concentraciéon molar de PtNCs
(6,75:10 mol de PtNCs L-1). Adicionalmente, el nimero de atomos de Pt por NC
es de interés para calcular el factor de amplificacion en la deteccién de las biomolé-
culas diana al emplear los PtNCs como marcas elementales de anticuerpos especificos

con deteccion por ICP-MS.
D.4.5. Estudios de estabilidad de los PtNCs

v" Dependencia del pH en la fluorescencia v el potencial-Z.

Es conocido que el pH es un parametro que tiene una influencia directa en la
emisién fluorescente y la estabilidad de las nanoestructuras. De este modo, uno de
los primeros estudios llevados a cabo con los PtNCs sintetizados fue evaluar el efecto

del pH en la fluorescencia.

En la Figura 39a se recoge la fluorescencia observada para la suspension co-
loidal de PtNCs a diferentes valores de pH (desde 2 a 12,4), ajustados una vez puri-
ficada la sintesis (todas ellas con una misma concentracién). La sefial de emisién fluo-
rescente (recogida a 620 nm) para la suspension de PtNCs aument6 al disminuir el
pH de 12,4 a 3,5, (mayor emision fluorescente a pH mas acido, entre 3-4,7). Por otra
parte, y de manera complementaria, la Figura 39b muestra los valores obtenidos para
el potencial-Z a los diferentes pH, dando informacién sobre la estabilidad de los
PtNCs en suspension acuosa. Se observa como la suspension coloidal es estable en
todo el rango de pH, exceptuando a pH acidos (pH<3). La estabilidad viene indicada
cuando los valores de mV son mayores de +30 o menores de -30 mV. Estos resulta-
dos pueden deberse al LA (ligando estabilizante de la nanoestructura), el cual presenta
en su extremo un acido carboxilico (pKa~4,5) por lo que la nanoestructura se pre-
senta desprotonada (con carga negativa) en todo el rango de pH basico. Teniendo en
cuenta estos resultados se podria afirmar que, aunque la fluorescencia a un pH bio-
légico (pH~7, neutro) es en torno al 50% de la maxima, los PtNCs son estables en
ese rango de pH, presentando valores de Potencial-Z alrededor de -50 mV. Esto
indica que los PtNCs son adecuados para emplearlos como marcas en aplicaciones

biolégicas (se trabaja con medios en esos rangos de pH).
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Figura 39: Grificas donde se puede observar la influencia del pH en la emision fluorescente y estabilidad de
los PtNCs sintetigados y purificados. a) Influencia del pH en la fluorescencia de los PEINCs, y b) Medidas
del potencial-Z (medida indirecta de la estabilidad de los PINCs) a los diferentes valores de pH. Las barras
de error en la fignra a) representan la desviacion estindar de tres medidas de fluorescencia para tres sintesis de
PtNCs diferentes.

v"  Estabilidad de los PtNCs con el tiempo

Aunque se observé que la fluorescencia maxima de los PtNCs estaba a un pH
acido, de cara a evaluar los PtINCs como marcas para la deteccién en muestras bio-
légicas, la estabilidad de sus propiedades debe ser estudiada a los pH a los que se
encuentran las muestras a analizar (pH~7). En este caso, la estabilidad de los PtNCs
se estudié monitorizando su emisién luminiscente con el paso del tiempo (620 nm)
al ser almacenadas, una vez purificadas, en diferentes condiciones (temperatura am-
biente zersus 9°C) y disolventes (agua, SBB, y PBS). En la Figura 40 se recoge la fluo-
rescencia normalizada obtenida para los PtINCs purificados y llevados a volumen con

agua desionizada, tampén PBS (pH=7,4), y tamp6n SBB (pH=06,9).
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Figura 40: Grifico comparativo de la fluorescencia medida a 620 nm para las suspensiones de PHNCs
purificadas y almacenadas en diferentes condiciones a lo largo de tres meses. TA= temperatura ambiente.

De manera general, los PtNCs presentan elevada estabilidad fluorescente en
un periodo maximo investigado de 3 meses (Figura 40). Por una parte, se observo
que la temperatura no afecta a la fluorescencia de los PtNCs, siendo ligeramente mas
estable su almacenaje en nevera (9°C) que a temperatura ambiente. Respecto al disol-
vente empleado, aunque en el caso del PBS la emisién fluorescente disminuye cerca
del 50% al permanecer almacenados durante 3 meses, su intensidad a corto y medio
plazo (hasta 10 dfas) es comparable a lo observado en tampdén SBB o agua desioni-
zada. A la vista de los resultados experimentales, los PtNCs deben ser purificados en
agua desionizada o SBB para su almacenaje a largo tiempo (Tabla 1). Sin embargo, el
tampén PBS es el medio empleado para llevar a cabo las bioconjugaciones e inmu-
noensayos. Para ello, sélo la alicuota (volumen de PtNCs necesario) que se va a em-
plear para llevar a cabo la bioconjugacion es purificada y reconstituida en PBS durante
un periodo corto de tiempo (no mas de una semana en PBS) para asegurar asi la
estabilidad de su emisién fluorescente. Mencionar que no se muestran datos relevan-
tes de la exposicion de los PtNCs a la luz, puesto que esta influye negativamente en
la estabilidad del LA. Por ello, todas las condiciones de almacenaje fueron evaluadas

empleando viales ambar y evitando la radiacién de luz directa.

Paralelamente, resulta interesante estudiar la estabilidad de la sefial fluores-
cente de los PtNCs al excitarlos durante un tiempo constante. Para ello, se ha reco-
gido la intensidad de emisién luminiscente a 620 nm de los PtNCs al excitarlos a 455

nm durante un tiempo determinado de 2 h (ver Figura 41). Como se muestra en la
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grafica, no se observaron cambios significativos en la emision de fluorescencia por
lo que se puede afirmar que la fluorescencia no se ve afectada con el tiempo de ex-

posicién.
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Figura 41: Grifico de la evolucion de la emision fluorescente de los PHINCs (620 nm) monitorizada
durante 2 b (7200 s) con excitacion constante a 455 nm.

D.4.6. Estudio y eleccion de la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs

Con el objetivo de encontrar una relacion molar adecuada Ab:PtNCs con la
que sintetizar la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs, se estudi6 la funcionalidad del Ab
asi como la amplificacién generada por la marca (PtNCs) empleando diferentes rela-
ciones molares para su sintesis. En la Tabla 5 se recogen las relaciones molares
Ab:PtNCs ensayadas que van desde 1:1, 1:10, 1:15, 1:20, 1:30, hasta 1:50. Una rela-
cién molar adecuada es aquella que no genera pérdida de la funcién de reconoci-
miento del Ab tras el etiquetado, manteniendo una elevada amplificacion de la sefial
por parte de la marca. En el caso de los PtNCs se evalué tanto la amplificacién ge-
nerada para su deteccién por fluorescencia como para su deteccion por ICP-MS (i.e.,
se debe elegir la relacién molar Ab:PtNCs mas alta, siempre que se mantenga la fun-

cionalidad de la inmunosonda).

En primer lugar, se estudié como el etiquetado afecta a la funcionalidad del
Ab tras la bioconjugacién y purificacién de la inmunosonda. Para ello, como se des-

ctribe en la Figura 31: Estudio para optimizar la inmunosonda Anti-h-IgE:PEINCs. Esquema de las etapas del
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inmunoensayo ELISA no competitivo indirecto para evalnar la pérdida de funcionalidad del Ab especifico al ser biocon-
Jugado con diferentes relaciones molares de PINCs. | se llevo a cabo el inmunoensayo ELISA espec-
trofotométrico indirecto empleando los diferentes bioconjugados (diferentes relacio-
nes molares Ab:PtNCs). Para ello se inmovilizé la proteina diana (IgE) en los pocillos
de una placa ELISA y se empled un Ab secundario marcado con HRP para su detec-
cién espectrofotométrica midiendo la absorbancia del producto colorimétrico resul-
tante en un lector de placas a 450 nm (Aabs). La Figura 42a muestra la absorbancia
resultante empleando las diferentes relaciones molares Ab:PtNCs investigadas. En
primer lugar, se observa una disminucioén de la absorbancia para las relaciones mola-
res de 1:1, 1:10, 1:15, y 1:20 Ab:PtNCs frente a la absorbancia del Ab sin etiquetar
(2,06). En todos los casos se muestra una absorbancia similar, con valores en el rango
entre 1,49-1,57. Esta bajada detectada en la absorbancia puede atribuirse a una pér-
dida de la inmunosonda (Ab:PtNCs) durante las etapas de purificacién (p.¢j., adsor-
cién a las paredes del filtro o el Eppendorf). Si se sigue aumnetando la relacién molar
ADb:PtNCs se observa una ligera disminucién de la absorbancia con la relacion 1:30,
viéndose esta drasticamente afectada a relaciones molares mayores (1:50). Esta dis-
minucién si podria atribuirse al bloqueo de los sitios de reconocimiento del Ab por

parte de las nanoestructuras.
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Figura 42: Estudio de la funcionalidad de la inmunosonda con las diferentes relaciones molares ensayadas
Ab:PtNCs (1:0-1:50) mediante la medida de la absorbancia a 450 nm para el producto resultante tras el
revelado colorimétrico del inmunoensayo E1ISA no competitivo indirecto. Las barras de error representan la
desviacion estandar de tres réplicas de medida para cada relaciin molar.

164 Tesis Doctoral



CAPITULO I

Paralelamente, las bioconjugaciones sintetizadas empleando las diferentes relaciones
molares fueron estudiadas en cuanto a la emisién fluorescente, asi como la amplifi-
cacioén conseguida mediante detecciéon por ICP-MS. En la

Figura 43 se recoge una comparacion de los espectros de emision fluorescente
para el bioconjugado con relaciones molares Ab:PtNCs de 1:1, 1:15, y 1:20, asi como
el espectro obtenido para una disolucién de PtNCs en suspension con el mismo fac-
tor de dilucién que la relacién 1:20 (en tampdn PBS). Se observa cémo la mayor
relacién molar ensayada (Ab:PtNCs 1:20), que asegura la funcionalidad del Ab, pre-
senta una buena sefal fluorescente si se compara con las otras relaciones molares de
menor concentracion (1:15 y 1:1). Puede parecer extrafia la bajada en la fluorescencia
experimentada al comparar los PtNCs (libres) y el bioconjugado 1:20. Sin embargo,
este hecho se podria entender teniendo en cuenta los rendimientos de la sintesis, los
cuales se pudieron determinar mediante el andlisis elemental por ICP-MS. De este

modo es posible conocer la relacién molar real de los PtNCs enlazados por Ab.
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Figura 43: Caracterizacion flnorescente de los PHINCs libres y los bioconjugados Ab:PHINCs con res relacio-
nes molares diferentes (1:1, 1:15, y 1:20 Ab:PHINCs). La medida de la fluorescencia se realiza a 620 nm.

El nimero real de PtNCs por Ab se pudo estimar midiendo la concentracién
de Pt por ICP-MS en las disoluciones de Ab etiquetado que contenfan una cantidad
conocida de Ab, es decir tras la sintesis y purificacion de las inmunosondas. De esta

manera, en la Tabla 6se recogen los resultados obtenidos por ICP-MS para la deter-
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minaciéon de Pt en las diferentes suspensiones. Se puede observar cémo los rendi-
mientos de etiquetado disminuyen a medida que aumenta la proporciéon de PtNCs.
Por ejemplo, para la relacién molar tedrica de 1:1 Ab:PtNCs en la disolucién, no se
etiquetd todo el Ab: los resultados experimentales mostraron un 77,6% de rendi-
miento de etiquetado, lo que corresponde a una relacién molar real de 1:0,77
Ab:PtNCs. Sin embargo, para la relacién molar tedrica de 1:20 Ab:PtNCs el rendi-
miento de etiquetado disminuyé hasta el 55,7%, lo que corresponde a una relacién
molar real de 1:11,13 Ab:PtNCs.

Tabla 6: Rendimiento del etiquetado del Ab con los PEINCs durante la sintesis de la inmunosonda mediante
andlisis de los bioconjugados nna vez, purificados por ICP-MS.

Relacion molar Ab:PtNC (sintesis in-

1:1 1:10 1:15 1:20
munosonda)
Rendimiento de la bioconjugacién % 77,60% 62,41% 57,92% 55,67%
Relacion molar “real” Ab:PtNC 1:0,77 1:6,24 1:8,69 1:11,13

Teniendo en cuenta este estudio, 1a relacion molar tedrica 1:20 Ab:PtNCs es
realmente una relacién molar 1:11,13 (i.e., hay un etiquetado que es un 45% menos
de lo esperado). Por tanto, la pérdida de fluorescencia observada en la Figura 43 para
la relacion molar 1:20, esta en concordancia con el rendimiento estimado de la bio-

conjugacién (~40% menos de fluorescencia).

Por otro lado, hay que destacar que se observé una buena relacién lineal (re-
gresion lineal con un coeficiente de regresion de 0,993) al representar las diferentes
relaciones molares reales del bioconjugado (hasta 1:11,13 Ab:PtNCs) frente a la sefial
de fluorescencia medida a 620 nm en los biconjugados en disolucion tras su purifica-

cién (Figura 44a).
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Figura 44: Estudio de la inmunosonda Ab:PtNCs empleando diferentes relaciones molares Ab:PNCs
mediante medidas por fluorescencia ¢ ICP-MS. a) Relacidn lineal observda entre la fluorescencia detectada en
los bioconjugados en disolucion y la relacion molar real Ab:PtINCs, y b) Relacion entre la masa de Pt detectada
por ICP-MS en los pocillos EIISA de los excperimentos recogidos en la Fig. 44a_y la relacion molar real
Ab:PtNCs. Las desviaciones corresponden a la desviacion de n=3 pocillos (réplicas del inmunoensayo).

Ademis, se estudi6 también la concentracién de Pt que contienen los pocillos
de la placa ELISA tras llevar a cabo el inmunoensayo espectrofotométrico (Figura
42). Para ello, tras recuperar el contenido de los pocillos (siguiendo el protocolo de-
tallado en el experimental Figura 33) se determiné su contenido en Pt por ICP-MS.
En la Figura 44b se muestra de manera grafica la relacién lineal obtenida al represen-
tar la masa de Pt detectada (en ng) frente a la relacion molar real Ab:PtNCs para cada
uno de los pocillos, es decir, que la cantidad creciente de Pt encontrada en cada po-
cillo de la placa ELISA para las relaciones molares Ab:PtNCs entre 1:0,77 y 1:11,13
es directamente proporcional a la relacién molar real encontrada al medir el biocon-

jugado por ICP-MS.

De este estudio se puede concluir que la relaciéon molar tedrica Ab:PtNCs 1:20
(1:11,13 relacién molar real) es la relacion que presenta una elevada amplificacién de
la sefial fluorescente y elemental (ICP-MS), manteniendo la funcionalidad de recono-
cimiento del Ab. Por tanto esta ha sido la relacién molar empleada para la sintesis de
la inmunosonda Anti-h-IgH:PtNCs, la cual ha sido empleada para la determinacién

de la biomolécula diana seleccionada, la proteina IgE.
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D.4.7. Determinacién de IgE mediante un inmunoensayo competitivo

en placa basado en la deteccion bimodal de PtNCs

La determinacién de IgE utilizando la inmunosonda que contiene PtNCs
como etiqueta (con una relacién molar real Ab:PtNCs de 1:11,13) se llevé a cabo con
un inmunoensayo competitivo directo. Para ello en primer lugar se evalud su detec-
cién por fluorescencia empleando microscopia confocal y posteriormente su detec-
cién elemental por ICP-MS. Para comparar las dos metodologias de analisis propues-
tas, se evaluaron los limites de deteccién obtenidos y finalmente se seleccioné la que
mostraba unas mejores prestaciones analiticas para cuantificar la IgE en 4 muestras

de suero humano de personas control.

La Figura 45a muestra la curva de inhibicién obtenida por deteccién fluores-
cente siguiendo el protocolo detallado en la seccién Experimental empleando los es-
tandares de proteina IgE (concentraciones desde 0-3 pg'mL-"). En este caso el inmu-
noensayo se ha realizado detectando por microscopia laser confocal la fluorescencia
emitida por los PtNCs de la inmunosonda. La curva de calibracion (Figura 45a) se
ajustd con una ecuacion de cuatro parametros empleando el programa MyAssays Ltd.
de la cual se ha podido extraer los valores de concentracién de IgE inhibitoria (IC),
el limite de deteccién (LOD), y el rango lineal. E1 LOD, correspondiente al IC10, fue
de 0,6 ng'ml-! de IgE, mientras que el rango lineal (IC20-IC80) se extendié desde
1,6 ng'ml! hasta 60 ng'mL"! de IgE. Este valor para el LOD es ligeramente peor
que el LOD publicado para una estrategia de andlisis similar donde se emplean
AuNCs como etiquetas fluorescentes (0,2 ng'mI! de IgE)*. Esta diferencia obset-
vada para el LOD puede atribuirse al instrumento empleado para llevar a cabo la
deteccién de la fluorescencia en el caso de los PtNCs. Como se ha detallado en la
Seccién Experimental General, el microscopio confocal (TCS-SP8X, Leica) emplea

como fuente de excitacién una luz diodo a 405 nm y un laser de luz blanca que se

3 M. Cruz-Alonso, L. Trapiella-Alfonso, ].M. Costa-Fernandez, R. Pereiro, A. Sanz-Medel. Functional-
ized gold nanoclusters as fluorescent labels for immunoassays: application to human serum immuno-
globulin E determination. Biosens. Bioelectron. 77, (2016), 1055-1061.
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ajusta en un rango de longitudes de onda desde 470-670 nm. Al contrario de lo que
ocurre con los AulNCs para los cuales se realiza una excitacién a 405 nm para llevar
a cabo las medidas, la excitacion de las muestras en el caso de los PtNCs se realizo a
470 nm, la cual no es la excitacion maxima de la etiqueta fluorescente (Aex maxima,

455 nm), lo que afecta directamente a la sensibilidad de la deteccion.

Teniendo en cuenta la capacidad que presentan los PtNCs para ser empleados
como marca multimodal, a continuacion, se llevo a cabo la deteccidon de la inmuno-
sonda empleando ICP-MS. En este caso, la curva de inhibicién obtenida (detectando
el Pt presente en cada pocillo de la placa ELISA) mostr6 unos resultados promete-
dores. El grifico de calibracién resultante (Figura 45b, circulos) se ajustd con una
ecuacién de cuatro parametros empleando el programa MyAssays Ltd. El LOD
(IC10) encontrado fue de 0,08 ng-mlL-! de IgE, y el rango lineal 1C20-IC80) desde
0,10 ng'mI" hasta 2,6 ng'mL-! de IgE. A la vista de los resultados experimentales
obtenidos se pude decir que el LOD por ICP-MS es mis bajo que el obtenido por
deteccién fluorescente empleando la misma inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs y ade-
mas es menor también que el LOD de 0,2 ng'mlL-! obtenido empleando AuNCs

como marcas fluorescentes3.
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Figura 45: Curvas de calibracion obtenidas para la determinacion de IgE empleando un inmunoensayo con

Sformato competitivo en el que se utiliza la inmunosonda Anti-h-IgE:PINCs (relacion molar 1:11,13
Ab:PtNCs). (a) Grifico de calibracion por deteccion de fluorescencia con microscopia ldser confocal (A.~470
nmy, 1ango Ao, =610-650 nm). El eje Y de la grafica corresponde a la densidad integrada normalizada de la
sefial de fluorescencia de los PEINCs en cada pocillo empleando el programa Image]. Las incertidumbres repre-
sentan las desviaciones estindar de la media de dos medidas independientes, (b) Grafico de calibracion por
ICP-MS (isétopo medido " Pt). El ¢e Y corresponde a la concentracion de Pt, calenlada mediante una curva
de calibracién externa con patrin interno ("’Ir). Las marcas negras circulares corvesponden a los estandares
de proteina IgE5 en solucion PBS para construir la curva de calibracion, mientras que las marcas con forma
de rombo corresponden a los sueros enriquecidos (con diferentes concentraciones de estandar IgE). Las incerti-
dumbres representan las desviaciones estandar de la media de tres medidas independientes.

En la Figura 46 se muestra la relacién molar observada de Pt detectada en el
ICP-MS en cada pocillo de la placa e IgE (moles) empleada para la calibracion. Es
interesante seflalar que se obtiene una relacion lineal para esta relacién, con una pen-

diente de 1264 unidades, la cual concuerda con la amplificacion de la sefial esperada.
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La inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs contiene una media de 11,13 PtNCs por Ab y
cada NC estid compuesta por 116 dtomos de Pt en promedio, es decir, la amplificaciéon

esperada es de ~1291, valor que concuerda con la pendiente observada.
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Figura 46: Factor de amplificacion de la deteccion de IgE: representacion de los moles de Pt determinados
por ICP-MS por pocillo de la placa EIISA frente a los moles de IgE incubados durante el inmunoensayo
competitivo

A la vista de los buenos resultados obtenidos para la deteccién elemental de la
inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs que ademas son comprables a los publicados para
otros métodos de cuantificaciéon de IgE en suero (Tabla 4), se optd por emplear la
deteccién por ICP-MS para la determinacion de IgE en 4 muestras de sueros huma-
nos (control). En este caso, previamente, se estudié el efecto que la matriz del suero
puede tener en la determinacién de IgE con la metodologia propuesta. Para ello, se
afiadieron concentraciones de 1-104, 1,5:104, 1,5:103, y 2:10-3 pg-mL-" de IgE a un
suero comercial diluido 1:1000. Los resultados obtenidos para el analisis de estas
muestras son mostrados en la curva de inhibicion (Figura 45b) como rombos grises.
Como se puede observar, los puntos correspondientes a las muestras con adiciones
se ajustan perfectamente a la grafica de calibracion. Es decir, las pendientes de ambas
curvas son idénticas, demostrando que no existen efectos de matriz al emplear las
muestras de suero y por lo tanto que es posible cuantificar la IgE en muestras de

suero diluidas mediante una calibracién con patrén de IgE en PBS.

Los resultados obtenidos para las concentraciones de IgE en 4 sueros huma-

nos (3 de personas control y un suero comercial) se recogen en la Tabla 7. Como se
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puede observar, la concentracién de IgE en las muestras de suero varia en un amplio
rango de concentracion, desde 0,052 pg ml-! hasta 0,285 pg mL-!. Para validar los
resultados obtenidos en la determinacién de IgE con la metodologia de analisis pro-
puesta, se analizaron las mismas muestras de suero con un Kit ELISA comercial,
mostrando unos valores para la concentracion de IgE que concuerdan con los obte-
nidos empleando la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs con deteccién por espectrome-
trfa de masas elemental.

Tabla 7: Resultados obtenidos para la cnantificacion de IgE en muestras de suero humano empleando la
metodologia desarrollada basada en el empleo de una inmunosonda Anti-h-IgE:PAINCs con deteccion por
ICP-MS. Ademas, se incluye en la Tabla la concentracion de IgE obtenida con un Kit ELISA comercial.

En ambos casos los valores de la desviacion estandar corresponden a la incertidumbre asociada a la medida de
tres réplicas independientes de la misma muestra.

[IgE] - Anti-h-IgE:PtNCs & [IgE] - Kit ELISA comercial
Muestra
ICP-MS (pg-mL1) (ng-mL-1)
#Suero comercial 0,285 £ 0,030 0,280 £ 0,025
#Suero 1 0,214 £ 0,012 0,226 = 0,020
#Suero 2 0,0914 £ 0,013 0,0893 £ 0,012
#Suero 3 0,0520 % 0,0091 0,0536 £ 0,0099
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D.5. CONLUSIONES

Las principales conclusiones que se extraen de los estudios realizados en el

Capitulo I de la Tesis Doctoral son las siguientes:

v" Se han sintetizado PtNCs fluorescentes y solubles en agua mediante una
estrategia de sintesis bottom-up empleando acido lipoico como ligando y
borohidruro sédico como agente reductor en una relacién molar
PtLA:NaBH,, 1:5:1. Los PtNCs sintetizados presentan un par
fluorescente Aex/Aem =455/620 nm.

v" Se ha realizado una caracterizacion de los PtNCs en términos de
rendimiento, dispersién del tamafio, estabilidad, nimero de atomos de Pt
por NC, y concentracién de Pt, mediante el empleo de técnicas de
fluorescencia, DLS, HR-TEM e ICP-MS. Se ha obtenido informacion
sobre el rendimiento de la sintesis (84 %), su tamafio y distribucién de
tamafios (1,49 = 0,03 nm), concentracién de los PtNCs (4,06x10'
NCs/mL) y nimero de iatomos promedio de Pt por NC (117 atomos).
Esta informacién es crucial para desarrollar métodos de bioconjugacién
con los PtNCs que sean reproducibles.

v' Se han evaluado los PtNCs sintetizados como marcas bimodales
(deteccion fluorescente y por espectrometria de masas elemental) para ser
su bioconjugacién a un Ab tipo IgG. Como prueba de concepto se ha
usado el anticuerpo anti-h-IgE para generar la inmunosonda Anti-h-
IgE:PtNCs especifica del biomarcador de la enfermedad alérgica IgE. Para
ello se ha realizado:

o La optimizacién de la bioconjugacién para lograr una relacién
molar 6ptima anticuerpo:PtNCs que mantenga tanto la
funcionalidad del anticuerpo como las propiedades luminiscentes
de los PtNCs (mediante medidas de fluorescencia y ELISA

indirecto espectrofotométrico). Se ha observado que la relacién
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molar anticuerpo:AuNC que cumple estos requisitos es de 1:20
en la sintesis.

o Tras la caracterizacién de la inmunosonda Anti-h-IgE:PtNCs se
obtuvo que de media contiene ~11,13 PtNCs por Ab (tipo IgG),
correspondiendo a ~1300 atomos de Pt por Ab (factor de
amplificacion).

v" Se ha evaluado el uso de los PtNCs como marcas con deteccién
fluorescente y elemental el emplear las inmunosondas Anti-h-IgE:PtNCs
en el desarrollo de un inmunoensayo competitivo en placa para la
determinacién de IgE. Se ha encontrado que la deteccion elemental por
ICP-MS presenta mejor limite de deteccién del biomarcador frente a la
deteccién fluorescente (0,6 y 0,08 ng'ml1, respectivamente), si bien cabe
destacar que en ambos casos los limites de deteccidén son mejores que los
obtenidos con los kits comerciales ELISA que se emplean actualmente
para la determinacién de IgE (12 ng* mI1).

v La amplificacién de la sefial de la deteccion de la IgE lograda con la
deteccién por ICP-MS (pendiente de la curva de calibracién) coincide en
el factor de amplificacién calculado que es ~1300.

v' Se ha evaluado la aplicacién analitica de la metodologfa propuesta
(inmunoensayo en formato competitivo) para el andlisis de IgE en
muestras de suero humano. Los resultados han demostrado que la
determinacién de IgE es factible con este método sin apenas
pretratamiento de la muestra, mostrando ademas resultados de acuerdo
con los obtenidos mediante un kit ELISA cometcial.

v Alavista de los resultados experimentales obtenidos, se demuestra el alto
potencial que poseen el tipo de NPs sintetizadas (PtNCs) para su uso
como marcadores altamente sensibles en inmunoensayos, especialmente
por deteccién elemental. Ademais, en nuestros experimentos por
detecciéon elemental, se ha monitorizado el isétopo >Pt que tiene una

abundancia isotépica del 33,8%. Por lo tanto, el LOD por ICP-MS deberia
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mejorarse con PtNCs enriquecidos isotépicamente, tal y como se detalla
en la introduccion de este capitulo.

v Ademas, la combinacién de la inmunosonda PtNCs con la deteccién por
ICP-MS abre la puerta al analisis maltiple de proteinas mediante el uso de
NCs enriquecidos isotépicamente. En el caso particular del platino, es
posible obtener hasta 5 inmunosondas diferentes por sus 5 isétopos
estables que presenta: '92Pt, 194Pt, 195Pt, 9Pt y 198Pt, con el mismo
protocolo de sintesis, aumentando asi tanto la capacidad de multiplexing

como la sensibilidad del analisis.
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E.1. INTRODUCCION

En la Introduccién General de la Tesis Doctoral se describe detalladamente la
fisiopatologia de la DMAE, asf como los signos para su diagnéstico clinicos. En los
primeros estadios de la enfermedad (DMAE temprana) aparecen depositos extrace-
lulares (denominados drusas) que estan localizados entre la capa del EPR y la capa
semipermeable denominada membrana de Bruch (MBr). Las drusas, aunque se pue-
den presentar de manera basal en un ojo envejecido, incrementan en nimero y ta-
mafio con la edad, dificultando el transporte de nutrientes y oxigeno a las capas mas
internas de la retina lo que provoca una disfuncién en los fotorreceptores (PR)!. En
la imagen optica de la Figura 47 se puede observar una acumulacién de drusas en
una seccion de tejido humano, asi como drusas individuales a lo largo de la monocapa

de células de EPR (y el complejo EPR-MBr-coroide).

a b

Figura 47: Imdgenes obtenidas por microscopia de transmision para una seccion de tejido ocular procedente
de un donante que padece DMAE donde se pueden visualizar las acumulaciones de drusas en la region del
EPR. a) Drusas individuales (seiialadas con una flecha) y acumulacion grupal de drusas (cnadrado) - zo0m
20x, y b) Zoom 40x del grupo de drusas marcado en la imagen a).

Una DMAE en estado temprano (o inicial) evoluciona a un estado tardio el
cual puede mostrarse en dos fenotipos diferentes: neovascularizacién (DMAE ha-
meda o exudativa) o atrofia geografica (DMAE seca, o no exudativa). Es la DMAE
seca el tipo de DMAE mas comin y mas grave puesto que la pérdida de visién es

irreversible y se relaciona directamente con la disfuncién focal del EPR debido al

1 P. Mitchell, G. Liew, B. Gopinath, T.Y. Wong, Age-related macular degeneration, Lancet 392 (2018)
1147-1159.
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crecimiento incontrolado de las drusas, que finalmente provocan la muerte de los
fotorreceptores y por ende la pérdida de vision2. Por ello entender la formacion de
las drusas y, en particular, su composicion, puede ayudar a comprender no sélo su
crecimiento en la fase tardia de la enfermedad, sino también relacionarlo con la bus-
queda de tratamientos eficaces para disminuir su progresion, los cuales son muy es-

casos a dia de hoy para este fenotipo de DMAE?.

En la Introduccion General se comenta ademas que se han identificado lipi-
dos, proteinas, y minerales entre los componentes mas abundantes de estos dep6sitos
extracelulares*-0. En este sentido resulta interesante estudiar la acumulacién y locali-
zacion de ciertas proteinas en las drusas debido a su posible relacién en procesos
biolégicos concretos que pueden estar implicados en el desarrollo de la enfermedad
(p-¢j., procesos de estrés oxidativo e inflamacién consecuente del complejo celular
EPR-MBr-PR). Teniendo en cuenta estudios previos del grupo de investigacién en
eta tematica junto publicaciones recientes en la bibliografia®’, en el Capitulo II de la
Tesis Doctoral se desarrollé una metodologia analitica para estudiar la localizacién y
determinar el contenido de tres proteinas implicadas en la formacién de las drusas: la
metalotioneina 1/2 (MT1/2), el factor H del complemento (CFH), y la proteina pre-
cursora 3-amiloide (APP). La relacién de las estas proteinas con la DMAE esta reco-

gida en la Introduccién General de la Tesis Doctoral (Seccion A.1.2.1).

2 H. Al-Hussaini, M. Schneiders, P. Lundh, G. Jeffery, Drusen are associated with local and distant
disruptions to human retinal pigment epithelium cells, Exp. Eye Res. 88 (2009) 610-612.

3 H.M. Zajac-Pytrus, A. Pilecka, A. Turno-Krecicka, J. Adamiec-Mroczek, M. Misiuk-Hojto The Dry
Form of Age-Related Macular Degeneration (AMD): The Current Concepts of Pathogenesis and Pro-
spects for Treatment. Adv Clin Exp Med. 6, (2015) 1099-104.

4 C.A. Curclo, J. B. Presley, G. Malek, N.E. Medeiros, D.V. Avery, H.S. Kruth, Esterified and unesteri-
fied cholesterol in drusen and basal deposits of eyes with age-related maculopathy, Exp. Eye Res. 81
(2005) 731-741.

5J.M. Flinn, P. Kakalec, R. Tappero, B. Jones, I. Lengyel, Correlations in distribution and concentration
of calcium, copper and iron with zinc in isolated extracellular deposits associated with age-related mac-
ular degeneration, Metallomics 6 (2014) 1223—1228.

6 J.W. Crabb, The proteomics of drusen, Cold Spring Harb. Perspect. Med. 4 (2014) 2017194

7R.B. Thompson, V. Reffatto, ].G. Bundy, E. Kortvely, ].M. Flinn, A. Lanzirotti, I. Lengyel, Identifica-
tion of hydroxyapatite spherules provides new insight into subretinal pigment epithelial deposit for-
mation in the aging eye, Proc. Natl. Acad. Sci. 112 (2015) 1565-1570.
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Tradicionalmente, los métodos mas utilizados para la localizacién de proteinas
en tejidos son los métodos IHC basados en la reaccion antigeno-anticuerpo. Estos
pueden presentar una deteccién colorimétrica (deposicion de un producto coloreado
tras una reacciéon enzimatica), o deteccién mediante IF empleando anticuerpos eti-
quetados con un fluoréforo (Seccion A.2.2.4). Tipicamente, la deteccion fluores-
cente presenta una mayor sensibilidad en comparacién con los ensayos colorimétri-
cos y son los mas empleados en laboratorios clinicos. Sin embargo, tal y como se
discute en la Introduccién General, estos métodos presentan varias limitaciones en
su uso, como son la dificultad para realizar ensayos de deteccion multiple debido al
solapamiento de las bandas espectrales de los fluoréforos, problemas para medir si-
multineamente biomoléculas que difieren en su abundancia, asi como problemas
asociados a la fotosensibilidad y pérdida de fluorescencia de las marcas. Ademas, los
procedimientos de IF estan limitados también por la autofluorescencia de la propia
muestra, especialmente en regiones de células pigmentadas, como ocutrre con las cé-
lulas del EPR u otras zonas del tejido ocular (p.ej., regién pars plicata de los cuerpos
ciliares). Por tanto, las medidas por IF no permiten en algunos casos especificos iden-

tificar las moléculas diana o llevar cabo un analisis cuantitativo absoluto.

Estos problemas asociados a las medidas por IF pueden superarse en gran
medida con el analisis empleando la técnica de ablacién laser (LA) acoplada a ICP-
MS. Esta técnica de izaging (Seccion A.4.2.1) junto con la estrategia de marcaje es-
pecifico de inmunosondas metalicas (anticuerpos etiquetados con marcas elementa-
les) constituye una alternativa muy prometedora a la IHC e IF convencional®?. Esta
estrategia basada en la reaccién antigeno-anticuerpo, empleando como Ab especifico

una inmunosonda metalica permite la determinacién especifica de biomoléculas con

8 D.P. Bishop, N. Cole, T. Zhang, P.A. Doble, D.J. Hare, A guide to integrating immunohistochemistry
and chemical imaging, Chem. Soc. Rev. 47 (2018) 3770-3787.

9 M. Cruz-Alonso, A. Lores-Padin, E. Valencia, H. Gonzalez-Iglesias, B. Fernandez, R. Pereiro, Quan-
titative mapping of specific proteins in biological tissues by laser ablation-ICP-MS using exogenous
labels: aspects to be considered, Anal. Bioanal. Chem. 411 (2019) 549-558.
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una alta sensibilidad y posibilidad de analisis multiparamétrico!®. Ademds, permite
detectar la distribucién de proteinas especificas dentro de los tejidos biologicos con
una resoluciéon micrométrica y en regiones que, debido a la autoflorescencia del te-

jido, no podrian ser analizadas por IF convencional.

En cuanto a las etiquetas metalicas mas usadas en este campo, tal y como se
recoge en la Introduccién General, cabe detacar el empleo de complejos que enlazan
metales, como los complejos quelantes de Ln (p.ej.,, DOTA y DTPA), y polimeros
que contienen varios complejos quelantes de Ln para aumentar la sensibilidad de la
deteccion (p.ej., MAXPAR ®), los cuales permiten la deteccién maltiparamétrica de
biomarcadores en diferentes tejidos biolégicos!!12. Por otro lado, cabe destacar tam-
bién el empleo de MNPs cuasi-esféricas de 5 a 50 nm de diametro'3, que permiten
una elevada amplificacién de la sefial, aunque se han descrito importantes adsorcio-
nes no especificas de las NPs en las muestras, ademds de que su elevado tamafio
puede dificultar la deteccién del antigeno debido a impedimentos estéricos. En este
sentido, los MNCs se presentan como marcas ideales para llevar a cabo el imaging en
tejidos, puesto que permiten una elevada amplificacién de la sefial sin comprometer
la funcionalidad del Ab (hay cientos de atomos de un mismo metal en un tamafio

nanométrico).

Por lo tanto, en este Capitulo II se plantea la obtencién de imagenes 2D de la

distribucién de tres proteinas (MT1/2, CFH y APP) de manera simultinea en la

10T.C. de Bang, S. Husted, Lanthanide elements as labels for multiplexed and targeted analysis of pro-
teins, DNA and RNA using inductively-coupled plasma mass spectrometry, Trends Anal. Chem. 72
(2015) 45-52.

11 C. Giesen, T. Mairinger, L. Khoury, L. Waentig, N. Jakubowski, U. Panne, Multiplexed immunohisto-
chemical detection of tumor markers in breast cancer tissue using laser ablation inductively coupled
plasma mass spectrometry, Anal. Chem. 83 (2011) 8177-8183.

12 B. Neumann, S. Hosl, K. Schwab, F. Theuring, N. Jakubowski, Multiplex LA-ICP-MS bio-imaging
of brain tissue of a parkinsonian mouse model stained with metal coded affinity-tagged antibodies and
coated with indium-spiked commercial inks as internal standards, J. Neurosci. Methods 334 (2020)
108591.

13 M. Tvrdonova, M. Vlcnovska, L.P. Vanickova, V. Kanicky, V. Adam, L. Ascher, N. Jakubowski, M.
Vaculovicova, T. Vaculovic, Gold nanoparticles as labels for immunochemical analysis using laser abla-
tion inductively coupled plasma massspectrometry, Anal. Bioanal. Chem. 411 (2019) 559-564.
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misma region de tejido ocular empleando LA-ICP-MS y haciendo uso de las inmu-
nosondas especificas etiquetadas con tres MNCs diferentes. En concreto, se emplean
los PtNCs optimizados y evaluados como marcas metalicas en el Capitulo I de la
Tesis Doctoral, asi como AuNCs y AgNCs que ya han sido evaluados con éxito para
el imaging de proteinas en secciones de tejidos'*!5. La metodologia de analisis pro-
puesta se aplica a la localizacién simultanea de MT1/2, CFH, y APP en diferentes
regiones de secciones de tejido ocular de donantes control y donantes con DMAE

(en drusas localizadas en el EPR).

14 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, A. Navarro, S. Junceda, A. Astudillo, R. Pereiro, Laser ablation ICP-
MS for simultaneous quantitative imaging of iron and ferroportin in hippocampus of human brain tis-
sues with Alzheimet’s disease, Talanta 197 (2019) 413—421.

15 B, Valencia, M. Cruz-Alonso, L. Alvarez, H. Gonzalez-Iglesias, B. Fernandez, R. Pereiro, Fluorescent
silver nanoclusters as antibody label in a competitive immunoassay for the complement factor H, Mi-
crochim. Acta 186 (2019) 429.
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E.2. OBJETIVOS

El objetivo general de este capitulo es el desarrollo de una metodologia para
el imaging muiltiple de tres proteinas relacionadas con la DMAE, la MT1/2, la CFH y
la APP, en secciones de tejidos oculares (FPEE) empleando una estrategia de inmu-
nohistoquimica multiple usando anticuerpos primarios etiquetados con tres MNCs
diferentes: AuNCs, AgNCS y PtNCs para su medida por LA-ICP-MS. Este objetivo

general se realizard a través de las siguientes etapas experimentales:

V" Estudio de los PtNCs como matcas para su empleo en bioimaging de proteinas
de tejidos. Bioconjugacion de los PtNCs sintetizados en el Capitulo 1, a los
anticuerpos especificos de las tres proteinas: Anti-human MTs-1/2, Anti-h-
CFH y Anti-h-APP.

o Evaluacién de posibles interacciones inespecificas con los tejidos
biolégicos durante los procedimientos de IHC mediante el uso de
bloqueantes de los acidos carboxilicos de los ligandos del
recubrimiento del NCs.

