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MATERIALES Y METODOS






6. Reactivos, disolventes e instrumentacion basica

6.1 Reactivos y disolventes

Tabla 6.1. Relacion entre los reactivos y disolventes empleados en este proyecto y las casas comerciales

donde fueron adquiridos.

Casa comercial

Reactivos y disolventes

NovaBiochem

Aminoécidos y resinas
TBTU
DMAP

Scharlau

N,N-Dimetilformamida
Acido acético
Acido trifluoroacético

Merck

N-Metilpirrolidona

Diclorometano

Eter dietilico

Acetonitrilo

Alcohol tert-butilo

Ninhidrina

Resina Amberlite MB-3

Bromuro de Litio

Hidrogenocarbonato de sodio (NaHCOs;)
Potasio dihidrogenofosfato (KH.PO4)
Di-sodio hidrogenofosfato anhidro (Na;HPO,)
Cloruro de potasio (KCI)

Sulfato de magnesio heptahidrato (MgSO4-7H-0)
tris(hidroximetil)-aminometano, TRIS

Tritén X-100

Acido sulfirico (H2SO4)

Fluka

N,N’-Diisopropilcarbodiimida
1-Hidroxibenzotriazol

Piridina

DIEA

Carbonato de sodio (NaCOs)
carboximetildextrano

sulfo-NHS
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP)

Multisyntech

Aminoécidos y resinas
PyBOP

Carlo Erba

Metanol

Etanol absoluto
Acetona

Cloruro de sodio (NaCl)

J.J. Baker

Fenol
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Tabla 6.1 (continuacion)

Casa comercial

Reactivos y disolventes

Sigma

Piperidina

DBU

Tolueno

anhidrido acético

1,2-etanoditiol

triisopropilsilano

2,4,6-tricloro-1,3,5-triacina (cloruro de cianurilo)
AlbUmina sérica bovina (BSA)

docecil sulfato s6dico

deoxicolato de sédio

Tween 20

Acido citrico monohidratado

Dihidrocloruro de orto-fenilendiamina (OPD)
Peroéxido de hidrégeno 30% (H:0x)
2,2,2-trifluoroetanol (TFE)

Hepes (acido N-[2-hidroxietil]piperacina-N'-[2-3etanolsulfénico])
Adyuvante completo de Freund

Adyuvante incompleto de Freund

EDC

n-octil-B-D-glucopiranésido

Acido palmitico

DAKO

1gG anti-humana de conejo P0214

Caltag

19G (y) anti-raton de cabra

Central lechera asturiana

leche desnatada en polvo

BIACORE tampén HBS-EP
EDC
etanolamina
NHS

6.2 Instrumentacion general

Tabla 6.2. Relacion de la instrumentacién general utilizada y la marca comercial.

instrumento marca

agitadores magnéticos Velp Scientifica 2x% Heidolph MR2002
balanza Sartorius Analytic A200S

barfio ultrasonidos Selecta

centrifuga Bechkman GP.

equipo agua milli-Q Millipore

estufa Selecta

lector espectrofotométrico

SpectraPlus Max

liofilizadora

Lioalfa, Telstar

pHmetro

Crison

pipetas automaticas

Finnpipette (LabSystems); Biopette (Labnet)
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7.

7.1

mediante filtracién. El sistema utilizado para realizar los lavados por filtracion se muestra en la Figura
71.

Sintesis de péptidos en fase sélida

Consideraciones generales de la sintesis

La sintesis de los péptidos se realizé6 de manera manual en jeringas de polipropileno con un
filtro de polietileno poroso. Para la agitacion se utilizd una varilla de teflon. La eliminacion de
disolventes, reactivos y posibles subproductos formados durante el acoplamiento se realizan

varilla teflén

\

jeringa

-«——— filtro polietileno

/ llave

/ colector vacio
[

/ balén residuos

Figura 7.1. Esquema ilustrativo del equipo empleado para la sintesis manual de péptidos en fase sélida.



7.2 Tests de identificacion

7.2.1 Test cualitativo de Kaiser o ninhidrina

El test cualitativo de ninhidrina, desarrollado por Kaiser [226], es el test mas utilizado para
determinar la presencia o la ausencia de grupos amino libres ya que se trata de un test rapido y
sencillo.

Para realizar el ensayo se coge una pequefia muestra de peptidil-resina resina seca
(1-2 mg) y se coloca en un tubo de vidrio. Se afnaden 3 gotas de reactivo A y 3 gotas de reactivo B. A
continuacion se calienta el tubo en la estufa a 110°C durante 3 minutos. Pasado el tiempo se enfria y
se observa la coloraciéon que ha tomado la disolucién. Una coloracion amarilla indica la ausencia de
aminas primarias (test negativo), lo que indica que al menos el 95% de los puntos funcionales han
sido bloqueados. Por el contrario, una coloraciéon azul-verdosa (test positivo) indica la presencia de
aminas primarias. En paralelo se realiza un ensayo control que contiene la misma proporcién de
reactivos sin presencia de peptidil-resina. Es posible, sin embargo, que algunos amino&cidos, como la
serina, el acido aspartico o la asparagina no den la coloraciéon azul oscuro que se espera cuando
existen grupos amino libres.

Los reactivos se prepararon de la manera que se detalla a continuacién:

Reactivo A: se prepard una disolucion en caliente de fenol (40 g) en etanol absoluto (10 ml).
Por otro lado, se afiadieron 2 ml de una disolucién de cianuro de potasio (65 mg) en agua (100 ml)
sobre 100 ml de piridina. A ambas mezclas se les anadieron 4 g de resina Amberlite MB-3 y se
agitaron durante 45 minutos. Seguidamente se filtraron y se mezclaron las dos disoluciones.

Reactivo B: se preparé una disolucion de ninhidrina (2.5 g) en etanol (50 ml).

7.2.2 Test de cloranilo [227]

Este ensayo se utiliza para evaluar los acoplamientos sobre aminas secundarias como la
prolina. El reactivo que se utiliza es una disolucion saturada de 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona
(cloranilo) en tolueno (0.75 mg en 25 ml). Para realizar el test se toma una pequefia muestra de
peptidil-resina seca en un tubo (1-2 mg) y se le anaden 5 gotas de cloranilo en tolueno y 20 gotas de
acetona. Se agita durante 5 minutos a temperatura ambiente. La aparicion de una coloracion azul-
verdosa indica la presencia de aminas secundarias libres, y por tanto, un resultado positivo del test.
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7.2.3 Test de De Clercq o del p-nitrofeniléster

El ensayo cualitativo del p-nitrofeniléster [228] permite la deteccién de aminas libres, sobre
todo de aquellas que presentan impedimento estérico. Se recurrié a él en los casos en que el test de
ninhidrina dio coloraciones dudosas, especialmente en la deteccién de las aminas libres de
aminodacidos como serina, asparagina y acido aspartico.

Para realizar el ensayo, se dispone una muestra de peptidil-resina (1-2 mg) en un tubo de
vidrio al cual se le afiaden 100 pl de una disolucién 0.02 M de p-nitrofeniléster en acetonitrilo.
Después de calentar la muestra en un bano a 70°C durante 10 minutos, y una vez enfriada, se separa
el sobrenadante y se lava la peptidil-resina con DMF, MeOH y DCM hasta obtener lavados incoloros.
Una coloracién rojiza o rosada de la peptidil-resina (test positivo) indica la presencia de aminas
primarias o secundarias libres sobre el soporte sélido. La ausencia de color (test negativo) indica la

ausencia de aminas libres.

7.3 Sintesis de péptidos en fase solida

Todos los péptidos sintetizados en esta tesis se sintetizaron empleando el esquema de
proteccién Fmoc/tBu. A continuacién se detallan los procesos de las diferentes etapas que tienen
lugar durante la sintesis de péptidos en fase sélida. Para la obtencidon de péptidos con el extremo C-
terminal en forma de &cido carboxilico se utilizé la resina NovaSyn® TGA con una funcionalizacién
inicial de 0.23 mmol g mientras que para la obtencion de péptidos con el extremo C-terminal en
forma de carboxiamida se utilizé la resina NovaSyn® TGR con una funcionalizacion inicial de 0.29

mmol g™

7.3.1 Incorporacion del primer aminoacido. Formacion del anhidrido simétrico

La incorporacién del aminoacido C-terminal sobre la resina NovaSyn® TGR se realizo
mediante la formacién de un enlace amida utilizando los reactivos y condiciones de acoplamiento
habituales que se describen mas adelante.

