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Anclaje de balizas moleculares a soportes sélidos mediante quimica click.
Aplicacion a la deteccion de microRNAs asociados a cdncer y estudio de
prestaciones.

Resumen

Este trabajo se ha realizado en el marco del proyecto europeo SAPHELY (H2020-ICT-644242), que
pretende desarrollar un dispositivo de tipo “point-of-care” (POC) que permita un diagndstico
temprano de diferentes enfermedades mediante la deteccidon ultrasensible de microRNA (miRNA). En
este caso se quiere detectar miRNA-155, marcador de cancer de colon y de mama. El sistema esta
basado en un sensor nanofotdnico de guias de onda de SOI (silicon on insulator), en las que los
cambios en la sefal éptica transmitida estan relacionados con la masa que se sitda en la superficie.
Para garantizar la especificidad de emplean molecular beacons (MB), que cambian de conformacién
al hibridar con la cadena complementaria. Estos MBs estan acoplados a nanoparticulas (NPs) con alto
indice de refraccién, por lo que el cambio en la sefial dptica registrado es mayor.

Asi se plantea estudiar y caracterizar el anclaje de MBs a un soporte sélido y conocer su respuesta
frente a la hibridacién con su cadena complementaria cuando tienen acopladas o no NPs. Con este
objetivo se realizan ensayos en formato microarray y en la microbalanza de cristal cuarzo (QCM). La
inmovilizacién covalente de MBs sobre la superficie es llevada a cabo mediante la reaccion de
acoplamiento tiol-eno, que es regioselectiva, biocompatible y con alto rendimiento.

Los materiales empleados (vidrio en formato microarray y 6xido de silicio en chips de la QCM)
permiten trasladar facilmente los resultados obtenidos al sistema nanofoténico.

Los estudios llevados a cabo en este TFG demuestran que los cambios conformacionales en los MBs
anclados dependen en gran medida de si el MB esta unido a una NP, a una proteina, o libre, y que no
presentan el comportamiento que inicialmente se esperaba en ellos. Por otro lado, los desarrollos
realizados en formato microarray han permitido corroborar la correcta inmovilizacién de los MBs y
su capacidad para hibridar una vez anclados.

Palabras clave: microarray, QCM, molecular beacons, acoplamiento tiol-eno, foto-click-chemistry,
derivatizacion de superficies, miRNA, hibridacion.



Molecular beacons attachment to solid supports by click-chemistry.
Application to cancer microRNA detection and performance analysis.

Abstract

This work has been carried out within the framework of the European project SAPHELY (H2020-ICT-
644242) which aims to develop a point of care device (POC) that allows early diagnosis of different
diseases through ultrasensitive detection of microRNA (miRNA). In this case, it is aimed to detect
miRNA-155, marker of colon and breast cancer. The system is based on a nanophotonic sensor with
waveguides make out of SOI (silicon on insulator), on which the changes in optical signal is related to
the mass that is present on the surface. So as to ensure the specificity molecular beacons (MB) are
employed, that change their conformation when hybridizing with their complementary chain. These
MBs are coupled with nanoparticles (NPs) with high refraction index, so the change in optical signal is
higher.

Thus, it is raised the study and characterization of the attachment of MBs to a solid support and their
response to hybridization with their complementary chain when whether they have NPs coupled to
them. With this goal, essays in microarray format and quartz crystal microbalance (QCM) are
performed. The covalent immobilization of MBs in the surface is carried out by means of thiol-ene
coupling (TEC) reaction, which is regioselective, biocompatible and high yield reaction.

The materials employed (glass in microarray format and silicon oxide in QCM) allow an easy
translation of the results to the nanophotonic system.

Th studies carried out in this TFG demonstrate that the conformational changes that the attached
MBs greatly depend on whether the MBs is coupled with a NP, protein or free, and that they do not
present the behaviour that initially was expected. On the other hand, the developments performed
in microarray format have allowed to corroborate the correct immobilization of the MBs and their
capacity to hybridize once there are attached.