V' Sintesis de tres inmunosondas y su caracterizacién para conocer los factores
de amplificacién: anti-h.MT-1/2:AuNCs, anti-h-CFH:Ag y anti-h-APP:Pt

v Optimizacién del método de LA-ICP-MS para obtener imagings multiples
con adecuada resolucion lateral.

o Estudio de los métodos de adquisicién del SF-ICP-MS

o Evaluacién de las condiciones de ablacion (temperatura y velocidad
de barrido).

v Obtencién de biomiagings multiples semicuantitativos de las proteinas en
estudio en regiones oculares de donantes control y con DMAE empleando

una estrategia de IHC multiple con las tres inmunosondas.
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E.3. EXPERIMENTAL
E.3.1. Materiales y reactivos
E.3.1.1. Sintesis y caracterizacion de las inmunosondas metalicas

Los reactivos y materiales empleados para la sintesis, putificacion, y biocon-
jugacion de los MNCs solubles en agua estan recogidos en la Seccién Experimental
General (Seccion C.2.2.1). Los anticuerpos primarios utilizados para la sintesis de

las tres inmunosondas fueron:

e Ab monoclonal de ratén Anti-MT1/2 humano (Anti-h-MT1/2) (Abcam)
e Ab policlonal de conejo Anti-CFH humano (Anti-h-CFH) (Abcam)
e Ab policlonal de conejo Anti-APP humana dominio KPI (Anti-h-APP)
(Merck Millipore).
Adicionalmente, se empleé clorhidrato de hidroxilamina (= 99% de polvo;
Sigma-Aldrich) para bloquear los acidos carboxilicos de los ligandos de los MNCs
tras la bioconjuagcién con el objetivo de disminuir las reacciones no especificas de

los MNCs con las secciones de tejido ocular.

Inmunoensayo ELISA directo no competitivo. Los reactivos utilizados
para para cuantificar el Ab disponible en las inmunosondas son: el estindar de pro-
tefna IgG de conejo (Universidad de Oviedo), Ab secundario anti-IgG con HRP con-
tra proteinas de conejo (Sigma-Aldrich), sustrato TMB-H>O» (Sigma-Aldrich), y
acido sulfurico (95-97%, Merck Millipore). Paralelamente, para determinar el conte-
nido metalico de las inmunosondas (Pt, Au, y Ag) se utilizé acido clorhidrico (34-
37%, analisis de trazas; VWR chemicals) y 4cido nitrico (67-69%, analisis de trazas;

VWR chemicals) para la digestién de los MNCs antes de su analisis por ICP-MS.

Calibrados para Au, Pt, y Ag empleando LA-ICP-MS. Para determinar
la concentracién metdlica de las inmunosondas (concentracion de Au, Pt, y Ag) se
prepararon estandares de laboratorio matrix-matched (i.e., con una matriz similar ca la

muestra). Para ello se utilizé polvo de gelatina (VWR chemicals) y disoluciones de
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sales inorganicas de los precursores metalicos de la sintesis de los MNCs (Au, Pt, y
Ag).

Muestras — Secciones de tejidos oculares. Las muestras empleadas en
este Capitulo 1I son cortes de secciones oculares FFPE, que fueron obtenidos y pre-
parados tal y como se describe en la Seccion 3 (Experimental General). Las secciones
de tejido ocular de 5 y 10 pm de grosor (para los analisis por IF y LA-ICP-MS, res-
pectivamente) de los bloques FFPE se colocaron en portaobjetos de microscopio
recubiertos en su supetficie de poli-L-lisina (Electron Microscopy Sciences). Las sec-
ciones se desparafinaron con xileno (Sigma-Aldrich) y se deshidrataron empleando

etanol absoluto (VWR Chemicals).

Etapas de IHC con deteccion fluorescente. Los reactivos empleados
para las ensayor de IHC con deteccién fluorescente incluyen: cloruro de amonio
(Panreac) para minimizar la autofluorescencia de los tejidos (s6lo en el procedimiento
de validacién por IF), triton X-100 (Sigma-Aldrich) para permeabilizar las secciones
de tejido, albimina de suero bovino (BSA) (polvo al 99%, Merck) y suero de cabra
(Sigma-Aldrich) para bloquear las interacciones no especificas, y dihidrocloruro de
4'6-diamidino-2- fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific) para tediir los nicleos
celulares. Las etapas de lavado se llevaron a cabo con una solucién salina tamponada
con fosfato (10 mM PBS — 0,9% NaCl, pH 7,4) (Sigma-Aldrich) y un tensoactivo
Tween 20 (Sigma-Aldrich). Ademas, se empleé un medio de montaje (Agilent Tech-
nologies) para proteger el tejido y mantener la sefial de fluorescencia durante la vi-
sualizacién por microscopia. Como Ab secundario para los inmunoensayos indirec-
tos en los procedimientos de validacién se utilizé Alexa Fluor Plus (A32740) consis-
tente en Alexa® 594:I¢gG anti-conejo de cabra o Alexa Fluor Plus (A32742) consis-

tente en Alexa® 594:IgG anti-ratén de cabra, ambos de Thermo Fisher.
E.3.2. Instrumentacion

En el Capitulo II de la Tesis Doctoral, los analisis por LA-ICP-MS se llevaron
a cabo con el sistema LSX-213 (@213 nm) acoplado al ICP-MS de doble enfoque

Element 2 (Thermo Fisher Scientific) trabajando en modo de baja resolucién de
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masa. Como se describe en la Instrumentacion General, la cimara de ablacion del
sistema laser fue una camara refrigerada para mantener la temperatura de la muestra-
constante a -20°C'¢. Los parametros experimentales aplicados para el analisis LA-
ICP-MS se recogen en la Tabla 8, tanto para los estudios en los que se obtiene izaging
individual de una unica proteina, como para el imaging multiple (3 proteinas en la

misma seccion de tejido).

En cuanto a las medidas por fluorescencia y microscopia 6ptica, se utilizaron
un microscopio Leica (DM6000, camara digital DFC 310 Fx Leica) para obtener ima-
genes de las secciones de tejido tras los inmunoensayos. El microscopio estd equi-
pado con objetivos de 10X, 20X, y 40X y se utiliz6 un filtro RGB (rojo, verde, azul)
para excitar la tincién DAPI (Aex=358 nm y Aem=4061 nm, emision azul) y el fluoréforo
Alexa® (Aex=594 nm y Aem=0620 nm, emisién roja). También se obtuvieron imdgenes
de fase de contraste de los tejidos. Para ajustar la exposicién y la ganancia del micros-
copio para la adquisicién de las imagenes, se analiz6 primero un control negativo del
inmunoensayo (sin adicién de Ab primario). Las imagenes de fluorescencia se proce-
saron con el software Image] (National Institute of Health). Ademas, la deteccién de
los ELISA se llevé a cabo con un lector de placas de absorbancia (ELX800; Bio-
Tek).

16 ], Konz, B. Fernandez, M.L. Fernandez, R. Pereiro, A. Sanz-Medel, Design and evaluation of a new
Peltier-cooled laser ablation cell with on-sample temperature control, Anal. Chim. Acta 809 (2014) 88—
96.
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Tabla 8: Condiciones de gperacion para los sistemas de ablacion liser e ICP-MS para el andlisis de proteinas
en secciones de tejido ocular por LA-ICP-MS utilizando inmunosondas con MNCs (AuNCs, PtNCs, y
AgNCs).

ICP-MS Element IT (Thermo Fischer Scientifique)

Parametros Imaging individual Imaging muiltiple
RF potencia 1350 W
Flujo de gas - plasma 16 L-min"!
Flujo de gas - auxiliar 1,15 L-min'!
Flujo de gas de nebulizacién 0,7 L-min-!
Isétopos monitorizados 107Ag 0 195Pt 0 17Au ‘ 107Ag & 195Pt & 197Au
Diwell time 0,01s
Ventana de masas 75
Tiempo de adquisicién 0,23 s ‘ 1,74 s
N° de medidas por pico 30

Resolucion

Baja resoluciéon

Sistema LA LSX-213 (Teledyne Cetac Technologies)

Didmetro del spot

10 um

Energfa del laser

1,68 m] => retina and RPE

2,4 m] 2 cuerpos ciliares

Velocidad de barrido

5um-s!

Frecuencia de repeticion

20 Hz

Modo de ablacién

Multi line scan

Gas de transporte (He)

1,0 L-min-!

-20°C

Temperatura de la muestra

Analisis de microarrays de proteinas. Los andlisis de microarrays de las
proteinas humanas APP, CFH, y MT1/2 en ojos de donantes post-mortem se tealizd
utilizando la plataforma de array Illumina BeadChip (HumanHT-12 v4.0 Expression
BeadChip Kit). El marcaje de ARNc y la hibridacién al chip y el analisis de los datos
del array se realizaron en la Plataforma de Analisis Genémico (CIC bioGUNE, De-

rio).
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Fluoroinmunoensayo. Las imagenes del fluoroinmunoensayo llevado a cabo
para el estudio de penetracion del Ab en el tejido (empleando la inmunosonda Anti-
h-MT-1/2:AuNCs) se obtuvieron con el microscopio laser confocal (DM IRE2;
Leica) empleando objetivos de inmersion en aceite de 40X y utilizando un fotomul-
tiplicador y un detector hibrido. Se emple6 una linea de excitacion laser de 405 nm

(para las mediciones del bioconjugado y el DAPI).
E.3.3. Procedimientos experimentales
E.3.3.1. Sintesis de los MNCs (PtNCs, AuNCs, y AgNCs)

Los protocolos llevados a cabo para la sintesis de los tres MNCs tiolados so-
lubles en agua siguen siempre una estrategia bottom-up por reduccién quimica del me-
tal mediante el empleo de borohidruro de sodio (ver seccién Experimental donde
estan recogidos los tres protocolos). Para la sintesis de los PtNCs el protocolo se-
guido es el descrito con detalle en el Capitulo I de la presente Tesis Doctoral, los
AuNCs fueron sintetizados siguiendo el protocolo descrito por Cruz-Alonso et al.'4,
y los AgNCs siguiendo el protocolo descrito por Valencia et al.'>. Los MNCs fueron
purificados por ultracentrifugacién utilizando unidades de filtro Amicon de 3 kDa de
tamafio de poro y posteriormente fueron llevados a volumen inicial con disoluciones
tampon adecuados para realizar la bioconjugacion a los anticuerpos especificos: tam-
pon PBS para PtNCs y AuNCs, y TRIS-EDTA para AgNCs. Las caracterizaciones
de cada MNCs fueron llevadas a cabo mediante medidas de fluorescencia, HR-TEM
e ICP-MS (ver Experimental General).

E.3.3.2. Sintesis y bloqueo de las inmunosondas metalicas

El marcaje de los anticuerpos primarios especificos (Anti-h-MT1/2, Anti-h-
CFH, y Anti-h-APP) para las proteinas de interés en los tejidos oculares se realizéd
primero con los PtNCs como etiqueta elemental evaluar en primer lugar la distribu-
ci6én individual de cada una de las proteinas en tres secciones de tejido ocular conse-

cutivas del mismo donante. La bioconjugacién de los PtNCs a cada uno de los anti-
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cuerpos primarios (todos ellos tipo IgG, 150 kDa) se llev6 a cabo siguiendo la qui-
mica de la carbodiimida y empleando la relacién molar Ab:PtNCs optimizada en el
Capitulo I de la Tesis Doctoral (relacién molar tedrica 1:20 Ab:PtNCs en la disolu-
cién de sintesis). Para ello, se mezclaron 198 pL de la disolucién de PtNCs (en tam-
pon PBS) con 100 pLL de cada Ab primario (100 pg-mL-1). A continuacion, se inici6
la agitacién mecanica en el vortex y se afladieron los reactivos para llevar a cabo el
enlace amida entre el acido carboxilico del ligando tiolado (LA) y la amina primaria
del Ab (proporcién molar 1:1500:1500 Ab:EDC:NHS). Tras 2 h de agitacién en vor-
tex a temperatura ambiente, se procedié a la purificacién por ultrafiltracién (Amicon

de 100 kDa de tamafio de poro), eliminando asi el exceso de PtNCs no conjugados.

Ademas, para evitar interacciones inespecificas entre los PtNCs y los tejidos
biolégicos, fue necesario una dltima etapa de bloqueo de los grupos carboxilicos li-
bres (que recubren la nanoestructura). Para ello, se afladié una amina primaria (hi-
droxilamina) a las soluciones de las inmunosondas marcadas purificadas con una pro-
porcién molar de 1:50 PtNCs:hidroxilamina. Tras 2 h de agitacién, las disoluciones
que contienen las inmunosondas metalicas bloqueadas, se vuelven a purificar por
ultrafiltracién (utilizando Amicon de 100 kDa de tamafio de poro). Las inmunoson-
das purificadas (Anti-h-MT1/2:PtNCs, Anti-h-CFH:PtNCs, y anti-h-APP:PtNCs) se
almacenaron por separado en tampén PBS a 4 °C (concentracién 20 pg-mlL-, refe-

rida al Ab).

Para el analisis multiple (izzaging multiple) de MT1/2, CFH, y APP en la misma
seccion de tejido, cada Ab se marcéd con un tipo diferente de MNCs (AuNCs como
etiqueta de Anti-h-MT1/2, AgNCs como etiqueta de Anti-h-CFH, y PtNCs como
etiqueta de Anti-h-APP), siguiendo un protocolo similar al descrito previamente para
los PtNCs (se emplearon relaciones molares de Ab:MNCs de 1:3 para AuNCs, 1:3
para AgNCs, y 1:20 para PtNCs). En cuanto al paso de bloqueo con hidroxilamina,
se utilizé una relaciéon molar de 1:50 Ab:MNCs para los AuNCs y PtNCs, mientras
que para los AgNCs se utiliz6 una relacién molar de 1:20. Por dltimo, las suspensio-

nes de las inmunosondas marcadas con MNCs purificadas se afiadieron en el mismo
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tubo Eppendotf y se almacenaron a 4 °C hasta su uso posterior (concentracién del

Ab, 20 pg ml1).
E.3.3.3. Caracterizacion de las inmunosondas

Para obtener el imaging de las proteinas por LA-ICP-MS con MNCs como eti-
quetas, las inmunosondas marcadas deben ser caracterizadas para conocer sus facto-
res de amplificacion. Para ello, se debe calcular tanto la concentraciéon de Ab dispo-
nible para el reconocimiento como la concentracion de metal en cada una de las in-
munosondas. Asi, para los tres MNCs empleados se realizé un procedimiento similar
al descrito por Cruz-Alonso et al.'” para los AuNCs. Para la caracterizacién de las
inmunosondas, fueron necesarios dos tipos de experimentos. Por un lado, se utilizé
un ELISA directo con un estindar de proteina IgG de conejo (producido con una
concentracién conocida en la unidad de "Preparados de Biotecnologia" de los SCT's
de la Universidad de Oviedo) para determinar la concentracién disponible de Ab en
las inmunosondas. Por otro lado, las inmunosondas marcadas fueron digeridas con
agua regia (PtNCs y AuNCs) o acido nitrico (AgNCs) durante 20 min en un bafio de
ultrasonidos y posteriormente diluidas en 4acido nitrico al 2% para determinar la con-
centracién de metal por inmunosonda mediante andlisis por ICP-MS (nebulizacién

convencional).

E.3.3.4. Protocolos para los inmunoensayos en tejidos empleando las

inmunosondas marcadas con MNCs y fluoréforos

Los tejidos (10 um o 5 um de espesor para andlisis por MS o fluorescencia,
respectivamente) previamente depositados en los portaobjetos de microscopio se de-
ben desparafinar para proceder a la etapa de IHC. El protocolo de desparafinacion e

rehidratacion de los cortes se recoge en la Seccion C.4.6. Tras lavar los cortes tres

17 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, M. Garcia, H. Gonzalez-Iglesias, R. Pereiro, Quantitative imaging of
specific proteins in the human retina by laser ablation ICPMS using bioconjugated metal nanoclusters
as labels, Anal. Chem. 90 (2018) 12145-12151.
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veces (3x10 min) con PBS 1x, estos estarfan listos para llevar a cabo las etapas del

inmunoensayo para la deteccion de las proteinas diana.

Protocolo de IHC con deteccion por ICP-MS. En la Figura 48 se muestran
las etapas que se llevan a cabo en el inmunoensayo para la deteccién por LA-ICP-
MS, tanto para la determinacién de una unica proteina como para el caso tres protei-
nas (parte superior e inferior de la imagen, respectivamente). De manera resumida
son necesatioas las siguientes etapas: (1) se permeabiliza el tejido afiadiendo una di-
solucién de Tritén X-100 al 0,1% en PBS 1x (5 min), y se lava con PBS, (2) se incuba
durante 30 min a temperatura ambiente el agente bloqueante (disolucién de BSA al
0,1% v suero de cabra al 10% en PBS 1x), y 3) la dltima etapa de incubacién de la
inmunosonda es diferente dependiendo del inmunoensayo: (3a) para el imaging indi-
vidual (Figura 48a) se emplean los PtINCs como marca para generar tres inmunoson-
das especificas para la identificar de MT1/2, CFH, y APP de manera consecutiva e
independiente en tres secciones de tejido ocular. De este modo, las tres inmunoson-
das (Anti-h-MT1/2:PtNCs, Anti-h-CFH:PtNCs, y Anti-h-APP:PtNCs) se afiadieron
a secciones de tejidos independientes y se incubaron 4°C en una camara humidificada
toda la noche, (3b) para el imaging multiple (Figura 48b) se afiadi6 a la seccién de
tejido una mezcla de las inmunosondas marcadas (Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-
CFH:AgNCs, y Anti-h-APP:PtNCs) y se incubaron a 4°C en una cdmara humidifi-
cada toda la noche, y (4) para favorecer la eliminacién de las inmunosondas afiadidas
en exceso o posibles interacciones inespecificas con el tejido, se realizaron varias fases
de lavado con PBS tras la incubacién nocturna. Finalmente, las secciones de tejido
marcadas se almacenaron a -20°C hasta el analisis por LA-ICP-MS. Las imdgenes 2D
para visualizar la distribucién de las proteinas se construyeron siguiendo las sefiales
de intensidad para el isétopo 19°Pt* en el caso del imaging individuales y con los is6-

topos 17Aut, 195Pt*, y 107Ag* para el imaging multiple.
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Figura 48: Esquema del protocolo ICH empleado con las inmunosondas metdlicas para deteccion de las
proteinas de interés por LA-ICP-MS (se monitorizan las seiales °Pr*, "7 Au* y ' Ag"). a) Imaging
individual empleando los PEINCs bioconjugados a cada uno de los anticnerpos primarios, y b) Imaging miltiple
empleando AuNCs, AgNCs, y PINCs para crear tres inmunosondas independientes para cada proteina
(Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CEFH:AgNCs, y Anti-h-APP:PINCs).

Protocolo de IHC con deteccion fluorescente empleando un fluoroforo.
En la Figura 49a se muestra el protocolo seguido para realizar el imaging de una
proteina por deteccién fluorescente empleando como marca un fluoréforo Alexa.
Para validar la distribucién de las proteinas estudiada en las secciones de tejido ocular
mediante la metodologia de analisis propuesta por LA-ICP-MS utilizando los MNCs
como etiqueta, se realizé un protocolo de IF convencional con Alexa® 594. Tras las
etapas de permeabilizacién y bloqueo se afiadieron de manera independiente (i.c., en
tres secciones de tejido consecutivas: tejidos oculares FFPE de 5 pm de grosor de un
mismo donante) 20 pg'mL-"! del Ab primario (Anti-h-CFH, Anti-h-APP o Anti-h-
MT1/2 sin bioconjugar) y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Tras la primera
incubacién (y los pasos posteriores de lavado con PBS), se afiadi6 el correspondiente
Alexa® 594 (diluido 1:500 en un tampdn PBS que contenia 0,1% de BSA + 10% de
suero de cabra) y se incubé a temperatura ambiente y en oscuridad durante 1 h. Tras
los pasos de lavado con PBS; se afiadio al tejido una solucién de DAPI para teflir el

nucleo celular (10 min a temperatura ambiente en oscuridad). Por dltimo, se lavo el

Ana Lores Padin 193



CAPITULO IT

tejido con PBS, se afiadi6 el medio de montaje de fluorescencia, y se colocé final-
mente el cubreobjetos. El tejido se seco durante 1 h y se almacené a -20°C hasta su

analisis por fluorescencia.

Protocolo de IHC con deteccion fluorescente empleando MNCs como
marca. Teniendo en cuenta las propiedades luminiscentes de los MNCs, también se
puede llevar a cabo una deteccion fluorescente sin emplear fluoréforos convencio-
nales. De este modo también se realizaron estudios donde se empled detecciéon por
fluorescencia siguiendo la emisién de la marca (se emplearon AuNCs). En concreto,
para llevar a cabo el estudio de la penetracién de las inmunosondas en las secciones
de tejido de 10 um se realiz6 un protocolo similar al detallado con anterioridad (Fi-
gura 49b). En este caso, se produce una deteccién directa de la fluorescencia donde
el Ab primario (Anti-h-MT1/2) es etiquetado con los AuNCs (i.e., el Ab secundario
marcado con el fluoréforo Alexa® 594 no es necesario). Los demas pasos son los
mismos que se describen en la Figura 49a para el protocolo de IHC con deteccién

fluorescente empleando un fluoréforo. La deteccidn se lleva a cabo mediante micros-

copia laser confocal (Aex = 405 nm).
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Figura 49: Esquema del protocolo de IHC seguido con los tejidos oculares para la deteccion fluorescente de
las proteinas. a) Empleando un fluordforo Alexa® 594, y b) Empleando la inmunosonda Anti-b-
MT1/2:AuNCs donde se realiza la deteccion directa de la flnorescencia de los AuNCs. TA = temperatura

ambiente.

E.3.3.5. Imaging de proteinas en secciones de tejido ocular mediante LA-ICP-

MS

Para llevar a cabo los andlisis de los tejidos empleando LA-ICP-MS, tanto el
sistema laser como el ICP-MS deben ser optimizados diariamente. La puesta a punto
del ICP-MS se realizé utilizando una solucién multiclemental de 1 ng*g! para conse-
guir una intensidad maxima de la sefial y una baja formacién de 6xidos (ThO*/Th*).
Por otra parte, para la optimizacioén del sistema LA-ICP-MS se realizé el analisis de

vidrio SRM NIST 612, asegurando la maxima intensidad de sefial, una buena estabi-
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lidad (desviacion estindar relativa < 4%), una relacion 238U+ /232Th* ~1, y una rela-
cién ThO*/Th* inferior al 2%. A continuacién, se optimizaron las condiciones de
medida con los tejidos oculares, garantizando una ablacién completa del espesor total
del tejido (escaneo multiple linea por linea), asi como una buena resolucion lateral y

sensibilidad. En la Tabla 8 se recogen las condiciones de analisis empleadas.

Por otra parte, para determinar la distribucién cuantitativa de los metales de
los MNCs empleados como marcas (Pt, Au, y Ag) en las secciones de tejido por LA-
ICP-MS se realiz6 una estrategia de calibracion basada en el empleo de patrones de
calibracion matrix-matehed. En este caso se utilizaron estandares de gelatina elaboradas
en el laboratorio y suplementadas con los metales de interés (0-25 pug gt de Pt, Au, y
Ag), los cuales fueron analizados por LA-ICP-MS a las mismas condiciones optimi-
zadas para las muestras. Las gelatinas suplementadas con los metales (0-25 pg-g! de
Pt, Au, y Ag) se midieron diariamente, antes y después de los tejidos oculares para
compensar los posibles efectos de deriva del instrumento LA-ICP-MS, asi como para

realizar las curvas de calibrado y poder determinar la concentracion de las marcas.

Las imédgene 2D con la distribucion de las proteinas (MT1/2, CFH, y APP) a
lo largo de las estructuras oculares analizadas con LA-ICP-MS se construyeron em-
pleando el software Image]-Fiji. Para el tratamiento de los datos, se eliminé la con-
tribucién del blanco de gas (30 primeros segundos de adquisicién) para trabajar con
intensidades netas para cada is6topo (cuentas por segundo, cps). Finalmente, las in-
tensidades de cada metal pudieron ser transformadas en concentracién de proteina
conociendo las estequiometrias de las inmunosondas (i.e., nimero de atomos de me-
tal por Ab especifico). El protocolo llevado a cabo para la caracterizacién de las in-

munosondas se recoge en la Seccién Experimental General (C.4.5).
U Preparacion de los patrones de gelatina para los analisis por LA-ICP-MS

En la Figura 50 se detalla el protocolo experimental llevado a cabo para la
produccién de las gelatinas empleadas como patrones de calibracion matrix-matched (0
pg gl a 25 puggl) para determinar la concentracién de Pt, Au, y Ag en las secciones

de tejidos. Para ello, se pesaron 0,15 g de gelatina (15% p/p de gelatina) en un tubo
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Eppendorf y se anadieron diferentes volimenes de una disolucién acuosa previa-
mente preparada de las sales precursoras (NaAuCly, HoPtCls, y AgNO3) para obtener
la concentracién de metal final deseada (etapas 1, 2, y 3 de la Figura 50). A conti-
nuacién, se mezcld lenta y cuidadosamente con una punta de plastico (Etapa 4) y se
llevé a un termomezclador a 60°C durante 20 min para completar su homogenizacién
(Etapa 5). Finalmente, para generar esferas de gelatina homogéneas, se cogieron 500
uL de cada disolucion y se depositaron lentamente en la superficie de la herramienta
Peltier dentro del criostato (Mictom HMSSO, Thermo Fisher Scientific) a -20°C
donde se construyeron las pequefias esteras (Etapa 6). A continuacion, las esferas
criogénicas se cortaron con la cuchilla del criotomo y las secciones (10 pm de grosor
al igual que los tejidos oculares) se colocaron en portaobjetos de microscopio recu-
biertos con poli-L-Lisina. Finalmente, se almacenaron en el congelador a -20°C hasta

su posterior uso para las medidas por LA-ICP-MS.

2. Afadir la sal del

L. )
metal precursor 5. Homegizar

—
4 -

s 7. Realizar cortes de10 pm

. e 3. A It i
—— i gua ultrapura de las esferas de gelatina y
7&\“' ¥ colocarlas en los
7 Termomezclador: A «  portaobjetos
1 4. Mezclar la gelatina 15-20 min a 60°C y

\ 400 rpm

de gelatina sobre un
peltier (-20°C)

1.Gelatina (0.15 g)

Figura 50: Protocolo llevado a cabo para preparar los patrones de gelatina para realizar la calibracion por
LA-ICP-MS. La gelatina es suplementad con los metales (Au, Pt y Ag) que ba sido empleados como marcas
en las inmunosondas con MINCs.

Una vez preparadas las gelatinas, estas deben ser caracterizadas, es decir, se
debe determinar su contenido metalico para poder emplearlas como patrones en los
analisis por LA-ICP-MS. Se utilizé el ICP-MS con nebulizacién convencional para
cuantificar la concentracién de Au, Ag, y Pt en cada patrén de gelatina utilizando una
calibracién externa con patrones inorganicos acidos de Au, Ag y Pt y empleando Ir
o Rh como patrén interno. Las gelatinas deben ser mineralizadas mediante una di-

gestién acida: 0,5 g de esfera de gelatina se digirieron afladiendo 2 mLL de HNOs3 (65%
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ultra trace) y 400 pL. de H2O2 (30% p/p, Metck) asistidos por un bafio de ultrasonidos
(JP selecta SA) durante 15 min.
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E.4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Capitulo I se describe la sintesis de PtNCs que han sido empleados para
la determinacién de IgE en muestras de suero humano utilizando ICP-MS con ne-
bulizacién convencional. Es decir, se ha utilizado una inmunosonda metalica (PtNCs)
para determinar la concentracién promedio de una proteina en un fluido. En este
Capitulo II se propone el uso de varios MNCs como marcas para la deteccién de tres
proteinas de manera simultanea en secciones de tejidos biolégicos. El uso de estas
marcas para estudios de zzaging en tejido plantea varios retos, como son las posibles
uniones inespecificas de los MNCs al tejido, y el poder obtener una buena resolucién
espacial para evaluar la distribucion de las proteinas en las estructuras de las muestras
por LA-ICP-MS. Los AuNCs y AgNCs empleados en este Capitulo II ya han sido
aplicados con éxito como marcas para el izaging de proteinas!7.iEror! Marcador no definido.
port lo que inicialmente se plantea un estudio mas exhaustivo con los PtNCs por no
haber sido todavia aplicados en analisis por LA-ICP-MS. De este modo, primero se
recogen los estudios por IHC y LA-ICP-MS empleando los PtNCs como marca ele-
mental para localizar una Gnica proteina, si bien finalmente se emplean tres tipos de
MNCs para la determinacién simultanea de tres proteinas (MT1/2, CFH, y APP) en

las secciones de tejidos oculares.

E.4.1. Optimizacion de los procedimientos de bioconjugacion e IHC

utilizando PtNCs como marca

A la hora de emplear los PtNCs (y en general, los MNCs) como etiquetas para
llevar a cabo el imaging en tejidos bioldgicos, resulta ventajoso el bloqueo de los acidos
carboxilicos libres (de los ligandos que protegen los MNCs) tras la sintesis de la in-
munosonda. Este tipo de adsorciones inespecificas de los MNCs al tejido ya han sido
recogiodas por otros autores empleando tejidos oculares y de cerebro!4!7:iEsror! Marcador
no definido. - Asf mismo, se demostré con éxito que las aminas primarias, como la hidro-
xilamina, bloqueaban los grupos carboxilicos de las AuNCs y AgNCs, disminuyendo
las adsorciones inespecificas al tejido y permitiendo la obtencién de imagenes fiables

y reproducibles.

Ana Lores Padin 199



CAPITULO IT

Partiendo de los estudios previos existentes para AuNCs y AgNCs, se estudia-
ron varias relaciones molares PtNCs:hidroxilamina (1:100, 1:50, y 1:20) tras la sintesis
de la inmunosonda Anti-h-APP:PtNCs. Para elegir la concentracién de hidroxilamina
necesaria para disminuir eficazmente las interacciones inespecificas de los PtNCs con
el tejido, se estudié la inmunolocalizacién de la proteina APP en la region de la retina
de tres tejidos oculares consecutivos, incubandose con cada uno de ellos la inmuno-
sonda con diferentes bloqueos con hidroxilamina (PtNCs:hidroxilamina 1:100, 1:50,
y 1:20). Ademas, también se estudi6 un tejido en el que se emplea la inmunosonda
sin bloqueo con hidroxilamina. La Figura 51 muestra el perfil de una linea de ablacién
obtenido por LA-ICP-MS para la sefial de 9°Pt* (proteina APP) a lo largo de las
diferentes capas de la retina neurosensorial utilizando unas relaciones molares
PtNCs:hidroxilamina de 1:0 (sin bloqueo), 1:20, 1:50, y 1:100 (Figura 51a, 50b, 50c y
50d, respectivamente). En general, se puede observar como al disminuir la relaciéon
molar entre los PtNCs y la amina primaria, tanto la intensidad de la sefial de 1*5Pt*
como la unién inespecifica aumentaron, dando lugar a un perfil de 95Pt* casi conti-
nuo en el que no es posible distinguir entre las capas diferentes capas de la retina
(Figura 51a). Los resultados mostraron que la relacién molar 1:50 permitia diferenciar
la distribuciéon de APP entre las diferentes capas, a la vez que se mantenia una elevada
sensibilidad para la sefial de 19°Pt*. Por lo tanto, esta fue la relacién molar empleada

para todos los experimentos posteriores con los PtNCs.
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Figura 51: Perfil obtenido para la seiial de '’ Pt* en el andlisis por LA-ICP-MS de una linea de ablacion
a lo largo de las capas de la retina en secciones consecutivas de tejido ocular humano control tras el protocolo
de IHC empleando la inmunosonda Anti-h-APP:PIMCs y utilizando diferentes relaciones molares
PtNCs:hidroxilamina: a) 1:0, b) 1:20, ¢) 1:50, y d) 1:100. La longitud de las lineas de ablacién en los
tejidos oculares oscila entre 165 mm y 285 mm.

E.4.2. Imaging de proteinas en tejidos oculares por LA-ICP-MS

empleando PtNCs como marca elemental

Una vez seleccionada la relacién molar adecuada para el bloqueo de los
PtNCs, se procedi6 a la sintesis de las inmunosondas para las tres protefnas de interés
(i.e., Anti-h-MT1/2:PtINCs, Anti-h-CFH:PtNCs, y Anti-h-APP:PtNCs) con el obje-
tivo de estudiar la distribucién de las protefnas en diferentes zonas de los tejidos
oculares siguiendo para todas ellas la sefial del 7Pt* (procedente de la etiqueta me-
talica). Aplicando las condiciones experimentales de LA-ICP-MS descritas en la Ta-
bla 8 (condiciones del imaging individual) se obtuvieron las distribuciones cualitati-
vas individuales de las tres proteinas en la region de la retina neurosensorial. En las
Figura 52a, b, y ¢ se muestran respectivamente las distribuciones cualitativas de
MT1/2, CFH, y APP obtenidas por LA-ICP-MS siguiendo la intensidad de la sefial

de 195Pt*,

Ana Lores Padin 201



CAPITULO IT

g
d 1 4 /
:
~ 100 um
| A o—
4 4
GC L ONL PR
oL INL
OPL
b 1
100 pum

VLR

» v | v 4
GC YINLv ONL PR
IPL oPL

100 pm
4 | ' 4
GC 'INL,ONL PR
IPL OPL

195pt+ (cps)

»

V4

ONL PR
INL'
IPL OPL

5500

4125

2750

1375

0

195pt+* (cps)

WA,

GC VINLv ONL PR
IPL oPL

AN

GC 'INL,ONL PR
IPL opPL

20000

15000

10000

5000

195pt+ (cps)

2500

1875

1250

625

0

Figura 52: Distribucion de MT1/2, CFH, y APP a lo largo de las capas de la retina en tres secciones
consecutivas de tejido ocular humano de un donante control empleando los PtINCs como etiqueta en la inmu-
nosonda y deteccion por LA-ICP-MS. La columna 1 muestra en todos los casos las imdgenes dpticas de la
region analizada obtenidas con la cimara del sistema ldser. La columna 2 muestra la imagen elemental de
"Dt (seial de intensidad en cps) obtenida por LA-ICP-MS para la deteccion individnal de tres proteinas
(14 lineas ablacién): a) MT1/2, b) CFH, y ¢) APP.

En el caso de la MT1/2, la distribucién obtenida para la proteina siguiendo

la sefial del 1°Pt* (Figura 52a) fue comparada con las imdgenes obtenidas en trabajos
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previos en los que se emplearon AuNCs!8 y AgINCsiError! Marcador no definido. como eti-
quetas metalicas. De acuerdo con los estudios previos, la MT1/2 fue localizada en la
capa nuclear externa (ONL), capa nuclear interna (INL) y células ganglionares (GC),
con menor presencia en las capas plexiforme interna y externa (IPL u OPL, respec-
tivamente). En el caso de la CFH y APP, estas protefnas no habian sido estudiadas
previamente con inmunosondas marcadas con MNCs. Para la CFH, el zwaging por
LA-ICP-MS mostré que se localiza principalmente en la ONL y en el segmento ex-
terno de los fotorreceptores (PR), asi como en la INL, con una distribucién cualita-
tivamente menor en el GC (Figura 52b). En el caso de la APP (Figura 52c¢), se en-
cuentra principalmente en la ONL, con una menor presencia en la INL y el GC, de
forma similar a lo observado para MT1/2 y APP. Cabe mencionar que la ausencia de
expresion de las proteinas en el IPL y el OPL debe considerarse con cautela, ya que
no se puede descartar pérdida de algunos tejidos o estructuras celulares durante el

procesamiento de las muestras.

Para el caso de CFH y APP, las distribuciones obtenidas por LA-ICP-MS fue-
ron validadas llevando a cabo las IHC empleando un Ab secundario marcado con
Alexa® fluor 594 para la inmunolocalizaciéon fluorescente. Los resultados expetimen-
tales obtenidos, que confirman la distribucién obtenida por LA-ICP-MS, se recogen

en el siguiente Seccion.

E.4.3. Microarrays de expresion de las proteinas y estudios por

inmunofluroescencia empleando Fluor Alexa®

Con el objetivo de comprobar las localizaciones obtenidas empleando los
PtNCs como marcas elementales y deteccion por LA-ICP-MS para la MT1/2, CFH,

y APP, se llevaron a cabo otros dos tipos de estudios: (1) Analisis de microarrays de

18 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, L. Alvarez, H. Gonzalez-Iglesias, H. Traub, N. Jakubowski, R. Pe-
reiro, Bioimaging of metallothioneins in ocular tissue sections by LA-ICP-MS using bioconjugated gold
nanoclusters as specific tags, Microchim. Acta 185 (2018) 64.
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expresion de los genes que codifican las proteinas diana en diferentes regiones ocu-
lares, y (2) IHC convencional por IF para la validacién de las distribuciones em-

pleando un Ab secundario marcado con fluoréforo Alexa® 594.

En primer lugar, segtin los resultados obtenidos para el analisis de micro-
arrays (Figura 53), las isoformas MT1/2 se expresan de manera elevada en la retina
neurosensorial, seguidas de la APP, mientras que los niveles de expresiéon de CFH en
la retina son mucho menores. Ademas de la retina, se estudi6 la expresion de los
genes en otras tres regiones de los tejidos oculares: CB, EPR y esclera. La expresion
de la CFH es menor comparada con la APP y MT1/2 en CB, retina y EPR, a excep-
cién de la esclera donde su expresion es mas elevada. Como se extrae de los analisis
realizados, la expresion de los genes puede variar significativamente dependiendo de

la proteina, asi como de la region del ojo.
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Figura 53: Perfil de expresion génica de las isoformas MT1/2 (MT1.4, MT1B, MT1E, MTTF,
MT1G, MTTH, MTTIM Y MT1X, y MT2A), CFH, y APP en diferentes regiones de tejidos oculares
humanos [cuerpo ciliar (CB), retina, epitelio pigmentario de la retina (EPR), y esclera]. La seiial de hibrida-
cion relativa obtenida para cada gen se normalizd con los controles internos y se expresd como unidades arbi-
trarias (n.a.). La barra de escala de MT1/2 corvesponde al eje secundario.

Por otro lado, se validaron las distribuciones observadas para la CFH y APP
en la retina neurosensorial empleando IF convencional utilizando Alexa® 594 (en el
caso de la MT1/2 se confirmaron los resultados obtenidos con trabajos previamente
publicados’®). Aunque la deteccion por fluorescencia sélo permite un analisis cuali-
tativo, la distribucién de las proteinas a lo largo de las estructuras micrométricas (e

incluso submicrométricas) de los tejidos oculares puede identificarse facilmente en
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las imagenes obtenidas. La Figura 54: Imagenes obtenidas por inmunofluorescencia pata
MT1/2, APP, y CFH en diferentes tegiones de tejidos oculares humanos (donante control)
donde se ha llevado a cabo IHC empleando anticuerpos secundarios de cada suero primario
marcados con Alexa® 594 (emision roja) y tincion DAPI de los nicleos celulares (emision
azul). Las imdgenes a) y b) muestran la region de la retina neurosensorial, mientras que las
imagenes c-f muestran la zona de los cuetpos ciliares (zona pars plicata). muestra las image-
nes obtenidas mediante microscopia de epifluorescencia para la CFH y APP (Figura
54a y Figura 54b, respectivamente) en la regién de la retina de las secciones de tejido
ocular, las cuales son consecutivas a las empleadas para los analisis por LA-ICP-MS.
En ambos casos se observé una correlacion en la localizacién de las proteinas a lo
largo de las capas neurosensoriales de la retina mediante LA-ICP-MS e inmunofluo-
rescencia. Adicionalmente, en las Figura 54c-f se muestran las imagenes obtenidas
pata la distribucién de MT1/2, CFH, y APP a lo largo de los procesos ciliares me-
diante IF convencional, mostrando una inmunolocalizacién celular especifica prefe-
rente de CFH en el epitelio ciliar no pigmentado (NPCE), con ausencia de tincién en
el epitelio ciliar pigmentado (PCE) y el estroma ciliar (CS). Sin embargo, la distribu-
cién de la APP es insignificante, aunque se observo una ligera tincién en el NPCE,
mientras que MT1/2 esta altamente distribuida en el NPCE y el CS. Hay que destacar
que la autofluorescencia del PCE puede superponerse a cualquier sefial existente (lo
cual es una limitacién intrinseca de la microscopia de fluorescencia convencional),

dificultando la distincion de la localizacion correcta de las proteinas en dicha region.