Sin embargo, la incorporacion del residuo C-terminal a la resina hidroxilo (NovaSyn® TGA),
implica la formacién de un enlace éster, a menudo un proceso dificil, que si se lleva a cabo en
condiciones no controladas puede dar lugar a racemizaciones o formacién de dipéptidos. Uno de los
métodos mas sencillos para llevar a cabo la esterificacion de las resinas hidroxilo es mediante la
formacién del anhidrido simétrico del amino&cido (convenientemente protegido en su extremo a-
amino y cadena lateral) en presencia de DMAP.
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Para la formacién del anhidrido simétrico se disolvido el aminoacido (10 eq. respecto la
funcionalizacién de la resina) en DCM, con 1 é 2 gotas de DMF para completar la disolucién. Se
adicionaron 5 eq. de DIPCDI (respecto la funcionalizacién de la resina) disuelto también en DCM.
Esta mezcla se dej6 reaccionar por espacio de 20 minutos a 0°C en un ambiente libre de humedad
que se consiguié tapando el balén con un tubo relleno de CaCl,. Transcurrido el tiempo se evaporo el
disolvente en un rotavapor. El residuo seco obtenido se disolvidé en la minima cantidad de DMF y se
adiciono a la resina. Seguidamente se adicionaron 0.1 eq. de DMAP también disuelto en DMF. Tras 1
hora de reaccion a temperatura ambiente y con agitacién ocasional, se eliminaron los excesos de
reactivo realizando lavados con DMF y se calculé el grado de incorporacion del aminoacido mediante
la deteccion de la N-fluorenilmetilpiperidina.

/Fmoc
DmabQO HN O
\C_O \CH'C{/
H Vau DmabQ \
Fmoc—N—CH DIPCDI 5Eq \s e ODmab
\ > Y \
CH, DCM 7 \CH_Cbz /o..o
/
HO—C —
W\ Fmoc—NH //C ©
o)
0
(10 Eq) (5 Eq)
Figura 7.2. Formacién del anhidrido simétrico con Fmoc-Asp-ODmab.
Fmoc
/
N oo
DmabO CH-C -
/ — .
N HC ODmab 0.1 Eq DMAP, DMF 07 ScH ¢~
I\ \ > I |l
07 “GH-CH, /C-—O _NH 0O
/ \C—O HO/V‘O Fmoc
Fmoc—NH

//
o

Figura 7.3. Unién del primer aminoacido a la resina por el método del anhidrido simétrico.

7.3.2 Determinacion del grado de unién del primer aminoacido

Este ensayo permite determinar el porcentaje de incorporacion del primer aminoacido sobre la
resina, y por tanto su funcionalizacién inicial real, aprovechando el caracter croméforo del aducto N-

fluorenilmetilpiperidina que se obtiene al liberar el grupo Fmoc con piperidina.
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Para llevar a cabo este ensayo se pesd en una cubeta de cuarzo una cantidad de Fmoc-
aminoacido-resina seca equivalente a 1 umol respecto a la funcionalizaciéon de la resina. Se le
adicionaron 3 ml de una disolucién de piperidina al 20% en DMF y se agité suavemente durante 5
minutos. Paralelamente, se prepar6 un blanco que contenia Unicamente la disolucién de piperidina-
DMF. Se midieron las absorbancias de las dos cubetas a la longitud de onda de 290 nm. La nueva
funcionalizacion de la resina en mmol g’1 viene dada por la férmula siguiente:

mmol g_1 = (Amuyestra — Areferencia) / (1.65 - mg resina)

A continuacion, se detallan las diferentes etapas de los procesos de lavado de la peptidil-
resina, eliminacion del grupo Fmoc e incorporacién de aminoacidos.

7.3.3 Eliminacién del grupo Fmoc

En la mayoria de los casos y de forma rutinaria se empled la piperidina como base para
liberar el grupo Fmoc. Sélo en algunos casos en que se obtuvieron test de ninhidrina dudosos, se
opto por utilizar una base distinta como es el DBU.

Tabla 7.1. Método 1 de eliminacién del grupo Fmoc (1E).

etapa reactivos operacién tiempo (min) x n® repeticiones
1 piperidina:DMF 2:8 eliminacién grupo Fmoc 1x1
2 piperidina:DMF 2:8 eliminacién grupo Fmoc 10x2
3 DMF lavado 1x3
4 comprobar mediante el test de ninhidrina la presencia de grupos amino libres (test positivo)

Tabla 7.2. Método 2 de eliminacién del grupo Fmoc (2E).

etapa reactivos operacion tiempo (min) x n® repeticiones
1 piperidina:DBU:DMF 1:1:48 eliminacién grupo Fmoc 1x1
2 piperidina:DBU:DMF 1:1:48 eliminacién grupo Fmoc 10x2
3 DMF lavado 1x3
4 comprobar mediante el test de ninhidrina la presencia de grupos amino libres (test positivo)
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7.3.4 Incorporacion de los aminoacidos

De manera habitual, para el acoplamiento de los aminoacidos se emple6 DIPCDI y HOBt

como activadores del grupo carboxilo disueltos en 1-2 ml de DMF.

Tabla 7.3. Método 1 de acoplamiento de aminoacido (1A).

etapa reactivos operacién tiempo (min) x n° repeticiones
Fmoc-Aa(X)-OH:DIPCDI:HOBt )
1 acoplamiento 90 x 1
3:3:3 eq. en DMF
2 DMF lavado 1x3
3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo)

En caso en que los acoplamientos fuesen lentos o incompletos, se emplearon otros
activadores mas enérgicos como el PyBOP (método 2) o el TBTU (método 3) en presencia de una

base.

Tabla 7.4. Método 2 de acoplamiento de aminoacido (2A).

etapa reactivos operacion tiempo (min) x n° repeticiones
Fmoc-Aa(X)-OH:PyBOP:HOBt:DIEA )
1 acoplamiento 90 x 1
3:3:3:6 eq. en DMF
2 DMF lavado 1x3
3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo)

Tabla 7.5. Método 3 de acoplamiento de aminoacido (3A).

etapa reactivos operacién tiempo (min) x n° repeticiones
Fmoc-Aa(X)-OH:TBTU:DIEA )
1 acoplamiento 90 x 1
3:2.9:6 eq. en DMF
2 DMF lavado 1x3
3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo)

A medida que la longitud de la cadena se incrementa, también aumenta el riesgo de

agregacion de las cadenas crecientes, dificultando todavia mas los acoplamientos. En estos casos,
antes de la adicion del aminoacido y los agentes de condensacion, se emplearon agentes
cautropicos, como son las sales de litio, que pueden contribuir a la ruptura de los puentes de
hidrégeno que se hayan podido formar entre las cadenas crecientes de péptido [229].
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Tabla 7.6. Lavado de la peptidil-resina con sales de litio.

etapa reactivos operacion tiempo (min) x n? repeticiones
1 DMF lavado 1x3
2 LiBr 0.4 M en DMF disgregacion cadenas 20x 1
3 DMF lavado 1x3

7.3.5 Acetilacion

En los casos en que tras varias repeticiones del acoplamiento, éste seguia siendo incompleto
se procedi6 al bloqueo de los grupos amina que todavia quedaban libres con la finalidad de evitar la
formacion de cadenas de péptidos no deseados.

Para llevar a cabo la acetilacién se dej6 reaccionar por espacio de 30 minutos la peptidil-
resina con 1 eq de anhidrido acético en presencia de 2 eq de DIEA en DMF. Una vez realizados los
lavados posteriores con DMF para eliminar los restos de reactivos se comprobé la ausencia de
grupos amina libres mediante el test de ninhidrina.