Key words: microarray, QCM, molecular beacons, thiol-ene coupling, photo-click-chemistry, surface
derivatization, microRNA, hybridization
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1.INTRODUCCION

1.1 Cancer y microRNA

Los microRNA (miRNA) son pequefios RNA no codificantes que tienen entre 18 y 24 nucledtidos.
Juegan un papel muy importante en diversos procesos bioldgicos ya que modulan la expresion de al
menos el 60% de los genes humanos y estan involucrados en la regulacién de la proliferacion,
diferenciacidn y apoptosis celular (Seven et al, 2014). Sin embargo, una desregulacion de estos puede
llegar a causar anormalidades cromosdmicas, cambios en la transcripciéon, cambios epigenéticos y
defectos en la maquinaria de biogénesis de miRNA. Estos cambios estan relacionados con diversas
enfermedades, entre las que se encuentra el cdncer, ya que también regulan la expresion de
oncogenes y genes supresores de tumores (Reddy et al, 2015).

El cdncer sigue siendo una de las principales causas de muerte en todo el mundo a pesar de los
grandes avances conseguidos en su deteccion y diagndstico (Zhang et al, 2007). Entre los tipos de
cancer mas comunes, se encuentran el cancer de colon y de mama. En la figura 1, puede observarse
gue la organizacion mundial de la salud estimé que, en 2012, del total de muertes debidas al cancer
en todo el mundo, un 8,5% eran debidas al cancer de colon (693933), y un 6,4% al cancer de mama
(521907). Estos numeros aumentan mas todavia si se tienen en cuenta Unicamente a las mujeres, en
las que el cancer de mama es la principal causa de muerte de mujeres que padecen algun tipo de
cancer, seguida del cadncer de pulmén y de colon (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Total: 8 201 575

Pulmoén (1 589 925)

Otros (2 358 020)

Higado (745 533)

Leucemia (265 471)

Cuello de ttero (26... X
- Estomago (723 073)

Prostata (307 481)

-—

Pancreas (330391) Colon (693 933)

Eséfago (400 169) Mama (521 907)

Figura 1. Representacion de los 10 tipos de cancer que mdas muertes causan en el mundo en hombres y mujeres segun la
estimacion de la organizacién mundial de la salud en 2012.

Diversos estudios han demostrado que miRNA-155 se encuentra sobreexpresado en personas que
padecen cancer de mama (Hui et al), (Yan et al). El alto nivel de expresién de este miRNA, a
diferencia de otros 29 cuyos niveles de expresion estan reprimidos en personas que sufren este
cancer, indica que miRNA-155 tiene un papel importante en el desarrollo del cdncer de mama (Liu et
al, 2015). De igual modo, este miRNA también se encuentra sobreexpresado en personas que
padecen cancer de colon (Al-Haidari et al, 2018).

Los miRNA actian uniéndose a ARN mensajeros (MRNA) especificos, lo que causa su degradacion. De
este modo, miRNA 155 se une a mRNA de los genes SOCS1, FOXO3a y RhoA entre otros (Higgs y
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Slack, 2013), (Jing Liu et al, 2015). Entre las principales funciones de estos genes se encuentran la
regulaciéon negativa de la inflamacién, regulacién de apoptosis, proliferacion, migracién vy
diferenciacidn celular. Diversos estudios muestran que estos genes se encuentran reprimidos en
personas que padecen cancer de mama y colon, habiendo por tanto una relacién en el aumento de
expresion de miRNA-155 y disminucién de SOCS1, FOXO3a y RhoA.

Puesto que miRNA-155 juega un papel crucial en la expresién de estos y otros genes cuya represion
estd relacionada con el avance del cancer de colon y de mama, se hace necesario desarrollar un
dispositivo que permita detectar este miRNA de manera temprana, lo que aumenta las
probabilidades de ofrecer un tratamiento satisfactorio (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2018).