La inmunolocalizacién obtenida por fluorescencia para la MT1/2, CFH, y
APP en los cuerpos ciliares, se emple6 como validacion a las distribuciones obtenidas

mediante LA-ICP-MS en esta region (detallado posteriormente en la Seccion E.4.4).
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Figura 54: Imdigenes obtenidas por inmunofluorescencia para MT1/2, APP, y CEH en diferentes regiones
de tejidos oculares humanos (donante control) donde se ha llevado a cabo IHC empleando anticuerpos secun-
darios de cada suero primario marcados con Alexa® 594 (emision roja) y tincion DAPI de los niicleos
celulares (emision aznl). Las imdgenes a) y b) muestran la region de la retina neurosensorial, mientras que las
imdgenes o~f muestran la zona de los cuerpos ciliares (zona pars plicata). a) CFH, b) APP, ¢) APP, d)
CFH, ¢) MT1/2, y f) Control negativo donde se ven zonas con antofluorescencia (Yonas pigmentadas). CS:
estroma ciliar; PCE: epitelio ciliar pigmentado; NPCE: epitelio ciliar no pigmentado.

De acuerdo con los datos obtenidos por microarray (Figura 53), que mues-
tran una baja expresion de CFH en la retina, podria resultar extrafio la elevada sefial
obtenida por IF para la CFH en los tejidos oculares. De este modo, los niveles de
expresion mas altos de CFH observados en la retina neurosensorial por IF podrian
indicar la existencia de uniones inespecifico del Ab primario empleado en el tejido.

En la actualidad los trabajos publicados que estudian la localizaciéon por IHC de CFH
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en la retina humana son limitados. La presencia de CFH en la retina neurosensorial
fue confirmada mediante estudios por western blot!?, y recientemente Bhutto et al.20
encontraron una tincién negativa para la CFH en la retina neurosensorial. Por otra
parte, estudios previos mostraron también una elevada expresiéon de CFH en los seg-
mentos internos y externos de los fotorreceptores humanos y en la capa de células
ganglionares?!. Por lo tanto, toda esta informacién previa avala los resultados obte-
nidos, si bien es cierto que no se puede descartar la limitacién inherente a la especi-
ficidad del Ab de la CFH empleado en los experimentos. De este modo, en futuros
estudios se deberfa abordar el uso de otros anticuerpos alternativos para confirmar la
localizacién de la CFH. En cualquier caso, aun teniendo en cuenta estas limitaciones,
la validacién de la metodologia analitica propuesta por LA-ICP-MS no se ve com-
prometida, ya que se obtuvieron resultados similares utilizando este Ab particular por

IF y LA-ICP-MS.

E.4.4. Optimizacion de las condiciones para el imaging multiple de

proteinas por LA-ICP-MS

A continuacién, se llevé a cabo la optimizacion de las condiciones experi-
mentales para el analisis simultineo de tres proteinas por LA-ICP-MS. Para ello, se
utilizaron los tres MNCs como etiquetas: PtNCs, AgNCs, y AuNCs. Para lograr ima-
genes de distribuciones simultaneas de las tres proteinas con elevada resolucion late-
ral fueron necesarios diferentes estudios tanto con el sistema de ablacién laser (p.¢j.,
temperatura de la muestra, frecuencia de repeticion, y velocidad de barrido) como

con el ICP-MS de doble enfoque (método de adquisicién).

E.4.4.1. Optimizacion del método de adquisicion del ICP-MS

19 M.D. Nawajes, A. Mandal, R. Ayyagari, Complement factor H: spatial and temporal expression and
localization in the eye, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 47 (2006) 4091-4097.

20 I.A. Bhutto, T. Baba, C. Merges, V. Juriasinghani, D.S. McLeod, G.A. Lutty, C-reactive protein and
complement factor H in aged human eyes and eyes with age-related macular degeneration, Br. J. Oph-
thalmol. 95 (2011) 1323-1330.

21 §.D. Martin, E. Bodek, L. Geng, S. Schaal, H.J. Kaplan, T.H. Tezel, Complement factor H (CFH)
expression in mammalian retinal pigment epithelial cells, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 49 (2008) 206.
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Se estudio el efecto de la adquisicion secuencial de los isétopos en la resolucion
de los #magings obtenidos. Para ello se compararon las imagenes obtenidas pata el
analisis simultineo de MT1/2, CFH, y APP en la misma region del tejido (i.e., se
monitorizaron Y7Aut, 17Ag*, y 19Pt* en el mismo método del ICP-MS) con las ob-
tenidas en tres regiones adyacentes de la misma seccién de tejido (i.e., se emplearon
tres métodos diferentes del ICP-MS en el que se monitoriza un solo is6topo en cada
imaging). Se debe tener en cuenta que en ambos casos se ha realizado un protocolo de
IHC multiple (las tres inmunosondas metélicas se incuban a la vez en el mismo te-
jido). Con la estrategia de andlisis propuesta se comparan las condiciones de izaging

multiple e zmaging individual recogidas en la Tabla 8.

La Figura 55 recoge las imagenes obtenidas por LA-ICP-MS para la distribu-
cién de MT1/2 (197Au*), CFH (197Ag*), y APP ("%5Pt*) en la retina neurosensorial
humana (donante control) para el imaging individual o multiple (imagenes de la fila
superior e inferior, respectivamente). Como se puede observar, la distribucién de
MT1/2, CFH, y APP puede distinguirse en ambos casos, con una localizacién prefe-
rente en la INL, la ONL y el GC para la MT1/2 y CFH, con una menor extension
en la INL y el GC para la APP, tal y como se habia observado con anterioridad en
los #magings individuales empleando los PtNCs como etiqueta metdlica para las tres
proteinas, asi como en las imagenes obtenidas por IF empleando Fluor Alexa® 594.
Sin embargo, el empleo del método de adquisiciéon de un isétopo individual permite
reducir el tiempo de adquisicién del ICP-MS y, por tanto, se puede discriminar mejor
la distribucién de MT1/2, CFH, y APP a lo largo de las capas retinianas (se obtiene
una mejor resolucion lateral en las imagenes de la fila superior). Por otra parte, la
adquisicién maltiple permite co-localizar en el mismo punto de medida las tres pro-
teinas, lo que proporciona informaciéon muy valiosa a la vez que se reduce el tiempo

de anilisis.
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Figura 55: Imdigenes obtenidas para la distribucion de MT1/2, APP, y CFH en la regién de la retina de
un donante control obtenidas por LA-ICP-MS empleando los MINCs como marca elemental. Las imdgenes
de la fila superior han sido obtenidas con el método de ICP-MS de adquisicion individual (3 secciones de
retina adyacentes, monitorizando sélo 1 isdtopo por region; tiempo de adquisicion = 0.23 s). Las imdgenes de
la fila inferior fueron obtenidas empleado el método del ICP-MS' de adquisicion miiltiple (1 sola region en un
solo tejido, monitorizando 3 isétopos secuencialmente; tiempo de adquisicion = 1,74s).
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E.4.4.2. Optimizacion de los parametros de ablacion

Seleccionando el método de adquisicién del ICP-MS que permite llevar a cabo
el imaging maltiple, a continuacién, se optimizaron las condiciones de ablacién para
intentar mejorar la resolucion lateral de las imagenes manteniendo una buena sensi-
bilidad en la deteccién. Para ello, se parte de unas condiciones de ablacién previa-
mente empleadas para la deteccion de MT1/2 en tejidos oculates!”. Los pardmetros
evaluados fueron: la temperatura de la muestra durante el muestreo por ablacion laser

(LA), la velocidad de batrido, y el flujo de gas portador (He).
V" Flujo de gas portador (He)

Una de las primeras optimizaciones que se realizaron a la hora de obtener una
seflal estable con una buena sensibilidad fue el flujo de gas portador (He). En princi-
pio, a mayor flujo, mayor es la sensibilidad obtenida (mayor arrastre). Sin embargo,
trabajando a flujos altos de gas portador el ruido también aumenta y las sefiales son

menos estables, incrementindose notablemente el valor de la desviacién estindar
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asociada a las mismas. Para realizar este estudio se empleé como muestra un patrén
de calibracién de gelatina suplementada con Au, Ag y Pt (25 pg'mL"), que permite
obtener sefiales estables con el tiempo (los tejidos oculares son muy heterogéneos
pot lo que no son los mas adecuados para este tipo de optimizaciones). Empleando
la gelatina se puede evaluar la sensibilidad, as{ como la estabilidad de la sefial adqui-
riendo lineas de una duracién de 250 s. Se emplearon las condiciones de ablacién
recogidas en la Tabla 8 con una velocidad de barrido de 5 pm-*s y ensayando dife-
rentes flujos para el gas portador: 900, 1000, 1100 y 1200 mL-min-' de He (Figura
56). Se selecciond el flujo de 1000 mL-min! de He como el més adecuado puesto
que, a excepcion del 7Aut, las intensidades obtenidas son comparables con las de

1100 y 1200 mL-min' y se descarta un aumento de la desviacién y el ruido en la sefial.
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Figura 56: Estudio del efecto que tiene el flujo de He (gas portador) en la intensidad de las seiiales
(" Ag", P, y " Au*) para el andlisis en un patrén de gelatina (25 pg-ml.’) por LA-ICP-MS. Las
intensidades representan la seiial promedio obtenida para la sefial neta de cada isétopo al ablacionar una linea
en la gelatina con una duracion de 250 s. La incertidumbre corvesponde a la desviacion estindar del valor
promedio de la intensidad a lo largo de una linea de ablacion.
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v' Temperatura de la muestra y velocidad de barrido.

En cuanto a la temperatura de la muestra, varios autores!222+ han estudiado
la influencia de este parametro en la resolucion espacial de imagenes 2D para el ana-
lisis de diferentes heteroatomos en tejidos biolégicos. En todos los casos se recoge
que el andlisis de las muestras a temperaturas inferiores a 0°C ofrece una mayor re-
solucién lateral en comparacién con los analisis realizados a temperatura ambiente.
Esto se puede explicar teniendo en cuenta que al disminuir la temperatura se observa
un menor efecto térmico por lo que la regiéon de la muestra afectada es menor y hay
una menor redeposicién de particulas en las estructuras adyacentes a la region abla-

cionada durante todo el tiempo de analisis.

En el caso de los tejidos oculares, para estudiar el efecto de la temperatura de
la muestra durante el analisis por LA-ICP-MS, se comparé el uso de condiciones
criogénicas (-20°C) y condiciones de temperatura ambiente (25°C). Para este estudio
se realizé el analisis maltiple de las MT1/2, CFH, y APP en la regién de los cuerpos
ciliares, en concreto se selecciond la regién del pars plicata, ya que la forma sinuosa de
dicha microestructura (como se puede observar en las imagenes Opticas de la Figura
57) hace que la seleccién de los parametros de ablacion sea critica para obtener ima-
genes con una buena resolucién. La presencia de MT1/2, CFH, y APP en la estruc-
tura del cuerpo ciliar fue corroborada mediante IF convencional (en secciones de
tejido consecutivas a las empleadas para los andlisis LA-ICP-MS, Figura 54). Ademas,
los analisis de microarray de expresiéon también confirmaron la expresion de estas

proteinas en esta region (Figura 53).

22 M. Zotiy, A. Matuch, T. Spruss, ].S. Becker, Laser ablation inductively coupled plasma mass spec-
trometry for imaging of copper, zinc and platinum in thin sections of a kidney from a mouse treated
with cis-platin, Int. J. Mass Spectrom. 260 (2007) 102—106.

2 S. Hamilton, E.L. Gorishek, P.M. Mach, D. Sturtevant, M.L.. Ladage, N. Suzuki, P.A. Padilla, R.
Mittler, K.D. Chapman, G.F. Verbeck, Evaluation of a custom single Peltier-cooled ablation cell for
elemental imaging of biological samples in laser ablation inductively coupled plasma-mass spectrometry
(LA-ICP-MS), J. Anal. At. Spectrom. 31 (2016) 1030—1033.

241.S. Becker, A. Matusch, C. Depboylu, J. Dobrowolska, M.V. Zoriy, Quantitative imaging of selenium,
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Figura 57: Imagenes obtenidas por LLA-ICP-MS para la distribucion de MT1/2, CFH, y APP en las regiones
adyacentes de la pars plicata del cuerpo ciliar de un donante humano control tras el protocolo de IHC con inmunosondas
marcadas con MINCs (Anti-h-MT1/ 2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y Anti-h-APP:PtNCs). La primera columna
recoge en todos los casos la imagen dptica de la region analizada. La fila superior corresponde a las condiciones criogénicas
de ablacion (-20°C) con una velocidad de barrido de 5 pim-s, la fila intermedia corresponde a los andlisis a temperatura
ambiente (25°C) con una velocidad de 5 pim*s7, y la fila inferior a condiciones criogénicas (-20 °C) y velocidad de 2,5
s CS: estroma ciliar; PCE: epitelio ciliar pigmentado; NPCE: epitelio ciliar no pigmentado.
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Las imagenes obtenidas por LA-ICP-MS para los procesos ciliares utilizando
las inmunosondas de MNCs permitieron visualizar la disttibucién de MT1/2, CFH,
y APP en las diferentes estructuras de la regién de la pars plicata (Figura 57). Las
imagenes de la fila superior y la fila intermedia muestran, respectivamente, los izagings
para la distribucion de las proteinas trabajando en condiciones criogénicas (-20°C) y
a temperatura ambiente (25°C). En ambos casos se observé que la MT1/2, CFH, y
APP se localizaban principalmente en las células epiteliales ciliares, tanto en el epitelio
ciliar no pigmentado (NPCE) como en el epitelio ciliar pigmentado (PCE). Sin em-
bargo, el uso de bajas temperaturas ofrecié imagenes con mayor resolucion y asi la
MT1/2, CFH, y APP se identificaron especificamente en las células NPCE y PCE.
Por el contratio, se observé una mayor deslocalizacién de las proteinas en los proce-
sos ciliares para los andlisis hechos a temperatura ambiente (fila intermedia). La mejor
resolucién observada a baja temperatura puede atribuirse a un menor dafio tisular,
asi como a una menor contaminacién de las lineas vecinas utilizando la celda criogé-

nica y manteniendo la muestra a baja temperatura durante todo el tiempo de analisis.

Adicionalmente, trabajando en condiciones criogénicas (-20°C) se estudié una
velocidad de barrido menor para evaluar su influencia en la resolucién espacial (5
pm-s! frente 2,5 pm-s1). Las imdgenes de la fila inferior de la Figura 57 muestran
la distribucion de la MT1/2, CFH, y APP alo largo de los procesos ciliates utilizando
2,5 um-s!. Aunque se consiguié una mejor resolucion lateral disminuyendo a la mitad
la velocidad de barrido (filas superior e inferior de la imagen, respectivamente), la
sensibilidad disminuyé drasticamente, haciendo casi imposible la identificacién de las
proteinas en algunas regiones del tejido (p.ej., el epitelio ciliar en la parte basal del
proceso ciliar). Por lo tanto, se selecciond una velocidad de barrido de 5 pm-s! para

los analisis posteriores por LA-ICP-MS.
E.4.5. Imaging multiple de proteinas en secciones de ojo humano

E.4.5.1. Caracterizacion de las inmunosondas
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Para obtener no sélo la distribucion de las proteinas a lo largo de las estruc-
turas de las secciones de los tejidos oculares mediante LA-ICP-MS, sino también
obtener la concentracion de las proteinas, es necesatio conocer la amplificacién pro-
porcionada por cada una de las inmunosondas marcadas con los MNCs. Los pasos
necesatios para la caracterizacion de las inmunosondas metalicas pueden seguirse en
el diagrama esquematico de la Figura 58. Para ello, debe determinarse la relacion entre
el metal detectado por ICP-MS (p.¢j., Au, Ag o Pt) y el anticuerpo seleccionado en
cada caso para la inmunosonda (p.¢j., Anti-h-MT1/2, Anti-h-CFH o Anti-h-APP).
Para conocer el factor de amplificacién proporcionado por cada inmunosonda de
MNCs (ndmero de atomos de metal unidos a cada Ab disponible) es necesario reali-

zar medidas por ICP-MS, asi como un ELISA cuantitativo.

CRACTERIZACION DE LAS INMUNOSONDAS MARCADAS MULTIPLEX IMAGING

Intensidad de metal (cps) en

Cuantificacion del metal de la Cuantificaciondel Ab disponible en la las muestras de tejido ocular
inmunosonda (mg mL-") inmunosonda tras la bioconjugacién
(mg mL)
LA-ICP-MS
|C'Pst ELISA cuantitativo
nebulzaciin con. espectrofotométrico Calibracién externa empleando
patrones de gelatinacomo
= Pesoatémico (gmol) matrix-matched calibration
= Constante de Avogadra [ e
(n° de particulas mol ')
Atomos de metal por mL Moléculas de Ab disponible en [Metal] (mol g) en tejido
de inmunosonda lainmunosonda
L |
Factor de amplificacion: * AbiAntigeno esstequiometria 1:1
atomos de metal por Abyspoinie l

8 & W

[Proteina] (mol g)

Figura 58: Esquema de las etapas experimentales llevadas a cabo para obtener el imaging cnantitativo de
proteinas en secciones de tefidos bioldgicos empleando 1. A-ICP-MS y MINCs como marca elemental. Como
se muestra en la parte de la izquierda del esquema, previamente al andlisis por ICP-MS es necesario realizar
la caracterizacion de las inmunosondas marcadas para conocer el factor de amplificacion de cada inmunosonda.

El factor de amplificaciéon (N) de los Ab disponibles tras la sintesis de la
inmunosonda metalica puede calcularse experimentalmente, tal y como se describe

en la seccion Experimental GeneralA.3.2.5iError! Marcador no definido.,17,
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La determinacion del factor de amplificacion se realiz6 individualmente para
cada inmunosonda marcada (y tras la etapa de bloqueo con hidroxilamina) empleado
los anticuerpos especificos de las proteinas de interés (inmunosondas: Anti-h-
MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y Anti-h-APP:PtNCs). Por una parte, la canti-
dad de Ab disponible en la reacciéon antigeno:anticuerpo se investigd primero me-
diante un inmunoensayo ELISA cuantitativo directo utilizando IgG de conejo (Anti-
h-APP:PtNCs y Anti-h-CFH:AgNCs) e IgG de ratén (Anti-h-MT1/2:AuNCs) como
estandares para generar la curva de calibracién (en el rango de 0-10 pg'mL1). A modo
de ejemplo, en la Figura 59 se muestra la curva de calibrado obtenida para las inmu-
nosondas Anti-h-APP:PtNCs y Anti-h-CFH:AgNCs. La concentracién de Ab obte-
nida para las inmunosondas Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-APP:PtNCs, y Anti-h-
CFH:AgNCs (bloqueados con hidroxilamina y purificadas) esta recogida en la Tabla
9. Teniendo en cuenta la masa molecular del Ab (Ab tipo IgG, 150 kDa) y la cons-
tante de Avogadro (6,022-10-2> moléculas'mol™") es posible determinar el nimero de
Ab por mL. Se encontré un valor promedio de 2,20-10-13 moléculas de Anti-h-
MT1/2,2,07-10-13 moléculas de Anti-h-APP, y 1,84:10-13 moléculas de Anti-h-CFH
por mL para las inmunosondas Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-APP:PtNCs, y Anti-
h-CFH:AgNCs, respectivamente.

25
= 24
-
54
| =)
‘ T
2

Patrén proteina IgG (pg-mL")

Figura 59: Curva de calibrado empleada para la caracterizacion de las inmunosondas Anti-h-CFH:Ag-
NCs y Anti-h-APP:PtINCs. La representacion muestra la curva de calibrado de patron 1gG de conejo para

la cnantificacion del Ab disponible en las inmunosondas.
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Tabla 9- Resultados obtenidos para la caracterizacion de las inmunosondas metdlicas, en términos de con-
centracion de Ab disponible en la inmunosonda determinada por un inmunoensayo EILISA cuantitativo
directo, concentracion del metal determinada por ICP-MS, factor de amplificacion (N), y relacidn molar
Ab:=MNCs. Las incertidumbres representan las desviaciones estindar de 3 medidas independientes.

[Ab] disponible

Inmunosonda
(hg-mLT)
Anti-h-MT1/2:AuNCs 5,47 £ 0,23
Anti-h-CFH:AgNCs 4,58 £0,03
Anti-h-APP:PtNCs 5,14 + 0,15

[Metal]
(Mg g
217 +0.18

2,38 +0.32

7,99 £ 0.22

N Ab:MNCs
310 1:1
723 1:1
1194 1:11

Por otro lado, la concentracién de Au, Pt, y Ag se determiné mediante ana-

lisis por ICP-MS con nebulizacién convencional empleando una calibracién externa

con patrones en disolucién y utilizando Ir como patrén interno para Au y Pt, y Rh

para Ag. La Figura 60 muestra las rectas de calibrado para los tres metales. Las in-

munosondas Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-APP:PtNCs, y Anti-h-CFH:AgNCs te-

nfan una concentracién para dichos metales en el rango de 2.17-7.99 ng ¢!. En la

Tabla 9 se recogen las concentraciones obtenidas para Au, Pt, y Ag en las tres inmu-

nosondas.
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Figura 60: Curvas de calibrado obtenidas por ICP-MS para determinar la concentracion de Au,
Pt, y Ag en las Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y Anti-h-APP:PINCs. Las

incertidumbres representan las desviaciones estandar de 3 medidas independientes.

Con todos los datos experimentales obtenidos, y teniendo en cuenta los pe-
sos moleculares de los anticuerpos IgG, el peso atémico de cada metal, asi como el
numero de Avogadro, se obtuvo el nimero de moléculas de Ab y nimero de dtomos
metalicos por inmunosonda. Al hacer la relacién entre estos valores se puede obtener
el factor de amplificacién medio para cada una de las inmunosondas: 310 para Anti-
h-MT1/2:AuNCs, 723 para Anti-h-CFH:AgNCs, y 1194 para Anti-h-APP:PtNCs
(corresponde a unas relaciones molares Ab:MNCs de 1:1, 1:1, y 1:11, respectiva-
mente). Cabe destacar que el factor de amplificacién encontrado para la inmuno-
sonda con PtNCs estd de acuerdo con el valor previamente determinado para la in-
munosonda Anti-h-IgE:PtNCs utilizada en el Capitulo I para la cuantificacién de

IgE.
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E.4.5.2. Caracterizacion de los patrones de laboratorio de gelatina

Tal y como se describe en el esquema de trabajo de la Figura 58, ademas de
llevar a cabo la caracterizacién de las inmunosondas es necesario caracterizar los pa-
trones de gelatina fabricados en el laboratorio que seran empleados como patrones
en la calibracién por LA-ICP-MS. Para ello, tras la digestién de las gelatinas (Seccion

), el contenido metélico de las mismas fue determinado por ICP-MS empleando
una calibracién externa con patron interno (al igual que realiz6 para la caracterizacion
del contenido metalico de las inmunosondas). En la Tabla 10 se recoge la concen-
tracioén de Au, Pt, y Ag determinada por ICP-MS para los patrones de gelatina.
Tabla 10: Concentraciones de An, Pt, y Ag encontradas en los patrones de laboratorio de gelatina analizados

por ICP-MS tras su digestion dcida. Las incertidumbres representan las desviaciones estandar de 3 medidas
independientes.

Patron de Gelatina  [Au] (ug-g™) [Pe] (ug-g?) [Ag] (g g
#Patron 1 22,50 15,22 17,53
#Patron 2 20,3 14,45 18,56
#Patron 3 23,65 15,89 15,90

Promedio (n=3) 22,15+ 1,70 15,19 + 0,72 17,33 1,34

Teniendo en cuenta los resultados experimentales obtenidos, las intensidades
de los metales en los perfiles obtenidos para las gelatinas por LA-ICP-MS (Figura
61a) se pueden relacionar con la concentracién de cada metal para construir las rectas
de calibrado por LA-ICP-MS. La Figura 61b muestra las rectas de calibrado obtenidas
empleando las gelatinas suplementadas con Au, Ag, y Pt, las cuales seran empleadas
para la cuantificacién de los metales de las inmunosondas en los estudios de izaging

en las secciones de tejido ocular.
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Figura 61: a) Perfil de ablacion obtenido para el andlisis de un patron de gelatina por I.A-ICP-MS
empleando las condiciones optimizadas para el imaging de proteinas, y b) Curvas de calibracion obtenidas
para el An, Pt, y Ag obtenidas tras el andlisis por LA-ICP-MS de los patrones de gelatina dopadas con los
tres metales (la concentracion metdlica en la gelatina fue determinada previamente por ICP-MS con nebuliza-
cion convencional — Tabla 10). Las incertidumbres representan las desviaciones estindar de 3 medidas inde-
pendientes.

E.4.5.3. Estudio sobre la penetracion de la inmunosonda en las secciones de

tejido

Para poder ofrecer valores de la concentracion de las proteinas en los tejidos
es crucial asegurar la completa penetracién de las inmunosondas en todo el espesor
del tejido. Para ello se evalué la penetraciéon de la inmunosonda Anti-h-
MT1/2:AuNCs en las secciones oculares de 10 um de grosor. Después de llevar a

cabo el procedimiento IHC con la inmunosonda, se visualiz6 la distribucion de la
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MT1/2 empleando deteccion fluorescente y siguiendo para ello la emisién directa de
la etiqueta metalica (los AuNCs). Se empled el microscopio laser confocal (Aex=405,
rango Aem =700-730) a lo largo de la superficie del tejido (plano XY), asi como a lo
largo del eje Z. Para obtener una imagen en profundidad del tejido (eje Z), se tomaron
45 planos focales paralelos desde la superficie del tejido hasta el fondo des mismo en
intervalos de 0,4 um. En la Figura 62a puede verse la suma de las 45 imagenes de
intensidad maxima a lo largo de las capas de la retina. En las Figura 62b y Figura
62c se muestran las imagenes en profundidad (en 10 pm de espesor) justo en la INL
de la retina (posicién marcada por una linea naranja en la Figura 62a), mientras que
las Figura 62d y e recogen las imagenes en profundidad obtenidas de la regién trans-
versal (regién marcada con una linea gris en la Figura 62a), que corresponde con la
capa nuclear interna, INL. Con este estudio se pudo localizar la MT1/2 a lo largo de
los 10 um de espesor siguiendo la emision fluorescente de los AuNCs, y por tanto se

confirmé la total penetracion del Ab primario en el tejido.

Figura 62: Inmdgenes obtenidas por microscopia laser confocal para la region de la retina neurosensorial en n
tejido ocular (donante control) para estudiar la penetracion de la inmunosonda Anti-h-MT1/2:AuNCs en
todo el espesor del tejido. La emision roja corresponde a la emision de los AulNCs (distribucion de MT1/2)
Y la emision azul a la tincion DAPI (nicleo de las células). a) Imdgen de mdxima intensidad construida a
partir de las 45 secciones realizadas cada de 0,4 pm de profundidad, b) y c) Imdagenes en profundidad de 10
um de espesor justo en la INL de la retina (region marcada con linea amarilla), d) y ¢) Imdgenes de una
seccion transversal y3 donde se observa la distribucién de la MT1/2 a lo alrgo de las diferentes capas de la
retina (corte marcado con linea naranja).
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E.4.5.4. Imaging cuantitativo de proteinas por LA-ICP-MS

Para obtener el imaging multiple de las tres proteinas se ablacionaron seccio-
nes transversales de 10 um de espesor de ojos humanos de donantes post-morten con-
trol y con DMAE utilizando las condiciones experimentales recogidas en la Tabla 8
(zmaging multiple). A diferencia de lo que ocurre en los procedimientos tradicionales
de IHC e IF, las etiquetas de MNCs combinadas con LA-ICP-MS permiten determi-
nar no sélo la distribucién cualitativa de las proteinas (sefiales de 7Aut, 107Ag*, y
195Pt+ en cps), sino también determinar su concentracién a lo largo de las estructuras
tisulares. Siguiendo las etapas descritas en el diagrama de flujo recogido en la Figura
58 se pueden transformar las sefiales de intensidad de 17Aut, 107Ag*, y 195Pt+ (MNCs)
en concentraciones de MT1/2, CFH, y APP, respectivamente. De este modo, tras la
caracterizacién de las inmunosondas y la calibracién por LA-ICP-MS con los estan-
dares de gelatina se pudieron obtener las imagenes cuantitativas para la distribucion
de las tres proteinas en los tejidos oculares. Por lo tanto, para todas los zzagings mos-
trados a continuacion se obtuvieron en primer lugar los mapas 2D con la distribucién
cualitativa de MT1/2, CFH, y APP en la regién RPE-coroides-esclera siguiendo las
intensidades de "7Aut, 107Ag* y 195Pt+ (MNCs). Los estudios se realizacon en seccio-
nes oculares de donantes post-morten control y con depdsitos drusenoides (donantes
con DMAE) para evaluar si existe acumulacién preferencial de proteinas especificas
en pacientes con DMAE. A continuacion, las intensidades fueron transformadas en
concentraciéon de metal con los calibrados de gelatina y, finalmente, la concentracién
de meta se transforma en concentracién de proteina teniendo en cuanta el factor de

amplificacién de cada inmunosonda.

En la Figura 63 se muestra la determinacion simultinea de MT1/2, CFH, y
APP para un donante control en la region RPE-coroides-esclera. La MT1/2 esti am-
pliamente distribuida en la esclera, y se concentra en la monocapa del EPR. Los ni-
veles observados en el estroma de la coroides son mas bajos, con algunas regiones
(coincidentes con los vasos sanguineos) sin MT1/2. La proteina CFH estd amplia-

mente distribuida y enriquecida en algunas partes de la capa del EPR, mostrando una
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concentracién similar en la regién de la esclera y niveles mas bajos en el estroma del
coroides. Por su parte, la APP esta distribuida de forma similar en la regién de la
esclera y el EPR, pero con una menor concentracion si se compara con la MT1/2 'y
la CFH. La amplia distribucién de las proteinas seleccionadas en la muestra del do-
nante control es similar a los resultados obtenidos con el analisis de microarrays (Fi-

gura 53).

100.0 50.0

100 um

Esclera coroides EPR Esclera coroides EPR Esclera coroides EPR

Figura 63: Imaging cnantitativo de proteinas obtenido por LA-ICP-MS para un tejido ocular en la region
del EPR de un donante control tras un protocolo de IHC con tres inmunosondas metdlicas (Anti-h-
MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y Anti-h-APP:PINCs) (60 lineas de ablacion). a) MT1/2, b)
CFH, y ¢) APP. Las imdgenes 2D se construyeron con el software Image | después de convertir las seiiales
de intensidad de ' Au*, ' Ag* y Pt en concentracion de proteinas (con el programa Excel).

Las Figura 64 y Figura 65 muestran las imagenes obtenidas por LA-ICP-MS
para la MT1/2, CFH, y APP para dos donantes con DMAE (#1 y #2). Como se
puede observat, las proteinas MT1/2 y CFH estaban ampliamente distribuidas a lo
largo de la monocapa del EPR, de forma similar al donante control, aunque con una
mayor acumulacién en los dep6sitos sub-PER en agregados hemisféricos especificos.
Los depésitos de drusas estan marcados con flechas en las imdgenes para una mejor
localizacién. La proteina APP se localizé de forma llamativa en los depdsitos sub-
RPE. En general, existe una acumulacion preferencial de las proteinas seleccionadas
en los depositos drusenoides subretinianos con un enriquecimiento especifico en los
agregados anémalos. Hay que tener en cuenta que se fijaron diferentes escalas para
las imagenes obtenidas en los tejidos de DMAE y de donantes control para observar

adecuadamente la distribucion de las proteinas en ambos casos (p.¢j., 1a escala para la
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MT1/2 vatia entre 60-300 pmoles g-!). Hay que destacar que algunas diferencias ob-
servadas en la distribucion y el contenido de MT1/2, CFH, y APP a lo largo de las
estructuras oculares pueden atribuirse a las caracteristicas de diversidad bioldgica o a

la gravedad de la enfermedad de cada paciente.

a b c d

CFH (pmolesg?)

MT1/2 (pmolesg?)

R NN KRR

100 um

Esclera  coroides “ EpR

Figura 64: Imaging obtenido por LA-ICP-MS para conocer la distribucion cnantitativa de MT1/2, CFH,
'y APP en la region del EPR-coroides-esclera de un tejido ocular de un donante con DMAE (#1) tras un
protocolo de IHC con tres inmunosondas metdlicas (Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y
Anti-h-APP:PINCs). a) MT1/2, b) CFH, y ¢) APP. La acumniacion de proteinas observada en las

drusas estd marcada con flechas en las imdgenes. (60 lineas de ablacion).
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Figura 65: Imaging obtenido por LA-ICP-MS para conocer la distribucion cnantitativa de MT1/2, CFH,

y APP en la region del EPR-coroides-esclera de un tejido ocular de un donante con DMAE (#1) tras un
protocolo de THC con tres inmmnosondas metdlicas (Anti-h-MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs, y
Anti-h-APP:PINCs). a) MT1/2, b) CFH, y ¢) APP. La acumnlacion de proteinas observada en las
drusas esti marcada con flechas en las imdgenes. (30 lineas de ablacion).
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A la vista de los biomimaging multiples semicuantitativos obtenidos, se puede
decir que esta estrategia que combina la inmunohistoquimica mutliple y la deteccion
por LA-ICP-MS, permite localizar simultineamente en una misma seccion de tejido
ocular tres proteinas de interés en relacion con la DMAE, y en concreto en regiones
del EPR de donantes control y donantes con DMAE que presentan drusas en dicha
regién. La metodologia de deteccion multiple desarrollada en este trabajo no sélo
permite la amplificacién de la deteccién de proteinas diana MT1/2, CFH y APP de-
bido a los cientos de dtomos metalicos por etiqueta metalica empleada (AuNCs, Ag-
NCs y PtNCs) sino que ademas se puede proporcionar un valor de concentracion de

dichas por pixel de tejido ablacionado.
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E.5. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha descrito un método inmunohistoquimico para locali-

zar simultineamente en una misma seccién de tejido ocular tres proteinas de interés

en relaciéon con la DMAE (MT-1/2, CFH y APP) mediante LA-ICP-MS. La meto-

dologia de detecciéon multiple desarrollada en este trabajo permite no sélo obtener

una gran amplificacién de la deteccién de proteinas debido a los cientos de atomos

metalicos por etiqueta metalica empleada (AuNCs, AgNCs y PtNCs), sino también

la obtencidén de distribuciones semicuantitativas de las mismas a lo largo de los tejidos

oculares. De manera especifica las conclusiones extraidas de este capitulo se pueden

resumir en los siguientes puntos:

v

Se ha evaludo el uso de los PtNCs como marcas elementales en la sintesis
de inmunosondas especificas para la obtencién de biomimgaings proteicos en
diferentes regiones oculares para MT-1/2, CFH y APP de manera individual.
Se ha determinado una relacién molar PtNCs:hidroxilamina, 1:50 para
asegurar la no adsorcién inespecifica de los PtNcs a los tejidos para la
realizacién de manera fiable y reproducible de los IHC.

Se ha realizado una caracterizacién de las tres inmunosondas: Anti-h-
MT1/2:AuNCs, Anti-h-CFH:AgNCs y Anti-h-APP:AuNCs para conocet
sus factores de amplificacién (N) siendo 310, 723 y 1194 respectivamente.
Se ha confirmado mediante IHC por IF la distribucién de las proteinas en
retina y cuerpos ciliares y ademds se confirmé la penetraciéon de los Ab
usando la inmunosonda Anti-h-Mt1/2:AuNCs como referencia al realizar
un seguimiento de su fluorescencia (720 nm) mediante su medida con
microscopia de laser confocal (ex 405 nm) en la seccidén transversal de un
corte de 10 pm.

Se han estudiado y optimizado las condiciones del sistema de ablacién para
lograr una buena sensibilidad en la deteccién y resolucién lateral de los
imaging multiples. Para ello se ha elegido la baja temperatura (uso de celda

criogénica) durante las medidas y una velocidad de barrido de 5 pm-s-!.

Ana Lores Padin 225



CAPITULO IT

v" Se ha evaluado y optimizado el método de adquisicién empleando un ICP-
MS de tipo sector magnético para logar una buena sensibilidad y resolucion
en los imaging multiples. Para ello se opta por la adquisicion secuencial de los
tres isétopos (17Au, 7Ag y 195Pt) en el mismo método de medida
sacrificando resolucién frente al ahorro de tiempo en la medida y a la
posibilidad de obtener informacién de las tres proteinas exactamente en la
misma regiéon ablacionada. Se obtuvieron las mejores condiciones posibles
en cuanto a resolucion lateral y sensibilidad teniendo en cuanta las
limitaciones instrumentales de los equipos disponibles.

V" Se han obtenido bivimaging de las tres proteinas de manera semicuantitativa
usando patrones de gelatina suplementados con los metales (Au, Ag y Pt)
como estandares de calibracion matrix-matehed para conocer la concentracion
de los metales en los bioimgings. Y finalmente, conociendo el numero de
atomos de la etiqueta por inmunosonda marcada, se puede lograr una
semicuantificacion de las proteinas en las secciones de tejido ocular.

v' Cabe destacar que la combinacion de MNCs como etiquetas de
inmunosondas y LA-ICP-MS ha permitido la localizacién y determinacién
simultanea de las tres proteinas al mismo tiempo en un tejido ocular cuya
autofluorescencia limita el uso de técnicas basadas en la inmunofluorescencia
para detectar la distribucién de proteinas. En particular, en el presente
trabajo ha logrado la deteccién de MT1/2, CFH y APP en tejidos oculares
que incluyen el EPR y el PCE, donde la autofluorescencia de estas células
pigmentadas dificulta la visualizacién de la distribucién de proteinas por
inmunofluorescencia. De esta manera los biomimging han permitido localizar
acumulaciones de estas protefnas de manera semicuantitativa en las drusas
formadas en las regiones de tejido de donantes post-morters con DMAE, as{
como en las zonas conflictivas debido a la autofluroescencia del propio
tejido (EPR y PCE). Sin embargo, se requieren estudios adicionales para
confirmar la localizaciéon de CFH empleando otro Ab distinto u otra técnica

de anilisis.
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Desarrollo de una estrategia de cuantificacion para
la determinacién de proteinas en células individua-
les por ablacion laser ICP-MS empleando inmuno-
sondas marcadas con AuNCs y estandares de cali-

bracion matrix-matched







CAPITULO IIT

F.1. INTRODUCCION

En este Capitulo I1I se aborda la determinacién de proteinas relacionadas con
la DMAE en células individuales mediante su analisis directo por LA-ICP-MS em-
pleando inmunosondas marcadas con AuNCs. En el Capitulo 11 de la Tesis Doctoral
se puso de manifiesto la limitacién que presenta la dispersion asociada al diametro de
los MNCs, ya que dicha variabilidad esta directamente asociada con el nimero de
atomos metalicos por marca y, por lo tanto, tiene un efecto directo en la concentra-
cién de la proteina determinada durante el analisis por MS elemental. En los Capitu-
los Iy II se han llevado a cabo estudios cuantitativos en muestras de fluidos y tejidos
biol6gicos donde la concentracién de los analitos es relativamente elevada y/o se
mide una gran cantidad de muestra (varios mL de suero o una superficie de varios
mm? en los tejidos). Por lo tanto, la incertidumbre asociada al diametro de los MNCs
se ve compensada con el gran nimero de atomos de metal que se detectan en el ICP-
MS. Sin embargo, en este Capitulo 111 se aborda la cuantificacién de biomoléculas en
células individuales (estructuras con dimensiones de 20-30 um y baja concentracién
de biomoléculas) por lo que la incertidumbre asociada al tamafio de los MNCs puede

resultar un parametro critico a la hora de obtener concentraciones exactas y precisas.