Tabla 7.7. Acetilacién de los grupos amino libres.

etapa reactivos operacién tiempo (min) x n° repeticiones
1 Ac.0O:DIEA 1:2 eq. en DMF acetilacion 30x1
2 DMF lavado 1x3
3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo)

7.3.6 Eliminacién de los grupos protectores ivDde y Dmab

El grupo ivDde utilizado para proteger la funcion amina de la cadena lateral de la Lys y el
grupo Dmab que protege el grupo a-carboxilo del Asp se eliminaron con hidracina. En el caso del
grupo Dmab, la eliminacién puede ser incompleta y requiere el tratamiento de la peptidil-resina con
agua para la completa eliminacién del aminobencil que queda unido al Asp.
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Tabla 7.8. Eliminacion de los grupos ivDde y Dmab

etapa reactivos operacion tiempo (min) x n? repeticiones
1 3% hidracina monohidrato en DMF eliminacién ivDde / Dmab 1x1
2 3% hidracina monohidrato en DMF eliminacion ivDde / Dmab 10x2
3 20% agua en DMF eliminacion Dmab 10x2
4 20% agua en DMF eliminacion Dmab 16 horas
5 DMF lavado 1x3

7.3.7 Tratamiento final y secado de la peptidil-resina

Una vez completada la sintesis de la secuencia peptidica, y antes de proceder al desanclaje y
simultanea desproteccién de las cadenas laterales de los amino&cidos, se elimin6 el grupo Fmoc del
aminodacido N-terminal empleando piperidina. Después se lavé la peptidil-resina con DMF. Las
resinas que contienen polietilenglicol (tipo NovaSyn®) tienen tendencia a retener fuertemente DMF y
la presencia de restos de base tiene efectos inhibitorios en el tratamiento acidolitico, por lo que se
lavé la peptidil-resina con un acido débil, como el acido acético, sin riesgo de que se produjera la
escision del péptido del soporte solido. Posteriormente se lavé con DCM vy finalmente se lavo con éter
0 MeOH y se seco la resina aplicando vacio.

Tabla 7.9. Tratamiento previo a la liberacion del péptido de la resina.

etapa reactivos operacion tiempo (min) x n® repeticiones
1 DMF lavado 1x5
2 acido acético lavado 1x5
3 DCM lavado 1x5
4 éter o MeOH secado 1x10
5 aplicar vacio secado hasta peso constante
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7.3.8 Liberacion del péptido de la resina y eliminacion de los grupos protectores de las
cadenas laterales de los aminoacidos

Una vez se ha completado la sintesis del péptido, éste se encuentra unido al soporte sélido
con la mayoria de los aminoacidos con las cadenas laterales protegidas. La liberacién del péptido de
la resina y de los grupos protectores se realizé en una sola etapa en medio acido en presencia de
capturadores de carbocationes dependiendo del tipo de grupos protectores presentes en la cadena.
Los capturadores de los carbocationes empleados fueron el 1,2-etanoditiol (EDT), el triisopropilsilano
(TIS), y el agua. El agua actia como agente quelante de los cationes tBu, mientras que el EDT y el
TIS intervienen en la eliminacién del grupo trifenilmetil de los residuos de His y GIn.

Para liberar el péptido de la resina y de los grupos protectores, se tratd la peptidil-resina con
una mezcla de acido trifluoroacético (TFA), EDT, TIS y agua (94:2.5:1:2.5). El volumen de la mezcla
oscilé entre 2 y 5 ml, dependiendo de la cantidad de peptidil-resina a tratar. Transcurridas 3 horas de
reaccion, se filtré la resina para obtener el péptido en disolucién. Se evapor6 el TFA bajo una
corriente de N,. Tras reducir el volumen de TFA un minimo del 75% se afadio éter frio para producir
la precipitacion del péptido. Se centrifugd durante 5 minutos a 2500 rpm y se decanté el éter. Este
proceso de lavado se repiti6 10 veces. Terminados los lavados, se evapord el éter con N, y se
disolvio el residuo seco en una disolucién acuosa de acido acético al 10%. Se congeld y se liofiliz6.
Los péptidos, una vez liofilizados se conservaron a -20°C.

7.4 Sintesis semiautomatica de péptidos

La sintesis de las secuencias solapadas se llevé a cabo en un sintetizador semiautomatico
fabricado por Multisyntech GmbH. El instrumento esta equipado con un bloque reactor con capacidad
para 24 reactores, lo que permite la sintesis multiple de 24 péptidos simultdneamente. La bomba
incorporada permite una dosificacion exacta de los disolventes y reactivos, mientras que gracias a un
plato distribuidor especial, éstos son repartidos simultdneamente a todos los reactores. Dispone de un
agitador que garantiza la mezcla homogénea de todos los reactivos. Una vez terminadas las
reacciones, los reactores son vaciados por aplicacién de vacio mediante una bomba externa

controlada por el instrumento.

El sintetizador semiautomatico consta, ademas, de un controlador externo que permite la
programacion de las operaciones de llenado, tiempo de reaccién, intervalos de agitacion de los
reactores, lavados y tiempo de aplicacién de vacio. La Unica etapa que no permite la automatizacion
es la adiciéon de los aminoéacidos y reactivos. En la Figura 7.4 se muestra un dibujo esquematico de

los componentes del instrumento.
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f distribuidor

disolventes bomba

dosificadora

‘ controlador
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residuos

Figura 7.4. Esquema ilustrativo de los componentes del instrumento semiautomatico para la sintesis multiple de
péptidos en fase sélida Multisyntech.

El protocolo seguido en la sintesis multiple de péptidos se encuentra detallado en la Tabla
7.10. Las incorporaciones de los aminoacidos se realizadon sistematicamente por duplicado. En el
primer ciclo de incorporacion se emplearon los reactivos de acoplamiento habituales (DIPCDI/HOBt),
mientras que para el segundo ciclo se emplearon agentes de condensacion mas reactivos
(PyBOP/HOBU/DIEA). Unicamente se controlé el grado de incorporacién del aminoacido después del
segundo ciclo y solamente se llevaron a cabo los test en 2 de los 24 reactores de manera aleatoria.
Finalizada la sintesis de las secuencias, las peptidil-resinas se lavaron con DMF, DCM, éter y se

secaron.

La etapa de liberacion y eliminacion de los grupos protectores de los aminoacidos se llevo a
cabo de manera manual para las 24 peptidil-resinas como se detalla en el apartado 7.3.8. Una vez
obtenidos los productos, éstos fueron caracterizados por espectrometria de masas y por
cromatografia liquida de alta resolucién.

Tabla 7.10. Protocolo seguido para la incorporaciéon de los aminoacidos en la sintesis multiple de péptidos
utilizando el sintetizador semiautomatico Multisyntech.

etapa reactivos operacion tiempo (min) x n° repeticiones
1 piperidina:DMF 2:8 eliminacién grupo Fmoc 10x2
2 DMF lavados 1x5

Fmoc-Aa(X)-OH:DIPCDI:HOBt )
3 acoplamiento 120 x 1
3:3:3 eq. en DMF

4 DMF lavado 1x5
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Fmoc-Aa(X)-OH:PyBOP:HOBt:DIEA )
5 acoplamiento 90 x 1
1.5:1.5:1.5:3 eq. en DMF

6 DMF lavado 1x5

7 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo)

7.5 Derivatizacion hidréfoba de péptidos: obtencion de los derivados di-palmitoil

Los derivados di-palmitoil son aquellos péptidos a los que se les ha anadido dos cadenas
hidréfobas de acido palmitico (CH3-(CHy)14-COOH) en el extremo N-terminal de la secuencia.

La derivatizacion hidréfoba se llevd a cabo con el péptido unido a la resina y con las cadenas
laterales de los amino&cidos protegidas. Para poder llevar a cabo este doble acoplamiento se
incorporé a la cadena peptidica un residuo de lisina previo a la incorporacién del acido palmitico. En
la Tabla 7.11 se muestra el protocolo seguido para la obtencién de los derivados hidréfobos.