En este contexto se desarrolla el trabajo a realizar en el proyecto europeo SAPHELY (Self-amplified
photonic biosensing platform for microRNA-based early diagnosis of diseases), financiado por Horizon
2020. SAPHELY, dentro del cual se enmarca este TFG, tiene como objetivo el desarrollo de un
dispositivo de tipo point of care (POC), compacto, rapido, label-free, minimamente invasivo y de bajo
precio basado en la tecnologia nanofotdénica para su aplicacion en diagndstico temprano de
diferentes enfermedades mediante la deteccidn ultrasensible de miRNA.

El método de deteccidn se basa en un sensor nanofotdnico de guias de onda fabricadas con SOI
(silicon on insulator). Los cambios en la sefial dptica transmitida por la guia de ondas estan
relacionados con la masa que se sitda en la superficie, donde la especificidad viene dada por el
empleo de biorreceptores especificos, en nuestro caso molecular beacons (MB) que seran explicados
posteriormente. En el proyecto, los MBs tienen nanoparticulas (NPs) de alto indice de refraccidon
ancladas. Tras la hibridacién con el miRNA complementario, los MBs sufren cambios
conformacionales que alejan a la NP de la superficie amplificando el cambio en la sefal dptica. Los
MBs son inmovilizados sobre superficies previamente funcionalizadas con grupos alqueno de un
modo covalente gracias a la reaccion de acoplamiento tiol-eno (TEC), que también se explicard en
detalle mas adelante.

Asi, uno de los objetivos de SAPHELY es la inmovilizacién efectiva de los MBs sobre la superficie del
sensor y el estudio de los cambios conformacionales producidos tras la hibridaciéon. por ello, en este
trabajo se plantea el uso de dos metodologias diferentes y complementarias: microarrays para
estudiar y caracterizar el anclaje de los MBs sobre la superficie y el uso de microbalanza de cuarzo
(QCM) para estudiar el comportamiento del MB, cony sin NPs tras la hibridacién.

En la tecnologia de microarrays las sondas utilizadas estan marcadas con fluoréforos, y puesto que se
trabaja en vidrio, es facil transferir la metodologia optimizada al éxido de silicio que compone los
chips de QCM. En el caso de la QCM, no se requiere marcaje y los chips estan recubiertos del mismo
material que las guias de onda, por lo que también es fdcil trasladar los resultados al sistema
nanofoténico de SAPHELY.



1.2 Deteccién de miRNA

1.2.1 Microarrays

Los microarrays consisten en la inmovilizacion adecuada de moléculas sobre un soporte sélido,
siendo estas ADN, ARN, proteinas u otros. El formato de matriz permite realizar multiples andlisis a la
vez en un espacio reducido, disminuyendo asi el tiempo empleado, reactivos y materiales. Tras ello,
el microarray se incuba con una disolucion del analito de interés. Si en esta se encuentran moléculas
gue interaccionan con las previamente ancladas, esta interaccidén es posteriormente detectada de un
modo u otro en funcidn del marcaje de la muestra (Lopez et al, 2002).

Se pueden encontrar multiples tipos de microarrays en funcién del tipo de molécula que es anclada
sobre la superficie de los chips, siendo los mas comunes aquellos de ADN y de proteinas. Entre las
principales aplicaciones de los microarrays de ADN se encuentran andlisis de expresién genética, de
mutaciones y de diagndstico. Puesto que la expresién de ARN mensajero y de proteinas no estan
necesariamente relacionadas debido a las modificaciones postraduccionales que sufren estas
ultimas, surgié la necesidad del desarrollo de microarrays de proteinas. Estos permiten obtener
informacidon de las funciones de las proteinas, estudiar interacciones entre proteinas o entre
proteinas con otras moléculas y facilitar y acelerar el descubrimiento de farmacos y dianas
terapéuticas (Templin et al, 2002).

La técnica de microarray presenta grandes ventajas frente a otras técnicas, ya que requiere poca
cantidad de muestra y los experimentos se pueden miniaturizar, a diferencia de otros métodos
tradicionales como ELISA. Gracias a la miniaturizacién se pueden estudiar miles de muestras en
paralelo, lo que le dota de una alta capacidad de trabajo (Figura 2) (Weinrich et al, 2009).