Tal y como esta recogido en la Introducciéon General, los nuevos avances tec-
nolégicos han permitido el desarrollo de sistemas de medida de células individuales
empleando ICP-MS: single ce// (sc) ICP-MS. Este tipo de andlisis permite medidas cé-
lula a célula en diferentes tipos de aplicaciones al introducir suspensiones celulares
intactas en el plasma ICP-MS'2. Sin embargo, en los analisis por sc-ICP-MS no se
puede obtener una distribucién subcelular de los analitos y, ademas, pueden produ-

cirse riesgos de muestreo no representativo debido a pérdidas celulares dependientes

I M. Resano, M. Aramendia, E. Garcia-Ruiz, A. Bazo, E. Bolea-Ferndndez, F. Vanhaecke. Living in a
transient world: ICP-MS reinvented via time-resolved analysis for monitoring single events. Chem. Sci.
13, (2022), 44306.

2 8. Theiner, K. Loehr, G. Koellensperger, L. Mueller, N. Jakubowski, Single-cell analysis by use of ICP-
MS, J. Anal. At. Spectrom. 35 (2020) 35, 1784-1813.
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del tamafio en el transporte hacia la ICP-MS (p.ej., las células mas grandes se deposi-
tan mas facilmente y no llegan al plasma ICP-MS). Ambos aspectos pueden ser su-
perados mediante el analisis directo de células empleando un sistema de ablacién laser

acoplado al ICP-MS.

Hasta la fecha, la mayor parte de los estudios sobre células publicados em-
pleando LA-ICP-MS se centran en la distribucién de elementos presentes de forma
natural o suplementados en las células, asi como en la captacién y el procesamiento
de MNPs?*. Ademds, también hay estudios donde se estudian empleando estrategias
de etiquetado con metales®. Para ello se han utilizado los ya mencionados complejos
de Ln, las etiquetas poliméricas que contienen varios Ln, y MNPs. Aunque los estu-
dios cualitativos donde se obtiene la distribucién espacial de los heterodtomos en las
células por LA-ICP-MS se han realizado con éxito para diferentes aplicaciones, los
trabajos relacionados con la obtencién de imagenes cuantitativas son ain escasos.
Los importantes efectos de matriz que afectan a las medidas por LA-ICP-MS, junto
con la persistente falta de materiales de referencia adecuados para la calibracién (es-
pecialmente para las matrices bioldgicas), siguen dificultando aun la determinacién

de elementos y biomoléculas en células por LA-ICP-MSS.

Actualmente, las estrategias de cuantificacién para metales y biomoléculas en

células empleando LA-ICP-MS se basan en la generacién de patrones de calibracion

3 O. Reifschneider, A. Vennemann, G. Buzanich, M. Radtke, U. Reinholz, H. Riesemeier, J. Hogeback,
C. Képpen, M. Grof3garten, M. Sperling, M. Wiemann, U. Karst, Revealing Silver Nanoparticle Uptake
by Macrophages Using SR-uXRF and LA-ICP-MS. Chem. Res. Toxicol. 33, (2020), 1250-1255

4J. A. Ko, N. Furuta, H.B. Lim, New approach for mapping and physiological test of silica nanoparticles
accumulated in sweet basil (Ocimum basilicum) by LA-ICP-MS, Analytica Chimica Acta, 1069, (2019),
28-35.

5 D. Clases, R. Gonzalez de Vega, P. A. Adlard, P.A. Doble, On-line reverse isotope dilution analysis
for spatial quantification of elemental labels used in immunohistochemical assisted imaging mass spec-
trometry via LA-ICP-MS. J. Anal. At. Spectrom., 34, (2019), 407-412.

¢ M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, M. Garcia, H. Gonzalez-Iglesias, R. Pereiro, Quantitative imaging of
specific proteins in the human retina by laser ablation ICPMS using bioconjugated metal nanoclusters
as labels, Anal. Chem. 90, (2018), 12145-12151.
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donde se intenta ajustar la matriz de los patrones a la matriz de la muestra (calibra-
ciones Matrix-matched). Drescher et al.” proponen el uso de membranas de nitrocelu-
losa con suspension de NPs para la determinacién de AuNPs y AgNPs en células
eucariotas. Posteriormente, esta estrategia fue mejorada por Arakawa et al.8 utilizando
un microarray para generar spots de los patrones con dimensiones bien controladas y
reducir asf el tamafio de las gotas secas de suspension de NPs. En esta aplicacion se
obtuvo la distribucién cuantitativa de AgNPs en esferoides 3D. Por otro lado, Wang
et al.? propusieron el empleo de residuos secos de pico-gotas impresas (generadas
con una impresora comercial) para la cuantificacién de AuNPs internalizadas en una
linea celular de macréfagos monociticos de raton. Ademas, el grupo del Prof. Van-
haecke!? ha utilizado gelatinas enriquecidas con metales como estindares para la
cuantificacién del Cu o para la determinacién de una biomolécula en células de cancer
de mama empleando un Ln quelato como etiqueta elemental. También se pueden
encontrar otros trabajos centrados en la cuantificacién de biomoléculas especificas
de la membrana celular utilizando clasters de péptidos-Au como etiquetas y em-
pleando residuos secos de gotas de metal como estandares de calibracién!12. En

todas las estrategias propuestas se intenta imitar la matriz de las células individuales,

7D. Drescher, C. Giesen, H. Traub, U. Panne, J. Kneipp, N. Jakubowski, Quantitative Imaging of Gold
and Silver Nanoparticles in Single Eukaryotic Cells by Laser Ablation ICP-MS, Anal. Chem. 84 (2012)
9684-9688.

8 A. Arakawa, N. Jakubowski, S. Flemig, G. Koellensperger, M. Rusz, D. Iwahata, H. Traub, T. Hirata,
High-resolution laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry used to study transport of
metallic nanoparticles through collagen-rich microstructures in fibroblast multicellular spheroids, Anal.
Bioanal. Chem. 411, (2019), 3497-3506.

o M. Wang, L.N. Zheng, B. Wang, H.Q. Chen, Y.L. Zhao, Z.F. Chai, H.J. Reid, B.L. Sharp, W.Y. Feng,
Quantitative analysis of gold nanopatticles in single cells by laser ablation inductively coupled plasma-
mass spectrometry, Anal. Chem. 86 (2014) 10252-10256

10S.J.M. van Malderen, E. Vergucht, M. De Rijcke, C. Janssen, L. Vincze and F. Vanhaecke, Quantitative
determination and subcellular imaging of Cu in single cells via laser ablation-ICP-mass spectrometry
using high-density microarray gelatin standards, Anal. Chem. 88 (2016) 5783-5789

11]. Zhai, Y. Wang, C. Xu, L. Zheng, M. Wang, W. Feng, L. Gao, L. Zhao, R. Liu, F. Gao, Y. Zhao,
Z.. Chai, X. Gao, Facile Approach to observe and quantify the aIIbB3 Integrin on a Single-Cell, Anal.
Chem. 87 (2015) 2546—2549

12, Zhai, L. Zhao, L. Zheng, F. Gao, L. Gao, R. Liu, Y. Wang, X. Gao, Peptide—Au Cluster Probe:
Precisely Detecting Epidermal Growth Factor Receptor of Three Tumor Cell Lines at a Single-Cell
Level, ACS Omega, 2 (2017) 276—282.
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sin embargo, ninguna de ellas logra alcanzar en su totalidad las caracteristicas de la

compleja naturaleza que presenta la matriz celular.

Dentro de esta linea, en el Capitulo 111 de la Tesis Doctoral se plantea el desa-
rrollo de una metodologfa de calibracién matrisc-matched para determinar el contenido
de dos proteinas citosélicas (MT2A y APOE) en células individuales del epitelio pig-
mentario de la retina (EPR) mediante LA-ICP-MS. El interés de enfocar el estudio
en las células del EPR es debido a que al ser esta la capa mas externa sometida a un
constante estrés oxidativo por factores externos (p.ej., luz solar), una mejor compren-
sion de los procesos biologicos involucrados con estas células puede aportar infor-
macién adicional sobre el inicio y desarrollo de la DMAE. Se sabe que altos niveles
de estrés oxidativo derivan en una respuesta inflamatoria crénica que provoca en gran
medida la aparicién de la DMAE (debido a la degeneracion y muerte de las células
fotorreceptoras). Durante el estrés oxidativo y la posterior inflamacién, proteinas re-
levantes (p.¢j., las MTs o la APOE) muestran cambios en sus niveles de expresién!3 !4,
Por ello, ensayar diferentes tratamientos inflamatorios en células de EPR inmortali-
zadas y estudiar los posibles cambios en la expresién de las proteinas puede propor-

cionar informacién relevante directamente relacionado con la DMAE.

Sin embargo, la gran heterogeneidad bioldgica limita muchos ensayos y en
concreto aquellos que implican estudios a nivel celular. Es bien sabido que las células
aun siendo de un mismo tipo, incluso bajo las mismas condiciones fisiolégicas o es-
timulos externos, pueden responder de manera diferente, generando variaciones a
nivel de célula a célula'>. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas metodologias analiticas
capaces de estudiar el contendio de metales y biomoléculas a nivel de células indivi-

duales es un campo de gran interés actualmente.

13 A, Alvarez-Barrios, L. Alvarez, M. Garcia, E. Artime, R. Pereiro, H. Gonzalez-Iglesias, Antioxidant
Defenses in the Human Eye: A Focus on Metallothioneins, Antioxidants 11, (2021), 11-89.

14 M.L. Hu, J. Quinn, K. Xue, Interactions between Apolipoprotein E metabolism and retinal inflam-
mation in age-related macular degeneration, Life 11, (2021), 635,

15 P.E. Oomen, M.A. Aref, I. Kaya, N.-T.N. Phan, A.G. Ewing, Chemical analysis of single sells, Anal.
Chem. 91 (2019), 588-621.
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F.2. OBJETIVOS

EL objetivo general de este Capitulo III es el desarrollo de una estrategia de

cuantificacion de proteinas en células individuales del epitelio pigmentario de la retina

(linea celular HRPEsv) combinando metodologias de IHC en las que se emplean

inmunosondas:AuNCs y la técnica de LA-ICP-MS. Este objetivo general se llevard a

cabo a través de las siguientes etapas expetimentales.

1. Sintesis de las inmunosondas especificas para el IHC

a.

Busqueda de una ruta sintética de AuNCs que logre disminuir la
desviacion asociada a la dispersion de tamafios de las
nanoestructuras de cara a obtener valores de cuantificacion
fiables y reproducibles.

Sintesis y caracterizacién de las inmunosondas especificas de las
proteinas MT2A y APOE: Anti-h-MT2A:AuNCs y Anti-h-
APOE:AuNCs

2. Optimizacién de los cultivos celulares HRPEsv. Estudio de diferentes

tratamientos inflamatorios y tiempo de incubacién en los niveles de

expresion de las proteinas MT2A y APOE mediante qRT-PCR (expresion

genética) y ELISA cuantitativos (expresion proteica).

3. Bioimaging de la distribucion de las proteinas MT2A y APOE en las células

HRPEsv control y sometidas al tratamiento proinflamatorio con IL1a

mediante dos estrategias:

a.

IHC directa empleando las inmunosondas metalicas sintetizadas
(de manera independiente) y deteccidn elemental LA-ICP-MS.
IHC indirecto inmunofluorescente empleando anticuerpos
secundarios con fluoréforo Alexa ® 594 y Alexa® 488, para la
detecciéon de MT2A y APOE respectivamente.

i. Estudio de la concentracién de anticuerpo primario

il. Validacién de la distribucién de las proteinas encontrada

por LA-ICP-MS.
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7.

Estudio de la penetracién de la inmunosonda en las células y obtencién
de una distribucién transversal mediante medidas de inmunofluorescencia
empleando IHC directa con los AuNCs como marcas fluorescentes o los
fluoréforos Alexa® 488.

Estudio de las interacciones inespecificas de los AuNCs en las células
individuales mediante media por fluorescencia.

Desarrollo de la estrategia de cuantificaciéon por LA-ICP-MS de las
proteinas MT2A y APOE en las células individuales de HRPEsv CT y
sometidas a tratamiento inflamatorio con IL.1o durante 48 h.

a. Generacién de los patrones de calibracién para llevar a cabo una
estrategia matrix-matched

i. HRPEsv suplementadas con diferentes concentraciones
de AuNCs (0, 5, 25, 50, 100 y 200 pg mL1) durante 24
h.

il. Caracterizacién elemental de los patrones unicelulares
HRPEsv@AuNCs mediante ICP-MS para conocer el
contenido de oro real.

b. Transformacién de los biomimaging unicelulares de las proteinas
bajo estudio en las células HRPEsv CT'y tratadas de intensidades
cualitativas de '"7Au a concentraciéon de proteina (MT2A o
APOE) por célula ablacionada. Tratamiento de datos mediante el
software Iolite (v4)

Validacién de los resultados obtenidos de concentracion de proteina por
célula con los obtenidos en células lisadas por cuantificacién por

inmunoensayo ELISA comerciales.
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F.3. EXPERIMENTAL

F.3.1. Materiales y reactivos

En esta Seccién se detallan los materiales y reactivos especificos empleados en
el desarrollo del Capitulo III de la Tesis Doctoral. En cualquier caso, se debe tener
en cuenta que la mayor parte de los reactivos han sido previamente recogidos en el

Experimental General.
F.3.1.1. Sintesis, purificacién, y caracterizacion de las inmunosondas

Los reactivos para la sintesis, purificacion, y caracterizacién de las inmunoson-
das metalicas se recogen en la Seccion C.2.2.1. Sin embargo, en el Capitulo III se
llevan a cabo diferentes estrategias de sintesis para los AuNCs con el objetivo de
disminuir la desviacién asociada a su didmetro. A continuacién, se recogen los reac-

tivos empleados durante estos ensayos:

Sintesis de AuNCs. Se emple6é NaAuCls H>O (99% polvo; Sigma-Aldrich)
como sal precursora del metal. Como agentes de estabilizacién se evaluaron el dcido
lipoico — LA (> 98% en polvo; Across Organics), acido dihidrolipoico (DHLA), y L-
glutatién reducido — GSH (>98% polvo; Sigma-Aldrich). Como reductor se emple6
NaBH4 (> 98% polvo; Sigma-Aldrich). Ademds, se utilizaron diferentes disolventes,

como propan-2-ol (Fisher Scientific), acetona y metanol (ambos de VWR chemicals).

Sintesis de las inmunosondas metalicas.: Los anticuerpos primarios em-
pleados para la sintesis de las inmunsondas Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-
MT2A:AuNCs son:

e Anticuerpo policlonal de cabra contra la APOE (Anti-h-APOE) de
Fisher Scientific.
e Anticuerpo policlonal de conejo contra la MT2A (Anti-h-MT2A) de

la casa comercial Cloud Clone Corporation.
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F.3.1.2. Cultivo y expansion de la linea celular y tratamientos inflamatorios de

las células

Los reactivos empleados durante la expansién y tratamiento inflamatorio del
cultivo celular de células inmortalizadas del epitelio pigmentario de la reina
(HRPEsv40) esta descrito en la Seccién C.4.7.-Adicionalmente, en este Capitulo 111
se evaluan diferentes tratamientos inflamatorios en las células HRPEsv40 con el ob-
jetivo de estudiar la expresion de las proteinas bajo su efecto. Los reactivos emplea-
dos durante este estudio fueron el factor de crecimiento transformante beta humana
recombinante (TGFB1) y la dexametasona (DEX), ambos de Sigma Aldrich, y la ci-

toquina Interluquina-1o humana recombinante (IL-1a, Gold Bio).
F.3.1.3. Protocolos de inmunocitoquimica

Los reactivos generales necesarios para llevar a cabo los protocolos de ICC en
las células inmortalizadas tanto por IF convencional como empleando los AuNCs
como marcas estin recogidos en la Seccién jError! No se encuentra el origen de la
referencia.. Para llevar a cabo todos los experimentos de ICC en los cuales se realiza
una deteccién por fluorescencia o elemental empleando LA-ICP-MS,; se hacen crecer
las células en dispositivos portaobjetos con el sistema Thermo Scientific™ Nunc™
Lab-Tek™ II Chamber Slide™ (Thermo Fisher Scientific). Este tipo de soporte para

las células se denomina camaras portaobjetos a lo largo del Capitulo 111

Para llevar a cabo la ICC por IF indirecta siguiendo la emisién del fluoréforo
Alexa® se emplearon los anticuerpos primatios sin AuNCs vy, adicionalmente, se in-
cuban con anticuerpos secundarios marcados con fluoréforo Alexa® Fluor Plus
(A32731 y A32814): IgG de cabra anti suero de conejo:Alexa® 594 (emision en el
rojo) e IgG de burro anti suero de cabra:Alexa® 488 (emision en el verde) pata la

deteccién de los anticuerpos Anti-h-MT2A y Anti-h-APOE, respectivamente.
F.3.1.4. Analisis mediante qRT-PCR

Para conocer la expresion génica de la MT2A y APOE en las células

HRPEsv40 bajo el efecto de diferentes tratamientos inflamatorios, se llevé a cabo la
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reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). El ma-
terial y reactivos necesarios son para estos analisis incluye el RNeasy Mini Kit (Quia-
gen) que proporciona los reactivos y material necesarios para el lisado (buffer de lisis)
de las células y posterior aislamiento del contenido total de ARN. Para evaluar la
calidad y la concentraciéon del ARN se us6 el espectrofotémetro PicodropTM (Pico-
drop Limited). El kit “High Capacity RNA-to-cDNA" (Applied Biosystems, Thermo
Fisher) se emple6 para obtener el ADN complementario (ADNCc) a partir del RNA
utilizando la enzima transcriptasa inversa, en el termociclador. La expresion de los
genes de MT2A (Hs02379661_g1) y APOE (Hs00171168_m1) se determiné en un
sistema de RT-PCR 7500 empleando la sonda fluorescente TaqgMan® (Applied
Biosystems, Thermo Fisher). Adicionalmente, se emple6 el gen beta de la glucoroni-

dasa (GUSB; Hs00939627_m1) como control end6geno (cuantificacion relativa).
F.3.1.5. Kits ELISA cuantitativos para la MT2A y APOE

Se emplearon dos kits comerciales de ensayo inmunoenzimatico de Cloud-
Clone Corporation para la determinacién de la concentracién de MT2A (SEB868Hu
96 Tests) y APOE (SEA704Hu 96 Tests) en las fracciones citosélicas de las células
HRPEsv40 (tanto en las células control como en las tratadas con IL1a). Ademas, se
emple6 el tampoén Tris-HCI (pH 7,4) (Sigma Aldrich) para suspender el pellet celular
justo antes de realizar la lisis de las células empleando la sonda de ultrasonidos con el
objetivo de extraer el contenido citosélico (i.e., para obtener la muestra que se analiza

con el Kit ELISA).
F.3.2. Instrumentacion

Los sistemas de ablacion laser e ICP-MS empleados para el desarrollo experi-
mental del Capitulo III estan descritos con detalle en la Instrumentacién General. A
modo resumen, a continuacion, se describen los equipos empleados para cada anali-

sis, asi como las condiciones de trabajo.
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Para llevar a cabo el analisis elemental por ICP-MS con nebulizacién conven-
cional y determinar la concentracién de Au (tanto en los lisados celulares de los pa-
trones unicelulares como durante la caracterizacién de las inmunosondas) se empled
el ICP-MS 7900 (Agilent). Para obtener el #zaging con la distribucion de APOE y
MT?2A en las células por LA-ICP-MS (siguiendo la sefial de 7Au* de los AuNCs
empleados como etiqueta en las inmunosondas), se empleé el sistema de ablacion
tipo excimero NWR193 (Elemental Scientific - ESI) equipado con una celda de abla-
cién de dos volimenes (TwoVol2 Ablation Cell, ESI). Este sistema se usé6 para el
analisis de células individuales HRPEsv fijadas en las cimaras portaobjetos, tanto las
células HRPEsv@AuNCs empleadas como patrones de calibracion como las células
HRPEsv40 sometidas al ensayo ICC con las inmunosondas. Las condiciones de tra-
bajo empleadas, tanto para los andlisis por ICP-MS como por LA-ICP-MS, estin
recogidas en la Tabla 11.

Tabla 11: Pardmetros empleados para el andlisis por nebulizacion convencional ICP-MS (lisados celulares
¢ inmunosondas metdlicas) y para los estudios de imaging por LA-ICP-MA con las células HRPEsy (CT

y tratadas con IL1Q) y los patrones unicelulares HRPEso@.AuNCs.

Parametro (7900 Agilent ICP-MS) Valor
RF - ICPS (W) 1500
Flujo de Ar - plasma (mlL. min-!) 18

Flujo de Ar - nebulizador (mL min-!)
Flujo de Ar — “make-up” (ml min)
Isétopos monitotizados (m/z)

Dwell time (ms)

0,9 ICP-MS)
0,75 (LA-ICP-MS)
197 A, 195Pt (Patrén interno)

100 (ICP-MS) o 50 (LA-ICP-MS)

Parameter (NWR193 ESI - LA)

Valor

Diametro haz laser (um)
Velocidad de barrido (um s1)
Energia laser, fluencia (] cm?-1)

Frecuencia de repeticién (Hz)

6
5

0,3 (5%)
20

Par el procesamiento de los datos (construccion de imagenes 2D de la distri-
bucién de 7Aut en células HRPEsv individuales, histogramas, y selecciéon de las

regiones celulares en pixeles) se empled el software Iolite (v4). En todos los casos, el
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imaging 2D fue construido aplicando el gradiente térmico como paleta de color y se

aplicé un filtro de expansion por interpolacion pata el tratamiento de los datos.

Paralelamente, para el estudio de la distribucion de las proteinas en las células
HRPEsv40 mediante deteccion por fluorescencia, se empleé un microscopio laser
confocal (DM IRE2; Leica) con un objetivo de inmersion en aceite de 63x. Se obtu-
vieron imagenes con resolucion tanto lateral (eje XY) como en profundidad (eje YZ
o XZ). Los ajustes de adquisicién son los mismos que los empleados en el Capitulo

II de la Tesis Doctoral (fluoréforos: AuNCs y DAPI).
F.3.3. Procedimientos experimentales
F.3.3.1. Protocolo para la sintesis de AuNCs monodispersos

El protocolo de sintesis para obtener AuNCs monodispersos (empleados en
los Capitulos III y IV de la Tesis Doctoral) estd recogido en la Seccién de Procedi-
mientos Generales. Se trata de una sintesis bottom-up empleando un ligando tiolado
como agente estabilizante y NaBH4 como reductor. Sin embargo, con el objetivo de
reducir la dispersién asociada al didmetro de los AuNCs obtenida previamente con
otra sintesis (AuNCs empleados en el Capitulo II), se evaluaron diferentes parame-
tros experimentales partiendo de los AuNCs previamente sintetizados!®. En la Fi-
gura 66 se resumen las diferentes estrategias ensayadas. Por una parte, con el objetivo
de reducir la cinética de la reaccién de reduccién y tener un mayor control de la sin-
tesis se evaluaron diferentes condiciones, como la temperatura de la sintesis (25°C u
8°C), el disolvente de la sintesis (agua o metanol), el disolvente utilizado para disolver
el agente reductor (acetona o metanol), el pH de la sintesis (se evalué un pH mas
basico), el tiempo de reaccion, o el efecto que produce la disminucién de la agitacion
durante la formacién de los AuNCs (menos rpm). Adicionalmente, se evaluaron dos
ligandos tiol: el acido lipoico reducido (DHLA) y el glutatiéon (GSH). Finalmente, se

evalué un post-tratamiento de los AuNCs recién sintetizados. En concreto, los

16 M. Cruz-Alonso, B. Fernandez, A. Navarro, S. Junceda, A. Astudillo, R. Pereiro. Laser ablation ICP-
MS for simultaneous quantitative imaging of iron and ferroportin in hippocampus of human brain tis-
sues with Alzheimer's disease. Talanta. 197, (2019), 413-421

Ana Lores Padin 239



CAPITULO IIT

AuNCs polidispersos se sometieron a un tratamiento de “enfoque de tamafio” para

formar AuNCs monodispersos incubando la sintesis a 50°C durante 2 h.

Los AuNCs sintetizados fueron caracterizados en todos los casos siguiendo
las etapas descritas en el Experimental General (Seccion C.4.3): medidas por DLS
para comprobar su indice de polidispersidad (PDI), medida de la emisioén fluores-
cente (Aem, 720 nm), y caracterizacion elemental por ICP-MS (se determiné el rendi-
miento de la sintesis y la concentracién de Au en la suspension coloidal). Finalmente,
las sintesis de AuNCs seleccionadas como éptimas se midieron por HR-TEM para
conocer el tamafio y estructura cristalina de los AuNCs (de manera similar a la carac-
terizacién llevada a cabo en el Capitulo I para los PtNCs).

Sal precursora
AuCl,

C/\/\i"" Acido Lipoico (LA) \
S

y Acido dihidrolipoico | Ligando Reductor | | Disolvente
(DHLA) \ 13 \ f NaBH, organico
it \ 12

HE AN Glutation )

PSS
Ho N [;‘« oH Enfoque de tamaiio
(post-tratamiento
s .2
-l N
i A ) . A Disolvente ﬂ;ﬁr;
PHsintosis=11 PHsintess=13 organico
Tiempo de
sintesis

Temperatura de
sintesis

Figura 66: Esquema resumen de las diferentes estrategias ensayadas para la sintesis (bottom-up) de AuNCs

monodispersos.
F.3.3.2. Sintesis y caracterizacion de las inmunosondas

Los AuNCs monodispersos fueron empleados como etiquetas de dos anti-
cuerpos especificos para APOE y MT2A (Anti-h-APOE o Anti-h-MT2A). Para la
bioconjugacion se siguieé el método de la carbodiimida, empleando una relacién mo-

lar 1:3 Ab:AuNCs. Tras la purificacion por ultracentrifugacion, las inmunosondas
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fueron caracterizadas para determinar su estequiometria (i.e., el factor de amplifica-
cion). Al igual que se describe en el Capitulo 1I para la caracterizacion de las inmu-
nosondas con PtNCs, AuNCs y AgNCs, se realizé un ensayo ELISA directo con una
proteina IgG de concentracion conocida como estandar de calibraciéon (concentra-
ciones de 0 a 10 pg mL") para determinar la concentracién de Ab disponible en la
inmunosonda tras la bioconjugacién. Ademas, se llevo a cabo el andlisis elemental
por ICP-MS para determinar la concentracién de Au en la inmunosonda. Para ello,
se realizé un calibrado externo de Au (de 0-20 pg'ml") empleando Pt como patrén

interno (5 ug-mL1).
F.3.3.3. Cultivo de células HRPEsv40 y tratamientos inflamatorios

Las células HRPEsv40 se sembraron en diferentes soportes (p.ej., frascos, pla-
cas de 6 pocillos, o camaras portaobjetos) y a diferentes niveles de concentraciéon
(rango entre 6-104 - 20-106 células/ pocillo) dependiendo del tipo de ensayo a realizar;
ensayo ELISA, gPCR, medias por fluorescencia, nebulizacién convencional ICP-MS,
o LA-ICP-MS. Para una mejor compresién de las diferentes condiciones celulares
empleadas, en la Tabla 12 se recoge de manera resumida el nimero de células, el tipo
de soporte, y el procesamiento de las células para cada tipo de ensayo llevado a cabo

en este Capitulo III de la Tesis Doctoral.
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Tabla 12: Resumen de los diferentes excperimentos llevados a cabo con las células HRPEsv40. En la Tabla
se recoge el soporte empleado para el crecimiento celular, el niimero de células, y las etapas de procesamiento
celular neceisarias para realizar los diferentes experimentos. Trip.: tripsinizacion (tripsina-EDTA al 0,25%),
Extr.: extraccion.

q N° de Procesamiento ~ Denominacién de
Experimento Soporte celular .
células celular la Muestra
. 6 célu-
Inmunoensayo ELISA Flask T125 20107 celu Trip. + lisado Faccién citosélica
las/flask
1,2:10° célu- Trip. + lisado
GRT-PCR Placa p6 las/pocillo + Extr. RNA cDNA
Imaging celular (fluores- Cémara 6-10* célu- Fijacion (4% Células intactas en
cencia/LA-ICP-MS) portaobjetos las/pocillo PFA) portaobjetos
Patrones HRPEsv@AuNCs Cémara 6-10* célu- Fijacion (4% Células intactas en
(LA-ICP-MS) portaobjetos las/pocillo PFA) portaobjetos

Fijacion (4%
PFA) + Trip. + Células digeridas
digestién dcida

Patrones HRPEsv@AuNCs
(ICP-MS)

1,2:106 célu-

Placa p6 las/pocillo

Los protocolos, tanto de crecimiento y expansion de la linea celular, como
para la etapa de tratamiento proinflamatorio con 1L-1a estan recogidos en la Seccién
Experimental General. Sin embargo, adicionalmente se investigaron también otros
tratamientos inflamatorios con las células para seleccionar aquel que provoca un ma-
yor cambio en la expresion de las proteinas bajo estudio (APOE y MT2A). A conti-
nuadién, se describe el protocolo de manera resumida. Una vez las células HRPEsv40
alcanzan el 80% de confluencia en el soporte deseado, se les retira el medio completo
(DMENF12 +10%FBSi +1% P/S), se lavan con PBS1x, y se les afiade el medio libre
de suero Hibridoma™ (suplementado con 5% de L-glutamina y 1% de P/S). Trans-
curridas 24 h (para asegurar que las células se adaptan al nuevo medio), estas son
tratadas con el reactivo inflamatorio elegido en cada caso (Tabla 13). Paralelamente,
en todos los disefios experimentales llevados a cabo (exceptuando los patrones uni-
celulares de calibracién) se prepara un control celular (CT), es decir, células
HRPEsv40 sin tratamiento. Para ello se mantienen en el medio libre de suero Hibri-
doma™ (5% de L-glutamina y 1% +P/S) durante 24 o0 48 h. Trascurrido este tiempo,

las células se lavan con PBS1x, y se preparan/procesan dependiendo del ensayo.
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Tabla 13: Resumen de los diferentes tratamientos inflamatorios ensayados con las células HRPEsp40.
TGEp1: Factor de crecimiento transformante beta humana recombinante, DEX: Dexametasona, 1L.-1a:
Interlngquina-1a humana recombinante.

Tratamiento inflamatorio
Experimento Objetivo
Reactivo [Reactivo] (ng'mL-") Tiempo (h)

TGFp1 10, 60 y 120 24
qRT-PCR I 1a 100 24 v 48 Elecclqn de trata-
’ miento inflamatorio
DEX 118,235y 392 24
Inmunoensayo Evaluacién del
ELISA IL-1a 100 24y 48 tiempo
Imaging fluores- Localizacion APOE
cencia II-1a 100 48 y MT2A

Localizacion &
1L-1a 100 48 cuantificacion
APOE y MT2A

Imaging LA-ICP-
MS

F.3.3.4. Pteparacion de las células HRPEsv40 para qRT-PCR

La muestra necesaria para realizar las medidas de qRT-PCR es el DNA com-
plementario (Tabla 12). Para su obtencién, a partir de las células HRPEsv40 sem-
bradas en las placas p6 (~1,2:10 células por pocillo), tanto no tratadas (control)

como tratadas (3 réplicas por condicién - Tabla 13) se siguieron las siguientes etapas:

(1) Lisis de las células. Se afiadieron 350 pL. del tampén de lisis proporcionado
por el kit comercial (RNeasy Mini Kit) que despega v lisa directamente las células en
los pocillos. Se recogi6 el contenido en tubos Eppendorf (libres de RNAsas) y, pos-
teriormente, se aislo el contenido total de ARN siguiendo las instrucciones y em-

pleando los reactivos del Kit.

(2) Determinacion de la concentracion y calidad del RNA extraido. Para ello
se midio la relacion de absorbancias medidas a 260 nm y 280 nm con el espectrofo-
tometro PicodropTM (valores entre 2,0-2,2 unidades indican buena calidad del

ARN), y se utilizé una concentraciéon conocida de BSA como estandar de calibracion.
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(3) Obtencién de DNA complementario. Se toma 1 ug de ARN (de cada con-
dicién y réplica) y se transcribe a ADN complementario (ADNc) mediante la enzima
transcriptasa inversa ("High Capacity RNA-to-cDNA") utilizando el siguiente proto-

colo: 5 min a 25°C, 90 min a 37°C, y 5 min a 95°C en el termociclador.

(4) Realizacion de la qRT-PCR. La expresion génica de APOE y MT2A se
determiné mediante deteccién fluorescente de los ciclos de expresion utilizando la
sonda fluorescente TagMan®. Todas las amplificaciones PCR se realizaron mediante
el siguiente protocolo: 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15
s y 60°C durante 1 min. Los ciclos de PCR obtenidos para cada gen (APOE o MT2A)
se compararon con un gen control endégeno (gen GUSB) realizando cada medida

por triplicado.

Indicar que, durante el manejo de las muestras, estas se mantuvieron en hielo

todo el tiempo y se empled material y reactivos libres de ARNsas.

F.3.3.5. Preparacion de las células HRPEsv40 para la determinaciéon de APOE
y MT2A mediante inmunoensayo ELISA

La cuantificacién de APOE y MT2A empleando los kits comerciales ELISA
se llevaron a cabo en las fracciones citosdlicas de las células HRPEsv40 (Tabla 12).
Para ello, una vez transcurridas las 24 6 48 h de tratamiento inflamatorio con cito-
quina IL1a (Tabla 13), las células son recolectadas y procesadas de la siguiente ma-

nera:

(1) Tripsinizacién y recoleccién del pellet celular. Se afiaden 6 mL de tripsina-
EDTA al 0,25% a las células sembradas en los flask T125, se incubaron durante 3
min (37°C en 5% de COy) y, postetiormente, se afiadieron 20 mL por flask de
DMENF12 para detener la actividad de la tripsina (y evitar as{ el lisado de las células).
El contenido de cada flask (1 flask por condicién, n=3) se recogié en diferentes tubos
falcon y se aislo el pellet celular mediante centrifugacion suave (3 min a 1176 g),

descartando el sobrenadante. Por ultimo, para eliminar las células muertas, el pellet
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se lavé una vez con PBS1x, y se descarté el sobrenadante tras su centrifugaciéon (3

min a 1176 g).

(2) Conteo celular. Se realiza el conteo manual de las células con el hemocito-
metro para llevar a cabo la posterior normalizacion de los resultados. Para ello las
células son suspendidas en PBS1x. Tras llevar a cabo el conteo, se retira el PBS1x

mediante centrifugacion suave.

(3) Lisado mecanico del pellet celular. Se afladen 500 pL. de tampé6n Tris-HCI
(pH 7,4) para resuspender el pellet celular justo antes de realizar la lisis celular em-
pleando la sonda de ultrasonidos. Para ello, los pellets celulares se sometieron a ciclos
de ultrasonidos de 10 kHz de forma intermitente durante 30 s (3 veces) en un bafio
con hielo. A continuacion, se centrifugd el lisado celular (15300 g x 30 min a 4°C)
para separar la fraccién citosélica de la membrana celular. Finalmente, se recogié el
sobrenadante (fraccién citosélica) y se almacené a -80°C pata la cuantificaciéon de
APOE y MT2A con los kits ELISA, mientras que el pellet (membrana celular) se

desecho.
F.3.3.6. Preparacion de las células HRPEsv40 para inmunocitoquimica

Para llevar a cabo los procesos de ICC en las células HRPEsv40, tal y como
se describe en la Tabla 12, las células fueron sembradas en las cimaras portaobjetos
en una concentracién de 6-104 células por pocillo, con el objetivo de tener una mo-
nocapa de células individuales. Tras someterlas al tratamiento proinflamatorio con
IL-1o durante 48 h (o sin tratamiento, células control 48 h, Tabla 13), se retira el
medio mediante drenaje y se lava con PBS 1x. Posteriormente, y previo a la ICC, las
células deben ser fijadas. Para ello se afiadieron 400 pL. de paraformaldehido al 4%
(PFA 4 %) a cada pocillo y se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente. Final-
mente, se retird el contenido y se procedio a su lavado afiadiendo PBS 1x (3 veces).

Las células se dejaron con 200 pL. de PBS 1x y en nevera (4°C) hasta ser empleadas.

Ana Lores Padin 245



CAPITULO IIT

F.3.3.7. Protocolo de ICC para la inmunolocalizacion de APOE y MT2A en
células HRPEsv40 fijadas

U ICC empleando las inmunosondas con AuNCs

Los ensayos ICC para la determinacion de las dos proteinas citosélicas selec-
cionadas en células HRPEsv40 se llevaron a cabo utilizando una estrategia de bio-
marcador Gnico usando de manera secuencial (i.e., en dos muestras diferentes de cé-
lulas) las dos inmunosondas metalicas sintetizadas (Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-
MT2A:AuNCs), tanto en células control (CT) como en células sometidas al trata-
miento con IL-1o durante 48 h (Tabla 13). A continuacion, se detallan las etapas del
protocolo ICC llevado a cabo, donde se indica también las etapas adicionales depen-
diendo de cémo se realiza la deteccidn de las proteinas; ICC con deteccién directa de
la fluorescencia (se emplean las inmunosondas marcadas con AuNCs y se detecta la
fluorescencia de los AuNCs por microscopia confocal) o deteccién elemental por

LA-ICP-MS siguiendo la intensidad de la sefial de 17Au* (AuNCs).

Las etapas comunes del protocolo ICC (Figura 67) incluyen: 1) permeabiliza-
cién de las membranas celulares empleando 400 uL. de PBS con 0,1% de Triton X-
100 durante 30 min, 2) lavado (3 veces) con 400 pl. de PBS-0,05% de tween-20, 3)
etapa de bloqueo con 400 pul. de PBS con 10% de suero de burro y 1% de BSA
durante 1 h a temperatura ambiente, 4) incubacién durante la noche a 4°C de las
inmunosondas con AuNCs (400 uL. de 10 pg'mI-! Anti-h-APOE:AuNCs o 400 pL
de 5 pg'mL" Anti-h-MT2A:AuNCs, concentracién relativa al Ab) en PBS con 5%
de suero de burro y 1% de BSA, y 5) lavado con 400 uL de PBS (3 veces).

- Enel caso del ICC directo con deteccion elemental (LA-ICP-MS) las células
HRPEsv40 se mantuvieron en PBS1x en las cimaras portaobjetos hasta su
analisis para garantizar la integridad celular (el PBS se retir6 justo antes del
analisis por LA-ICP-MS).

- En el caso del ICC directo con deteccién fluorescente (microscopia laser
confocal) se deben afadir dos etapas al protocolo anterior: 6) tincién con

4' 6-diamino fenilindol (DAPI) durante 10 min (temperatura ambiente y
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oscuridad) para la visualizacién de los nicleos celulares, y 7) tras un lavado
con PBS se afiade una gota de medio de montaje de fluorescencia para
tinalmente colocar un cubreobjetos sobre cada muestra y poder meditla por

microscopia confocal.

Anti-h-APOE:AuNCs = Anti-h-MT2A:AuNCs
= N
o 1y
P /= Deteccion
Células HRPEsv " LA-ICP-MS 197Au+
fijadas (4%PFA) 1.Permeabilizacion células \'
. (Tween 20)
2.Lavado PBS1x (3 veces)
'\ 3.Bloqueo (BSA 1% + ;
\ Suero de burro 10%) O
\ 5.Lavado exceso 6. DAPI N
Camara 4.Incubacién del Ab 1° Ab (PBS 1x) L /)k\ //k\\
portaobjetos (marcaje individual) , . 7. Medio de _‘.
S I N montaje Deteccion

fluorescente fluorescente

Figura 67: Etapas del protocolo ICC con las células HRPEsv40 para la deteccion directa de los AnNCs
por LA-ICP-MS o fluorescencia empleando las inmunosondas Anti-h-APOE:AulNCs o Anti-b-
MT2A:AuNCs.

Indicar que ademas se prepararon controles negativos tanto para las células
HRPEsv40 CT como para las tratadas con IL-1a. Estos controles incluyeron la adi-
cién de AuNCs sin el Ab primario para evaluar la existencia de posibles interacciones

inespecificas de los AuNCs.
O ICC indirecto para la deteccién fluorescente empleando Alexa®

Este ensayo se realizé para determinar la concentraciéon 6ptima de los anti-
cuerpos primatios empleados en el ensayo ICC directo, asi como para validar la dis-
tribucién de la APOE y MT2A encontradas por la metodologia de andlisis desarro-
llada en este Capitulo III don de las proteinas se determinan por LA-ICP-MS. El
protocolo incluye todas las etapas previamente descritas para el ICC directo (etapas
1-5), teniendo en cuenta que, en la etapa 4 en vez de las inmunosondas marcadas con
AuNCs, se incuban los anticuerpos sin bioconjugar (Anti-h-APOE o Anti-h-
MT2A:AuNCs). En la Figura 68 se resumen las etapas llevadas a cabo para el pro-

tocolo ICC indirecto.
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Los pasos adicionales para la deteccion indirecta de la fluorescencia incluyen:
0) incubacién con el Ab secundatio IgG de cabra anti suero de conejo:Alexa® 594 ¢
IgG de butro anti suero de cabra:Alexa® 488 para detectar respectivamente los Ab
primarios Anti-h-MT2A y Anti-h-APOE (2 h a temperatura amiente y en oscuridad),
7) lavado 3 veces con PBS, 8) adicion de la tinciéon DAPI durante 10 min (tempera-
tura ambiente y oscuridad) para la localizacion de los nucleos celulares, 9) lavado con
PBS; y 10) adicién de una gota de medio de montaje de fluorescencia para colocar un

cubreobjetos sobre cada muestra.