Tabla 7.11. Protocolo seguido para obtener los derivados di-palmitoil.

etapa reactivos operacion tiempo (min) x n® repeticiones

Fmoc-Lys(Fmoc)-OH:DIPCDI:HOBt i
1 acoplamiento 90x 1
3:3:3 eq. en DMF

2 DMF lavado 1x3
3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo)
4 piperidina:DMF 2:8 eliminacién grupo Fmoc 1x1
5 piperidina:DMF 2:8 eliminacién grupo Fmoc 10x2
6 DMF lavado 1x3
7 comprobar mediante el test de ninhidrina la presencia de grupos amino libres (test positivo)

Acido palmitico:DIPCDI:HOBt ,
8 acoplamiento 90 x 1
6:6:6 eq. en DMF:DCM 1:1

9 DMF lavado 1x3

10 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo)
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7.6 Purificacion de los péptidos

Los péptidos obtenidos se purificaron por cromatografia liquida de alta eficacia hasta obtener
el grado de pureza deseado para realizar tanto los ensayos de dicroismo circular como los ensayos
inmunoenzimaticos. Previo a la purificacion se establecieron las mejores condiciones de elucién de

cada péptido a escala analitica.

Para la purificacién de los péptidos se emple6 un cromatégrafo Shimadzu compuesto por dos
bombas modelo LC-8A, un detector SPD-10A y un sistema de inyeccion manual. Se emplearon,
dependiendo del caracter hidr6fobo del péptido, columnas de fase reversa C-8 6 C-18 con un tamarno
de particula de 5 um.

Los péptidos purificados se caracterizaron por cromatografia liquida a escala analitica,
espectrometria de masas, y en algunos casos, por analisis de aminoacidos.

7.7 Caracterizacion y cuantificacion de los péptidos

La pureza de los péptidos se determiné por HPLC y por espectrometria de masas se confirmé
la presencia del producto.

Se emple6 un cromatografo Perkin-Elmer constituido por un sistema binario de bombas LC-
250, un detector Diodo Array LC-235 e inyector manual. Se utilizaron columnas de fase reversa
Kromasil® C-8 o C-18 de 25 x 4.6 mm y un tamano de particula de 5 um (Tecnokroma). Los péptidos
se eluyeron a un flujo de 1 ml min” y un gradiente lineal de los disolventes A y B (A: agua con un
0.05% de TFA; B: MeCN con un 0.05% de TFA). La deteccion se realiz6 a 215 y 280 nm.

7.7.1 Espectrometria de masas

La masa molecular de los péptidos sintetizados se determin6 por espectrometria de
MALDI-TOF o electrospray. Los andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF se realizaron en el
Servicio de Espectrometria de Masas de la Facultad de Quimicas de la Universidad de Barcelona,
mientras que los analisis de espectrometria de masas por electrospray fueron realizados por el
Servicio de Espectrometria de Masas del IIQAB del CSIC.

7.7.2 Analisis de aminoacidos

Para la cuantificacion de los péptidos purificados se realizé el andlisis de aminoacidos. Estos
ensayos fueron realizados en servicio de Andlisis de Aminoacidos de la Facultad de Quimicas de la
Universidad de Barcelona. Para realizar los analisis, las muestras se sometieron a una hidrélisis con
HCI 6N con un 1% de fenol durante 1 hora a 155°C.
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8. ENSAYO INMUNOENZIMATICO: ELISA

8.1 Disoluciones tamponadas

Tampdn de unidén

Tampon carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6.

Tampén fosfato 0.2 M pH 7.0.

Tampén de bloqueo

Tampdn carbonato/bicarbonato 0.05 M con un 3% de leche en polvo.

Tampén de lavado: PBS-T

Tampén fosfato salino (PBS) con un 0.05% v/v de Tween 20. Se utiliz6 un PBS 0.15 M pH 7.2
compuesto de las sales NaCl, KH,PO,, NaHPO,, KCI, disueltas en agua milli-Q.

Tampén de lavado CovaBuffer

Compuesto de tampo6n PBS 0.15 M pH 7.2 al que se le han afadido NaCl 2 M y MgS0O,-7H,0 40
mM.

Tampén de dilucién de las muestras y conjugado enzimatico

El tampon de dilucion de las muestras y del conjugado enzimatico estd compuesto por tampén PBS-T

con un 3% de leche en polvo.

Tampén de dilucién del sustrato enzimatico

Tampon citrato-fosfato 0.1 M a pH 5.0. Compuesto por acido citrico monohidratado y Na,HPO,.
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Disolucién de cromdgeno y sustrato

Al tampdn citrato-fosfato se le afadié un 4% de cromdgeno, dihidrocloruro de orto-fenilendiamina
(OPD), y justo antes de su utilizacién, se le afiadié el sustrato, 4% de perdxido de hidrégeno (H,05).

8.2 Sueros

Se estudié un primer panel de 100 sueros procedentes de pacientes diagnosticados de
hepatitis crénica, proporcionados por el Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico de Barcelona. El
segundo panel de sueros estudiado estaba constituido también por 100 sueros de pacientes
sometidos a tratamientos de hemodialisis. Parte de estos sueros fueron cedidos por el Instituto de
Hemodidlisis de Barcelona y parte se obtuvieron del Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico de
Barcelona. 35 sueros de cada panel fueron testados por el test comercial anti-HGV,, de los
laboratorios Roche Diagnostics GmbH. Este test, que ya no se encuentra disponible en el mercado,
estaba basado en la proteina de envoltura E2 recombinante.

Para determinar el punto de corte o cut-off a partir del cual se consideraron positivas las

muestras, se analizaron 80 sueros procedentes de donantes voluntarios sanos.

También se analizé la presencia de anticuerpos anti-GBV-C/HGV en un panel de sueros
infectados con el virus HIV. En total se estudiaron 164 sueros procedentes del Servicio de
microbiologia del Hospital de Bellvitge. Del mismo hospital procedian las 46 muestras de donantes

voluntarios que se utilizaron como controles negativos en el mismo estudio.

8.3 Protocolo de ELISA no competitivo

8.3.1 Union de los péptidos a las microplacas de microensayo

8.3.1.1 Unién a través de los grupos amino del péptido. Microplacas Covalink NH™

Para unir los péptidos a la superficie de la placa Covalink NH a través de sus grupos amino,
debe activarse previamente la placa antes de anadir la disolucién de péptido. Se preparé una
disolucién de 16 mg mI”" de cloruro de cianurilo en acetona. Esta disolucion es estable durante una
semana. A esta disolucién se le anadieron 15 ml de tampén fosfato 0.2 M. Esta disoluciéon es muy
inestable y debe utilizarse dentro de los cinco minutos posteriores a su preparacion. Se ariadieron
100 pl de esta disolucién en cada pocillo y se incubaron las placas durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, se lavaron las placas tres veces con tampon fosfato. La disolucion

210



madre de péptido se diluyd en tampdn carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6 hasta las
concentraciones deseadas, 5, 10 y 20 pg ml”. Se afiadieron 100 I de la disolucién de péptido a cada
pocillo y se incubaron las placas toda la noche a temperatura ambiente en un agitador orbital.
Terminada la incubacion, se hicieron tres lavados de 5 minutos cada uno con tampén CovaBuffer.

8.3.1.2 Unién a través de los grupos carboxilo del péptido. Microplacas Covalink NH™

En este caso, para unir el péptido a la microplaca, deben activarse los grupos carboxilo del
péptido. Estos pueden ser tanto el grupo carboxilo C-terminal como los grupos carboxilicos de las
cadenas laterales de los residuos de acido aspartico o glutdmico. Mediante este método se consigue
establecer un enlace amida entre el grupo acido y la amina secundaria de la superficie de la placa.
Para llevar a cabo la reaccién se empleé una carbodiimida soluble en agua (EDC) para activar el
grupo carboxilico en presencia de sulfo-N-hidroxisuccinimida (sulfo-NHS). La sulfo-NHS evita la
pérdida de péptido activado por hidrélisis. La disolucion acuosa de EDC debe ser preparada
recientemente para evitar la hidrélisis de la carbodiimida.

A partir de la disolucion madre, se prepararon las diluciones de péptido el doble de
concentradas de las deseadas para ensayar: 10, 20 y 40 pg-ml™". En cada pocillo se afiadieron 100 p
de la disolucion diluida de péptido, 50 ul de una disolucién acuosa de sulfo-NHS 0.8 mM vy,
finalmente, 50 ul de una disolucion acuosa de EDC 6.4 mM. Las placas se incubaron durante toda la
noche a temperatura ambiente en un agitador orbital. Una vez terminado el periodo de incubacién se
lavaron las microplacas tres veces con tampén de lavado CovaBuffer.