Figura 2. Imagen de un microarray.

Como se ha dicho anteriormente, en los microarrays se pretende caracterizar y optimizar el anclaje
de los MBs sobre la superficie conociendo los parametros dptimos para una correcta inmovilizacién.
Ademas, también se estudia la hibridacion, el reconocimiento entre proteinas, y se determina si este
reconocimiento inhibe la hibridacién o el comportamiento normal de los MBs en superficie.

1.2.2 Microbalanza de cristal de cuarzo

Por otro lado, la QCM es un dispositivo, basado en el efecto piezoeléctrico, desarrollado por Jacques
y Pierre Curie en el siglo XIX. El efecto piezoeléctrico consiste en la generacion de un dipolo eléctrico
cuando un material determinado es comprimido mecanicamente. Sin embargo, este fenédmeno



también puede ser invertido, ya que el material puede deformarse mecanicamente tras la aplicacion
de un voltaje (Figura 3). De este modo, cuando se aplica un voltaje alterno tiene lugar una oscilacién
mecanica sobre el cristal. La frecuencia de estas oscilaciones es medida en tiempo real por la QCM
(Pohanka, 2017). g

Deformacion b

mecanica

Figura 3. Efecto piezoeléctrico cuando a) el voltaje es generado debido a una deformacién mecanica b) la deformacién
mecanica es causada por la aplicacion de voltaje

Asi, la hibridacion de la sonda que esta inmovilizada en la superficie del chip con una secuencia
complementaria causa la variacion de la frecuencia de oscilacion del cristal, que cambia
proporcionalmente con la masa que se ha unido sobre el chip. La variacion de frecuencia medida por
la QCM se relaciona con la masa que interacciona con la superficie del chip gracias a la ecuaciéon de
Sauerbrey (ecuacion 1).

Af = G+ Am (1)

En ella, Af es el cambio de frecuencia (Hz), Cres el factor de sensibilidad del cristal de cuarzo
empleado, y Ay es el cambio de masa por unidad de area (Bragazzi et al, 2015).

Los materiales que tienen propiedades piezoeléctricas son aquellos que no tienen centro de simetria,
entre los que se pueden destacar el cristal de cuarzo, sal de Rochelle, cristales de topacio y turmalina
y titanato de bario entre otros (Pohanka et al, 2017). Los chips que se emplean en este caso estan
compuestos de cristal de cuarzo con electrodos de oro (Figura 4). El cuarzo es uno de los materiales
mas usados en los biosensores debido a su fiabilidad y buena disponibilidad. En el caso de los chips
utilizados en el presente estudio, la superficie esta cubierta de 6xido de silicio, en el cual se puede
llevar a cabo la quimica del tiol-eno. La figura anexo 1 presenta un corte transversal de un chip de
QCM empleado en este trabajo, obtenida por FIB (focused ion beam).
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Figura 4. Chip empleado en los experimentos de QCM.

En este trabajo se emplea una QCM que monitoriza la disipacidn, por lo que también se obtiene
informacidn acerca de las propiedades viscoeldsticas de las moléculas que se sitlan sobre el chip, y
gue podrian ayudar al estudio de los cambios conformacionales producidos tras la hibridacion.

Las medidas se realizan en tiempo real sin necesidad de marcar las sondas a diferencia de los
microarrays (Bragazzi et al, 2015). Permite detectar cambios en masa del orden de nanogramos, y
ademas los cristales son reutilizables (Campas y Katakis,2004). Gracias a la QCM se puede estudiar el



comportamiento de los MBs al inmovilizar NPs en uno de los extremos, asi como estudiar las
diferencias en la hibridacién entre MBs con y sin NPs. Asi se realiza el estudio y la optimizacién del
proceso de hibridacidn de MBs con NPS para su posible aplicacién en biosensado.