<

Anti-h-APOE §y %= =Z A Antihmaa

AV

Células HRPEsv A

fijadas (4%PFA) 1.Permeabilizacion células \\ \
S (Tween 20)

R
2. Lavado PBS1x (3 veces)

‘\ 3.Bloqueo (BSA 1% + Suero ;
\ de burro 10%)

\ -
Camara 4.Incubacion del Ab 1° < N (
portaobjetos (marcaje individual) N |
" 5.Lavado exceso
Ab (PBS 1x)
R
6. Incubacion Ab 22 x
anti-suero primario:ALEXA I)\\\= 7 i 8. DAPI * . O
594 0 ALEXA 488 - )\\ )\\ &
\ 9. Medio de montaje [/ / - .
fluorescente
Deteccion
7.Lavado exceso Ab fl t
20 (PBS 1) uorescente

Figura 68: Esquema de las etapas del protocolo ICC con las célnlas HRPEsv40 para la deteccion indirecta
empleando anticuerpos secundarios marcados con flnordforos Alexa®.

En este caso, los controles negativos incluyeron no afladir el Ab primario para
evaluar la especificidad del Ab secundario y asegurar asi que la fluorescencia detec-

tada s6lo procede de las proteinas de interés.
F.3.3.8. Imaging de proteinas en células individuales mediante LA-ICP-MS

Las células HRPEsv40 sometidas al ensayo ICC con las inmunosondas meta-
licas (Anti-h-APOE:AuNCs o Anti-h-MT2:AuNCs) fueron analizadas por LA-ICP-
MS con las condiciones optimizadas recogidas en la Tabla 11. De esta manera se ob-
tuvo el imaging con la distribucién de APOE o MT2A en cada célula individual si-

guiendo la sefial de la marca metdlica (1”Aut), tanto para células HRPEsv40 CT

248 Tesis Doctoral



CAPITULO IIT

como sometidas a tratamiento inflamatorio con IL-1a. Las imagenes 2D se constru-
yeron a partir de la sefial de 7Au para cada célula individual utilizando el software
Iolite (v4). Ademas, el programa permitié conocer la intensidad de 1"7Au* total para
el imaging de cada célula individual y conocer el numero de pixeles que ocupa cada
célula. De esta manera, se obtuvieron valores para la intensidad total de Au normali-
zada por pixel, para cada célula analizada por LA-ICP-MS. En el esquema de la Fi-
gura 69 en azul se resumen las etapas que se deben llevar a cabo para obtener el

imaging de cada proteina en cada célula.

F.3.3.9. Preparacion de los patrones de calibracion unicelulares

(HRPEsv@AuNCs)

Con el fin de realizar una calibracion con patrones matrix-matched por LA-1CP-
MS, se propone la preparacion en el laboratorio de patrones unicelulares empleando
las mismas células que las células que son analizadas como muestra (HRPEsv40).
Para ello, una vez las células han crecido en los soportes adecuados (ver Tabla 12) y
siguiendo el protocolo de expansién y crecimiento celular descrito en la Seccién
C.4.7, estas fueron suplementadas con diferentes concentraciones de una suspension
de AuNCs libres (i.e., sin bioconjugar con ningun Ab). Para la internalizacién de los
AuNCs por parte de las células HRPEsv40, se emplearon suspensiones de AuNCs
con una concentraciéon de 0, 5, 25, 50, 100, 200 pg-mL-! (suspensiones de AuNCs en
medio rico en suero DMEMF12) durante 24 h siguiendo un protocolo desctito pre-
viamente en la bibliografia!”. Tras la internalizacién de los AuNCs, las células son
tratadas de dos maneras diferentes: a) por un lado, las células son caracterizadas para
determinar el contenido de Au promedio por célula en cada tratamiento de suple-
mentacién, y b) las células son fijadas en las cimaras portaobjetos para ser analizadas
por LA-ICP-MS (en las mismas condiciones que las células HRPEsv40 donde se
quiere determinar APOE y MT2A).

17X. Cai, H.H. Chen, C.I.. Wang, S.T. Chen, S.F. Lai, C.C. Chien, Y.Y. Chen, LM. Kempson, Y. Hwu,
C.S. Yang, G. Margaritondo, Imaging the cellular uptake of tiopronin-modified gold nanoparticles, Anal.
Bioanal. Chem. 401 (2011) 809-816.
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En la Figura 69 (parte izquierda de la imagen), se detalla un esquema con la
preparacion y caracterizacion de los patrones unicelulares HRPEsv(@AuNCs. Por un
lado, con los patrones HRPEsv@AuNCs se llevé a cabo un analisis por ICP-MS con
nebulizacién convencional para determinar la concentracién de Au en cada una de
las células. Para ello, se recogieron las células HRPEsv@AuNCs de las placas de 6
pocillos: 1) las células se incubaron con 0,5 mL/pocillo de 0,25% tripsina-EDTA
(pH 7,4) dentro de la incubadora durante 3 min, 2) se afladieron 2 mL de medio
completo DMEMF12 (+10% de FBSi +1% de P/S) para bloquear la actividad de la
tripsina, 3) se recogié la suspension celular en un tubo Eppendorf, 4) tras el lavado
del pellet celular por centrifugaciéon con PBS1x las células se contaron manualmente
con el hemocitémetro, 5) posteriormente, se llevé a cabo la digestién celular utili-
zando agua regia. Para ello se afiadieron 0,5 mL de agua regia (HNO3:3HCI) por
pellet celular y, tras 1 h, se sometieron a vibracién por ultrasonidos durante 2 h. Las
digestiones de las células HRPEsv@AuNCs se diluyeron finalmente con agua ultra-
pura, hasta una concentracién adecuada para su andlisis por ICP-MS. Para determinar
el contenido de Au en cada una de las poblaciones celulares (HRPEsv40 células su-
plementadas con diferentes concentraciones de AuNCs), se realizé una calibracién
externa con estandares de Au en disolucion, utilizando Pt como patrén interno. La
concentracion de Au encontrada por ICP-MS para cada una de las poblaciones celu-

lares se normalizé teniendo en cuenta el nimero de células.

Por otro lado, los patrones de células HRPEsv(@AuNC:s fijadas en las cimaras
portaobjetos fueron analizados individualmente por LA-ICP-MS. Las células fijadas
(cultivadas y tratadas en los portaobjetos) se almacenaron en el frigorifico con un
pequenio volumen de PBS (~200 uL) para evitar su secado y rotura celular. Tal y
como se ha comentado para las muestras, justo antes de ser analizadas por LA-ICP-
MS se retiran las paredes de la camara portaobjetos y se drena cuidadosamente el
PBS1x. Para el anilisis de los patrones HRPEsv@AuNCs se analizaron ~30 células
individuales para cada concentraciéon suplementada con AuNCs. Como se muestra
en la Figura 69, tras el andlisis de las células por LA-ICP-MS es posible construir

una imagen 2D de la sefial de 197Aut para cada célula individual utilizando el software
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Iolite (v4), y de este modo determinar la intensidad promedio de 1*7Au* por pixel en

cada célula.

Patrones de calibracion unicelulares: HRPEsv@AuNCs Células HRPEsv: ICCimmunosondas-AuNCs
(APOE & MT2A)

Placas 6 pocillos Camaras portaobjetos

Camaras portaobjetos
(p6)
HRPEsv suplementadas con AuNCs libres (0-200 ug mL*; 24 h) Células Control (CT) Tratamiento
proinflamatorio con IL1a
[ I
Lavado x3 veces (PBS1x) Lavado x3 veces (PBS1x) .
Eliminacién de AuNCs no Eliminacién de AuNCs no Fijacion (4% PFA)
internalizado internalizado

Fijacion }I// ICC con AuNCs-Immunosondas
(4% PFA) (anti-h-MT2A: AuNCs 6 anti-h-APOE:AuNCs)

Conteocelular

v

=

(anti-h-APOE: AuNCs)
e

(ai POE: AuNCs)

Digestion (HRPEsv@AuNCs)
Agua regia HNO;:3HCI (1 h ultrasonidos)

ICP-MS analisis Procesamiento de datos: *’Au* LA-ICP-MS Imaging
v ! >
>
) ; promedio de la intensidad
promedio [Au] (fg/célula) total de 197Au*/pixel por célula - >
Procesamiento de datos: **’Au*
\ ) L )
| Y
Calibracion Matrix-matched (patrones HRPEsv @AuNCs) Promedio de la intensidad total
197Aut intensidad/pixel versus [Au] (fg/célula) 197au* /pixel por célula

( ]
i

Masa de Au (etiqueta de la
proteina)/pixel por célula

Figura 69: Resumen de las etapas necesarias para llevar a cabo la determinacion de proteinas (APOE y
MT2A) en células HRPE sv40 empleando IA-ICP-MS y marcaje de las células con AuNCs. La estrategia
de  calibracion  propuesta estd  basada en la sintesis y caracterizacn de patrones unicelurares
HRPEs@AnNCs con la misma matriz, de la muestra. A la izquierda (en naranja) se resumen las etapas
necesarias para preparar y caracterizar los patrones de calibracion unicelulares, y a la dercha (en azul) los
pasos seguidos para obtener el imaging con la distribucion de las proteinas en las células HRPEsp40.
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F.4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se detallan los resultados experimentales obtenidos para el
Capitulo III. Los mismos estan divididos en tres secciones: 1) sintesis de AuNCs
homogéneos, asi como caracterizacion de su tamafio, 2) estudios relacionados con
los tratamientos inflamatorios de las células HRPEsv40, donde se evaltia la expresion
de APOE y MT2A, y 3) desarrollo de una nueva estrategia de calibracion matrix-
matched empleando patrones unicelulares HRPEsv@AuNCs para obtener el izaging
cuantitativo de APOE y MT2A en células HRPEsv40 (CT & IL1a) empleando LA-

ICP-MS e inmunosondas marcadas con AuNCs.
F.4.1. Sintesis de AuNCs monodispersos
F.4.1.1. Evaluacién del indice de polidispersidad (PDI)

El primer estudio realizado para la sintesis de AuNCs monodispersos fue la
evaluacién del tiempo de reaccién. Para ello, se estudiaron diferentes tiempos de
reaccion en el rango de 0 a 24 h, evaluando las diferentes disoluciones de AuNCs por
DLS. Los resultados experimentales obtenidos mostraron que los tiempos de reac-
cién mas largos aumentan la dispersiéon en tamafio de los AuNCs: al disminuir el
tiempo de reacciéon de 15 h a 4 h, se observé una mejora significativa del indice de
polidispersidad (PDI) de 0,4 a 0,28. En la Figura 70 se muestran los valores de PDI

obtenidos para la sintesis de AuNCs hasta un tiempo de 24 h de reaccién.

Por otra parte, también se midié la emision de fluorescencia para cada una de
las sintesis de AuNCs a los diferentes tiempos de reaccion (hex = 390 nm, Aem =
730 nm). Como se muestra en la Figura 70b, se observ6 una mayor emision de fluo-
rescencia utilizando un tiempo de reaccion entre 4-8 h frente a las sintesis que em-
plean tiempos mas largos, confirmando asi los valores observados para el PDI a bajos

tiempos de reaccion.
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Figura 70: Caracterizacion de la sintesis de AuNCs empleando diferentes tiempos de reaccion (temperatura
ambiente). a) Indice de polidispersidad (PDI) en funcion del tiempo de sintesis, y b) Emision fluorescente a
720 nm. La raya discontinna horigontal en la grdfica a, denota el nivel maximo al cnal se considera una
disolucion coloidal moderadamente polidispersa (valores mds altos de 0.25 no son aceptados)..

Una vez seleccionadas 4 h como tiempo maximo para la sintesis de AuNCs,
se ensayaron varias estrategias para disminuir la cinética de reducciéon quimica. Tal y
como se discuti6 en el Capitulo 1 de la Tesis Doctoral, una elevada desviacién de los
tamafios estd directamente asociado a un bajo control de la reaccién de reduccién
quimica. EI NaBH4 es un reductor fuerte y, por tanto, las reacciones son rapidas e
incontroladas. En este contexto, se plante6 la hipétesis de que una cinética mas lenta
de la reduccién quimica puede permitir un mejor control en el crecimiento de los
AuNCs, dando lugar a tamafios mas homogéneos. De este modo, se utilizaron dife-
rentes estrategias para disminuir el poder de reduccién del agente reductor: emplear
un medio mas basico, disolventes organicos (metanol), o bajas temperaturas (sintesis
a 4°Cpara disminuir el poder de reduccion del agente reductor. Los resutlados expe-
rimentales mostraron que so6lo al aumentar el pH de la sintesis (pH = 13) fue posible
reducir el PDI hasta un valor de 0,12, siendo el PDI de la sintesis original de 0,4 (pH
de 11 y un tiempo de reaccién de 15 h), valor que indica una dispersion de tamafios

moderada.

En cuanto al uso de diferentes ligandos tiolados, se confirmé que los tioles

bidentados (p.¢j., el acido lipoico, LA) son los que proporcionan un mejor control
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durante el crecimiento de las AuNCs. El uso del LA, especialmente en su forma re-
ducida (i.e., DHLA), aseguré que los grupos sulfthidrilos estuvieran disponibles para
la quimisorcién directa en la superficie de Au. Las medidas por DLS de los AuNCs
sintetizados con DHLA mostraron un PDI de 0,18. Por el contrario, el uso de ligan-
dos monodentados (p.¢j., GSH) para la sintesis de AuNCs mostré medidas de mala
calidad por DLS: se encontraron poblaciones de diferentes tamafios, as{ como un

valor de PDI >1 (altamente polidisperso).

La dltima estrategia evaluada para la sintesis de AuNCs monodispersos se basé
en el empleo de un paso post-sintesis (denominado como etapa de envejecimiento,
o de enfoque de tafiamos), consistente en incubar los AuNCs sintetizados a 50°C
durante 2 h (justo después de la sintesis). Este enfoque basado en estrategias Zgp-down,
produjo un reajuste de tamafio de los AuNCs polidispersos (PDI 0,38) hasta alcanzar
una elevada monodispersidad en el tamafio de los AuNCs: se obtuvo un valor para

el PDI inferior a 0,1 (elevada monodispersién de la suspensién coloidal).
F.4.1.2. Caracterizacion estructural de los AuNCs@LA y AuNCS@DHLA

Las estrategias que mostraron resultados prometedores segun el PDI (i.e., PDI
bajos), fueron la sintesis empleando DHLA como ligando (AuNCs@DHLA) y la
sintesis empleando LA con el tratamiento de enfoque de 2 h a 50°C (AuNCs@LA-
post-trat). Por este motivo, ambas fueron caracterizadas por HR-TEM para conocer

su tamafo, dispersion, y esclarecer su estructura cristalina.

A partir de las micrografias obtenidas para cada sintesis (Figura 71), se miden
con el programa Fiji-Image] los didmetros de las estructuras. Las imdgenes de HR-
TEM mostraron que los AuNCs@DHLA tienen un didmetro de 1,99 + 0,4 nm,
mientras que los AuUNCs@ILA-post trat tienen un didmetro de 1,90 + 0,4 nm (99%
confianza, n = 100 AuNCs en cada caso). Ademas, a partir de los patrones de difrac-
cion SAED (Figura 71 c y f), se pueden obtener dos conclusiones (ver protocolo de
caractetizacion estructural en la Seccidon C.4.3.2): 1) Atendiendo a los anillos de di-
fraccién, los cuales estan formados por puntos aislados, se confirma que es una es-

tructura cristalina, y 2) se pudieron obtener los valores de dl-spacing (separacion entre
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planos atémicos de la estructura cristalina), mostrando en ambos casos una estructura

cristalina con red cibica centrada en las caras (i.c., 4 tomos de Au por celda unidad).

Por lo tanto, una vez conocidos sus radios atomicos y su celda unidad (4 ato-
mos de Au por celda), y teniendo en cuenta la densidad del Au (19,32 g-ecm3) y su
peso atémico (196,97 g'mol!) se puede determinar el nimero de atomos de Au que
forman cada AuNCs. Para el caso de los AuNCs@DHLA, estin compuestos pot
243 atomos de Au, mientras que en el caso de los AuNCs@LA-post-trat estan com-

puestos por 212 atomos de Au.

10 1/nm

Figura 71: Micrografias obtenidas por HR-TEM para la caracterizacion estructural de las sintesis de
AuNCs. a-¢) AuNCs @DHILA, y d-f) AuNCs@IL.A-aging. Las imdgenes e y [ se corrvesponden con las
imdgenes obtenidas para el patron SAED.

F.4.1.3. Caracterizacion elemental de los AuNCs@LA y AuNCS@DHLA por
ICP-MS

Al igual que se hizo en el Capitulo I para los PtNCs, para averiguar el rendi-
miento de la sintesis de AuNCs, asi como la concentracién de Au en la suspension

coloidal, los AuNCs fueron digeridos con agua regia (ver protocolo en Secciéon
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C.4.2) y tras ser diluidos en agua ultrapura (% acido <3% v/v), el contenido de Au
fue determinado por ICP-MS con nebulizacién convencional llevando a cabo un ca-
librado externo de Au con patrones en disolucion (Ir como patrén interno). Los ren-
dimientos de las sintesis se determinaron teniendo en cuenta la concentracién de Au
en la disoluciéon madre (sal precursora del metal), la cual fue de 94,72 £ 0,03 pg-g.
Las concentraciones de Au y de AuNCs se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14: Resultados obtenidos por ICP-MS para la determinacion de la concentracion de Au en las sintesis

de AuNCs: AuNCs@I.A-aging y AuNCS@DHI.A. Rend.: rendimiento de la reaccion. La incertidum-
bre corresponde a la desviacion estandar de tres digestiones dcidas de cada sintesis medida por ICP-MS.

= . [Au] sintesis % Molaridad  N° 4tomos Au por Molaridad
1ntesis d a
AuNCs (ug'g') Rend. (moles Au-L’) AuNCs (moles AuNCs -L’)
AuNCs@LA-aging 8330 £006 88 42310+ 212 1,99-106
AuNCs@DHLA  8246+005 87 4,19-10+ 246 1,72:106

Ambas sintesis presentan unas caracteristicas similares en cuanto a desviacion
de tamafos, diametro de las nanoestructuras, o rendimiento de la sintesis, y ambas
poseen un PDI cercano a 0,1 (suspensién altamente monodispersa). Sin embargo, la
sintesis empleando DHILA como ligando protector no presenta elevada fluorescen-
cia: la emisién fluorescente en los AuNCs@DHLA apenas alcance las 30 cuentas de
intensidad, mientras que la sintesis de AuNCs@LA-aging presenta una intensidad cet-
cana a las 200 cuentas. Por tanto, tras todos los estudios de caracterizacién se selec-
ciona la sintesis de AuNCs@LA-aging como la 6ptima para emplearlos como marca
elemental (y fluorescente) para la sintesis de inmunosondas especificas para la detet-

minacién de proteinas en células individuales.

F.4.2. Eleccion del tratamiento inflamatorio para las células

HRPEsv40: analisis qRT-PCR y ELISA

Tanto la APOE como la MT2A son dos proteinas implicadas en procesos
biolégicos relacionados con la inflamacion. Ademas, se conoce que ambas proteinas
bajo efectos de estrés oxidativo y consecuente inflamaciéon de los tejidos oculares

(complejo ERP-MBz-coroides) presentan cambios en sus niveles de expresion (in-
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cremento o disminucién). De esta manera, el primer estudio que se realiz6 es la eva-
luacién de diferentes tratamientos inflamatorios en las células inmortalizadas
HRPEsv40 para encontrar el tratamiento que provoque cambios en la expresion de
dichas proteinas, los cuales seran posteriormente evaluados empleando LA-ICP-MS

(y posteriormente en el Capitulo IV por sc-ICP-MS).

En la Tabla 13, se recogen los reactivos, concentraciones, y tiempos aplicados
durante los tratamientos inflamatorios en los cultivos celulates HRPEsv40. Para las
diferentes condiciones se tuvieron en cuenta estudios previamente publica-
dos!819.2021. Sin embargo, exceptuando la IL-1a (la cual habia sido previamente estu-
diada con HRPEsv40'8), ]a TEFGB1" y la DEX?0 habian sido aplicados en otro tipo
de células (monocitos y células del estroma, respectivamente). Por ello, una manera
rapida de hacer un cribado de los tratamientos es mediante el estudio de la expresion
de los genes que codifican las proteinas: el gen Hs02379661_gl (MT2A) y el gen
Hs00171168_m1 (APOE) bajo los efectos de cada tratamiento llevando a cabo ana-
lisis por qPCR. Este tipo de analisis es una manera indirecta de conocer la tendencia

de la expresion de las proteinas bajo diferentes tratamientos de suplementacién.
F.4.2.1. Analisis de la expresion genética por qRT-PCR (APOE y MT2A)

Tal y como se comento en el apartado experimental, se lleva a cabo una cuan-
tificacién por PCR relativa, es decir los ciclos de la expresién de cada gen obtenidos
tras realizar la PCR son normalizados con los ciclos de un gen control o “houskeeping’.
)

En nuestro caso se empled el gen de GUSB. El nimero de ciclos del gen “houskeeping’

deben permanecer por definicién invariables, independientemente de cuales sean las

18 L. Alvarez, H. Gonzalez-Iglesias, M. Garcia, S. Ghosh, A. Sanz-Medel, M. Coca-Prados, The stoichi-
ometric transition from Zn6Cul-metallothionein to Zn7-metallothionein undetlies the up-regulation of
metallothionein (MT) expression: quantitative analysis of MT-metal load in eye cells, J. Biol. Chem. 287,
(2012), 28456-28469.

19 N.N. Singh, D.P. Ramji. Transforming growth factor-beta-induced expression of the apolipoprotein
E gene requires c-Jun N-terminal kinase, p38 kinase, and casein kinase 2. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 26, (20006), 1323-1329.

20S. Zeitouni, B.S. Ford, S.M. Harris, M.J. Whitney, C.A. Gregory, D.]. Prockop. Pharmaceutical induc-
tion of ApoE secretion by multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs). BMC Biotechnol. 29, (2008),
75.
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condiciones a las que se someten las células. Si se producen cambios en los ciclos de
expresion de GUSB, se debe seleccionar otro gen “houskeeping’ puesto que los resul-
tados no son fiables. Adicionalmente, de cara a poder evaluar y comparar los cambios
de expresién de cada gen de APOE y MT2A, paralelamente se preparan células
HRPEsv40 CT para 24 y 48 h (i.e., células que no se someten al proceso de inflama-

cién).

En la Figura 72 se pueden observar los resultados obtenidos por qRT-PCR
para los diferentes tratamientos. Por una parte, se pudo observar que el TGFB1 no
provoca variacion en la expresion de los genes, independientemente de la concentra-
ci6én ensayada (20-120 ng-ml."). Para poder considerar un incremento en la expre-
sién o disminucion, se debe experimentar al menos una alteraciéon de 2 6 0,5, respec-
tivamente. De la misma manera, las condiciones de tratamiento con DEX, aunque
parece favorecer un incremento a la alza de la expresién del gen de la MT2A (el valor
para RQ es el doble que sin tratamiento), el gen de la APOE permanece invariable.
Por otro lado, si se presta atencién al tratamiento con la citoquina proinflamatorio
(IL-1o) a las 24 h de tratamiento, se observa un incremento de casi 5 veces la expre-
sién del gen de MT2A (RQ de 4,7) y una disminucién de la expresién en el caso de
APOE (RQ de 0,5). Este efecto antagonista que provoca la IL-1o en la expresion de
la APOE y MT2A resulta interesante desde el punto de vista biolégico y por ello se
ensay6 adicionalmente un tiempo de tratamiento mas largo (48h), para el cual se ob-

servo la misma tendencia.
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Figura 72: Resultados de gRT-PCR para los genes de APOE y MT2A tras varios tratamientos inflamatorios:
TGEB1, IL-1a y DEX empleando diferentes concentraciones y tiempo de incubacion. Empleo del gen GUSB como
control enddgeno para la normalizacion. Las barras de error corresponden a los nimeros de ciclos de expresion obtenidos
para RQ midximo y RQ minimo. RQ: cuantificacion relativa.

F.4.2.2. Determinacion de APOE y MT2A en células HRPEsv40 por ELISA

A continuaicién se realizé la cuantificacién de las dos proteinas (APOE vy
MT?2A) en las fracciones citosélicas de células HRPEsv40 que fueron sometidas a un
tratamiento de suplementacién con IL-1a (100 ng-mI1) durante 24 h y 48 h mediante
enzimoinmunoensayo ELISA. Ademas, también se llevé a cabo el analisis de células

CT (i.e., sin tratamiento con IL-10),

Tras determinar la concentracion promedio de APOE en las fracciones citoso-
licas de un cultivo de células HRPEsv40 CT (24 y 48 h) y tratado con IL-1a (24 y 48
h ), los valores obtenidos se normalizaron con el nimero de células determinado
mediante conteo manual previamente a la lisis. Los resultados indicaron que la ex-
presion de la proteina disminufa en las células tras las 48 h de tratamiento, pasando
de 17,94 + 1,30 2 10,19 *+ 0,53 fg de APOE promedio por célula. Esto corresponde
con una reduccién en la concentracién de proteina de un factor de 0,44. Asi mismo,

no se observd esa disminucion tan clara en la concentraciéon de APOE a las 24 h de
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tratamiento (Figura 73a). Estos resultados coinciden con lo esperado tras los resulta-
dos obtenidos previamente por qPCR. La qPCR indicaba que a las 24 h se producia
una disminucién del 50% de expresién del gen que codifica dicha proteina, sin em-
bargo, este efecto en la sintesis nueva de proteina en las muestras se observa a pos-
tetiori (una vez eliminada la proteina basal de la muestra por los procesos metabélicos

comunes).

Paralelamente, en otra alicuota de la misma fraccidn citosélica obtenida de la
poblacién de células tratadas 48 h con IL-1a, se determiné la concentracién de MT2A
(normaliza de nuevo con el numero de células). En este caso se observé un incre-
mento en la concentracién de MT2A en un factor de 1,9: 1,74 = 0,28 fg de MT2A
promedio por célula en las células HRPEsv40 CT que se incrementa hasta 3,36 *

0,50 fg de MT2A promedio por célula tras el tratamiento inflamatorio (Figura 73b).
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Figura 73: Concentracion de proteina (expresada en fg de proteina por célula) obtenida mediante un enzi-
moinmunoensayo ELISA (kit comercial) para las células HRPEsv40 CT y sometidas a un tratamiento

inflamatorio con 1L-Ta (24 by 48 b). a) APOE, y b) MT2A. Las barras de error corresponden a la
desviacion propagada para la cuantificacion de 3 muestras y las desviaciones asociadas al conteo del niimero de
células para cada suspension celular (conteo mannal 3 veces).

F.4.3. Optimizaciones previas del ensayo inmunocitoquimico para la

deteccion de APOE y MT2A

Entre las optimizaciones llevadas a cabo para asegurar un total reconocimiento

de las proteinas citosélicas (APOE y MT2A) en las células fijadas HRPEsv40 (células
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CT y tratadas con IL-1a 48 h) se incluyen: 1) estudios de caracterizacion de las in-
munosondas (Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-MT2A:AuNCs) para determinar el nd-
mero de atomos de Au por Ab disponible, y 2) optimizacién de la concentracién
adecuada de Ab primario asi como asegurar una correcta penetracioén de las inmuno-
sondas en las células, que asegure la completa deteccion de cada proteina en las célu-

las del HRPEsv.

F.4.3.1. Caracterizacion de las inmunosondas Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-
MT2A:AuNCs

Para obtener la cuantificacién absoluta de proteinas en las células es necesa-
rio conocer el numero medio de atomos de Au por inmunosonda (i.e., el factor de
amplificacién). Siguiendo una estrategia similar a la descrita en el Capitulo 11, se lle-
varon a cabo dos experimentos después de realizar el procedimiento de bioconjuga-
cion de los anticuerpos primarios con los AuNCs (inmunosondas Anti-h-
APOE:AuNCs y Anti-h-MT2A:AuNCs). En primer lugar, se realizo la cuantificacion
del Ab disponible después de la bioconjugacién empleando un ensayo ELISA directo
con un estandar de proteina (IgG) para construir la curva de calibraciéon (0 a 10 pg
ml1). Los resultados experimentales mostraron una concentracion para el Ab dispo-
nible de 7,40 * 0,31 pg'mlL-" que corresponden a 2,95-108 * 0,12-10'3 moléculas de
Ab en las inmunosondas. Respecto a la concentracion de Au en las inmunosondas,
los bioconjugados digeridos se analizaron mediante ICP-MS con nebulizacién con-
vencional obteniéndose unos valores para la concentracién de Au de 4,46 £ 0,43
pg-ml! que corresponden a 1,37-101¢ & 0,23-10'¢ moles de atomos de Au. De este
modo, el factor de amplificacién calculado como la relacién entre el numero de ato-
mos de Au y las moléculas de Ab disponible result6 ser de 466 + 18 atomos de Au
por inmunosonda (relacién molar Ab:AuNCs de 1:2,2). Indicar que el factor de am-
plificacién es el mismo para las dos inmunosondas (Anti-h-APOE:AuNCs y anti-h-
MT2A:AuNCs): en ambos casos se emplean los mismo AuNCs y los anticuerpos

primarios son de la misma clase (IgG). Se observé un resultado similar para los
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PtNCs empleado en el Capitulo II con las inmunosondas Anti-h-IgE:PtNCs y Anti-
h-APP:PtNCs.

F.4.3.2. Optimizacion la concentracion de los anticuerpos primarios

Con el objetivo de garantizar el reconocimiento completo de las proteinas
(APOE y MT2A) en las células HRPEsv40 (CT 'y tratadas con 1L-1a) empleando las
inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-MT2A:AuNCs, se optimizé la con-
centracion de los anticuerpos primarios para llevar a cabo el protocolo de ICC. Para
llevar a cabo este estudio se ensay6 el protocolo de ICC con deteccién indirecta fluo-
rescente utilizando un anticuerpo secundario marcado con Alexa®488 (APOE) o
Alexa®594 (MT2A). En ambos casos se evaluaron tres diluciones diferentes para
cada Ab primario (no conjugado con AuNCs) de manera independiente. El protocolo
llevado a cabo se encuentra detallado en la Seccion F.3.3.7. Las concentraciones
ensayadas para cada Ab primario fueron seleccionadas de acuerdo con el rango reco-

mendado en las especificaciones de cada Ab.

La concentracién de la disolucién de partida del Ab especifico de la APOE
(IgG de cabra Anti-h-APOE) es de 1 mg'ml.! y las diluciones ensayadas fueron:
1:50, 1:100, y 1:200 (i.e., 20, 10,y 5 ug'mL-! de Ab). En la Figura 74 (a-d) se muestran
las imagenes de fluorescencia (color verde del fluoréforo Alexa®488) obtenidas para
la distribucién de APOE en células HRPEsv40 de una muestra control negativo (sin
el Ab primario) empleando las diluciones 1:50, 1:100, y 1:200, respectivamente. Se
puede observar que la intensidad se mantuvo constante para las diluciones 1:50 y
1:100. Sin embargo, la intensidad fue significativamente menor con 1:200 (Figura
74d), lo que indica que la mayor dilucién (1:200) no tiene una concentracién de Ab
suficiente para detectar completamente el contenido de APOE en las células
HRPEsv40. Indicar que tras la incubacion del Ab primario, todo aquel Ab no enla-
zado (l.e., el Ab empleado en exceso) es eliminado de la muestra tras los lavados con
PBS1x, por lo que emplear una concentracién de Ab mayor de la estrictaemnte ne-

cesaria no supone problemas adicionales. Por lo tanto, se puede afirmar que observar
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una mayor intensidad con una dilucién 1:100 respecto a 1:200 indica una mejor de-
teccién de la proteina diana. Asf mismo, al observarse una intensidad comparable al
emplear las diluciones 1:50 y 1:100, se puede indicar que con la dilucién 1:50 se afiade
un exceso de Ab primario (el cual es eliminado tras los lavados) y que la dilucién
1:100 (10 pg'mL") asegura la deteccién completa de la proteina. Por tanto, 10 pg ml.-
! fue la concentracion seleccionada para el ICC directo usando la inmunosonda Anti-

h-APOE:AuNCs.

De manera analoga, se realiz6 un estudio similar para la MT2A. La Figura 74
(e-h) muestra las imagenes de fluorescencia (color rojo debido a Alexa®594) obteni-
das para la distribucién de MT2A en células HRPEsv40 de una muestra control ne-
gativo empleando unas diluciones 1:23, 1:46, y 1:115 del Ab (10, 5, y 2 pg'mL-! de
Ab, respectivamente). En este caso, se selecciond una dilucién 1:46 (5 pg'mL-") del
Ab primario para realizar la deteccién total de MT2A en células HRPEsv40. La dilu-
cién 1:115 (2 pg'mL") se descartd debido a la baja intensidad de fluorescencia, y las

diluciones 1:23 y 1:46 mostraron seflales de fluorescencia similares.

Cabe destacar que las Figura 74a y Figura 74¢ son los controles negativos del
inmunoensayo para APOE y MT2A, respectivamente. En este caso, dichas imdgenes
permitieron descartar cualquier deteccién inespecifica por parte de los anticuerpos
secundarios (IgG de butro anti cabra:Alexa®488 -color verde e IgG de cabra anti-
conejo:Alexa®594 - color rojo), demostrando que la intensidad mostrada en las ima-
genes de fluorescencia sélo corresponden a la deteccién de las proteinas diana APOE

y MT2A, respectivamente.

Ana Lores Padin 263



CAPITULO IIT

a e
Siu_m 50 um
A o b f

50 um 50 um

d h
50 um 50 um

Figura 74: Imdgenes de fluorescencia obtenidas para el fluoroinmunoandlisis indirecto en células HRPEsv40
utilizando Fluor Alexca® (el color verde se debe al Flnor Alexa® 488, mientras que el color rojo se debe al
Fluor Alexa® 594). Estos estudios se han realizado para la optimizacion de la concentracion de los anti-
cuerpos primarios en las inmunosondas Anti-h-APOE:AulNCs y Anti-h-MT2A:AuNCs. a) Anti-b-
APOE, control negativo (sin Ab primario), b) Dilucion 1:50 Anti-h-APOE, ¢) Dilucion 1:100 Anti-b-
APOE, d) Dilucion 1:200 Anti-h-APOE, e) Anti-h-MT2.A, control negativo (sin Ab primario), f) Di-
Ilncion 1:23 Anti-h-MT2A, g) Dilucion 1:46 Anti-h-MT2A, y b) Dilucion 1:115 Anti-h-MT2A.
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F.4.3.3. Evaluacion de la penetracion de la inmunosonda en las células por

microscopia confocal

Aprovechando la detecciéon bimodal que ofrecen las inmunosondas con
AuNCs, ademas de emplear el andlisis por LA-ICP-MS para estudiar la distribucion
de las proteinas en las células HRPEsv40 se estudié su localizacién empleando mi-
croscopia confocal (deteccién por fluorescencia siguiendo la emision de los AuNCs:
Aex = 400 nm; Aem = 650-750 nm). El principal objetivo de este estudio fue evaluar la
penetracion de la inmunosonda metalica (Anti-h-APOE:AuNCs) en las células, para
asegurar una completa deteccién de toda la proteina y asegurar asi una cuantificaciéon
absoluta de la proteina por LA-ICP-MS. Ademis, estos estudios sirven también para
validar las distribuciones de APOE obtenidas mediante el analisis elemental por LA-
ICP-MS empleando la misma inmunosonda metilica. Por otro lado, se llevé a cabo
también una ICC con deteccién por fluorescencia indirecta empleando el Ab secun-
dario marcado con Alexa®488 (emisién verde), permitiendo validar los resultados

obtenidos para la APOE con la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs.

La Figura 75 muestra las imagenes de fluorescencia obtenidas para la distribu-
cién de APOE siguiendo la emisién de los AuNCs para las células HRPEsv40 CT (a
y b) y tras el tratamiento proinflamatorio (c y d) en el plano XY (mapa de distribu-
cién). Adicionalmente, la imagen de la derecha recoge el plano XZ (perfil en profun-
didad) de las células marcadas con una linea discontinua en las imagenes a y c. Se
puede observar, como la emisién de la inmunosonda se distribuye a lo largo de todo
el citoplasma de la célula, confirmando una completa penetracion de la misma en

todo su volumen.
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Eje XY

Figura 75: Imdgenes de fluorescencia obtenidas por microscopia ldser confocal para la distribuciin de APOE

en células HRPEsv40 CT (ay b) y tratadas con IL-Ta (¢ y d). La emision roja corresponde a la emision de
los AuINCs (distribucion de APOE: inmunosonda Anti-h-APOE:AuNcs) y la emision azul a la tincion
DAPI (niicleo de las células). Las imdgenes a y ¢ corresponden con la superposicion de la emision de DAPI
y la inmunosonda, y las imdagenes b y d sélo muestran la emision de la inmunosonda Anti-h-APOE:AulNCs.
Las imagenes de plano XZ corresponden al estudio de penetracion de la inmunosonda y son las imdgenes en
profundidad de las células marcadas con linea blanca discontinna en ay c. (AulNCs (ropo): A=405 y
Aenw=0680-730 nm y DAPI (azul): 2ex=405 y Aorn=450-470 nm) .

Paralelamente se llevé a cabo la medida de la fluorescencia indirecta em-
pleando un Ab secundario marcado con Alexa®488 (emisién verde) para el estudio
de la distribucién de APOE en las células HRPEsv40. Como se puede observar en
la Figura 76, la APOE se localiza a lo largo del citoplasma de las células con una
mayor concentracioén perinuclear, observando también gracias a las imagenes en el
eje XZ, como su presencia es apenas detectable en el interior del nicleo. Esta locali-
zacion esta de acuerdo con la observada para la APOE empleando la inmunosonda
con los AuNCs Figura 75 y permitira validar ademas las imagenes 2D obtenidas tras
el analisis de las células por LA-ICP-MS. Las imagenes en profundidad (eje XY) uti-
lizando el fluor6foro Alexa® confirmaron ademas la menor presencia de la proteina
APOE dentro de los nucleos celulares en comparacion con las regiones perinuclear

y citoplasmatica. Por otro lado, la penetracion total de la inmunosonda con AuNCs
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(i.e., del Ab Anti-h-APOE) dentro de las células qued6 confirmada al poder obser-

varse emision de fluorescencia dentro de todo el volumen celular.

Eje XY Eje XZ

Figura 76: Imdgenes de flnorescencia obtenidas por microscopia laser confocal para la distribucion
de APOE en células HRPEsv40 CT (a y b) y tratadas con IL-1a (¢ y d). Las imdgenes a y ¢
corresponden con la superposicion del canal DAPI (azul) y del canal verde correspondiente a la
emision del Ab secundario fluor Alexa®488 (distribucion de APOE en verde), y las imdgenes b
y d corresponden con la distribucion de APOLE (Ab secundario fluor Alexa®488). Las imdgenes
XZ de la derecha corresponden a los perfiles en profundidad en las células marcadas con las lineas

blancas discontinuas en las imagenes a y ¢. (Alexa®488 (verde): 2=488 y A.=500-520 nnm y DAPI
(azil): Aex=405 y Xon=450-470 nm

Tal y como se detall6 en la seccién experimental de este Capitulo 111, es muy
importante realizar controles negativos en los experimentos de ICC para asegurar
que no existen interacciones no especificas del Ab secundario o de los AuNCs. Ade-
mas, teniendo en cuenta que el objetivo final de este Capitulo es determinar la con-
centracion de proteinas empleando los AuNCs como marcas resulta imprescindible
evaluar si los AuNCs se adhieren a las células HRPEsv40 de manera inespecifica.
Para ello, se realizé un control negativo, afiadiendo los AuNCs libres a las células

fijadas durante el protocolo de ICC (en lugar de afiadir la inmunosonda marcada). En
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la Figura 77 se muestra la imagen de fluorescencia obtenida para los controles nega-
tivos de AuNCs (células CT y tratadas con IL-1a). Como se puede observar, en nin-
gun caso se detecta emision fluorescente en el rojo (emisién de los AuNCs), demos-

trando la ausencia de interacciones no especificas.