8.3.1.3 Unidn a través de los grupos amino del péptido. Microplacas DNA-Bind™

En la unién de los péptidos a las microplacas Costar intervienen los grupos amino primarios
de los péptidos. A partir de una disolucién madre de péptido de 1 mg-ml™" se prepararon las diluciones
en el tampdn de unién. Los péptidos se diluyeron hasta concentraciones de 5y 10 pg-m|’1. Se
anadieron 100 pl de la disolucion de péptido en cada pocillo. En los pocillos control que no contenian
péptido se afadieron 100 ul de tapén bloqueo. Las microplacas se incubaron tapadas toda la noche
(aproximadamente 16 horas) a 4°C. Transcurrido este tiempo se vaciaron los pocillos antes de llevar
a cabo el bloqueo.
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8.3.2 Bloqueo de los lugares no saturados

Para evitar que moléculas no especificas se unan a la fase solida es recomendable anadir
alguna proteina irrelevante que se una a la fase solida en lugares donde los componentes del sistema
de deteccién podrian unirse inespecificamente. La via méas sencilla para conseguir la inactivacién es
anadir a los pocillos una gran concentracion de moléculas que contengan grupos amino reactivos, e
incubar. Existen distintas disoluciones que pueden funcionar como agentes bloqueantes, y entre las
mas utilizadas estan la caseina presente en la leche o la albumina bovina sérica diluidas en una
disolucion tampdn de pH basico.

Para bloquear los posibles lugares activos se afiadieron 300 ul de tampén bloqueo en cada
pocillo de la microplaca. Estas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente dentro de una

camara himeda. Transcurrido el tiempo se vaciaron los pocillos.

8.3.3 Reaccion con el inmunoreactivo soluble

Los sueros se diluyeron 50 y 100 veces en tampén PBS-T con un 3% de leche en polvo. Se
anadieron 100 pl en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante dos horas a temperatura

ambiente dentro de una camara himeda.

8.3.4 Lavados

Después de cada etapa del ensayo de ELISA se realiz6 un proceso de lavado de la
miroplaca, con la finalidad de detener la reaccién que esta teniendo lugar a la vez que se eliminan los
reactivos que no han intervenido en la reaccion. Estos lavados se realizaron seis veces con tampdn
PBS-T.

8.3.5 Reaccion con el conjugado enzimatico

Este conjugado consta de dos partes unidas covalentemente: una de ella inmunoreactiva, por
donde se fijara a la sustancia problema; y otra de ellas enzimatica, que, mediante su actividad para
degradar el sustrato, facilitara la visualizacién de la reaccién que ha tenido lugar en la fase sélida. Los
enzimas mas comunmente utilizados en ELISA son la peroxidasa de rabano picante (HRP, del inglés
horseradish peroxidase), la fosfatasa alcalina y la -galactosidasa.

En todos los ensayos de ELISA realizados en este trabajo, se emple6 como anticuerpo de
deteccién una anti-inmunoglobulina G (anti-lgG) humana de conejo conjugada a peroxidasa. Se
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diluyé la anti-lgG 1000 veces en tampon PBS-T con un 3% de leche en polvo y se afiadieron 100 pl
en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante 1 hora a temperatura ambiente en una cdmara

hameda. Transcurrido este tiempo se realizé una etapa de lavado.
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Figura 8.1. Esquema en el que se representan las diferentes etapas del ensayo de ELISA indirecto.

8.3.6 Adicion del sustrato enzimatico

Para visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo, se afade un sustrato que en presencia del
enzima se hidrolizard y dara lugar a un producto coloreado. El color se podra valorar con un lector de

microplacas de ELISA.

En este caso, la peroxidasa de rdbano, cataliza la reaccion de la reduccion del peroxido de
hidrégeno con la consiguiente oxidacion de un cromédgeno. Los cromogenos mas empleados para la
HRP son el dihidrocloruro de orto-fenilendiamina (OPD), la tetrametilbencidina, el acido 5-
aminosalicilico y el acido 2,2’-acino-di(3-etil)benzotiazolin sulfénico. Una vez aparecido el color, se

detendrd la reaccién enzimatica afiadiendo acido sulflrico diluido.

Se afadieron 100 pl de la disolucion de sustrato y cromégeno en cada pocillo. Se incubaron
las microplacas durante 30 minutos en la oscuridad. Transcurrido este tiempo, se detuvo la reaccion
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enzimatica anadiendo 50 pl de acido sulfurico 2N a cada pocillo. Posteriormente se procedié a la
lectura de la microplaca en un lector espectrofotométrico a 492 nm. En este ensayo no competitivo la
cantidad de color es proporcional a la concentracion de anticuerpo de la muestra problema.

8.3.7 Protocolo de ELISA para el andlisis de las muestras de suero infectadas por HIV

El protocolo del ensayo de ELISA utilizado para el andlisis de los sueros infectados por HIV
fue similar al que se ha descrito, Unicamente se variaron dos de los tampones empleados. Como
tampon de bloqueo se utilizé una disolucién de carbonato/bicarbonato 0.05 M al que se le anadi6é un
2% de BSA en lugar de utilizar la leche en polvo. Por otro lado, el tampdn de dilucion de las muestras
y del conjugado enzimatico también fue distinto en este caso. En lugar de utilizar el tampén PBS-T-
leche, se utiliz6 tampén RIA compuesto por NaCl 350 mM, TRIS 10 mM, 1% BSA, 0.5% deoxicolato
sédico, 0.1% dodecilsulfato sédico y un 1% Tritén X-100, disuelto en agua milli-Q. Para la dilucién de
las muestras de suero, el tampoén RIA se suplement6 con un 10% de suero bovino fetal.

8.4 Control de los ensayos

Con la finalidad de asegurar la validez de los experimentos, en cada microplaca se incluyeron
pocillos control. En unos pocillos se incluyeron todos los reactivos excepto las muestras de suero
para poder evaluar la absorbancia residual producida por los reactivos. En otros pocillos se incluyeron
todos los reactivos a excepcion de los péptidos para poder evaluar asi las reacciones no especificas
entre las proteinas de la leche de vaca y los sueros analizados. También se incluyeron en las
microplacas un suero con reactividad positiva frente a los péptidos (control positivo) y suero que no
presentara ningun tipo de reactividad frente a los péptidos (control negativo). Y por Gltimo, a modo de
control negativo, todas las microplacas contenian un péptido irrelevante para el virus GBV-C/HGV
para poder controlar asi la especificad de las interacciones péptido-anticuerpo. Todas las medidas se
realizaron por duplicado.

8.5 Estimacion del punto de corte

El valor del punto de corte (cut-off, CO) para cada uno de los péptidos que permitié diferenciar
un suero negativo de uno positivo se establecié como el promedio de los valores de absorbancia de
los sueros procedentes de donantes voluntarios mas dos desviaciones estandar. Sueros con senales
de absorbancia por encima de este valor fueron considerados positivos. En las gréaficas se muestra el
valor de absorbancia dividido entre el valor del punto de corte para poder comparar mejor los
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resultados. Los sueros se consideraron positivos cuando el valor resultante de dividir la absorbancia
entre el punto de corte fue igual o mayor que 1.

8.6 Tratamiento estadistico de los datos

Las reactividades de cada construccién peptidica con los diferentes paneles de sueros asi
como las reactividades de los péptidos obtenidas empleando las diferentes estrategias de unién de
los péptidos a las placas de microensayo fueron comparadas empleando el test t. Para los célculos se
empled el software Prism 4.0. Valores de probabilidad menores a 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Para elaborar curvas ROC, se empleé el software MedCalc® v 8.0. El programa permite el
calculo del area bajo la curva (AUC) que es el parametro mas utilizado como indicador de rendimiento
diagndstico. El mismo software permite realizar la comparacion de las areas de distintas curvas ROC.
Comparar el area bajo la curva ROC obtenida para cada péptido puede ayudar a seleccionar cual de
los péptidos estudiados es el mas preciso y exacto para el diagnéstico de la infeccién por el virus
GBV-C/HGV. Cuanto mayor sea al area bajo la curva, mayor utilidad diagndstica del péptido, ademas
es conveniente que las diferencias entre las areas sean estadisticamente significativas. Si el péptido
es completamente indiscriminativo, la curva coincidir4 con una linea recta que se correspondera con
una sensibilidad y una especificidad del 50%. Una prueba diagndstica perfecta tendria un area bajo la
curva de 1. Pruebas muy precisas tienen valores de area mayores que 0.9 y las moderadamente
precisas valores de area entre 0.7-0.9.