1.2.3 Factores a considerar en la puesta a punto de un ensayo
1.2.3.1 Eleccion de material de soporte

El material del soporte empleado en los ensayos es de gran importancia, ya que influird en el
resultado final del experimento. Esto es asi ya que la estructura fisica, la arquitectura de la superficie,
la hidrofilia, hidrofobicidad y el control de espacio entre sondas influyen en el rendimiento de los
microarrays, estando estas caracteristicas determinadas por las propiedades de la superficie del
soporte (Jin et al, 2006).

Diversos materiales como vidrio, plastico y membranas de nylon son algunos de los mas utilizados en
la fabricacidon de microarrays (Lopez et al, 2002). De entre todos ellos, el vidrio es el material mas
empleado por su bajo coste, resistencia quimica contra disolventes, estabilidad mecanica y baja
fluorescencia intrinseca (Jin et al, 2006).

En cuanto a los materiales empleados en los chips de QCM, en el mercado se pueden encontrar chips
de cuarzo cubiertos con aluminio, cobalto, oro o diéxido de silicio entre muchos otros
(BIOLINSCIENTIFIC, 2018). En funcidn de la aplicacidon deseada, se emplea uno u otro.

Los materiales escogidos en el presente trabajo son vidrio en el caso de microarrays y éxido de silicio
en los chips de QCM, ya que satisfacen las caracteristicas deseadas puesto que ambos pueden ser
funcionalizados con grupos vinilo, permitiendo de este modo el anclaje de los MBs tiolados. Por otro
lado, se facilita el traslado de las técnicas y resultados obtenidos al futuro sensor nanofotdnico con
guias de onda cuya superficie estd compuesta de dxido de silicio.

1.2.3.2 Eleccion de la sonda

Una vez se ha determinado el tipo de soporte que serd empleado en los ensayos, se debe decidir el
tipo de sonda. En primer lugar, la sonda escogida debe ser especifica, es decir, debe ser capaz de
distinguir secuencias con un alto grado de similitud. Por ello, se deben evitar sondas que sean
ambiguas (interaccionen con varias secuencias diferentes) (Liu et al, 2007).

Si se trata de microarrays de ADN, se pueden emplear oligonucledtidos o fragmentos de ADN
complementario (cDNA) como sondas. El uso de los oligonucledtidos es mas comun debido a que
suelen presentar mayor especificidad que los cDNA, evitando el problema descrito anteriormente.
Las sondas pueden ser disefiadas y sintetizadas por casas comerciales con una alta pureza e
incluyendo un amplio abanico de marcajes y/o modificaciones.

Por otra parte, cuando se trabaja con microarrays de proteinas se pueden inmovilizar sobre la
superficie antigenos, anticuerpos, proteinas, o aptameros entre otros (Templin et al, 2002).

Puesto que en el presente proyecto se pretende detectar miRNA, la sonda escogida para su
inmovilizacién en un chip fotdénico es un oligonucledtido, en concreto MBs. Los MBs son



oligonucledtidos de cadena simple con estructura de horquilla gracias a la complementariedad de las
bases en ambos extremos de la secuencia, que sufren un cambio conformacional al hibridar con una
secuencia complementaria al formar la doble hélice de ADN (Epstein et al, 2002). La manera mas
comun de explotaciéon de MBs es la incorporacién de un fluoréforo y un quencher en cada uno de los
extremos, por lo que cuando se encuentra en estructura de horquilla (cadena simple) no se observa
fluorescencia. Tras unirse con la secuencia complementaria, los extremos se separan y por tanto se
restaura la fluorescencia (Figura 5) (Tyagi y Kramer, 2012).
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Figura 5. Generacion de sefial del MB. En estructura de horquilla, debido a la proximidad del quencher y el fluoréforo no se
genera sefial. Tras la hibridacion con la sonda complementaria, el MB cambia de conformacidn, alejando el quencher vy el
fluoréforo, generando de este modo seial fluorescente.

Los MB empleados en este estudio presentan un grupo tiol en un extremo en lugar de quencher o
fluoréforo, ademads de grupos -NH; o biotina cerca del otro extremo. Los grupos -NH; son empleados
en el acoplamiento covalente de los MB con NPs, mientras que la biotina en ensayos de
reconocimiento con estreptavidina, para examinar las posibles mejoras que se pueden obtener en la
detecciéon de miRNA-155 cuando tiene lugar la separacion de la superficie de la molécula acoplada al
MB tras la hibridacién por la apertura de la horquilla. El grupo tiol es necesario para permitir la
inmovilizacién de la sonda sobre el soporte.