Figura 77: Imdgenes de fluorescencia obtenidas por microscopia ldser confocal de los controles negativos del
inmunoensayo empleando AuNCs como etigueta de fluorescencia. Para realizar estas medidas se ariadieron
AuNCs libres (i.e., no conjugados) a las células HRPEsv40. a y b) Células HRPEsv40 CT y, ¢ y d)
Células HRPE 5040 tratadas con 11-10. Las imdgenes a y d presentan la superposicion de los canales rojo
(AuNCs) y azul (DAPI), y las imdgenes ¢ y d ademds superponen el canal de contraste de fase (gris).
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F.4.1. Inmunolocalizacién de las proteinas citosdlicas en células

HRPESsv individuales mediante LA-ICP-MS

El uso de los AuNCs como una unica etiqueta metalica para el estudio de
APOE y MT2A en células HRPEsv40 permitié determinar directamente la distribu-
cién cualitativa de las dos proteinas citosdlicas mediante microscopia de fluorescen-
cia confocal y LA-ICP-MS, en ambas condiciones de tratamiento (células CT y trata-

das con IL-1a).

Respecto al analisis por LA-ICP-MS de las células HRPEsv40 marcadas con
las inmunosondas metalicas (Anti-h-APOE:AuCNs o Anti-h-MT2A:AuNCs), se ob-
tuvieron iméagenes 2D de la sefial de 7Au* (i.e., distribucién de APOE o MT2A
dependiendo de la inmunosonda de AuNCs empleada). A modo de ejemplo, la Fi-
gura 78 recoge las imagenes 2D obtenidas por LA-ICP-MS para la distribucién de
APOE en células CT (Figura 78a) y tratadas con IL-1a (Figura 78c). Ademas, las
Figura 78b y ¢ muestran la distribucién de APOE (sefial de 17Au™, en cps) solapado
con la imagen o6ptica de las células HRPEsv40 (imagen obtenida previamente a su
ablacion) para poder identificar mejor la distribucién de la proteina a lo largo de la
estructura de cada célula. La variabilidad biolégica intrinseca y las diferencias espera-
das entre células hacen dificil definir un comportamiento comun en la poblacién ce-
lular, aunque se observaron algunas tendencias: la APOE se localiz6 en todo el cito-
plasma, principalmente presente en la regién perinuclear (p.ej., las células #2 y #4
mostraron un nivel mas alto cerca del nicleo), mostrandose casi ausente dentro del
nacleo (p.¢j., células #1 y #5). Ademis, se encontré una distribucién similar de

APOE independientemente del tratamiento de las células (CT o tratadas con IL-1cv).
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Figura 78: Imagenes 2D obtenidas para la seiial de ' Au* (¢ps) en las célnias HRPEsp40 por L.A-ICP-
MS' utilizando la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs. a) Distribucion de APOE en células CT, b)
Superposicion de la serial de ' An* con la imagen dptica de las células CT antes del mmuestreo por 1.A, ¢)

Distribucion de APOE en células tratadas con IL-10t, b) Superposicion de la seiial de ™ Au* con la imagen
dptica de las células tratadas con IL-1c antes del muestreo por ILA.

Ademas de las imdgenes cualitativas, empleando el software lolite es posible
obtener el histograma de intensidad ("7Aut en cps; APOE) para cada célula
HRPEsv40 individual analizada por LA-ICP-MS. Estos histogramas permiten cono-
cer mejor la distribucién de la proteina dentro de una célula, aportando informacion
complementaria a las imagenes 2D. Ademis, debido a la elevada variabilidad entre
células y por tanto a la existencia de una gran diferencia en los valores de las intensi-
dades entre células de una misma imagen (i.e., que comparten una misma escala de
intensidades de 7Au* en cps), a veces surgen problemas para visualizar correcta-
mente la distribucién de la proteina en todas las células de una imagen. Para evitar
que las células con un mayor nivel de proteina se observen saturadas en las imagenes,
se ajusta la escala de colores hasta un maximo en el que se observe una buena distri-
bucién de la proteina en la célula sin llegar a la saturacién. El problema surge cuando

en la misma imagen hay células con un nivel de proteina mas bajo; en este caso la
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distribucién de las proteinas en las células no se puede conocer bien por estar limitada
por la escala seleccionada. De este modo, realizando los histogramas individuales para
cada célula dentro de una misma imagen 2D, es posible ver las regiones en la que hay
un mayor o menor nivel de protefna. La Figura 79 muestra el histograma obtenido
para dos células HRPEsv40 CT y dos tratadas con IL-1a (las imagenes 2D de estas
células estan en la Figura 78), representando el numero de pixeles para cada intensi-
dad de 7Au*. Como puede observarse, un gran porcentaje del area de las células
analizadas por LA-ICP-MS (i.e., un elevado numero de pixeles) present6 sefiales con
una baja intensidad de 7Au*, lo que indica bajos niveles de proteina. Ademas, se
observé una alta variabilidad para la intensidad maxima de 7Au* (20.000 cps y
125.000 cps para las células #1 y #4, respectivamente), lo que puede atribuirse a la
variabilidad biolégica intrinseca de las células cultivadas, tanto en condiciones CT

como sometidas a un tratamiento de inflamacion.
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Figura 79: Histogramas (frecuencia de pixeles frente a intensidad de "7 Au®, en cps) obtenidos para el
andlisis de APOE en células HRPEsv40 CT (células #1 y #2) y tratadas con IL-1a (células #4 y #5)
empleando LA-ICP-MS. La inmunosonda Anti-h-APOE:AulNCs se utilizd en la etapa de ICC para la
deteccion de la proteina APOE.
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Con respecto a la MT2A, se siguié un protocolo similar al empleado con la
APOE utilizando la inmunosonda Anti-h-MT2A:AuNCs. La Figura 80 muestra las
imagenes 2D obtenidas por LA-ICP-MS para la distribucién de MT2A siguiendo la
intensidad de "7Au* en células HRPEsv CT (Figura 80a y b) y tratadas con IL-1a
(Figura 80c y d). A diferencia de la APOE, la MT2A se distribuye homogéneamente
en el citoplasma, con una mayor presencia en el nicleo (p.ej., células #2 y #3 en CT
y células #5 y #9 en IL-1o). La variabilidad observada para la acumulacién intracelu-
lar de MT2A es elevada, pero concuerda con la distribucién de la proteina encontrada
por microscopia de fluorescencia empleando anticuerpos secundario marcados con
Alexa®594 (Figura 74). Ademas, la distribucién homogénea observada para la MT2A
alolargo de la célula, asi como la ausencia de cambios significativos en la localizacion
de la proteina entre células CT y tratadas con IL-1a es consistente con estudios pre-

vios?l,

21 S. Rodriguez-Menéndez, M. Garcia, B. Fernandez, L. Alvarez, A. Fernandez-Vega-Cueto, M. Coca-
Prados, R. Pereiro, H. Gonzilez-Iglesias, The Zinc-Metallothionein Redox System Reduces Oxidative
Stress in Retinal Pigment Epithelial Cells, Nutrients, 10 (2018) 1874.
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Figura 80: Imagenes 2D obtenidas para la seiial de ' Au* (¢ps) en las céluias HRPEsp40 por LLA-ICP-
MS' utilizando la inmunosonda Anti-h-MT2A:AuNCs. a) Distribucion de MT2A en células CT, b)
Superposicion de la seiial de ' An* con la imagen dptica de las células CT antes del muestreo por 1A, ¢)
Distribucién de MT2A en células tratadas con I1-1¢, b) Superposicion de la seiial de ' Au* con la imagen
dptica de las células tratadas con IL-1a antes del muestreo por LA.

Al igual que para la APOE, se estudiaron los histogramas de intensidades en
las células individuales CT y tratadas con I1L-1a. En la Figura 81 se muestran los
histogramas para tres células HRPEsv40 CT'y tres tratadas con IL-1a, representando
el nimero de pixeles para cada intensidad de 17Au*. En este caso, la MT2A se loca-
liz6 de forma mas homogénea dentro de toda la célula (comparada con la distribucion
observada para la APOE): se obtiene un gran numero de pixeles con sefiales de
197Aut del orden de 10.000-40.000 cps. En el caso de las células tratadas con 1L-1a,
un gran porcentaje del area de las células presento sefiales bajas de 197Aut (i.e., niveles
bajos de proteina), a la vez que existen regiones especificas de las células en las que

las sefiales de 7Au* son muy elevadas (p.¢j., en la célula #5 la intensidad asciende
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hasta un valor de 125.000 cps). Este hecho puede atribuirse a una acumulacién de

MT?2A, probablemente en la regién del nucleo tal y como identificé en la Figura 80.
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Figura 81: Histogramas (frencuena de pixeles frente a intensidad de " Au*, en cps) obtenidos para el
andlisis de MT2A en células HRPEsv40 CT (células #1, #2, y #3) y tratadas con 11.-1a (célnlas #5,
#8, y #11) empleando 1. A-ICP-MS. La inmunosonda Anti-h-MT2a:AuINCs se utilizd en la etapa de
ICC para la deteccion de la proteina MT2A.

F.4.2. Desarrollo de una nueva estrategia de cuantificacién matrix-

matched para determinar proteinas en células por LA-ICP-MS

Una vez se ha caracterizado la inmunosonda metélica (466 + 18 atomos de Au
por Ab) empleada para la localizacién de las proteinas (APOE o MT2A), esta opti-
mizada la concentracién de Ab primario que asegura el total reconocimiento de la
proteina, se ha confirmado la penetracién total de las inmunosondas en las células
HRPEsv40, asi como la ausencia de interacciones no especificas por parte de los
AuNCs, es posible plantear una estrategia de calibracién que permita no solo conocer
la distribucién de las proteinas sino también su concentracion. Sin embargo, tal y
como se discute en la Introduccién, para llevar a cabo una cuantificaciéon por LA-

ICP-MS en tejidos biolégicos se debe disponer de patrones de calibracién adecuados

274 Tesis Doctoral



CAPITULO IIT

que imiten la matriz de las células. Por ello, se ha desarrollado una metodologfa de
calibracién basada en el empleo de patrones watrix-matched (i.e., con una matriz idén-
tica a la de la muestra) para lo cual se han empleado células HRPEsv40 como patro-
nes de calibracién. El protocolo para la prepacion de los patrones de células que han
internalizado AuNCs libres (HRPEsv(@AuNCs) esta detallado en la Seccion F.3.3.9.
Para una mejor comprension de las diferentes etapas de sintesis y caracterizacion de
los patrones, asi como de la obtencién de los #agings cuantitativos para APOE y
MT2A en las células HRPEsv40 (CT'y tratadas con 1L-1a), en la Figura 69 se resume

un diagrama con el flujo de trabajo.

Tal y como se describe en la Seccién Experimental, para generar los patrones
de calibracion unicelulares HRPEsv@AuNCs, las células HRPEsv40 se incubaron
con diferentes concentraciones de AuNCs libres (sin bioconjugar) durante 24 h. Pos-
teriormente, para poder relacionar las intensidades de Y7 Au* obtenidas mediante LA-
ICP-MS para los patrones HRPEsv@AuNCs con una concentracion de Au, los pa-
trones fueron caracterizados mediante ICP-MS con nebulizacién convencional. De
este modo fue posible determinar la masa media de Au en la poblacién de células

para las diferentes concentraciones de AuNCs afiadidas durante la incubacién (con-
centraciones de AuNCs entre 0-200 pg-mL"). El protocolo seguido con las células

se encuentra detallado en la Seccién Experimental de esta Capitulo 111

Inicialmente, se estudiaron diferentes concentraciones de AuNCs para la su-
plementacién de las células (hasta 350 ug'ml."). Sin embargo, la viabilidad de las
células HRPEsv40 disminuy6 drasticamente después de la incubacién de las mismas
a altas concentraciones de AuNCs (24 h de tratamiento). En la Figura 82 se recogen
los conteos de las células tras ser incubadas con las diferentes concentraciones de
AuNCs. Se observa una disminucién de la viabilidad celular a medida que se incre-
menta la suplementacién. Tras este estudio inicial, se decidi6 emplear concentracio-

nes de AuNCs para la suplementacion por debajo de 100 pg-mlL-1.
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Figura 82: Estudios de viabilidad celular para preparar los patrones HRPE su@.AuNCs unicelulares. En
la gréfica y la figura se muestran los valores obtenidos para el niimero de células al con concentraciones de
AuNCs en el rango entre 0-350 pg-ml". Las desviaciones estandar corresponden a tres conteos de alicnotas

diferentes de la misma suplementacion.

Tras la incubacién de las células HRPEsv40 con los AuNCs, se determind la
concentraciéon de Au en cada grupo de células por ICP-MS con nebulizacién con-
vencional. Como se muestra en la Figura 83, se obtuvo un comportamiento lineal
pata la concentracion media de Au en los estindares HRPEsv cells@AuNCs detet-
minada por ICP-MS (expresada como fg de Au por célula) y la concentracién de
AuNC:s utilizada para la suplementacién de las células, en el rango de concentraciones

entre 0-100 g ml.!
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Figura 83: Representacion grdfica de la relacion observada entre las concentraciones de AuNCs empleadas
para la suplementacién de las células HRPEsv40 (0-100 pg-mL.") y los fg de Au por célula para los patrones
HRPEsu@AuNCs tras andlisis por ICP-MS. Las desviaciones estandar corvesponden a 3 réplicas de la
suplementadas con la misma concentracion.
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Por otro lado, los estindares de calibracion HRPEsv@AuNCs preparados en
camaras portaobjetos y suplementados con diferentes concentraciones de AuNCs (0,
5, 25, 50, 100 y 200 pg-ml") fueron analizados individualmente por LA-ICP-MS. Se
analizaron 30 células por condicién empleando las mismas condiciones de analisis
que las optimizadas para el imaging de las proteinas por LA-ICP-MS (Tabla 11). El
imaging obtenido para cada célula individual HRPEsv@AuNCs mediante LA-ICP-
MS fue tratado con el software lolite siguiendo el protocolo que se describe a conti-
nuacién. A modo de ejemplo, a continuacién, se detalla el protocolo de tratamiento
de datos para 3 células individuales (suplementacién con 5 ug-ml-! de AuNCs) reco-
gidas en la Figura 84: Ejemplo de como se realiza el tratamiento de datos empleando el software Iolite
para la cnantificacion de Au en los patrones HRPEsu@.AulNCs empleando el imaging de 3 células (suple-

mentadas con 5 pg ml." de.

1) Se obtiene la imagen 2D de la distribucién de 1*7Au* (en cps) para cada célula

individual HRPEsv@AuNCs mediante analisis por LA-ICP-MS (Figura 84a);

ii) Se utiliza una imagen éptica de cada célula (tomada justo antes del muestreo

por LA) para compararla con la imagen obtenida par la sefial de 17Au* (Figura 84b);

iif) Se selecciona especificamente el area de cada célula individual en la imagen
cualitativa 2D de 197Au* (superficie roja en la (Figura 84c), siguiendo la superficie de
la célula desde la imagen 6ptica. De este modo es posible obtener un valor del area
de cada célula expresado en pixeles. En el ejemplo de la Figura 84, las células #1,
#2,y #3 estan constituidas por 717, 815, y 889 pixeles, respectivamente. Es impor-
tante hacer notar que el area de la célula no puede seleccionarse directamente a partir
de la imagen de intensidad ('7Au”) ya que no hay una distribucién homogénea de los

AuNCs en toda la superficie de la célula;

iv) La intensidad total de 197Au* para cada célula se calcula como la suma de
las intensidades de 97Au* para todos los pixeles que componen una célula (1,10-100

cps, 9,78:105 cps, v 8,77-105 cps para las células #1, #2, y #3, respectivamente);
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v) La intensidad total de "7Au* por célula se normaliza con el tamafo de la
célula (i.e., el nimero de pixeles que la constituye). En el ejemplo recogido en la
Figura 84, se encontraron 1,53-103 cps, 1,14-103 cps, y 9,86° 102 cps como intensidad

media de Y7Au* por pixel pata las células #1, #2, y #3, respectivamente.

Todos los estandares de HRPEsv@AuNCs (diferentes concentraciones de
AuNCs para la suplementacién) fueron analizados por LA-ICP-MS y procesados si-
guiendo la estrategia propuesta. La Figura 85 recoge las imagenes 2D obtenidas para
dos estandares de laboratorio de células individuales utilizando una concentracién de

25 pg'ml" y 50 pgrml-! de AuNCs.
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8000

| 6000
4000
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Figura 84: Ejemplo de como se realiza el tratamiento de datos empleando el software lolite para la cnanti-
Sicacion de An en los patrones HRPEsu@.AnNCs empleando el imaging de 3 células (suplementadas con 5
wug-mL" de AuNCs) analizadas por . A-ICP-MS.
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Figura 85: Ejemplo de como se realiza el tratamiento de datos empleando el software lolite para la cuanti-
Sicacion de Au en los patrones HRPEsu@AuNCs empleando el imaging de 2 células analizadas por 1.A-
ICP-MS. Imdgenes de la izquierda a-d) Suplementcion de las células con 25 ug-mL." de AuNCs, e imagenes
de la derecha a-d) Suplementcion de las células con 50 ug-ml." de AuNCs.
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En la Figura 86 se muestra un grafico de cajas donde se recogen las intensida-
des medias de 7Au* por célula tras el tratamiento de los datos de los patrones
HRPEsv@AuNCs analizados por LA-ICP-MS para los diferentes tratamientos de
suplementacion con AuNCs (0-200 pg'mL" de AuNCs). Se observé como la capta-
cién de AuNCs por las células aumenté6 de forma dependiente de la dosis suplemen-
tada hasta la saturacién celular. En este caso se observa como existe una sefial con
una tendencia constante para la concentraciéon de Au en los patrones para concen-
traciones a partir 50 pg'ml-! de AuNCs. Indicar que los valores de la desviacion
estandar relativa para los analisis por LA-ICP-MS son mayores que para las medidas
con células en disolucion, oscilando entre el 9% y el 22% (analisis de 30 células indi-

viduales por condicion).
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Figura 86: Grifico de cajas que representa el promedio de las intensidades de ™’ Au™* por célula (determinada
por LA-ICP-MS) para los diferentes patrones unicelulares HRPEs@.AuNCs obtenidos tras la suplemen-
tacién de las HRPEsv con diferentes concentraciones de AuNCs (0-200 ug-mL"). Las barras de error
corresponden a la desviacion calenlada tras el andlisis de 30 células por condicion.

Finalmente, tras el analisis de los estindares de laboratorio unicelulares por
ICP-MS con nebulizacién convencional y LA-ICP-MS, y su correspondiente trata-
miento de datos, se construy6 un grafico de calibracién que representa la intensidad
media de 7 Au* por pixel para cada célula (determinada por LA-ICP-MS) frente a la
concentracion de Au de los estindares unicelulares HRPEsv@AuNCs (determinada
por ICP-MS con nebulizaciéon convencional). La Figura 87 muestra el grafico de ca-

libraciéon de Au obtenido, el cual es utilizé en una etapa posterior para transformar
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las imagenes cualitativas con la distribucién de APOE y MT2A (obtenidas por LA-
ICP-MS) en imégenes cuantitativas con la masa de proteina por célula. Indicar que,
como era de esperar, tanto la variabilidad biolégica asociada al propio cultivo de cé-
lulas HRPEsv como las posibles diferencias en la internalizacién de los AuNCs con-

tribuyeron a la incertidumbre de las medidas.
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Figura 87: Grifica de calibracion obtenida empleando los patrones unicelulares HRPEsu@AuNCs que
es empleada para la determinacion de la concentracion de proteinas en las células HRPEsv40 tras su andlisis
por LA-ICP-MS (se utiliazn las inmunosonda con AulNCs como etigueta especifica de cada proteina). La
intensidad media de " Au* por pixel para cada célnla (determinada por I A-ICP-MS) se representd frente
a la concentracion de Au de los patrones HRPEsu@AuNCs para cada condicion de suplementacion con
AulNCs (determinada por ICP-MS). Las barras de error del eje x corresponden a la desviacion estandar del
andlisis de 30 células, mientras que las barras de ervor del eje Y corresponden a la desviacion estandar calcnlada
para el andlisis de las 1-10° células digeridas por condicion.

F.4.3. Cuantificacion de APOE y MT2A en células HRPEsv40
mediante LA-ICP-MS utilizando patrones unicelulares

HRPEsv@AuNCs

La estrategia de analisis propuesta se aplico a la determinacién del contenido
de APOE y MT2A (de manera secuencial, en diferentes cultivos) en células
HRPEsv40 CT y tratadas con 1L-1a mediante LA-ICP-MS. Utilizando la recta de
regresion obtenida con los estindares HRPEsv@AuNCs (Figura 87) y calculando la

intensidad total de 7Au* por célula en las células HRPEsv40 CT y tratadas con IL-

low (al igual que se ha descrito para los estindares de laboratorio unicelulares), se
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determind la masa total de Au por célula (expresada como fg de Au por célula). A
continuacion, la masa total de Au por célula se puede transformar en la masa de la
proteina por célula (APOE o MT2A dependiendo de la inmunosonda utilizada: Anti-
h-APOE:AuNCs o Anti-h-MT2A:AuNCs, respectivamente) siguiendo el protocolo
descrito en el Capitulo 11 para la cuantificacién de proteinas en secciones de tejidos

(es necesario tener en cuenta el factor de amplificacién de cada inmunosonda).

La masa de APOE obtenida por LA-ICP-MS para cada célula HRPEsv40 in-
dividual (CT & IL-1a) se recoge en la Tabla 15. La Tabla resume los valores indivi-
duales obtenidos para 22 células CT y 11 células tratadas con IL-1ow analizadas con
la metodologia propuesta. Se puede observar que la masa media de APOE para cada
condicién indicé una disminucién en los niveles de proteina de 27,2 £ 7,9 fg de
APOE/célula para las células CT a 16,0 + 5,8 fg de APOE/célula para las células
tratadas con IL-1a (cambio de 0,58 veces). Esta disminucién en los niveles de pro-
tefna de las células HRPEsv40 sometidas al tratamiento proinflamatorio con IL-1a
coincide con los ensayos previos llevados a cabo. Por una parte, los resultados de
qPCR mostraban que el nivel de expresiéon de ARN (gen codificante de la sintesis de
APOE) disminufa entorno al 40% su expresion tras el tratamiento con IL-1a (Figura
72). Ademis, la masa de APOE determinada por LA-ICP-MS utilizando la inmuno-
sonda con AuNCs fue validada mediante los resultados obtenidos para las fracciones
citosolicas de las células HRPEsv40 con el Kit ELISA (Figura 73). La masa de
APOE determinada por el ELISA es de 17,94 + 1,30 fg APOE/célula para las células
CT yde 10,19 + 0,53 fg APOE/célula para las células tratadas con IL-1a (cambio de
0,56 veces). Por lo tanto, se puede confirmar que los valores obtenidos experimen-
talmente por ELISA para la APOE concuerdan con el contenido proteico determi-
nado por LA-ICP-MS: en ambos casos se confirma una menor expresiéon de APOE

tras someter el cultivo celular a un tratamiento de estrés proinflamatorio.

Cabe destacar que utilizando la metodologfa propuesta por LA-ICP-MS no
solo se puede estudiar la masa total de proteina por célula, sino también la distribu-

cién cuantitativa de la proteina, es decir, se pueden obtener el izaging cuantitativo de
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la proteina por célula. A modo de ejemplo, la distribucién de APOE expresada como

fg de proteina por pixel se muestra en la Figura 88para la célula #4.

Tabla 15: Resultados obtenidos para la masa de APOE en las células HRPEsv40 (CT y tratadas con
11.-7%) tras su andlisis por LA-ICP-MS empleando la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs.

Cota ot Toul - Canot | waw NG MR AROR T APOE
(pixels) (fa/cel) (fg/ cel) (fa/cel)

1 8.19E+06 594 1.38E+04 80.20 29.7

2 6.56E406 770 8.52F+03 49.53 183

3 7.22F406 543 1.336+04 77.34 28.6

4 1.O7E+07 1031 1.04E+04 60.53 224

5 7456406 587 1.27E+04 73.79 27.3

6 1.226+07 803 1.52E+04 88.51 328

7 5.64B-+06 512 1.10E+04 63.99 23.7

8 1.17E+07 606 1.936+04 112.39 41.6

9 7.82B-+06 494 1.58E+04 92.04 34.1

5l 10 1.04E+07 666 1.56E+04 90.69 33.6

gl 1 8.09E+06 640 1.26E+04 73.47 272
% 12 1.08E+07 1149 9.38E+03 54.54 202 27.217.9

13 3.83E+06 424 9.04E+03 52.57 19.5

14 3.53E+06 415 8.50E+03 49.42 183

15 1.34E+07 1732 7.71E+03 44.82 16.6

16 6.84E+06 817 8.37E+03 48.66 18.0

17 9.05E+06 882 1.03E+04 59.67 22.1

18 1.42B407 1108 1.285E+04 74.32 27.5

19 5526406 456 1.21E+04 70.42 26.1

20 1.00E+07 542 1.85E+04 107.26 39.7

21 231E+07 1132 2.04E+04 118.42 438

22 1726407 1294 1.33E+04 77.12 28.5

1 5.30B-+06 634 8.36E+03 48.63 18.0

2 5.30E+06 634 8.36E+03 48.63 18.0

3 6.07E+06 655 9.27E+03 53.87 19.9

3 4 4.06E+06 726 5.59E+03 32,51 12.0

dl 5 7.245-+06 658 1.10E+04 63.96 23.7
g 6 5.09E+06 1104 4.61E+03 26.80 9.9 16.0+5.8

2 7 6.90E+06 639 1.08E+04 62.77 23.2

8 4.83E+06 1460 331E+03 19.24 7.1

9 5.35E406 789 6.79E+03 39.45 14.6

10 3.53E+06 840 421E+03 24.45 9.0

11 5.51E+06 568 9.70E+03 56.40 20.9
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Figura 88: Imdgenes 2D obtenidas para la seiial de " Au" en las células HRPEsv40 por L.A-ICP-MS
utilizando la inmunosonda Anti-h-APOE:AulNCs. La escala de color en unidades de cps y fs APOE / pixcel
para la célula #4 ejemplifica como se puede hacer la cnantificacion de las imdgenes cnalitativas obtenidas por
LA-ICP-MS empleando la metodologia propuesta. En la imagen de la igquierda se muestra la distribucion
de APOE en célnlas CT y en la de la derecha la supenposicion de la seiial de ™" Au™ con la imagen dptica de
las células CT antes del muestreo por IA.

De la misma manera que en el caso de la APOE, en la Tabla 16 se recogen
los resultados obtenidos para la masa de MT2A en las células HRPEsv40 (CT vy tra-
tadas con IL-1a) mediante la metodologfa desarrollada por LA-ICP-MS. Se midieron
23 células CT y 14 células tratadas con IL-1o. Como puede observarse en los resul-
tados promedio, el tratamiento de las células HRPEsv40 con 100 ng'mL! de IL-1a
durante 48 h produjo un incremento en la sintesis de MT2A por parte de las células:
2,1 £ 0,9 fg/célula de MT2A en CT frente a 4,6 = 1,6 fg/célula de MT2A en las
células sometidas al estrés inflamatorio (incremento de un factor de 2,1). El analisis
de qPCR confirmé este aumento a nivel de expresioén génica de MT2A (Figura 72)
y la masa de proteina obtenida mediante el kit ELISA cuantitativo también coincide
con los resultados experimentales obtenidos por LA-ICP-MS. Tal y como se detalla
en la Figura 73, ]a masa de MT2A determinada por el enzimoinmunoensayo ELISA
cuantitativo fue de 1,74 + 0,28 fg MT2A/célula para células CT y 3,36 = 0,50 fg
MT2A/célula para las células HRPEsv40 tratadas con IL-1a (incremento de 1,9 ve-

ces), lo que confirma la sobreexpresion de MT2A bajo condiciones inflamatorias.
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Tabla 16: Resultados obtenidos para la masa de MT2A en las células HRPEsv40 (CT & tratadas con
11-1°) tras su andlisis por LA-ICP-MS empleando la inmunosonda Anti-h-MT2.4:AuNCs.

MT2A CT

2.1%0.9

1 4.21E+06 1241 3.39E+03 19.70 1.3
2 3.72E+06 835 4.45E+03 25.88 1.7
3 2.64E+06 600 4.39E+03 25.54 1.7
4 3.09E+06 635 4.87E+03 28.29 1.9
5 1.84E+06 334 5.50E+03 32.00 2.1
6 1.58E+06 418 3.79E+03 22.03 1.4
7 1.29E+06 516 2.49E+03 14.48 1.0
8 2.51E+06 567 4.42E+03 25.68 1.7
9 1.53E+06 538 2.85E+03 16.54 1.1
10 3.87E+06 943 4.11E+03 23.87 1.6
11 2.94E+06 994 2.96E+03 17.21 1.1
12 2.67E+06 847 3.16E+03 18.35 1.2
13 1.91E+06 537 3.57E+03 20.73 1.4
14 2.53E+06 598 4.23E+03 24.57 1.6
15 3.80E+06 935 4.06E+03 23.61 1.6
16 8.55E+06 1193 7.17E+03 41.66 2.7
17 1.15E+7 1350 8.55E+03 49.72 3.3
18 1.05e+07 1100 9.57E+03 55.65 3.7
19 1.08E+07 1230 8.82E+03 51.25 3.4
20 7.10E+06 841 8.44E+03 49.06 3.2
21 7.60E+06 980 7.76E+03 45.11 3.0
22 4.11E+06 435 9.46E+03 54.98 3.6
23 2.56E+06 398 6.44E+03 37.46 2.5
1 9.59E+06 620 1.55E+04 89.88 5.9
2 8.01E+06 792 1.01E+04 58.81 3.9
3 3.85E+006 339 1.13E+04 65.97 4.3
4 9.58E+06 636 1.51E+04 87.56 5.8
5 2.63E+06 367 7.18E+03 41.72 2.7
6 6.34E+06 984 6.45E+03 37.51 2.5
7 1.14E+07 575 1.98E+04 115.33 7.6
8 4.40E+6 396 1.12E+04 65.36 4.3
9 1.38E+7 706 1.95E+04 113.58 7.5
10 3.19E+6 307 1.04E+04 60.40 4.0
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11 7.85E+6
12 5.66E+6
13 7.77TE+6
14 5.16E+6

471
789
760

1.34E+04
1.20E+04
9.85E+03
6.79E+03

77.69
69.87
57.25
39.46

5.1
4.6
3.8
2.6

A la vista de los resultados obtenidos para la cuantificacién de las proteinas

APOE y MT2A en células individuales HRPEsv (CT y sometidas al tratamiento con

IL-1e) se puede afirmar que la estrategia desarrollada de cuantificacion empleando

los HRPEsv@AuNCs como patrones unicelulares para la calibracion pot matrix-mat-

chedlogra llevar a cabo una buena cuantificacion por LA-ICP-MS y se presenta como

una alternativa a las estrategias de cuantificacién comentadas en la introduccion del

Capitulo III.
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F.5. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden extraer de los resultados presentados en el

Capitulo III son las siguientes:
En cuanto a la sintesis de las inmunosondas metalicas:

v" Se han evaluaron diferentes aproximaciones de la sintesis de AuNCs
y finalmente se opté por un tratamiento de enfoque de tamafios
(envejecimiento) que permitié obtener AuNCs mds homogéneos,
fluorescentes y de mayor calidad: 1,90+0,04 nm.

v' Se sintetizaron y caracterizaron las dos inmunosondas especificas de
las proteinas estudiadas (APOE y MT2A), Anti-h-APOE:AuNCs y
Anti-h-MT2A:AuNCs, las cuales presentaron un factor de
amplificacién: 466 £ 18 atomos de Au.

En cuanto a la eleccién del tratamiento inflamatorio de las HRPEsv:

v' Se estudiaron diferentes tratamientos inflamatorios (TGFB,
dexametasona e IL-1a ) en los cultivos celulares de HRPEsv mediante
qPCR para evaluar cambios en la expresion genética de APOE vy
MT2A y se eligi6 la citoquina proinflamatoria Interleuquina-To (IL-
la) durante 48 h como el tratamiento que afecta de manera
antagonista a APOE y MT2A, generando sobreexpresion y
subexpresion de estas, respectivamente.

v Las concentraciones de APOE y MT2A en las condiciones de
tratamiento inflamatorio se determinaron con enzimoinmunoensayos
ELISA (Kits comerciales), y sitvieron como validacién de la
metodologia LA-ICP-MS desarrollada.

En cuando a la obtencién de distribuciones 2D de las proteinas APOE y

MT2A en las HRPEsv:

V' La estrategia de deteccién que emplea la inmunosonda metélica junto

con LA-ICP-MS permiti6 obtener bioimagings de distribucién
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cualitativa de las proteinas APOE y MT2A (de manera secuencial e
independiente) en células HRPEsv control y tratadas con ILle.
Ademas, la deteccién bimodal de los AuNCs, permitié obtener la
distribucién de la proteina APOE por inmunofluorescencia para:
comprobar las distribuciones elementales obtenidas, confirmar la
completa penetracién del Ab en todo el volumen celular siguiendo la
fluorescencia de la inmunosonda en el eje XZ vy, evaluar las
interacciones inespecificas de los AuNCs con las células.
V" Las distribuciones de proteinas obtenidas por LA-ICP-MS asi como
la eleccién de la concentracion del Ab primario, y la penentracion del
Ab fueron experimentos validados al ensayar paralelamente una ICC
indirecta empleando Ab 2° marcado con Alexa®488 (para deteccion
de APOE) y Alexa® 594 (pata deteccién de MT2A).
En cuanto a la cuantificacién de APOE y MT2A en células HRPEsv mediante

una nueva estrategia de calibracién por LA-ICP-MS:

V" Se desarroll6 con éxito y por primera vez una estrategia de calibracion
ajustada a la matriz con el objetivo de superar las limitaciones actuales
relativas a la cuantificacién de LA-ICP-MS en cultivos celulares.

V" Se generaron patrones de calibracién unicelulares HRPEsv@AuNCs
que imitan completamente la compleja matriz celular. Para ello, las
células HRPEsv fueron suplementadas con concentraciones
crecientes de suspensiones que contenian AuNCs libres.

v Se llev6 a cabo una caracterizacién completa de los estandares de
células HRPEsv@AuNCs mediante ICP-MS de nebulizacion
convencional y LA-ICP-MS, y se desarrolld una estrategia de
tratamiento de datos para cada célula individual analizada por LA-
ICP-MS. Esta estrategia permitié la obtencién de imagenes
cuantitativas de la expresion de proteinas de célula a célula, lo cual es
realmente interesante debido a la heterogeneidad de las poblaciones

celulares.

Ana Lores Padin 287



CAPITULO IIT

v' Como prueba de concepto, se llevd a cabo la determinacién

secuencial de MT2A y APOE en células individuales HRPEsv
mediante LA-ICP-MS en células sometidas a inflamacién con la
citoquina Interleukina-la y controles.

Los resultados medios de las cantidades de MT2A y APOE obtenidos
con la metodologia propuesta concuerdan con los resultados
cuantitativos obtenidos por los kits comerciales de ELISA, indicando
que los niveles de APOE disminuyeron tras el tratamiento
proinflamatorio mientras que MT2A mostr6é una sobreexpresion de
la proteina tras el tratamiento. Cabe destacar que utilizando la
metodologia propuesta por LA-ICP-MS no sélo se puede determinar
la masa total de la proteina por célula (que sera posible conseguir por
sc-ICP-MS) sino también la distribucién cuantitativa de la proteina

objetivo.
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G. CAPITULO IV

Determinacién de proteinas citosolicas en cé-
lulas individuales empleando inmunosondas

especificas marcadas con AuNCs y deteccion

por single cell-CP-MS
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G.1. INTRODUCCION

En el Capitulo IV de la Tesis Doctoral se emplea la técnica de single cell -1CP-
MS (sc-ICP-MS) para la cuantificaciéon secuencial de dos proteinas relevantes en el
estudio del desarrollo y progresion de la DMAE (MT2A y APOE) en una linea celular
inmortalizada del epitelio pigmentario de la retina (HRPEsv40). Como se ha deta-
llado en el Capitulo 111, la importancia del estudio y compresion de estas dos protei-
nas radica en su implicaciéon en procesos biologicos de proteccion frente al estrés
oxidativo el cual desarrolla ciclos severos de inflamacién crénica en la zona ocular

que provocan dafo celular siendo uno de los factores de riesgo mas comunes en el

desarrollo de la DMAE!2.

Al igual que ocurre con los analisis de cultivos celulares empleando LA-ICP-
MS, la técnica sc-ICP-MS proporciona informacién unicelular muy valiosa superando
las limitaciones de las técnicas convencionales de cuantificacion de proteinas en di-
geridos o lisados celulares que no tienen en cuenta la heterogeneidad de las muestras
biolégicas. Aunque la obtencién de imagenes de distribucién proteica en células in-
dividuales da informacién acerca de la localizacién y acumulacion de las proteinas en
las células, este tipo de estudios implican tiempos largos de analisis para evaluar una
poblacién representativa de células. En este sentido, la técnica sc-ICP-MS permite el
analisis de cientos de células individuales en apenas unos minutos, por lo que es po-
sible extraer informacién de una poblacién mayor. Por ello, y de manera complemen-
taria a los resultados experimentales obtenidos en el Capitulo III por LA-ICP-MS,; se
ha desarrollado una metolologia para la determinacién de MT2A y APOE por sc-
ICP-MS en céulas HRPEsv40. Este tipo de estudios puede arrojar informacién muy
valiosa sobre procesos biolégicos en las células, a la vez que validar los resultados

obtenidos mediante otras metodologias.

1 X.B. Ling, HW. Wei, J. Wang, Y.Q. Kong, Y.Y. Wu, J.L. Guo, T.F. Li, ].K. Li, Mammalian Metal-
lothionein-2A and Oxidative Stress, Int. J. Mol. Sci. 17 (2016) 1483.
2M.L. Hu, J. Quinn, K. Xue. Interactions between Apolipoprotein E metabolism and retinal inflamma-
tion in age-related macular degeneration. Life (Basel) 11 (2021) 635.
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Los valores cuantitativos promedio obtenidos por metodologias convencio-
nales de analisis de proteinas en cultivos celulares (p.ej., ELISA) no ofrecen en algu-
nos casos la informacién adecuada. Es bien sabido que la heterogeneidad celular ge-
nera variabilidad no solo en la composicién elemental y molecular de cada célula
individual, sino que el comportamiento frente a un estimulo (sea este interno o ex-
terno) del conjunto de la poblacién celular no sea representativo del comportamiento
célula a célula’. Por ello la técnica sc-ICP-MS es una herramienta de analisis elemental
que permite llevar a cabo la determinaciéon de la composicion elemental célula a célula
en muestras con un gran numero de células en tan sélo unos pocos segundos?. Ade-
mas, permite conocer la composicién elemental de metales naturalmente presentes
dentro de las células’, asi como aquellos metales internalizados de forma artificial:
componentes metalicos y metaloides o metalofairmacos®, o internalizacién de NPs
compuestas por metales’ en sistemas unicelulares de distinto origen (p.ej., lineas ce-

lulares humanas o de otros mamiferos, bacterias, levaduras, o algas unicelulares).

Como se ha descrito en la Introduccion General, la técnica sc-ICP-MS se ha
aplicado recientemente a la cuantificacién de proteinas en diferentes tipos de aplica-
ciones, todos ellos basindose en el empleo de estrategias de etiquetado metélico de
anticuerpos especificos para generar inmunosondas metdlicas detectables por sc-
ICP-MS. Sin embargo, la cuantificacién de proteinas celulares enddgenas sigue

siendo un reto debido en gran parte a la necesidad de realizar un inmunoensayo en

3 P.E. Oomen, M.A. Aref, I. Kaya, N.T.N. Phan, A.G. Ewing, Chemical analysis of single sells, Anal.
Chem. 91 (2019), 588-621

4 8. Theiner, K. Lochr, G. Koellensperger, L. Mueller, N. Jakubowski, Single-cell analysis by use of ICP-
MS, J. Anal. At. Spectrom. 35 (2020) 35, 1784—1813.