8.7 Protocolo de ELISA indirecto para el andlisis de las muestras de suero de raton
8.7.1 Adsorcion de los péptidos a las microplacas

Los lipopéptidos se diluyeron hasta concentraciones de 10 pgml’ en tampén
carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6 con un 1% de DMSO para facilitar la disolucion. Como control
negativo se utilizé acido palmitico diluido en las mismas condiciones. Se afnadieron 100 pl de la
disolucién de lipopéptido y acido palmitico en los pocillos. Se utilizaron placas de microensayo
Maxisorp® F de 96 pocillos. Las microplacas se incubaron tapadas toda la noche (aproximadamente
16 horas) a temperatura ambiente en el interior de una cdmara hiumeda. Transcurrido este tiempo se
vaciaron los pocillos y se lavaron con tampén PBS pH 7.2 tres veces.
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8.7.2 Bloqueo de los lugares no saturados

Para bloquear los posibles lugares activos se afiadieron 300 pl de tampén bloqueo en cada
pocillo de la microplaca. Las placas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente dentro de
una camara humeda. Transcurrido el tiempo se vaciaron los pocillos y se lavaron las placas tres

veces con tampén de lavado (PBS-T).

8.7.3 Reaccion con el inmunoreactivo soluble

Los sueros de los ratones se diluyeron 100 y 200 veces en tampén PBS-T con un 3% de
leche en polvo. Se anadieron 100 ul en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante dos horas
a temperatura ambiente dentro de una cdmara humeda. Transcurrido este tiempo se lavaron las
microplacas tres veces con tampon de lavado.

8.7.4 Reaccion con el conjugado enzimatico

En todos los ensayos de ELISA realizados con sueros de ratdn, se empleé como anticuerpo
de deteccion una anti-inmunoglobulina G (anti-lgG) de ratén procedente de cabra y conjugada a
peroxidasa (Caltag). Se diluyé la anti-lgG 1000 veces en tampén PBS-T con un 3% de leche en polvo
y se anadieron 100 ul en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante 1 hora a temperatura
ambiente en una cdmara humeda. Transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados con tampén de
lavado.

8.7.5 Adicion del sustrato enzimatico

Como ya se ha comentado en el apartado 8.3.6 de esta memoria, la peroxidasa de rabano,
cataliza la reaccion de la reduccién del peréxido de hidrégeno con la consiguiente oxidaciéon de un
cromogeno. Se anadieron 100 pl de la disolucion de sustrato y cromégeno en cada pocillo. Se
incubaron las placas durante 30 minutos en la oscuridad. Transcurrido este tiempo, se detuvo la
reaccidon enzimatica afadiendo 50 pl de acido sulfarico 2N a cada pocillo. Posteriormente se procedio
a la lectura de la microplaca en un lector espectrofotométrico a 492 nm. En este ensayo no
competitivo la cantidad de color es proporcional a la concentracion de anticuerpo de la muestra
problema.
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9 Dicroismo circular y espectroscopia de infrarrojo por la transformada de Fourier

9.1 Instrumentacion

Las medidas dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro Jasco 810 equipado
con un Peltier que permite mantener las cubetas termostatizadas. Se emplearon cubetas de cuarzo
de 1 mm de paso optico y 300 pl de volumen. (Helima).

Para las medidas de espectroscopia de infrarrojo se utilizd un espectrometro de infrarrojo por
la transformada de Fourier Bomen MB-120. Se utilizaron celdas de fluoruro de calcio.

9.2 Dicroismo circular

9.2.1 Condiciones experimentales

Para todas las medidas de CD se mantuvieron constantes los siguientes parametros:

Temperatura 5°C

Ancho de banda 1.0 nm
Tiempo de respuesta 4s

Rango de longitud de onda 190-260 nm
Resolucion 0.2 nm
Velocidad de barrido 10 nm min™
Numero de acumulaciones 3

9.2.2 Preparacion de las muestras

Los péptidos, con una pureza superior al 95%, se disolvieron en agua milli-Q. La
concentraciéon exacta de cada péptido se determin6 espectrofotométricamente a 280 nm utilizando los
coeficientes de extincion molar de los aminoécidos aromaticos y aplicando la ley de Lambert-Beer. En
el caso del péptido NS4b(8-22), que no contiene ningln aminoacido aromatico, la concentracion se
determiné por analisis de aminodcidos. Las disoluciones madre de los péptidos fueron diluidas justo
antes de realizar las medidas en tampén Hepes 5 mM pH 7.4 hasta tener concentraciones
comprendidas en un rango entre 30 y 60 uM, que fueron las utilizadas en los andlisis de CD.
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Para los andlisis de las muestras en presencia de agentes estructurantes, TFE y HFIP, la
disolucion madre de péptido se diluyé en el volumen requerido de tampén HEPES y alcohol
halogenado para obtener porcentajes de TFE 6 HFIP de 25, 50 y 75%.

Con la finalidad de eliminar el ruido de fondo, antes de cada andlisis se realizé un blanco,
compuesto por las mismas proporciones de disolvente que la muestra a estudiar pero sin el péptido,
que se resto al espectro obtenido de la muestra.

9.2.3 Procesado de los espectros

El equipo de espectroscopia Jasco-810 esta controlado por el software Spectra Manager™.
Este software, ademas de controlar la adquisicion de los espectros, permite realizar el suavizado,
sustraer la linea de base, etc. Todos los resultados estan expresados en términos de elipticidad molar

(6, mdeg cm? dmol™).

Se cuantificd el porcentaje de estructura secundaria (o-hélice, ldmina B, giro B y “random coil”
0 estructura desordenada) utilizando programas informaticos de deconvoluciéon (Contin y K2D) a
través del servidor Dichroweb [230]. Ademas, se calculé la elipticidad empleando los formalismos de
Yang [160].

9.3 Espectroscopia de de infrarrojo
9.3.1 Condiciones experimentales

Para las medidas de FT-IR se utilizaron celdas de CaF, separadas por un espaciador de 100
pm. Para cada muestra se realizaron 50 escaneados y se trabajo con una resolucién de 4 cm™.

9.3.2 Preparacion de las muestras

Los péptidos se disolvieron en D,O hasta obtener la concentracion de 1.3 mM, que fue la
empleada en los andlisis. Para los analisis en presencia de agente estructural la dilucién de péptido
se mezclé con el volumen requerido de agente estructurante para obtener porcentajes de alcohol
halogenado de 25, 50 y 75%. A cada espectro obtenido se le restd el espectro de referencia
correspondiente obtenido al medir una disolucion igual a la muestra pero sin péptido.
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9.3.3 Procesado de los espectros

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el programa PeakFit version 4 (AISN
Software Inc.).

La asignacién de las sefiales se llevdo a cabo utilizando los datos de absorbancia
correspondientes a la zona comprendida entre 1600 y 1700 cm’. En primer lugar se suavizaron los
espectros mediante una funcion de filtrado de ruido tipo Savitzky-Golay. El analisis de la segunda y la
cuarta derivada de la curva muestran los valores maximos de las componentes individuales de la

curva.

Tras aplicar una correccion de la linea base tipo lineal D2, se fijan los valores de cada
componente segun los valores maximos obtenidos mediante el analisis de la segunda derivada
(utilizando los valores obtenidos con la cuarta derivada para corroborar éstos). El tipo de curva
utilizado para las componentes es de tipo Gaussiano. Los restantes parametros se calculan
automaticamente mediante sucesivas iteraciones del programa utilizando el método del minimo
cuadrado. Una vez alcanzada una soluciéon adecuada (el sistema converge al obtener un resultado
grafico correcto, con valores de r°20.99) se elimina la restriccién impuesta sobre los valores centrales
de las componentes y se itera nuevamente hasta converger, siendo éste el resultado final (se da el
resultado como valido si los valores de las componentes son iguales a los estimados previamente +2
cm™) [167].