1.2.3.3 Método de inmovilizacion

Un aspecto importante en el disefio de los microarrays en cuanto a la inmovilizacién de la sonda es el
modo en el que se realiza. Para ello, las sondas se pueden depositar sobre la superficie o se pueden
sintetizar in situ.

A la hora de depositar las sondas previamente sintetizadas, se puede realizar una impresidon con
contacto (Figura 6a) o sin contacto (Figura 6b) gracias a un dispensador automatico. En cuanto a los
primeros, una aguja transfiere una pequefia cantidad de la solucién que contiene la muestra, siendo
liberada cuando el extremo de la aguja toca la superficie el chip mientras que en el caso de los
segundos se pueden utilizar inyectores piezoeléctricos o jeringas solenoides (Lépez et al, 2002).
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Microarray
Figura 6. Tipos de impresiones de muestras sobre chips para la fabricacion de un microarray: a) con contacto, b) sin
contacto (Schena et al, 1998).



Por ultimo, la sintesis in situ mediante fotolitografia consiste la formacion de oligonucledtidos gracias
a la adicién de nucledtidos sobre el propio chip.

En este trabajo, las sondas con sus respectivas modificaciones son comerciales y se depositan
mediante una impresion sin contacto.

Por otra parte, se debe tener en cuenta el método de inmovilizacién escogido, ya que determinara el
éxito del experimento. Uno de los factores que se deben considerar a la hora de anclar sondas a la
superficie es que la inmovilizacion debe ser estable a lo largo del ensayo, se deben alcanzar
densidades de inmovilizacidn altas sin alcanzar la saturacion de manera que se bloquee la hibridacién
por impedimentos estéricos, y ademas las sondas deben ser funcionales después del anclaje, estando
ancladas con la orientacidon y configuraciéon apropiadas para el biorreconocimiento (Campas vy
Katakis, 2004)(Escorihuela et al, 2014).

El objetivo principal es obtener el mdximo numero de sondas, espaciadas en la superficie a una
distancia tal que permita una gran eficiencia de hibridacion. Si la distancia entre las sondas no es lo
suficientemente grande, estas no podran participar en la hibridacidn ya que no son accesibles (Figura
7) (Dufva, 2005).

1
ADN inmovilizado covalentemente Hibridacion con secuencia
complementaria

Figura 7. Representacién de la inaccesibilidad a las sondas ancladas sobre la superficie para hibridar con la secuencia
complementaria debido a la proximidad entre las sondas (Dufva, 2005).

Las diferentes formas de inmovilizacidn se basan en tres mecanismos principales: adsorcién fisica,
unién covalente e inmovilizacion mediada por bioafinidad. La adsorcién fisica se produce a través de
una interaccidn entre cargas o fuerzas de Van der Waals, la unién covalente mediante unién quimica,
y la inmovilizacion mediante bioafinidad se basa en la interaccién especifica entre dos moléculas,
como biotina y estreptavidina, representados en la figura 8.
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Figura 8. Técnicas de inmovilizacién de sondas sobre superficie mediante a) adsorcidn fisica, b) enlaces covalentes, c)
bioafinidad empleando biotina y estreptavidina (Dufva, 2005).



La adsorcion fisica no requiere modificacion del ADN y se basa en interacciones idnicas entre los
grupos cargados negativamente del ADN vy la carga positiva encontrada en la superficie. Es una
técnica muy sencilla cuya principal desventaja que presenta este mecanismo es que la orientacién de
las sondas es heterogénea y que el anclaje del ADN a la superficie es débil. Debido a esta ultima
desventaja, las sondas podrian ser eliminadas al emplear algunos tampones o detergentes (Nimse et
al, 2014). Ademas, el acceso a las sondas puede ser bajo debido a su orientacidn aleatoria, dando
lugar a bajos rendimientos en la hibridacién (Campas y Katakis, 2004).