5 K. Shigeta, G. Koellensperger, E. Rampler, H. Traub, L. Rottmann, U. Panne, A. Okino, N. Jaku-
bowski, Sample introduction of single selenized yeast cells (Saccharomyces cerevisiae) by micro droplet
generation into an ICP-sector field mass spectrometer for label-free detection of trace elements, J. Anal.
At. Spectrom. 28 (2013) 637-645.

¢ E. Mavrakis, L. Mavroudakis, N. Lydakis-Simantiris, S.A. Pergantis, Investigating the uptake of arse-
nate by chlamydomonas reinhardtii cells and its effect on their lipid profile using single cell ICP-MS and
easy ambient sonic-spray ionization-MS. Anal. Chem. 91 (2019) 9590-9598.

7 Z. Chen, B. Chen, M. He, B. Hu, Droplet-splitting microchip online coupled with time-resolved
ICPMS for analysis of released Fe and Pt in single cells treated with FePt nanoparticles, Anal. Chem. 92
(2020) 12208-12215.
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células suspendidas, que compromete la integridad de las células. Las etapas de per-
meabilizacion, lavados o incubaciones largas pueden afectar de manera significativa
a la membrana celular, provocando su debilitacién y por ello su facil ruptura durante
su introduccién en plasma ICP. Por ello, algunos trabajos resaltan la utilidad de la
monitorizacién de un elemento intrinseco de las células como estrategia de chequeo
para evaluar el estado de las células tras las diferentes etapas de prepacion de la mues-
tra, asf como para confirmar el numero de eventos celulares detectados al monitorizar
el elemento de la marca!l. Cabe resaltar el uso de intercaladores de ADN, normal-
mente complejos con Ir y Rh, los cuales se emplean a su vez como como patrén
interno de las medidas por sc-ICP-MS. Sin embargo, en este tipo de aplicaciones
implica una etapa adicional en la preparacién de las muestras, aumentando asi el

riesgo de perder la integridad celular.

En cuanto a las etiquetas metdlicas empleadas para la detecciéon de biomolé-
culas en células mediante analisis por sc-ICP-MS tras la realizacién de un inmunoen-
sayo en suspension, las mas empleadas son las estructuras quelantes de La (p.¢j.,
MAXPAR®? o DOTA?). Sin embargo, con el objetivo de obtener una mayor ampli-
ficacién de la sefial, especialmente para la cuantificacién de proteinas de baja abun-
dancia, ha surgido el uso de nanoestructuras que proporcionan un mayor nimero de
etiquetas elementales por inmunosonda. Por ejemplo, se ha demostrado que las NPs
similares a los virus proporcionan una amplificacion significativa de la sefial. Como
alternativa, los NCs se presentan como etiquetas metalicas ideales en la deteccién por
ICP-MS debido a su pequefio tamafio de nicleo metalico (por debajo de 3 nm), junto
con el alto factor de amplificacién que proporcionan (los NCs estain compuestos por

cientos de atomos metalicos)!’. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que para

8 M. Corte-Rodriguez, E. Blanco-Gonzalez, J. Bettmer, M. Montes-Bayon, Quantitative analysis of
transferrin receptor 1 (TfR1) in individual breast cancer cells by means of labeled antibodies and ele-
mental (ICP-MS) detection, Anal. Chem. 91 (2019) 15532—15538.

2Y. Liang, Q. Liu, Y. Zhou, S. Chen, L, Yang, M. Zhu, Q. Wang, Counting and recognizing single
bacterial cells by a lanthanide-encoding inductively coupled plasma mass spectrometric approach, Anal.
Chem. 91 (2019) 8341-8349.

10Y. Zhang, C. Zhang, C. Xu, X. Wang, C. Liu, G.LN. Waterhouse, Y. Wang, H. Yin, Ultrasmall Au
nanoclusters for biomedical and biosensing applications: A mini-review, Talanta 200 (2019) 432—442.
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llevar acabo un analisis cuantitativo de proteinas, el factor de amplificacién de la in-
munosonda metalica empleada, es decir, el nimero de atomos de metal por inmuno-

sonda, debe ser perfectamente conocido!!.

En el Capitulo IV se investiga por primera vez una estrategia de biomarcador
unico utilizando AuNCs como etiquetas elementales de anticuerpos especificos para
la determinacién secuencial de proteinas citosélicas en células HRPEsv40 por sc-
ICP-MS. Ademas, para simular los ciclos de estrés e inflamacion, las células son tra-
tadas con una citoquina proinflamatoria (Interleuquina 1a; IL-1a). Asi, se puede es-
tudiar cémo estos tratamientos proinflamatorios pueden incrementar o disminuir la
sintesis de APOE o MT en los tejidos. La metodologia propuesta se basa en un in-
munoensayo realizado en una suspension celular mediante el uso de AuNCs biocon-
jugados con anticuerpos especificos de proteinas para su determinacioén secuencial

en células HRPEsv40 bajo condiciones CT y pro-inflamatorias (1L-1c).

11 M. Corte-Rodriguez, R. Alvarez-Fernandez, P. Garcia-Cancela, M. Montes-Bayon, J. Bettmer, Single
cell ICP-MS using online sample introduction systems: Current developments and remaining challenges,
Trends Anal. Chem. 132 (2020) 116042.
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G.2. OBJETIVOS

El objetivo general del Capitulo IV es el desarrollo de una estrategia de cuan-
tificacioén de proteinas citosolicas en células individuales mediante la técnica sc-1ICP-
MSC empleando inmunosondas:AuNCs caracterizadas. Cémo linea celular y protei-
nas en estudio se seleccionaron la MT2A y APOE en células del epitelio pigmentario

de la retina (linea celular HRPEsv) estudiadas en el Capitulo 111.

Para llevar a cabo este objetivo general, se proponen las siguientes etapas ex-

perimentales:

v" Estudio de la integridad celular en las etapas de cultivo, tratamiento y
procesamiento de las células HRPEsv previo a su introduccion al
sistema de medida single-ce//-ICP-MS.

o Optimizacién del protocolo de fijacién de las células

o Optimizacién de las etapas de incubacién del inmunoensayo
para llevar a cabo para la deteccién secuencial de las dos
proteinas citosélicas (MT2A y APOE) en suspensién
empleando las inmunosondas previamente caracterizadas en
el Capitulo III  Anti-h-MT2A:AuNCs y  Anti-h-
APOE:AuNCs. Optimizacién del sistema de introduccién
de células en el ICP-MS.

v’ Busqueda de un elemento intrinseco de las células HRPEsv para su
monitorizacién y chequeo de nimero de eventos detectados con la
marca metalica (inmunosonda:AuNCs) y evaluacién de la integridad
celular tras el inmunoensayo

v Estudio de los resultados obtenidos al monitorizar el elemento
intrinseco (Fe) y la marca metélica (Au) y discusion del tratamiento de
datos al emplear criterios de discriminacién de diferentes 306 + Xy 5
0 + X para Fe y Au.

v Evaluacién de la estrategia de introduccién de las células de las

medidas realizadas por sc-ICP-MS:
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o Ensayos de concentracion celular y configuracién del sistema
(flyjo de introduccion)

v Cuantificacién de MT2A y APOE en células HRPEsv tras realizar el
inmunoensayo en suspensiéon empleando las inmunosondas
metdlicas: Anti-h-MT2A:AuNCs y Anti-h-APOE:AuNCs en células
control y células sometidas a un tratamiento con citoquina
inflamatoria (IL-1%) durante 48h.

v" Comparacién de los resultados obtenidos con las cuantificaciones

previas por LA-ICP-MS y ELISA (Capitulo I1I).
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G.3. EXPERIMENTAL

Las etapas experimentales de preparacion de la linea celular HRPEsv40 asi
como los reactivos empleados son los mismas o similares a los utilizados en el Capi-

tulo 111, por lo que se hara referencia a ellos en algunas Secciones.
G.3.1. Materiales y reactivos

G.3.1.1. Sintesis de las inmunosondas metalicas: Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-
h-MT2A:AulNCs

Por una parte, los MNCs empleados como marcas son los AuNCs, con un
diametro de 1,90 £ 0,04 nm (Optimizados en el Capitulo I1I). Tanto los reactivos
como el protocolo de sintesis estan recogidos en el Experimental General (secciones
C.2.2.1y C.4.1, respectivamente). Asi mismo en la Seccién C.2.2.1, se recogen tam-
bién los reactivos usados para la sintesis de las inmunosondas mediante la reaccién
de la carbodiimida. Los anticuerpos primarios empleados para la sintesis de las inmu-
nosondas son el Ab policlonal de cabra anti-Apolipoproteina E humana (Anti-h-
APOE, concentracién de partida 1 mg-ml!) para la detecciéon de APOE y Ab poli-
clonal de conejo anti-Metalotioneina 2A humana (Anti-h-MT2A, concentracién de

partida 0,23 mg-ml.-!) para la deteccién de MT2A.

G.3.1.2. Expansion y tratamiento inflamatorio del cultivo celular e

inmunoensayo de las células en suspension

Para la expansién y crecimiento del cultivo celular usado en el Capitulo IV se
sigue un protocolo similar al empleado en el Capitulo III (Seccion F.3.3.3F.3.1.2).
Las células son sometidas al tratamiento proinflamatorio con 100 ng'ml! de IL-1«
durante 48 h. Para realizar el inmunoensayo en suspension celular, ademas de las
inmunosondas marcadas con AuNCs, se emplearon los mismos reactivos generales

que para la ICC en las camaras portaobjetos (Seccion F.3.1.2)

G.3.1.3. Reactivos para el analisis por single-cellICP-MS.
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A diferencia del Capitulo III donde las células estaban fijadas en las caimaras
portaobjetos, en el Capitulo IV las células se analizan en suspensién. Para ello, tras
su crecimiento y tratamiento inflamatorio, fueron tripsinizadas de los flask T75 con
Tripsina-EDTA 0,25% (Sigma Aldrich) y posteriormente fueron suspendidas en un
tampén compuesto por 50 mM de base Trizma (estandar primario y tampdn >99,9%
cristalino; Sigma Aldrich) y 17 mM de NaCl (Sigma Aldrich), mientras que el pH se
ajust6 a 7,4 con HCI diluido (VWR chemicals).

La eficiencia de transporte de la muestra en el sistema de introduccién de
muestras para analisis por sc-ICP-MS se calcul6 utilizando un estandar de AgNPs de
60 nm recubiertas de BPEI (NanoComposix). La curva de calibracién para la cuan-
tificacién del Au se realiz6 utilizando estandares de Au en disolucién (7% HCI, Su-

pelco, 1000 grmL-! estandar ICP, Merck-Millipore).
G.3.2. Instrumentacion

Para llevar a cabo las medidas de por sc-ICP-MS se utilizé el ICP-MS NexION
350 X (PerkinElmer) para detectar las sefiales de intensidad de 7Au* y >Fe* en
células individuales HRPEsv40. El sistema de introduccién de muestras consiste en
un nebulizador de alta eficiencia (bigh efficiency nebulizer, HEN) de Meinhard, que se
instalé en la camara de nebulizacién AsperonR (PerkinElmer). La introduccién de la
muestra se llevé a cabo en modo de autoaspiracion a la velocidad de introduccion de
muestra de 40 pL-min". En el apartado de Instrumentacién General se describe el
sistema empleado (Seccién (Error! No se encuentra el origen de la referencia.). Las
condiciones de medida optimizadas midiendo en modo de analisis en tiempo resulto

se recogen en la Tabla 17
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Tabla 17: Pardmetros gptimizados para los andlisis de células HRPEs por se-ICP-MS

Paradmetro Valores
ICP RF power (W) 1400
Flujo del gas de plasma (mL-min™) 18
Flujo “make up” gas (mL-mint) 0,6
Flujo de gas nebulizador (mL-min-1) 0,3
Is6topos (m/z) 7Au*, 56Fet (celda de colision, KED)
Flujo de He (KED) (mL-min) 4
Tiempo de adquisicion(ms) 10

El procesamiento de los datos tras el analisis por sc-ICP-MS se realizé6 ma-
nualmente sobre la base de un algoritmo iterativo utilizando el software Microsoft
Excel, lo que permitié discriminar los eventos celulares de la sefial de fondo, que se
atribuy6 a las especies metdlicas i0nicas disueltas. La presentacion de los datos (i.e.,
histogramas y perfiles de eventos celulares) también se llev a cabo utilizando Micro-

soft Excel.
G.3.3. Procedimientos experimentales

Los protocolos experimentales referidos a la siembra, expansion, y tratamiento
inflamatorio (48 h, 100 ng'mlI! de IL-1o) de la linea celular HRPEsv estan recogidos
en la Seccion C.4.7 del Experimental General. Se debe tener en cuenta que con el
objetivo de obtener un numero elevado de células por condicién (~8-9-106 células),
estas fueron sembradas siempre en flask de cultivo celular de 75 cm? de area (flask
T75) hasta su confluencia. A continuacién, se recogen las etapas del disefio experi-
mental para obtener las suspensiones celulares HRPEsv en condiciones control (CT)

y tratadas (IL-1a) para su analisis por sc-ICP-MS.
G.3.3.1. Preparacion de las células HRPEsv40 en suspension

En la Figura 89 se recoge un diagrama de flujo de trabajo para una mejor com-

presion del disefio experimental llevado a cabo en el Capitulo 111.
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Figura 89: Diagrama de las etapas llevadas a cabo para el tratamiento de las células HRPEsv40 para la
determinacion de APOE y MT2A mediante andlisis por se-ICP-MS empleando inmunosondas con AulNCs.

A continuacion, se describen las diferentes etapas llevadas a cabo:

(1) Tratamiento inflamatorio (detallado en la SeccionC.4.7.3). Las células
HRPEsv40, una vez confluentes en numero, fueron sometidas al tratamiento de es-
trés inflamatorio afiadiendo 10 mL por flask de 100 ng'mL" IL-1o en medio Hibri-
doma (+5% l-glutamina, +1% P/S) pata células tratadas (IL-1e;) o medio Hibridoma
para células CT y se incuban (37°C en 5% COg) durante 48 h. Transcurrido ese

tiempo las células adheridas a la superficie del flask son lavadas tres veces con PBS1x.

(2) Recoleccion y conteo de la suspension celular. Las células son tripsi-
nizadas para su postetior recoleccién. Para ello, se incubaron durante 3 min (37°C en
5% COz2) con 3 mL por flask de tripsina-EDTA al 0,5%. Seguidamente, se afiadieron
10 mL de medio completo DMENF12 para detener la actividad de la tripsina (evi-
tando asf la lisis celular) y las células ya despegadas del flask fueron recogidas en tubos
falcon de manera independiente (CT e IL-1a). Posteriormente se procedio a una cen-
trifugacion suave (3 min a 100 g) de las células para eliminar el medio, y tras un lavado
con PBS1x para eliminar las células muertas se determiné el nimero de células en la

suspension bajo el microscopio utilizando un hemocitémetro (camara de Neubauer).
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(3) Preparacion de las muestras HRPEsv40. Una vez conocida la concen-
tracién celular para cada condicion, se preparan cuidadosamente en diferentes tubos
Eppendotf alicuotas de células a una concentracioén de 1,2-1,5-106 (concentracion
final después de la fijacién ~1-10¢ células-mL-!) donde se lleva a cabo el procedi-
miento de fijacién. Se evaluaron dos protocolos para la fijacién de los cultivos celu-
lares antes del inmunoensayo con las inmunosondas con los AuNCs, denominados
como “condiciones tradicionales”!? y condiciones de "fijacién suave". Los pasos in-
cluidos en ambos procedimientos se recogen en la Tabla 18. Una vez fijadas, las cé-
lulas fueron contadas otra vez con el hemocitémetro para conocer la concentraciéon
real de células por alicuota y finalmente fueron almacenadas a 4° en la nevera en un
volumen de ~200 pL de PBS 1x hasta su postetior uso. La morfologfa de las células
fue evaluada durante todo el procesamiento de las muestras empleando un micros-

copio 6ptico para confirmar asi la integridad las células.

(4) Inmunoensayo en suspension. Cada una de las dos proteinas diana se
analiz6 en tres réplicas biologicas de células CT'y tres réplicas de células tratadas con
IL-1a. Ademas, se prepararon dos controles negativos (sin incubacién de la inmuno-
sonda); uno para las células control (neg-CT) y otro para las células tratadas con IL-

1o (neg-1L1a).

(5) Deteccion por single-cell-ICP-MS. Tras el inmunoensayo se monitori-
zaron las sefiales de intensidad de Fe*y 1”7Au* mediante analisis por sc-ICP-MS
para las células HRPEsv40 CT y tratadas con IL-1a, mientras que en los controles

negativos solo se monitorizé *Fet (neg-CT y neg-1L1a).

12 M. Corte-Rodriguez, E. Blanco-Gonzalez, J. Bettmer, M. Montes-Bayon, Quantitative analysis of
transferrin receptor 1 (TfR1) in individual breast cancer cells by means of labeled antibodies and ele-
mental (ICP-MS) detection, Anal. Chem. 9, (2019), 15532—-15538.
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Tabla 18: Protocolos de fijacion empleados con las células HRPEsv40 en suspension: fijacion tradicional vs

[fijacion suave

Fijacion tradicional

Fijacion suave

Etapas del protocolo de fijacion celular

Pulso para retirar el PBS 1x (pellet ce-
lular “seco”)

Afadir 500 pl. de PFA al 4% directa-
mente sobre el pellet celular
Incubacién a tempertura ambiente (10
min)

Pulso para retirar el PFA 4% (rpm
suave)

Lavado con PBS 1x (1 vez)

Pulso para retirar el PBS 1x con las cé-
lulas dafiadas/muertas

Afiadir 1 mL de PBS 1x para almace-

naje

Afiadir 250 pL. de PFA 4% a la suspen-
sion celular (suspendida en 250 uL. PBS
1x, no es un pellet celular seco)
Incubacién a temperatura ambiente (10
min)

Pulso y retirar el liquido (rpm suave)
Afiadir otros 250 pl. de PFA 4% al pe-
llet celular

Incubacién a temperatura celular (10
min)

Pulso y retirar el PFA

Lavado con PBS 1x (1 vez)

Pulso y eliminar el PBS y las células da-
fladas/muertas

Afiadir 1 mL de PBS 1x para almacenaje

Etapa final: Contar las células para comprobar el nimero de células por alicuota y

almacenar las suspensiones celulares (en PBS 1x) en la nevera (4 °C) hasta su uso.

G.3.3.2. Protocolo de inmunoensayo en células HRPEsv40 en suspension

empleando inmunosondas con AuNCs

El inmunoensayo para la detecciéon de las proteinas citosolicas APOE y

MT?2A se realiz6 de forma independiente en las alicuotas (1-106¢ células por alicuota)

de células HRPEsv40 fijadas y en suspension (células CT y tratadas con 1L-1a), tal y

como se indica en el diagrama de la Figura 89. En la Figura 90 se detallan los pasos

llevados a cabo con cada una de las alicuotas, todos ellos a temperatura ambiente: 1)

permeabilizacién de las membranas con un tensoactivo (500 uL. de PBS 1x con 0,1%
de Triton X-100) durante 15 min, 2) lavado con 500 pLL de PBS 1x-0,05% de tween-
20 y centrifugado a 100 g, 3) bloqueo con 500 pL. de PBS 1x con 10% de suero de
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burro y 1% de BSA durante 30 min de incubacion, 4) incubacién con las inmuno-
sondas: 200 pl. de Anti-h-MT2A:AulNCs o Anti-h-APOE:AuNCs en PBS 1x con
5% de suero de burro y 1% de BSA se afiadieron en alicuotas independientes a las
células en suspension, 5) lavado con 500 uL. de PBS 1x, y 6) finalmente se diluye la
suspension hasta obtener 1-105 células'ml! en tampo6n Trizma 50mM y 17mM de

NaCl (pH 7,4) para su analisis por sc-ICP-MS.

Anti-h-APOE:AuNCs  Anti-h-MT2A:AuNCs

2) Retirar disolucion \ P
Pes gg::avado PBS Retirar )f’ /

})jf })j{ d\solun;w)/’{ \ /
(1) Permeabilizacion a ‘.\ (3) Bloqueo \;j\ AQT TV\
I‘\j" U

\'/  0,1% Triton-X PBS (15 v/ 1% BSA, 10% Suero de v/
v %) v
min, TA) . burro, PBS (30 min,TA)
SQm Spin (4) Incubacion
centrifuga centrifuga inmunosonda metélica
1h-TA

Pellet celular

(5) Retirar
sobrenadante
& lavado pBS J

.

' (6)Diluir suspension i 4
o 1108 cel-mL b

b4 . 9
- 3 (tampon) Ve

Spin
centrifuga

Figura 90: Esquema de las etapas experimentales para realizar el inmunoensayo en suspension con las
células HRPEsv40. Las incubaciones con las inmunosondas se realizan por separado y paralelamente para

detectar MT2A 0 APOE (Anti-h-MT2A:AulNCs 0 Anti-h-APOE, respectivamente). TA: temperatura

ambiente.

G.3.3.3. Anilisis por sc-ICP-MS y procesamiento de los datos

Las suspensiones celulares HRPEsv40 (tras el inmunoensayo y postetior di-
lucién en el tampo6n Trizma 50 mM, NaCl 17 mM pH 7,4) se introdujeron en el ICP-
MS a través del nebulizador HEN (de alta eficiencia), que funcioné en modo de au-
toaspiracién a una velocidad de introduccion de muestras de 40 pL-min-!. Durante
la adquisicion, la suspension celular se sometid a una agitacién suave y continua con

un vortex.

El anilisis por sc-ICP-MS de las muestras de células en suspension se lleva-
ron a cabo en modo de analisis de tiempo resuelto estableciendo los parametros de

medida recogidos en la Tabla 17. Posteriormente, para el tratamiento de los datos se
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aplicé un procedimiento iterativo establecido para los analisis por sc-ICP-MS donde
es posible discriminar los eventos celulares de las sefiales del fondo'. Dicha estrategia
se basa en promediar todo el conjunto de datos y extraer los valores cuya desviacién
estandar esté tres o cinco veces (36 6 5o, respectivamente) por encima de la media
del conjunto de datos (36 + x 6 50 + x). Tras eliminar los eventos seleccionados, se
repite el procedimiento hasta que no haya nuevos valores por encima del umbral (3o
+ x 6 50 + x). Una vez fijado el valor del umbral del conjunto de datos, todos aquellos
valores por encima (conjunto de datos inicial) son considerados como eventos celu-
lares, mientras que los eventos por debajo del umbral corresponden al fondo ibénico
(i.e., elemento disuelto). A lo largo de los ensayos se aplicaron dos criterios diferentes
para el tratamiento de los datos segun se trate de la sefial de un elemento intrinseco
de las células o la sefial del Au de las inmunosondas; se aplicé un umbral de 50 + x
para '7Au* y de 30 + x para *Fe* (el tratamiendo de datos esta detallado en la Sec-

ci6én de Resultados y Discusion).

Ademas, para determinar la cantidad de APOE y MT2A por célula individual
a partir de los datos de sc-ICP-MS, tras descartar los eventos celulares del fondo
ibénico (17Autidnico de las inmunosondas con AuNCs) se deben realizar los siguien-
tes calculos: i) convertir la sefial de intensidad de 7Aut (cps) en masa de Au por
célula; y ii) calcular la cantidad absoluta de proteina por célula teniendo en cuenta la
estequiometria de cada inmunosonda (i.e., factor de amplificacién de las inmunoson-

das). En la Figura 91 se esquematiza el tratamiento de datos que se realiza tras el

andlisis de las células por sc-ICP-MS.

13 F. Laborda, J. Jimenez-Lamana, E. Bolea, J.R. Castillo, Selective identification, characterization and
determination of dissolved silver(i) and silver nanoparticles on single particle detection by inductively
coupled plasma mass spectrometry, J. Anal. At. Spectrom. 26, (2011), 1362-1371.
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« A
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datos iterativo celulares

Figura 91: Esquema de los cilenlos necesarios para transformar la seial de las intensidades de " Au* en
¢ps detectada en el ICP-MS (i.e., deteccion de los eventos celulares) en masa de proteina por célula (expresada
como [g de proteinas por célula).

En primer lugar, la intensidad de "7Au* (en cps) detectada en el ICP-MS por
evento celular debe transformarse en masa absoluta de Au por evento celular. Para
ello, se empled una calibracién externa utilizando estandares liquidos de Au (0-50 pug
ml1) y se tuvo en cuenta la relacién recogida en la Ecuacién 314-16;

_ nF-tint

c - Ecuacion 3

donde m. es la masa de Au, F es el caudal de la muestra, t es el tiempo de
adquisicion, Int es la intensidad del evento neto, b es la pendiente de la curva de
calibracién, y 1] es la eficiencia de transporte. Para determinar la eficiencia de trans-
porte, se midi6é una suspensiéon de una concentracién conocida de NPs (60 nm de

AgNPs, 50 ngL1)17.

14 M. Corte-Rodriguez, R. Alvarez-Fernandez, P. Garcia-Cancela, M. Montes-Bayon, J. Bettmer, Single
cell ICP-MS using online sample introduction systems: Current developments and remaining challenges,
Trends Anal. Chem. 132 (2020) 116042.

15 §. Theiner, K. Lochr, G. Koellensperger, L. Mueller, N. Jakubowski, Single-cell analysis by use of
ICP-MS, J. Anal. At. Spectrom. 35 (2020) 35, 1784—1813.

16:S. Meyer, A. Lépez-Serrano, H. Mitze, N. Jakubowski, T. Schwerdtle. Single-cell analysis by ICP-
MS/MS as a fast tool for cellular bioavailability studies of arsenite. Metallomics. 10 (2018) 73-76

17 HE. Pace, N.J. Rogers, C. Jarolimek, V.A. Coleman, C.P. Higgins, J.F. Ranville, Determining
transport efficiency for the purpose of counting and sizing nanoparticles via single particle inductively
coupled plasma mass spectrometry, Anal. Chem. 15, (2011), 9361-9369.
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A continuacién, para transformar la masa absoluta de Au por evento celular
en masa de proteina (APOE o MT2A dependiendo de la alicuota) se sigui6 la estra-
tegia descrita en los Capitulos II y I1I de la Tesis Doctoral: se debe tener en cuenta
el factor de amplificacién de la inmunosonda empleada. Como se describe en el Ca-

pitulo III, en el caso de las inmunosondas Anti-h-APOE y Anti-h-MT2A eo factor

de amplificacién promedio es de 466 £ 18 dtomos de Au.
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G.4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se incluyen las optimizaciones previas para un analisis repro-
ducible y fiable por sc-ICP-MS de las células HRPEsv40, el cual engloba no sélo el
estudio de la integridad celular durante la preparacion e introduccion de la suspension
de células en el plasma ICP-MS, sino también los estudios centrados en la adquisicion
de datos. En este dltimo caso se han evaluado diferentes parametros: el tiempo de
integracion, la configuracion del sistema de introduccion de muestra, la dilucién de
la muestra, o el tratamiento de datos. Finalmente, tras la elecciéon de los parametros
adecuados, se discuten los resultados experimentales obtenidos para la cuantificaciéon

secuencial de dos proteinas citosélicas (APOE y MT2A) en células individuales
HRPEsv40 (CT' y tratadas con I1L-1ct) empleando AuNCs como marca elemental en
las inmunosondas (i.e., Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-MT2A:AuNCs).

G.4.1. Preparacion de la muestra para la deteccion de proteinas

citosolicas en células HRPEsv40 intactas mediante sc-ICP-MS

Mantener la integridad de la célula al tiempo que se consigue la maxima efi-
ciencia de transporte son dos de los puntos clave para una medida fiable y reprodu-
cible empleando sc-ICP-MS. El uso de un sistema de introduccién de muestra que
provoque la rotura de las células durante la nebulizacién y/o el transporte hacia el
plasma ICP generarfa no sélo bajas eficiencias de transporte, sino también altas se-
fiales de fondo (resultantes de la liberacién y solubilizacién de los elementos presen-
tes en el interior de las células). Por ello, llevar a cabo una correcta optimizaciéon de
las condiciones de introduccién de muestra es sumamente importante para el analisis

de células intactas.
G.4.1.1. Monitorizacién de un elemento intrinseco de las células HRPEsv40.

Con el enfoque inicial de comprobar la integridad celular durante el analisis
por sc-ICP-MS, resulta interesante la monitorizacién de un elemento constituyente

de la célula junto con la deteccion de la sefial de 17 Au* procedente de la inmunosonda
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(Anti-h-APOE:AuNCs o Anti-h-MT2A:AuNCs). Ademas, medir un elemento in-
trinseco es también valioso para evaluar si las etapas experimentales a las que se so-
meten las células (p.ej., tratamiento con IL-la, o el uso de inmunosondas con
AuNCs) puede afectar al nimero de eventos celulares detectados en comparacién
con los observados para suspensiones de células HRPEsv40 que no estin sometidas

a dichos tratamientos (i.e., células control negativo).

Por lo tanto, con el objetivo de encontrar un elemento constituyente de las
células HRPEsv40 que se pueda detectar con buena sensibilidad en el ICP-MS se
realizé un primer cribado con diferentes elementos (Mg, Ca, Cu, P, S, Mn, Co, Zn, y
Fe) utilizando para ello una muestra de control negativo (neg-CT: células HRPEsv40
sin la inmunosonda con AuNCs y sin tratamiento con IL-1a). Como se puede obser-
var en la Tabla 19, sélo los isétopos #Cat, Cut, y 5Fe* mostraron un nimero de
eventos detectables comparables entre si (471, 465, y 469, respectivamente) junto con
una intensidad suficientemente alta (frente a la intensidad media del i6nico disuelto).
Sin embargo, la monitorizaciéon de 6Fe* proporciond una mayor intensidad media
por evento: 169,7 cuentas frente a 13,71 y 3,16 cuentas registradas para #Ca*t y Cu*,
respectivamente. Por lo tanto, la sefial de %Fe* se monitorizé como elemento intrin-
seco de las células HRPEsv40 a lo largo de este estudio.

Tabla 19: Resultados experimentales obtenidos por se-ICP-MS para el andlisis de diferentes elementos cons-

tituyentes de las células HRPEsv 40 en una muestra de control negativo (neg-CT: células HRPEsv40 sin la
inmunosonda con AulNCs y sin tratamiento con 11.-1a).

. Numero de even- Int. media delos Int. media del i6-
Analito

tos detectados  eventos (cuentas) nico (cuentas)

2Mg* 1455 43 0,1

#“Cat 363 6,47 1,12
63Cu+ - - 11,65
65Cu+ 465 3,16 0,05
24Mg* 7 491,86 9,53
PO+ 9 1053,44 13,37
850+ 36 121,11 3,93
#4Cat 47 13,71 4,32
55Mn+ 2716 2,48 0,12
59Co+ 241 435 0,07
56Fe+ 469 169,7 7,76
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Los resultados experimentales obtenidos también mostraron concordancia
para el nimero de eventos celulares detectados en diferentes suspensiones celulares,
como el neg-CT, neg-1L1a, CT, e IL1a, demostrando asi que el tratamiento con IL-
la o el inmunoensayo con las etiquetas de AuNCs no comprometian la integridad de

las células HRPEsv40.

Se debe mencionar que la posibilidad de deteccién dual y simultinea de los
is6topos 7Au* y 3Fe* para cada célula individual no fue posible con el instrumento
ICP-MS empleado. Por lo tanto, la deteccién de 17Aut (AuNCs) y 3Fet (elemento
intrinseco de las células) se realizé de forma secuencial para la misma suspension de
células, con una diferencia de 1 min entre medidas (i.c., el tiempo requerido por el
ICP-MS para cambiar de la deteccién de 7Aut (modo estindar) a la deteccién de

>Fe* (modo KED donde se emplea He en la celda de colision).
G.4.1.2. Protocolo para la fijacion de las células HRPEsv40

La etapa de fijacién de las células es requerida en los protocolos de inmunoen-
sayo y ademads ha demostrado ser muy importante también para reforzar la estructura
celular!!. Bl paraformaldehido (PFA) o el metanol'® son los reactivos empleados ha-
bitualmente como agentes fijadores. Sin embargo, el uso de concentraciones y/o con-
diciones no optimizadas (p.ej., altas concentraciones o largos tiempos de incubacion)
podtia causar una rotura celular significativa y, por tanto, producirse una disminucioén
en el nimero de células. En esta linea, en este Capitulo IV se investigd un nuevo
protocolo de fijacién, al que se denomind "fijacion suave", para disminuir el efecto

del PFA en comparacién con los protocolos de fijacion tradicionales (Tabla 18).

Para estudiar ambos protocolos de fijacion con las células HRPEsv40, se con-
taron las células (intactas y con forma bien definida) utilizando la camara de Neu-

bauer (y tincion con Trypan blue). Se empleo una muestra control El recuento se repi-

18 M. Wang, L-N. Zheng, B. Wang, H-Q. Chen, Y-L. Zhao, Z-F. Chai, H.]. Reid, B.L. Sharp, W-Y.
Feng, Quantitative analysis of gold nanopatticles in single cells by laser ablation inductively coupled
plasma-mass spectrometry, Anal. Chem. 86, (2014), 10252—10256.
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tié 3 veces para cada muestra, antes y después de la fijacioén, para obtener la desvia-
cién estandar asociada a la medida, la cual fue en todos los casos inferior al 20% de
RSD (desviacion estandar relativa). Para el recuento de células tras la fijacion se em-
plearon cinco suspensiones celulares tratadas por separado con PFA al 4% (réplicas
biolégicas). Los resultados recogidos en la Tabla 20 muestran que el porcentaje de
pérdida de células se redujo de mas del 40% empleando la fijacién tradicional a un
14% utilizando el protocolo de "fijacién suave" propuesto. De este modo, para tra-
bajar con las células HRPEsv40 se emplearon las condiciones de fijacién suave.

Tabla 20: Resultados obtenidos para la optimizacion del protocolo de fijacion celular (fijacion tradicional y
Sijacion suave) en el que se realiza el recuento de células HRPEsv40 empleando la cimara de Nenbaner.

Conteo celular Fijacién tradicional Fijacion suave
(célula-mL-1) (célula-mL1)
Antes ‘iil“;))ﬁl““’“ 1,12-106 + 1,7-105 1,73-106 + 8,9-104
Des’pl_les ﬁ]‘ac1’or_1 & lajado 593105 + 87104 1,50-106 + 1,9-105
(réplicas bioldgicas; n=5)
% pérdida celular 41,9% 13,6%

G.4.1.3. Optimizacién del inmunoensayo para la deteccion de proteinas

empleando AuNCs como marca elemental

Ademis de la etapa de fijacion, las etapas del inmunoensayo también pueden
comprometer la integridad celular. Para evaluar la influencia de las etapas del inmu-
noensayo en el nimero de células, se seleccionaron tres alicuotas de células CT en las
que se emplearon diferentes tiempos de incubacién durante el inmunoensayo para la
determinacién de APOE. Tras el inmunoensayo, las suspensiones celulares fueron
analizadas por sc-ICP-MS monitorizando la sefial de 7Au* de la etiqueta elemental
y la sefial de 56Fe* como elemento naturalmente presente en las células (i.e., permite
comprobar la integridad de las células tras el inmunoensayo). Se evaluaron dos tiem-
pos para la etapa de bloqueo (30 min y 1 h) asi como para la incubacién de la inmu-

nosonda (toda la noche a 4°C y 1 h a temperatura ambiente).

En cuanto al bloqueo, no se observaron diferencias significativas para los dos

tiempos evaluados, mientras que si se observé que el uso de tiempos de incubacién
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largas para la inmunosonda (toda la noche a 4°C) afect6 a la integridad de las células
HRPEsv40. En la Figura 92 se muestran los petfiles de tiempo resuelto obtenidos
para los is6topos 1"7Aut y 5Fe* utilizando la incubacién nocturna de la inmunosonda
(Anti-h-APOE:AuNCs) para una muestra de células HRPEsv40 CT (sin tratamiento
con IL-1a). Tras el tratamiento de datos y la discriminacién de los eventos celulares
se contd un nimero significativamente menor de eventos tras la incubacién nocturna
(46 eventos de media; n=3) en comparacién con la incubaciéon de 1 h (406 eventos
de media; n=3). Ademas, la sefial de Y7 Au* procedente del Au iénico (i.e., Au en
disolucién) aument6 de 7 a 74 cuentas, tal y como se puede observar en el zoom de
la Figura 92. Este hecho indica que un numero significativo de células se rompieron,
liberando el contenido metdlico de la inmunosonda, lo que contribuye a aumentar el

contenido de Au en la disolucién (también se observa un ligero aumento para la sefial

media de *Fe*desde 113 a 146 cts).
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Figura 92: Perfiles de tiempo resuelto para *°Fe* y ™" Au" obtenidos para el andlisis por sc-ICP-MS de
célnlas HRPEsv40 CT tras realizar el inmunoensayo para la determinacion de APOE utilizando nna
incnbacion con la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs durante toda la noche. a) Perfil para el **Fe*, y b)
Pefil para el " Au*. El perfil ampliado en la imagen b) muestra nun 00m del nivel de fondo para la seiial de
intensidad de " An”.

Por otro lado, se evalué también la etapa de lavado que sigue a la incubacién
de las células con la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs. Tras la incubacién de la
inmunosonda debe llevarse a cabo un lavado para eliminar el exceso de Ab marcado
que no ha detectado proteina en la muestra. De este modo, se puede asegurar que la
seflal de 17Au* detectada durante los anélisis por sc-ICP-MS es unicamente debida a
la deteccién de la proteina en el citosol de las células HRPEsv40. Sin embargo, llevar
a cabo un procedimiento de lavado exhaustivo puede llegar a afectar a la integridad
celular, y por ello al nimero de células intactas que alcanzan el ICP. Por todo ello, se
evalu6 el empleo de una etapa de lavado simple o doble con el objetivo de eliminar
eficazmente las inmunosondas no unidas especificamente a las células, pero asegu-

rando al mismo tiempo que se minimiza la rotura y pérdida celular. Al realizar una
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etapa doble de lavado con la suspension celular se observé una reduccion significativa
en cuanto al numero de eventos celulares detectados con la sefial de >°Fet de 123 (un
lavado) a 50 (dos lavados). Por lo tanto, se descarté aplicar un doble lavado a los
pellets celulares tras el inmunoensayo. En su lugar se emple6 un lavado suave y cui-
dadoso con PBS1x para evitar la rotura y debilitacién de las membranas para la in-
troduccion de las células al sistema sc-ICP-MS. El procedimiento optimizado con-
siste en realizar la centrifugacién del pellet a 100 g en la centrifuga y, posteriormente,

se resuspende el pellet celular en el tampén (Trizma 50 mM, NaCl 17mM).
G.4.1.4. Configuracion del sistema de introduccion de muestra

Para su analisis por sc-ICP-MS, las muestras se introdujeron directamente
desde los tubos Eppendorf donde se almacenaron y prepararon las alicuotas de célu-
las HRPEsv40. Para garantizar la carga de una suspensién celular homogénea en el
ICP-MS, asi mantener la integridad de las células y asegurar que no se produce sedi-
mentacién de las mismas, se aplicé una agitacién suave y continua a los tubos em-
pleando un vértex. Ademas, se compararon dos configuraciones de introduccién de
muestra diferentes. En la Figura 93 se muestra una fotografia de las dos configura-
ciones: a) una bomba peristaltica externa es empleada para suministrar la suspension
celular con un flujo de 20-25 pl.-min’!, y b) se emplea autoaspiraciéon directamente

desde el tubo Eppendorf con un flujo de 40 pl.-min-.
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Sistema
single-cell

v Bomba peristaltica
externa

Figura 93: Fotografias de los montajes experimentales empleados para la introduccion de muestra (suspension celular)
en el ICP-MS. a) flujo de introduccion de muestra controlado por una bomba peristiltica externa (flujo de 20 ul-min
"),y b) sistema de autoaspiracion (flujo de 40 wL-min’).