10. Tecnologia de resonancia del plasmon de superficie
10.1 Instrumentacion

Los analisis de las interacciones bioespecificas en tiempo real basados en la resonancia del
plasmén de superficie se realizaron en dos modelos de instrumentos BlAcore. Los ensayos en los
que se emplearon los chips sensores HPA para estudiar la capacidad inmunogénica de los
lipopéptidos sintetizados (Capitulo 5) se realizaron en un instrumento BIAcore™ 1000. Los ensayos
en los que los péptidos seleccionados se unieron covalentemente a los chips CM5 para analizar su
capacidad para reconocer anticuerpos anti-GBV-C/HGV presentes en muestras de sueros humanos
se llevaron a cabo tanto en un instrumento BlAcore™ 1000 como en un BlAcore™ T100. Las

unidades de proceso para ambos instrumentos son las mismas y se detallan a continuacién:

- Elchip sensor, extraible.

- Dos bombas dispensadoras de liquidos, una de ellas para mantener el flujo constante de
tampodn sobre el chip y la otra para transferir, diluir, mezclar e inyectar las muestras.

- Un inyector de muestras, para inyecciones pre-programadas incluyendo mezclado e
inyeccion a la unidad de deteccién asi como la recuperacién de la muestra.
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- Un cartucho integrado de microfluidos. Este consiste en una serie de canales y valvulas
neumaticas encastadas en un estuche de pléastico, y sirve como control de la dispensacion
de liquidos sobre la superficie del chip sensor. Las muestras se inyectan desde el inyector al
cartucho de microfluidos, conectado directamente sobre las celdas de flujo del chip.

- Una unidad de deteccién, que incluye los componentes épticos y electronicos para la
deteccion de la senal de resonancia en el plasmon de superficie.

- Cuatro celdas de flujo, formadas por la presién del cartucho de microfluidos sobre el chip
sensor.

- Microprocesadores para controlar las bombas, el inyector y las véalvulas del cartucho de
microfluidos, asi como para procesar la senal de SPR.

El chip se inserta en la unidad de deteccion y encaja en el instrumento formando uno de los
lados de la celda de flujo del detector. El cartucho de microfluidos esta conectado al inyector a través
de un bloque conector. Este bloque consta de un puerto de inyeccion para cargar las muestras y un
puerto para la recuperacion de éstas. Los microprocesadores se controlan desde un software de
control.

La diferencia mas destacable entre los instrumentos BlAcore™ 1000 y BlAcore™ T100 en
cuanto al andlisis de las muestras, es que éste Ultimo permite que con una Unica inyeccion, la
muestra circule de manera secuencial por las cuatro celdas que se forman en el chip sensor, mientras
que debido a la posicién de éstos en el BIAcore™ 1000, ésta opcién no es posible y se debe inyectar
la muestra cuatro veces, lo que conlleva que se consuma un volumen cuatro veces superior de la

muestra a analizar.

"f‘:_:-’_ i 'I ——
sistema de deteccion <& b ey ¥ k |' bombas
,z_,"-"\ bl ars

z I i
! solucién tampén
HytE: A —
L A
LI
chip sensor cartucho de microfluidos

Figura 10.1 Configuracién del detector de resonancia de plasmén superficial, chip sensor y la unidad de microfluido
en el sistema BlAcore.
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10.1.1 Chips sensores

El chip sensor se inserta en el instrumento con su superficie biosensora en contacto con las

celdas de flujo. La superficie biosensora esta compuesta por tres laminas: una de vidrio, otra de oro y

una lamina que queda expuesta cuya composicion varia dependiendo del tipo de chip. La lamina de

oro queda en contacto con el prisma de vidrio siendo iluminada por la luz polarizada. El chip se

encuentra unido a un soporte de poliestireno y protegido dentro de una vaina de plastico que se retira

al ser insertado en el instrumento. En este proyecto se han llevado a cabo experimentos con dos tipos

distintos de chips.

- Chip sensor CM5. La lamina de oro en estos chips esta recubierta por dextrano

carboximetilado sobre el que se pueden unir biomoléculas de forma covalente mediante

distintos métodos quimicos. El enlace mas ampliamente utilizado es la formacién de un

enlace amida entre los grupos carboxilo de la superficie del chip y los grupos amina de la

molécula a inmovilizar. Otros métodos de unién no tan extensamente utilizados son la unién

mediante grupos tiol o aldehido.

- Chip sensor HPA. En este chip la lamina de oro se encuentra recubierta por moléculas de

alcano tiol de cadena larga, lo que convierte la superficie del chip en una superficie muy

hidr6foba de manera que se facilita la adsorcion de monocapas de lipidos para el andlisis de

interacciones en las que se ven envueltas los lipidos.

grupo carboxilo
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[ I ] » v 9 L »
& o C [ L I ] L]
L J .' L F - .. l_l
superficie chip CM5 / superficie chip HPA

lamina especifica de unién

lamina de oro

vidrio

Figura 10.2. llustracion de la superficie de los chips sensores CM5 y HPA.
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Un chip sensor puede utilizarse para varias medidas, normalmente entre 50 y 100 ciclos
dependiendo de las propiedades del ligando inmovilizado y de las condiciones de regeneracién, y
puede permanecer en la unidad de proceso mas de una semana. Una vez retirado, puede volver a

insertarse posteriormente para realizar otros experimentos.

10.2 Uniodn covalente de los péptidos al chip sensor CM5. Formacion de enlaces amida

10.2.1 Preparacion de las muestras

Como tampoén de flujo del sistema se utiliz6 HBS-EP cuya composicion es Hepes 10 mM, pH
7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3.4 mM y 0.05% de surfactante P20.

Los péptidos se diluyeron en una disolucion 10 mM de acetato sddico. El pH de esta
disolucion varié dependiendo del punto isoeléctrico del péptido a inmovilizar. Para favorecer la unién,
la matriz debe estar cargada negativamente, mientras que el péptido debe tener carga positiva, de
este modo, se facilita la atraccion electrostatica para que pueda darse la union. Para que esto suceda
es recomendable trabajar con disoluciones que tengan un pH por debajo del punto isoeléctrico (pl) de
la molécula que se desea unir. Puede hacerse una estimacion preliminar si se conoce el punto

isoeléctrico de la molécula a inmovilizar, segun la siguiente regla:

- moléculas con un pl>7 — trabajar con disoluciones de pH 6.

- moléculas con un pl 5.5-7 trabajar con disoluciones de pH 1-2 unidades por debajo del pl.

- moléculas con pl 3.5-5.5 trabajar con disoluciones de pH 0.5 unidades por debajo del pl.

Los reactivos utilizados para activar los grupos carboxilos de la matriz de dextrano fueron N-
hidroxisuccinimida (NHS) 0.05 M en agua y clorhidrato de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) 0.2 M en agua.

Para desactivar los grupos carboxilo que no habian reaccionado con los grupos amina del
péptido, se empleé una disolucion de etanolamina 1M de pH 8.5. Todos estos reactivos fueron
adquiridos en BlAcore.

Se utiliz6 NaOH 100 mM como disolucion regeneradora después de cada ciclo de andlisis de

una muestra de suero.

Todas las disoluciones utilizadas en BlAcore fueron filiradas a través de filtros de 0.22 micras
y desgasadas. Todos los experimentos se realizaron a 25°C.
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10.2.2 Protocolo de unién

Para que la inmovilizacion del péptido sobre la superficie del chip fuera 6ptima, antes de activar la
superficie sensora, se realizaron estudios de preconcentracion a distintas concentraciones de péptido
diluido en disoluciones de acetato sédico con distintos pH. Las condiciones en que la unién
electrostatica dio mejores niveles de union fueron las que se emplearon posteriormente en la

inmovilizacién.

En todos los chips, uno de los canales se utiliz6 como canal control. En este canal, se
realizaron las operaciones de activacion y desactivacion de la matriz, pero no se hizo circular ningn

péptido.