En el caso de la utilizacién de la bomba peristaltica externa fue necesario el
empleo de un tubo de aspiraciéon de la muestra relativamente largo (como se puede
observar en la fotograffa), lo que provocé una importante adherencia de las células a
las paredes del tubo. Por este motivo, fueron necesarios frecuentes y prolongadas
etapas de limpieza entre muestras para evitar que se bloqueara el tubo de aspiracién,
alargando significativamente las medidas. Por el contrario, el uso de autoaspiracién
demostro ser una mejor opcién para el analisis de células individuales HRPEsv40 por
sc-ICP-MS, aun siendo el flujo de introduccién de muestra mayor. En cualquier caso,
teniendo en cuenta la concentracion de células introducidas en el ICP-MS (1105 cé-
lulas mlI 1) y el tiempo fijado de dwell time del ICP-MS (10 ms), se puede asegurar que
no se esta detectando mas de una célula por evento. Esto se puede entender llevando
a cabo el siguiente calculo teérico del nimero de células que se introducen en el
plasma por dwell time. Si la eficiencia del transporte celular al ICP-MS fuese del 100%,
se introducirfan 1-105 células mL! . Al multiplica este valor por 0,04 mL min-! (flujo
de introduccion de la muestra) da como resultado 4000 células-min o 66,7 células s-
1. Asi, en 10 ms (dwell time), deberian detectarse 0,667 células cada 10 ms (menos de

una célula por dwell tinse).

En ambos casos se calcul6 la eficiencia de transporte midiendo una suspension

de un material de referencia (AgNPs de 60 nm; 50 ng-L1). Aunque los resultados
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mostraron una eficiencia comparable con ambos sistemas (25,0% para el sistema con
la bomba peristaltica frente a un 23,8% para el sistema por autoaspiracién) se selec-
ciond como sistema 6ptimo la autoaspiracién ya que se evitan los problemas de se-

dimentacién y bloqueo de los tubos.
G.4.2. Seleccion del tiempo de adquisicion en el ICP-MS

Como se ha descrito en la Introducciéon General, para los andlisis por sc-ICP-
MS 1a eleccién de un tiempo de adquisicién que detecte una dnica célula por evento
es critica. En este contexto la eleccién del tiempo de adquisicion juega un papel muy
importante en los analisis y debe ajustarse teniendo en cuenta la dilucién de las células
introducidas en el sistema ICP, asf como el flujo de entrada de las mismas. Teniendo
en cuenta el ICP-MS empleado y las limitaciones del tratamiento de datos (Microsoft
Excel), estos pardmetros deben ser evaluados para asegurar que no existe una super-
posicién de células por evento y que un evento celular no esta definido por muchos

dwell time.

Tal y como se establece en la Ecuacion 3, la intensidad de los eventos celula-
res puede transformarse en masa, siendo uno de los paraimetros de la ecuacion el
tiempo de integracién utilizado para adquirir las sefiales transitorias procedentes de
la deteccion de células individuales. En nuestro caso, al ajustar 10 ms como tiempo
de integracion (siendo la concentracién celular de 1-105 células-ml! y el flujo de
entrada de la suspension de 40 pl-min), la intensidad de un tnico tiempo de inte-
gracién proporciona la intensidad total de un evento correspondiente a una uUnica
célula. Es decir, un evento de detecciéon celular tal y como se recoge en la Figura 94
durar 0,02 ms, pero sélo un tnico tiempo de integracién corresponde con la intensi-
dad de una unica célula detectada (p. ¢j. a 23,786 s). De este modo, la intensidad de
la sefial de 97Au* se puede transformar en masa directamente, sin la necesidad de

tener en cuenta el area bajo el pico en el tiempo de duracién del evento.
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Figura 94: Ejemplo del perfil obtenido para un evento celular adguirido monitorizando la seial de ™" Au*
y empleando 10 ms como tiempo de integracion (1-10° células-mL y un flujo de 40 pl-min™).

G.4.3. Optimizacion de la dilucién de la muestra para el analisis de

células HRPEsc40 por sc-ICP-MS

La seleccién de una concentracion adecuada de células HRPEsv40 en suspen-
sién se llevé a cabo mediante una dilucién en serie con células CT 'y tratadas con 1L-
1o, adquiriendo en ambos casos tanto la sefial de "7Aut (AuNCs de la etiqueta de
las inmunosondas) como de *Fe*. Siempre que las todas las condiciones selecciona-
das para el analisis estén optimizadas correctamente se deberfa obtener un nimero
comparable de eventos celulares para ambos isétopos mediante analisis por sc-ICP-
MS. A modo de ejemplo, la Figura 95 muestra los perfiles resueltos en el tiempo
obtenidos para la seflal de 7 Au+ por sc-ICP-MS para diferentes diluciones seriadas
de células HRPEsv40 CT (inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs). Como se puede
observar, el numero de eventos celulares aument6 (Figura 95b-Figura 95f) a medida
que aumenta la concentracién de las células en la suspensién (1104 células'mL-! y

1-106 células-mL1), respectivamente).
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Figura 95: Ensayo de dilucion para células HRPEsv 40 CT donde se muestran los perfiles resueltos en el
tiempo para la serial de " Au* obtenidos por se-ICP-MS para diferentes diluciones seriadas de las célnlas
(inmunosonda Anti-h-APOE:AulNCs). Se aplicaron diluciones en serie empleando el tampon TRIZNM.A
0,1% NaCl (pH 7,4). a) 0 células mL, b) 110" células mL7, ¢) 1-10° células mL.', d) 2,5-10° células
mL, ¢) 5-10° células mL )y f) 1-10° células-mL.".
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Tras el analisis de los datos para determinar el nimero de eventos celulares,
una vez aplicado el umbral donde se resta la sefial del fondo (i.e., Au i6nico), se ob-
servé un aumento lineal para el numero de células detectadas con la concentracién
de la muestra, de 1-10* a 5-10° células-mL-! (representadas en la Figura 96 como
circulos negros). Sin embargo, la intensidad media de 7Au* fue constante con la
dilucién (representada como un grafico de barras en la Figura 96), indicando detec-
cién de eventos celulares unicos por dwell time (10 ms) y por ello baja probabilidad de
solapamiento de células por evento que aumentarfan la sefial promedio. Ademas, la
sefial procedente del Au disuelto fue siempre inferior a 10 cuentas, lo que demuestra
que la inmunosonda de AuNCs marcé de manera altamente eficaz y eficiente la pro-

tefna especifica (APOE en este caso concreto) dentro de la célula.
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Figura 96: Resultados obtenidos para el ensayo de dilucion de la suspension de células HRPEsv40 CT
(inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs). En el grfico se representa en forma de barras la intensidad media
de " Au* para la poblacién celular medida por se-ICP-MS, asi como el niimero de células detectadas en 175
s de tiempo de adquisicion, frente a la concentracion de la suspension celular (i.e., niimero de células por muestra
tras contarlas con el hemocitometro).

El comportamiento lineal observado para el nimero de eventos celulares en

las suspensiones

de células HRPEsv40 con una concentracion entre 1-104 -5-10° células-mL!
no se cumple para la concentracién mas alta (1-106 células mI1) y ademas la sefial de

la intensidad media de ”7Au* aumenta hasta casi dos veces su valor. La Figura 97
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recoge el perfil resuelto en el tiempo para la sefial de 17 Aut obtenido por sc-ICP-MS
para la suspension de células con una concentracion de 1-106 células mI-1. Como se
puede observar en el perfil ampliado a la derecha de la imagen, para dicha muestra
algunos eventos estan definidos por varios dwell times (cuadrados rojos en el perfil),
hecho que no ocurte para las concentraciones mas bajas de células. De este modo se
puede afirmar que para la muestra de células con una mayor concentracion existe una
alta probabilidad de superposicion de dos células en el mismo evento, utilizando las
condiciones de analisis establecidas (dwel/ time de 10 ms y velocidad de flujo de 40
uL-min ). Por lo tanto, la concentracién de células seleccionada para los andlisis de
células HRPEsv40 por sc-ICP-MS fue de 1-105 células-mL-!. En este caso las sefiales
del perfil resuelto en el tiempo estin bien definidas y la posibilidad de solapamiento

de multiples células se minimiza.
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Figura 97: Perfil resuelto en el tiempo para el andlisis de células individuales empleando se-ICP-MS donde
se monitoriza la senal de "7 Au” (inmunosonda Anti-h-APOE:AulNCs) para una muestra con una con-
centracion de células HRPEsv40 CT de 1-10° célula-mL.".

G.4.4. Tratamiento de los datos: criterios para la discriminacion de

eventos celulares siguiendo las sefiales de ’Au’ y *Fe*

Con respecto a las sefiales de intensidad obtenidas para 197Aut y >Fe* en las
suspensiones de celulas HRPEsv40 analizadas por sc-ICP-MS, los resultados experi-
mentales mostraron que debe aplicarse un criterio de discriminacién diferente (3o 6
50) a los dos isétopos seleccionados para la correcta determinacion de los eventos
celulares. Al aplicar el mismo criterio de discriminacion 5o para las sefiales de inten-

sidad de 1"7Au* y *Fe* resultantes del analisis de células HRPEsv40 CT vy tratadas
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con IL-1a, el nimero de eventos celulares detectados con la sefia de 5°Fe* fue menor

que empleando la sefial de 7Au* (ver Tabla 21).

Tabla 21: Resultados obtenidos para el andlisis por se-ICP-MS' de células HRPEsp40 (CT e IL-1t)
tratadas con la inmunosonda Anti-h-APOE:AulNCs empleando dos criterios diferentes para el tratamiento
de los datos: 50 para la seial de 7 Au” y 30y 5 0 para la seial de *°Fe*. Eventos detectados durante una
adquisicion de 90 s (n=3 réplicas instrumentales para 17 Au* y n=2 para **Fe*).

Monitorizacion 7 Au* Monitorizacion de 56Fe*
o . ol e . Promedio % subesti-| . Promedio % subesti-
n° célu- Promedio n° | n° de célu- , s n°de célu- s
las células - 56 las- 56 M células - amcion las -3 M células - amcion
50 (50) 30 (30)
237 175 254
CT1 250 260 200 188 28% 292 273 5%
292 - _
256 173 223
CT2 222 254 127 150 41% 270 247 3%
286 - -
341 126 382
CT3 373 379 179 153 60% 420 401 6%
424 - -
213 130 218
IL2 180 192 133 132 32% 233 226 17%
184 - -
313 200 319
IL3 349 336 193 197 41% 336 328 2%
345 - -

Ademis, tal y como se muestra en la Figura 98a al representar el nimero de
eventos detectados (aplicando el criterio 50) frente a la concentracion de células in-
troducidas en el sistema, la pendiente que se obtiene para el 17Au* y Fe* son muy
diferentes. Esta observacién puede atribuirse a una subestimacién de los eventos ce-
lulares utilizando el criterio de 50 para el 5Fe*. Como puede verse en el zoom del
perfil para la adquisicién de 5Fe* (Figura 98b), se observan claramente varios even-
tos celulares con intensidades inferiores al umbral aplicado para la discriminacién 5o.
Estos eventos que han sido descartados en el tratamiento de datos (marcados en la
imagen con flechas) deberian ser incluidos en el nimero de eventos puesto que re-
presentan sefiales de deteccién de células individuales (los blancos del procedimiento
no presentan eventos debido 5°Fe*). Sin embargo, como se ilustra en la Figura 98b

con una linea roja, al aplicar el criterio 30 a las intensidades de *Fe* se detecté un
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mayor numero de eventos celulares con el >*Fe™, los cuales coinciden en el mismo
rango con el numero de eventos celulares determinado para la adquisicion de 7Au*
con un criterio 50 (Tabla 21). Esta concordancia en el nimero de eventos celulares
detectados aplicando los diferentes criterios para cada elemento monitorizado se

comprobé para diferentes suspensiones de células HRPEsv40 CT.

a
2500
e Células detectadas (monitorizando *7Au)
£ 2000 | © Células detectadas (monitorizando *6Fe) ~®
=}
ol
[+
% 1500 | y = 0.0042x + 35.422
o 2 = 0,9995
0
o -~
@
S 1000 | .
8
@ y=0.0007x+ 11.771
o L 2 -
2 500 . R*=0.9755 o
&
o g
0 ¢ L L ) .
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000
Concentraciones de suspensions celulares (n° de cel-mL1)
300
umbral: 50 + X
50 | (239.6 cuentas)
7 v4 % |
= 4
g 200 | b ¢
= Umbral: 30+ X
£ o L | | (145.3 cuntas)
o
o
e
@ 100 #
c
2
£
s0 f
0 . L L L L ]
23 24 25 26 27 28 29 30

Tiempo (s)

Figura 98: Estudio que ilustra como afecta el tratamiento de los datos con los criterios 50y 30 a la seiial de
"7 Au* y *Fe* para el andlisis de célnlas HRPEsv40 por se-ICP-MS empleando AnINCs como etiqueta
meetdlica en la deteccion de proteinas. a) Grifico donde se observa una relacion lineal entre el niimero de eventos
celnlares detectados frente a la concentracion celular aplicando el mismo criterio de discriminacion para el
tratamiento de los datos: 50 +X para el "7 Au” y el *°Fe*, y b) Perfil resuelto en el tienspo para la seial de
PFe" (1-10° células-mL") obtenido para el andlisis de célnias HRPEsv40 CT por sc-ICP-MS donde se
marcan con una linea los umbrales calenlados aplicando los criterios 30y 50 (linea roja y gris, respectivamente).
Las flechas rojas marcan los eventos celulares que no se tienen en cuentan en caso de aplicar el criterio 5o +
X.
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Ademas, esta concordancia observada para el nimero de eventos celulares
aplicando el criterio 50 para el Auy 3 o para el Fe, se refleja también en la pendiente
obtenida para la relacién entre el nimero de células detectadas y la concentracién de
células en la suspension: 0,0042 para el 17Au* y 0,0041 para el 5Fe*(la pendiente para
la sefial de Fe con el criterio 3o era de 0,0007; Figura 98). Se debe resaltar que al
aplicar el criterio 5o para determinar los eventos celulares con la sefial de 7Au* per-
mite discriminar los eventos que corresponden a la deteccion de las células
HRPEsv40 de los posibles eventos debidos a las inmunosondas libres marcadas con
AuNGCs, las cuales no estaban unidas a las proteinas citosélicas en las células y que

puedan no haberse eliminado completamente en las etapas de lavado.

G.4.5. Determinacion de APOE y MT2A en células individuales
HRPEsv40 por sc-ICP-MS empleando inmunosondas con

AuNCs: células CT y tratadas con IL-1a

La determinacién de APOE y MT2A en las células HRPEsv40 mediante sc-
ICP-MS se realiz6 de forma independiente en las suspensiones celulares sometidas al
inmunoensayo con las inmunosondas Anti-h-APOE:AuNCs y Anti-h-
MT2A:AuNCGs, respectivamente. Ademds, cada proteina se cuantificé en las células

cultivadas CT' y aquellas sometidas a un tratamiento proinflamatorio con IL-1a.
G.4.5.1. Determinacion de MT2A en células HRPEsv40

Para evaluar la posible variacién en los niveles de expresion de MT2A bajo
condiciones de estrés inflamatorio, las células HRPEsv40 CT y sometidas al trata-
miento con IL-1a (tras la incubacién con la inmunosonda Anti-h-MT2A:AuNCs)
fueron analizadas por sc-ICP-MS bajo las condiciones de trabajo optimizadas. A
modo de ejemplo, en la Figura 99a y b se muestran los perfiles de tiempo resulto
obtenidos para la sefial de 17Aut por sc-ICP-MS en las células HRPEsv40 CT 'y tra-
tadas con IL-1a, respectivamente. Se puede observar que la intensidad de los eventos
de Au (correspondientes a los AuNCs de la inmunosonda y, por tanto, que detectan

la proteina citosolica MT2A) aumentan con el tratamiento con IL-1a (Figura 99a s
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Figura 99b). Como se muestra en las Tablas incluidas en la Figura 99, tras el trata-
miento de datos iterativo aplicando el umbral 50, se obtienen en ambos casos un
numero de eventos celulares comparables durante los 90 s de adquisicion (547 células
CT y 562 células tratadas con IL-1ar). Para la intensidad media de 7 Au* por evento,
esta se ve incrementa de ~1500 cuentas en las células CT a ~3400 cuentas en las
células tratadas con IL-1a (la sefial es mas del doble al comparar estas dos muestras
biolbgicas). Estos valores observados para las intensidades de '7Au* sugieren una

sobreexpresion de MT2A tras el tratamiento proinflamatorio.
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Figura 99: Perfiles resueltos en el tiempo para la seiial de ' Au™ obtenidos para el andlisis de célnlas
HRPEsv40 CT 'y tratadas con I1-10 por se-ICP-MS' (inmunosonda: Anti-h-MT2A:AuNCs). a) Células
CT, y b) Células tratadas con IL-1a. En ambas muestras se incluye una tabla con los resultados obtenidos
para los eventos celulares tras el tratamiento de los datos aplicando el criterio 50 +x.
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Una vez analizadas las muestras, las seflales obtenidas para la intensidad de
197Aut pueden ser transformadas en concentracién de MT2A (expresada como fg de
proteina por célula), teniendo en cuenta la calibracion con estandares de Au en diso-
lucién, asi como el factor de amplificacién de la inmunosonda. La Tabla 22 contiene
los resultados obtenidos del analisis por sc-ICP-MS para la MT2A en células
HRPEsv40 CT y tratadas con IL-1a (tres réplicas bioldgicas por condicion y cada
una de ellas con tres réplicas analiticas). A la vista de los resultados obtenidos se
puede afirmar que el tratamiento de las células HRPEsv40 con 100 ng'mL-! de IL-
1o durante 48 h produce un aumento significativo de los niveles intracelulares de
MT2A (se observé un cambio de 1,8 veces para la concentraciéon de MT2A entre
ambos grupos de células). Cabe mencionar que la incertidumbre asociada a la con-
centracién de MT2A obtenida por sc-ICP-MS es elevada, pero puede atribuirse prin-
cipalmente a la gran variabilidad biolégica de las suspensiones celulares. La desviacion
estandar asociada a la concentracién de MT2A en las células CT fue particularmente
grande, especialmente para la réplica CT2 que mostré una concentracion significati-
vamente menor que las otras réplicas. Indicar que este valor se incluyé también para
determinar la concentracién media de la proteina en las células, aunque incluso des-
cartando este valor se observé una sobreexpresion de MT2A en las células
HRPEsv40 tratadas con IL-1a. Como también se incluye en la Tabla 22, el Fe* se
monitorizé para todas las muestras, mostrando valores para el nimero de eventos
celulares comparables a los detectados monitorizando la sefial de 7Au*. Hay que
tener en cuenta que las variaciones en el nimero de eventos detectados son asumibles
teniendo en cuenta que no se estan midiendo simultaineamente los dos isétopos; aun-
que se trata de la misma suspension celular (misma réplica bioldgica) la adquisicién

de *Fet y 197Autno se esta realizando al mismo tiempo para una misma célula.
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Tabla 22: Resultados experimentales obtenidos para la determinacion de MT2A en células HRPEsv40 mediante sc-
ICP-MS utilizando la inmunosonda Anti-h-MT2A:AuNCs. Se analizaron tres réplicas bioldgicas (Rep. Bio.) para

cada condicion (CT e IL-1at) y cada una de ellas se analizd tres veces (réplicas analiticas: K1, R2 y R3).

N N Int. fg fg Rango fg e g rep-
eventos eventos 197Aut/cel Au/cel MT2A/cel MT2A/cel M2 bio-
56Fe+* 197Aut A/cel  MT2A/cel
R1 459 473 375.6 17.2 1.16 0.032-38.4
CT1 R2 654 716 231.1 10.97 1.06 0.092-18.1 1.05
R3 * 713 210.1 9.94 0.94 0.1-18.87
R1 199 206 43.92 2.07 0.17 0.023-2.7
CT2 R2 204 229 44.11 2.08 0.15 0.02-4.8 0.16 0.6610.45
R3 - - - - - -
R1 309 368 265.6 12.57 0.83 0.026-28.5
CT3 R2 427 396 283.1 13.39 0.76 0.026-27.2 0.77
R3 * 467 230.6 10.91 0.72 0.023-31.0
R1 487 469 326.0 15.43 1.04 0.026-23.4
IL1 R2 481 500 165.9 7.87 0.52 0.026-37.2 1.04
R3 * 563 140.3 6.64 0.44 0.029-38.72
R1 189 209 86.2 4.08 0.26 0.023-17.5
1L2 R2 243 215 47.02 222 0.15 0.023-6.48 12 1.19£0.14
R3 * 483 384.8 18.21 1.2 0.03-48.37
R1 478 422 444.7 21.04 1.38 0.026-30.72
IL3 R2 407 455 408.2 19.31 1.27 0.026-33.21 1.34
R3 * 481 4143 19.6 1.36 0.026-39.11

Por otro lado, y para explicar mejor la gran incertidumbre obtenida para los
valores de concentracién de MT2A en las réplicas biolégicas, resulta interesante es-
tudiar el histograma de frecuencia de masa para cada muestra. Ademas, los histogra-
mas proporcionan informacién muy valiosa a la hora de evaluar el posible efecto del
tratamiento proinflamatorio en cada célula individual para una poblacion de células
HRPEsv40. En la Figura 100 se muestran los histogramas obtenidos para el analisis
de una suspensién de células HRPEsv40 CT y otra de células tratadas con IL-1e,
donde se representa el porcentaje de células que contienen una determinada cantidad
de MT2A (expresada en fg). En ambos casos se encontré un elevado nimero de
células con cantidades muy bajas de MT2A (0,5-1,0 fg de MT2A). Ademas, se ob-
servo que alrededor del 20% de las células de la poblacién total se vieron significati-

vamente afectadas por el tratamiento con IL-1«, y la masa de MT2A en dichas células
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estaba en el rango de 1,0-3,5 fg de MT2A. Este porcentaje de células aumento signi-
ficativamente los niveles de expresion de la proteina, mientras que el resto de la po-
blacién celular mostré valores similares para las células CT y tratadas con IL-1a, lo
que indica una respuesta biologica diferente para las células individuales dentro de

una poblacién frente a un mismo estimulo proinflamatorio en condiciones i vitro.
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Figura 100: Histograma de frecuencia de masa para la MT2A en células HRPEsv40 CT (CT2-R2; linea gris) y

clulas tratadas con 11-1a (IL3-R2; linea negra) tras su andlisis por se-ICP-MS  (inmunosonda: Anti-h-
MT2A:AuNCs).

G.4.5.2. Determinacion de APOE en células HRPEsv40

Al igual que en el caso de la MT2A, el contenido de APOE en las células
HRPEsv40 se determiné mediante sc-ICP-MS, utilizando en este caso la inmuno-
sonda Anti-h-APOE:AuNCs, para evaluar la influencia del tratamiento proinflama-
torio con IL-1a. A modo de ejemplo, en la Figura 101 se muestran los perfiles de
tiempo resuelto obtenidos para células HRPEsv CT y tratadas con IL-1a. A diferen-
cia de lo que ocurria para la MT2A, no se observa un cambio significativo con res-
pecto a las intensidades de 197Au para los eventos celulares detectados en las células
CT y tratadas con IL-1a. Tal y como se describe en el Capitulo I1I para los analisis

tanto de expresion génica por qPCR, como en los ELISA cuantitativos la APOE
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muestra una disminucion de su expresion (nivel gen o nivel proteina respectivamente)

del ~40% bajo los efectos del tratamiento proinflamatorio con IL-1aL.
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Figura 101: Perfiles resueltos en el tiempo para la seial de "7 Au” obtenidos para el andisis de célnlas
HRPEsv40 CT y tratadas con IL-1a por se-ICP-MS (inmunosonda: Anti-h-APOE:AuNCs). a) Célu-

las CT, y b) Células tratadas con IL-1a. En ambas muestras se incluye una tabla con los resultados obtenidos
para los eventos celulares tras el tratamiento de los datos aplicando el criterio 50 +x.

Tras el tratamiento de todos los datos obtenidos por sc-ICP-MS para las ré-
plicas biolégicas (recogidos en la Tabla 23), se puede observar que los rangos y los
valores medios de concentracién obtenidos para APOE mostraban una disminucién
significativa del contenido de dicha proteina, lo que sugiere que los niveles de APOE
disminuyen tras el tratamiento proinflamatorio. Se ha obtenido una masa de APOE
promedio para las réplicas biolégicas de 18,1£2,1 fg para las células CT y 13,310,4

fg para las células sometidas al tratamiento proinflamatorio.
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Tabla 23: Resultados experimentales obtenidos para la determinacion de APOE en células HRPE sv40 mediante sc-
ICP-MS utilizando la inmunosonda Anti-h-APOE:AuNCs. Se analizaron tres réplicas bioldgicas (Rep. Bio.) para

cada condicion (CT e IL-1at) y cada una de ellas se analizd tres veces (réplicas analiticas: K1, R2 y R3).

Ne de Int. Promedio
fg fg Range de fg  Int. promedio .
eventos eventos 5 5 rep. bio. fg
—_— WAL Aulcel APOE/cél APOE/Cél de APOE/cel .
R1 237 1470.7 69.58 24.99 0.28-230
o R2 250 1354.88 64.1 23.02 0.25-215 207
R3 292 829.57 39.248 14.09 0.23-199
R1 - - - - -
CT2 R2 222 1091 51.65 18.55 0.24-498 16.6 18121
R3 286 857 40.54 14.56 0.26-284
R1 341 901.81 42.67 15.31 0.31-238
CT3 R2 373 1249 59.13 21.09 0.30-211 17.0
R3 424 864.34 40.89 14.68 0.30-186
R1 307 637 34.74 13.10 0.10-111
IL1 R2 345 752 35.60 12.78 0.09-124 12.8
R3 320 689 35.07 12.59 0.52-169
R1 213 786 37.17 13.35 0.23-151
IL2 R2 180 879 41.58 14.93 0.23-164 13.5 13.3+0.4
R3 184 728 33.96 12.2 0.26-230
R1 313 1011 47.84 17.18 0.29-206
IL3 R2 349 739 34.53 12.4 0.28-173 13.7
R3 345 678 32.06 11.39 0.27-191

Al igual que se mostré para la MT2A, en la Figura 102 se representa el histo-
grama de frecuencia de masas por célula obtenido parala APOE por sc-ICP-MS para
una de las réplicas biol6gicas medidas de la suspension de células HRPEsv40 CT'y
otra para células tratadas con I1L-1a. Como puede observarse, sélo el ~11% de las
células mostraron una disminucién de la expresién de la proteina tras el tratamiento
con IL-1a. Ademis, el porcentaje de células que mostraban una menor concentracion
de APOE tras el tratamiento con IL-1a estaba en el rango de concentracién de pro-
teina entre 40-140 fg APOE (i.e., a niveles relativamente bajos de concentracion si se

compara con los maximos de concentracién a los que llegan algunos rangos de masa

de APOE de algunas poblaciones celulares, Tabla 23).
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Figura 102: Histograma de frecuencias de masa para la APOE en células HRPEsv40 CT (CT2-R1;
linea gris) y células tratadas con I1-1a (IL3-R3; linea negra) tras su andlisis se-ICP-MS (inmunosonda
Anti-h-APOE:AuNCs).

Finalmente, los resultados obtenidos para ambas proteinas con el analisis por
sc-ICP-MS fueron comparados con la masa de MT2A y APOE encontradas para la
cuantificacién de las células HRPEsv40 empleando kits ELISA comerciales, asf como

con la metodologia desarrollada por LA-ICP-MS (Capitulo III de la Tesis Doctoral).

Por un lado, los valores medios determinados por sc-ICP-MS para la MT2A
(fg MT2A/célula) en células HRPEsv40 se pueden comparar con los obtenidos por
un kit comercial ELISA cuantitativo empleando la fraccién citosélica de células
HRPEsv40 lisadas. La concentracién de MT2A determinada por el kit ELISA resulté
ser de 1,74 £ 0,18 fg MT2A/célula para las células HRPEsv CT'y de 3,36 £ 0,50 fg
MT2A/célula para las células tratadas con IL-la. Los resultados experimentales
muestran un aumento de 1,9 veces la expresién de la proteina tras el tratamiento con
IL-1a, lo que confirma la sobreexpresién de MT2A observada tras el tratamiento
proinflamatorio. Aunque las concentraciones medias obtenidas por sc-ICP-MS y
ELISA estaban en el mismo rango, se observan algunas diferencias. Esto puede ser
atribuible al hecho de que se emplearon cultivos celulares diferentes (batch diferentes
de células) para llevar a cabo la cuantificacion por ELISA y los analisis por sc-ICP-
MS. Para el caso de la APOE, la concentraciéon media de APOE determinada por
ELISA fue de 17,9 + 1,3 fg APOE/célula para las células CT y de 10,2 £ 0,53 fg
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APOE/célula para las células tratadas con IL-1a, lo que concuerda de nuevo con el
contenido proteico medio determinado por sc-ICP-MS. En contraste con la sobre-
expresion de MT2A observada tras el tratamiento proinflamatorio, se observaron
cambios de 0,7 y 0,6 veces respectivamente para APOE por sc-ICP-MS y ELISA
entre las células HRPEsv40 CT y tratadas con 1L-1a.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos en este capitulo con los
obtenidos mediante la estrategia de cuantificacién por LA-ICP-MS desarrollada en el
Capitulo 11I;Errot! No se encuentra el origen de la referencia., se obtuvieron las
mismas tendencias de expresion, un aumento de 1,98 para MT2A al medir por sc-
ICP-MS frente al aumento de 2,1 encontrado mediante LA-ICP-MS y para el caso de
APOE, una disminucién de la expresién siendo 0,73 la encontrada mediante sc-ICP-
MS y 0,58 la encontrada por LA-ICP-MS. Sin embargo, queda clara la tendencia de
la expresion de ambas proteinas observada por las tres estrategias, asi como los valo-

res absolutos en el mismo rango de concentracion.
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G.5. CONCLUSIONES

Las conclusiones especificas de este capitulo IV se centran en la cuantificacién

de dos proteinas citosolicas (MT2A y APOE) en células individuales de HRPEsv CT

y tratadas con IL-1a (48h) mediante medidas de células en suspension sc-ICP-MS

empleando las inmunosondas marcadas con los AuNCs sintetizados en el Capitulo

II1. Las conclusiones son:

v Por una parte, se estudiaron los parimetros de introduccién de muestra y

preparacion de las células HRPEsv para asegurar su integridad celular durante

el tratamiento, procesamiento e inmunoensayo en suspension.

O

Se optimizaron las etapas del inmunoensayo en suspensiéon con el
objetivo con el objetivo de disminuir el tiempo de las incubaciones
(incubacién 1h frente toda la noche de la inmunosonda)

Aplicacién de un protocolo nuevo de fijacién “fijacién suave” frente

a la tradicional con la que se pierden mas del 40% de las células.

v Se monitotizé el 3Fe* como elemento intrinseco de las células para

corroborar los eventos celulares detectados por la inmunosonda y la

integridad celular de las mismas.

O

Se evaluaron los criterios de discriminaciéon 3o + X y 5a + X para el
tratamiento de los datos obtenidos por sc-ICP-MS al monitorizad
Y7Aut o Fe*, encontrando que, aplicando el criterio 5a + X
permitia discriminar los eventos celulares de los eventos debidos a
las inmunosondas en disolucién al monitorizar 7Aut mientras que
30 + X permitié para el caso del hierro no descartar eventos de
menor intensidad que eran debidos a células. Asi mismo la
monitorizacién de hierro en todas las muestras medias se empeld
como manera de comprobacion de la integridad celular y de chequeo

al comparar el nimero de eventos detectados.

v Los resultados obtenidos mediante sc-ICP-MS para la concentraciéon de

MT2A y APOE por célula se compararon con los obtenidos previamente en
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el capitulo 111, dando valores adecuados y en el rango. Ademas, observandose
la misma tendencia de sobreexpresién para la proteina MT2A (de 1.9 veces
mayor tras el tratamiento) y subexpresién de la proteina APOE (0.6 veces
menor tras el tratamiento).

Por lo tanto, este trabajo allana el camino para el analisis posterior de las
proteinas citosélicas, asi como para el uso de estas inmunosondas marcadas
con AuNCs caracterizadas para la determinacién de otro tipo de proteinas u
otros cultivos celulares por sc-ICP-MS. Ademas, la aplicacion de etiquetas
constituidas por otros NCs metalicos (por ejemplo, Pt, Au, Ir) permitirfa la
determinacién sensible simultinea (los NCs contienen un alto numero del
isétopo detectado por tamafio de la etiqueta) de diferentes proteinas en

células individuales cuando se utiliza TOFMS para la deteccion.
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CONCLUSIONES GENERALES

La conclusion general que se puede extraer de los resultados obtenidos a lo
largo de la presente Tesis Doctoral es el gran potencial analitico que han demostrado
las estrategias de marcaje elemental empleando los MNCs y en combinacién con las
técnicas de deteccion por ICP-MS. Estas estrategias permiten el desarrollo de meto-
dologias para el estudio cuantitativo de proteinas en diferentes muestras biologicas,
desde tejidos (nivel supracelular) a células individuales (nivel celular). Esta conclusion

se fundamenta en los siguientes puntos:

v’ Inicialmente, a lo largo del Capitulo I, se logré una sintesis 6ptima de
PtNCs para su aplicacion como nuevos nanomarcadores en el
desarrollo de un inmunoensayo para la determinaciéon de IgE en suero

humano.

Tras su sintesis, los PtNCs se caracterizaron en cuanto a sus propiedades 6p-
ticas, estructurales, estabilidad, y concentracién, demostrando su elevada calidad para
uso como nanoestructuras multimodales (p. ¢j. fluorescencia y deteccidn elemental).
Se logré optimizar la relacién molar anticuerpo:PtNCs (1:20) para generar inmuno-
sondas que mantenga tanto la funcionalidad de anticuerpo como las propiedades lu-
miniscentes de los PtNCs. Posteriormente se evalué su uso para la cuantificacién de
biomoléculas y como prueba de concepto se aplicé a la cuantificacion del biomarca-
dor de la enfermedad alérgica, IgE. Para ello se desarrollé un inmunoensayo compe-
titivo directo empleando las inmunosondas Anti-h-IgE:PtNCs como marcaje para la
deteccién directa y bimodal (fluorescente y elemental), logrando mejorar los limites
de deteccién de las metodologias habitualmente usadas y disponibles comercial-
mente. Dicho inmunoensayo se ha utilizado para la determinacién de IgE en 4 sueros
humano mediante medidas por ICP-MS por nebulizacién convencional y los resulta-
dos obtenidos fueron confirmados mediante el método de referencia: inmunoensayo
ELISA comercial. La elevada amplificacion de la sefial, ~1300 atomos de Pt por Ab,
demuestra el prometedor uso de los PtNCs como marcas elementales en este tipo de
aproximaciones donde las concentraciones de las proteinas (biomarcadores) se pre-

sentan en muy bajas concentraciones.
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v Por otra parte, en el Capitulo II se consiguié desarrollar una metodologia
de bioimaging multiple de 3 proteinas (MT1/2, CFH y APP) en tejidos
oculares combinando la deteccién por LA-ICP-MS y una estrategia de
marcaje inmunohistoquimico simultaneo al emplear 3 inmunosondas
metalicas especificas sintetizadas con 3 MNCs diferentes: AuNCs,

AgNCs y PtNCs.

Se logré sintetizar y caracterizar las 3 inmunosondas: Anti-h-MT1/2:AuNCs
(N = 310), Anti-h-CFH:AgNCs (N = 730) y Anti-h-APP (N = 1194) para su uso en
estrategia de marcaje multiple. Asi, posteriormente a la adicién de las tres inmuno-
sondas durante un proceso inmunohistoquimico (IHC), se pudo obtener por LA-
1CP-MS el imaging cualitativo (1. e., distribucién) de cada proteina siguiendo las sefiales
de los tres elementos de los NCs: 7Autpara MT1/2, 107Ag* para CFH y 195Pt* para
APP. Se consigui6 optimizar las condiciones de analisis por LA-ICP-MS para conse-
guir la mejor resolucion lateral para el andlisis de las tres proteinas (i.e., deteccién de
197Aut, 195Pt* y 107Ag™) en la misma seccion de tejido empleando un ICP-MS con un
analizador de masas de doble enfoque. Adicionalmente, se obtuvieron imagenes 2D
de distribucién cuantitativa empleando una estrategia de calibracién con patrones de
gelatina dopados con los elementos (Au, Ag y Pt). Las sefiales de 97Aut, 195Pt* y
107Ag* detectadas por LA-ICP-MS se transformaron asi en concentracién. Final-
mente, se obtuvo el /zaging cuantitativo para las tres proteinas en las estructuras mi-
crométricas de la retina, donde se observo la acumulacién de depédsitos extracelulares
relacionados con la DMAE. Las distribuciones proteicas fueron corroboradas me-
diante IHC convencional siguiendo la fluorescencia de fluoréforos empleados como
marcas de los anticuerpos secundatios (p. e., Fluor Alexa® 488). Con esta metodo-
logia se consiguieron obtener distribuciones cuantitativas de proteinas en regiones
oculares (EPR o CB) que mediante las técnicas convencionales de IHC e IF no se

puede distinguir por la autofluroescencia del tejido.

v En el Capitulo III se consigui6 desatrollar una novedosa estrategia de

cuantificacion de dos proteinas citosdlicas (APOE y MT2A) en células
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individuales humanas del epitelio pigmentario de la retina (HRPEsv)

empleando LA-ICP-MS.

Primeramente, para llevar a cabo los andlisis en células, la sintesis de los
AuNCs fue optimizada con el objetivo de disminuir la desviacién asociada a la dis-
persioén de sus didmetros y asi lograr valores de cuantificacién mas exactos. Poste-
riormente, para llevar a cabo los andlisis cuantitativos por LA-ICP-MS, se generaron
patrones de laboratorio cuya mattiz es igual a la compleja matriz celular de las mues-
tras. Para ello se suplementaron las células de HRPEsv40 con suspensiones de con-
centraciones crecientes de AuNCs (patrones unicelulares: HRPEsv(@AuNCs). Para
la deteccién por ICP-MS de las proteinas en las células individuales se desarrollé una
estrategia de marcaje elemental y de manera secuencial empleando inmunosondas
especificas marcadas con AuNCs. Con esta metodologia fue posible estudiar cuanti-
tativamente las alteraciones en los niveles de expresion de las dos proteinas relacio-
nadas con la DMAE en células individuales bajo condiciones de inflamacién con la
citoquina intetleuquina-lo (IL-1a). Ademas, los resultados de fg/célula de APOE y
MT?2A en las células HRPEsv control y tratadas con IL-1a obtenidos por LA-ICP-
MS empleando la metodologia de anilisis desarrollada en este capitulo se corrobora-
ron con éxito mediante el empleo de kits de cuantificacion ELISA comerciales y me-

diante andlisis de la expresién genética, gPCR.

v Finalmente, en el Capitulo IV, se logté estudiar cuantitativamente las
proteinas citosolicas (MT2A y APOE) en células intactas e individuales
de poblaciones celulares del epitelio pigmentario de la retina
(HRPsv40) tras el inmunoensayo empleando las inmunosondas
especificas marcadas con AuNCs y la técnica de analisis elemental

single-cell- ICP-MS.

Se optimizaron las condiciones de introduccién de las muestras celulares en
suspension liquida en el sistema sc-ICP-MS para evitar el solapamiento de células por
evento del ICP-MS (p.ej. concentracion celular o flujo de introduccién) al ajustar un

tiempo de dwell time de 10 ms. Ademas, se midi6 la sefial de 5Fe* como elemento
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constitutivo de las células HRPEsv para comprobar su integridad tras el inmunoen-
sayo en suspension y confirmar el numero de eventos celulares detectados debido a
las marcas ("7Aut). Se logtd cuantificar las proteinas citosélicas (MT2A y APOE)
secuencialmente en células HRPEsv (control y tratadas con IL-1a) al transformar la
sefial de "7Aut de cada evento celular medido por sc-ICP-MS en concentraciéon de
oro por célula, teniendo en cuenta la eficiencia de transporte (empleando un patrén
certificado de AgNPs con tamafio 60 nm), el flujo, el tiempo de adquisicién y la pen-
diente de un calibrado de disoluciones patrén de Au. Posteriormente, conociendo la
estequiometria de las inmunosondas (i. e., relaciéon NCs:Ab disponible) fue posible
determinar los fg de cada proteina por célula individual.. Los resultados cuantitativos
obtenidos por célula para APOE y MT2A mediante el procedimiento sc-ICP-MS se
corroboraron con los kits comerciales de ELISA. De esta manera, con la nueva me-
todologia se logra con éxito estudiar el comportamiento y las variabilidades biologicas
cuantitativas de cada proteina célula a célula en condiciones control y bajo un trata-
miento de inflamacién en muestras celulares con un mayor nimero de células medi-

das por analisis.
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