Tabla 10.1. Protocolo seguido para inmovilizar los péptidos en los chips sensores CM5.

etapa operacién reactivos

i i péptido a distintas concentraciones
0 estudios preconcentracion o
y a distintos pH

inmovilizacion del péptido en el chip CM5

1 activacion superficie NHS 0.05 M: EDC 0.2 M 1:1
péptido a concentracion y pH
2 unién del péptido
6ptimos
3 desactivacién superficie etanolamina 1M
4 eliminacién restos de reactivos no unidos NaOH 100 mM

10.2.3 Analisis de los sueros

Las muestras de suero que se analizaron empleando la SPR fueron las mismas que las
utilizadas en ELISA. Tanto las caracteristicas de los sueros como su procedencia estan detalladas en
el apartado 8.2 de esta memoria.

Para diluir las muestras de suero se utilizé el tampén HBS-EP, que es el tampén de flujo del
sistema, al que se afiadi6 un 0.1% de carboximetildextrano. Las diluciones de suero estudiadas
fueron de 1/50, 1/100 y 1/200. El tiempo de contacto de la muestra de suero con el péptido fue de 20
minutos a un flujo de 10 pl min™.

La senal de resonancia (respuesta absoluta en RU) se registré continuamente durante la
circulacion de la muestra. Posteriormente, a cada muestra se le resté la sefal obtenida por ella al
circular sobre el canal control (activado y desactivado). Una vez restadas las curvas, la diferencia
entre las senales épticas medidas antes y después de la inyeccion del suero se relacion6 con la
cantidad de anticuerpos anti-GBV-C/HGV unidos al péptido inmovilizado en la matriz.
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10.3  Adsorcion de los lipopéptidos al chip sensor HPA

En este caso, el protocolo de trabajo fue distinto al utilizado cuando se trabaj6é con los chips
CMS5. En los HPA, solo se pueden adsorber moléculas a la superficie que son faciimente eliminadas
con unos lavados. En cada andlisis se prepar6 la superficie del chip “de novo” y ésta se elimin6é una

vez analizado el suero.

En primer lugar, se debe preparar la monocapa de la molécula que se utiliza como antigeno,
en este caso los lipopéptidos. Seguidamente, se inyecta la muestra a analizar, en este caso los
sueros, debidamente diluidos. Una vez finalizada la inyeccién de ambas disoluciones, debe limpiarse
la superficie del chip, con la finalidad de eliminar, tanto el suero, como la monocapa de lipopéptido, y

dejar la superficie del chip limpia y lista para el siguiente analisis.

10.3.1 Preparacion de las muestras

Como tampdn de flujo del sistema se utilizd tampdn fosfato 20 mM. Para trabajar
correctamente con estas superficies hidréfobas es muy importante trabajar con muestras y
disoluciones que no contengan ningun resto de detergente, ya que la presencia de éste dificultaria la
adsorcion de las moléculas lipidicas a la superficie del chip sensor. Antes de iniciar un ciclo de
andlisis, ésta se limpid inyectando una disolucion de n-octil-B-D-glucopirandsido 40 mM en agua.

Tanto los lipopéptidos como los sueros se diluyeron en el tampo6n de flujo del sistema, tampon
fosfato 20 mM. Para eliminar posibles multicapas de lipopéptido sobre la superficie del chip éstos se
lavaron a flujos elevados con disoluciones de gran fuerza i6nica, como el NaOH. La temperatura de
trabajo fue en todos los experimentos de 25°C.

10.3.2 Formacion de las monocapas

Una vez insertado el chip dentro del sistema, se seleccion6 un canal de trabajo sobre el que
se hicieron circular 25 pl de la disolucion de n-octil-B-D-glucopirandsido 40 mM a un flujo constante
de 5 pl min™. A continuacién, la inyeccion del lipopéptido se realizé a un flujo mas bajo. Se inyectaron
30 pl de la suspension de lipopéptido a un flujo de 2 pl min™. Para asegurar la correcta adsorcion del
lipopéptido en la superficie debia observarse un incremento en la sefial de resonancia de entre 1000
y 1500 RU. Con el fin de eliminar posibles multicapas de lipopéptido se inyectaron 30 ul de una
disolucion de NaOH 10 mM a un flujo de 50 pl.
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Con la finalidad de comprobar que la superficie del chip estaba totalmente recubierta de
lipopéptido y no quedaba superficie libre, se inyectaron 10 pl (a un flujo de 5 pl min™) de una
disolucion de BSA 0.1 mg ml™. En caso que la superficie del chip no estuviera totalmente cubierta de
lipopéptido, la BSA se adsorberia faciimente a ella, debido a su gran hidrofobicidad. Esta union
inespecifica de la BSA se traduce en un incremento en la sehal de resonancia superior a 100 RU. Si
por el contrario, el incremento es menor, nos indica una buena formacién de la monocapa y que se
puede proseguir con el andlisis de la muestra.

10.3.3 Analisis de los sueros

Los sueros con los que se llevé a cabo el estudio en estos chips fueron los obtenidos de los

ratones tras la inmunizacion con lipopéptidos.

Para la inyeccion de las muestras el flujo de trabajo fue de 5 pl min”. Las muestras de suero
diluidas 1/200 o mas en tampdn fosfato se hicieron circular sobre la monocapa de lipopéptido.

Antes de iniciar un nuevo ciclo de analisis se inyectaron 25 pl (5 pl min™) de la disolucién de
n-octil-B-D-glucopiranésido 40 mM para asegurarse la correcta eliminacion de la superficie del chip de

lipopéptido como de sueros.

11. Inmunizacion: produccidn de anticuerpos policlonales
11.1  Protocolo de inmunizacion

Para llevar a cabo este estudio se inmunizaron ratones hembra Balb/c. Se inmunizaron un
total de veinte ratones, cuatro ratones con cada péptido a estudiar. La pauta de inmunizacion fue la
misma para los cinco péptidos del estudio y esté detallada en la Tabla 11.1. Se realizaron un total de
seis inoculaciones de lipopéptido en intervalos de dos semanas. Se realizaron extracciones de
muestras antes de empezar las inmunizaciones, una semana después de la tercera inoculacion y

finalmente, una semana después de la sexta inoculacion.

En cada inyeccion, se inocularon en la zona intraperitoneal, 100 pg de lipopéptido disuelto en
50 pl de tampdn PBS y 50 ul de adyuvante de Freund. Para la primera y cuarta inoculacion se emple6
el adyuvante completo de Freund (ACF) y para el resto de inyecciones el adyuvante incompleto de
Freund (AIF). Estos adyuvantes son emulsiones A/O que tienen la propiedad de retardar la liberacién
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del antigeno ademas de aumentar la actividad de los macréfagos. El ACF, al contener micobacteria
muerta tiene la capacidad de inducir coestimuladores en macré6fagos.

Tabla 11.1 Pauta de inmunizacién seguida en ratones Balb/c. ACF: adyuvante completo de Freund. AlF:
Adyuvante incompleto de Freund.

dia descripcion muestra inoculada

0 extraccién muestra (control pre-inmune)

0 12 inoculacién 100 pg lipopéptido + 50 pl PBS + 50 pl ACF
14 22 inoculacion 100 pg lipopéptido + 50 pl PBS + 50 pl AIF
28 32 inoculacion 100 pg lipopéptido + 50 pl PBS + 50 pl AIF
35 extraccion muestra

49 42 inoculacion 100 pg lipopéptido + 50 pl PBS + 50 pl ACF
63 52 inoculacion 100 pg lipopéptido + 50 pl PBS + 50 pl AIF
77 62 inoculacion 100 pg lipopéptido + 50 pl PBS + 50 pl AIF
84 extraccion muestra

11.2 Obtencion de las muestras de suero

Para la obtencion de la muestra de sangre se realizd una puncion intracardiaca vy
posteriormente el animal fue sacrificado. La muestra de sangre tras la tercera inmunizacién se obtuvo
de uno de los cuatro ratones de cada grupo. Las muestras obtenidas después de la sexta
inmunizacion de los tres ratones fueron mezcladas en el mismo tubo de manera que se trabaj6é con

una mezcla de la sangre procedente de tres ratones.

Para la obtencién de los sueros, las muestras de sangre se centrifugaron durante 10 minutos
(2 x 10 minutos) a 3000 rpm.

Durante todo el periodo experimental los animales fueron manipulados siguiendo las guias
internacionales establecidas para la experimentacion con animales.
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