Por otra parte, la inmovilizacion mediante anclaje covalente requiere la modificaciéon quimica de la
superficie para obtener grupos funcionales y de este modo conseguir una inmovilizacion homogénea
sobre la superficie. También es necesario introducir grupos funcionales en el ADN que sera
inmovilizado. Debido a ello, la orientacidn de las sondas inmovilizadas no es al azar y es muy estable.
En este tipo de inmovilizacidn, la accesibilidad de las sondas es alta, lo que permite mayores
rendimientos en la hibridacién.

Por ultimo, la interaccidn entre biotina y estreptavidina es ampliamente usada debido a la gran
afinidad existente entre ambas, pudiendo emplearse para inmovilizar ADN a una superficie. Para ello,
el ADN es biotinilado mientras que la estreptavidina se encuentra previamente inmovilizada en la
superficie del chip. Es por ello que la orientaciéon de las sondas ancladas a la superficie esta
controlada. (Campds y Katakis, 2004).

El método de inmovilizacién seleccionado en los experimentos llevados a cabo en chips de vidrio y de
QCM es la inmovilizacién covalente, ya que permite conseguir una distribucion homogénea vy
ordenada de las moléculas sobre la superficie, ademas de tener en cuenta la experiencia previa del
grupo en el que se desarrolld el trabajo, donde se tiene amplia experiencia en el disefio e
implementacién de formas anclaje covalente aplicadas a formato microarray.

El ADN puede ser modificado con diferentes grupos funcionales o moléculas, requiriendo de este
modo la superficie una modificacion determinada. Algunas de las modificaciones del ADN y sus
respectivas modificaciones de la superficie necesarias para una correcta inmovilizacién se recogen en
la tabla anexo 2 del anexo.

1.2.3.3.1 Inmovilizacidn covalente fotoinducida: acoplamiento tiol-eno

Para llevar a cabo la inmovilizacidon covalente de los MBs se ha optado por utilizar la reaccién TEC,
una reaccion fotoinducida (figura 9) que consiste en la adicidn de tioles a grupos vinilo para formar
enlaces tioéter inducido por luz. La fotoinmovilizacién permite anclar covalentemente moléculas
orgdanicas sobre un chip al generar radicales de tiol que son muy reactivos frente a grupos alqueno
(Ito, 2006).

El acoplamiento tiol-eno puede categorizarse dentro del grupo de reacciones conocido como click
chemistry, las cuales estan caracterizadas por ofrecer altos rendimientos, ser regioselectivas, no estar
afectadas por oxigeno o agua y ademas las condiciones de la reaccién son biocompatibles (Hoyle y
Bowman, 2010).
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Figura 9. Acoplamiento tiol-eno. Se forma un radical del grupo tiol tras ser irradiado con luz UV, el cual reacciona con el
grupo alqueno, generando un enlace tioéter (Weinrich et al, 2009).

Para llevarlo a cabo la superficie debe estar previamente funcionalizada con grupos vinilo mientras
qgue los MBs presentan un grupo tiol terminal. Tras la deposicién del MB sobre la superficie tiene
lugar la inmovilizacidn covalente por la irradiacién con luz ultravioleta (UV). El anclaje se produce en
una un soélo paso, obteniendo un buen rendimiento, reproducibilidad, altas densidades de
inmovilizacién de oligonucleétidos sobre la superficie, y ademas no requiere el empleo de
crosslinkers a diferencia de otras técnicas anteriores. Por otra parte, se minimizan las adsorciones
inespecificas por lo que también minimiza el uso de agentes de bloqueo en la superficie. El grupo de
investigacion en el que se desarrolla este TFG ha sido pionero en la utilizacion de este tipo de
estrategias para obtener microarrays de altas prestaciones.

De este modo, las sondas estaran ancladas en la orientacidén correcta y con suficiente espacio entre
ellas, de modo que pueden hibridar con sus secuencias complementarias, evitando el problema de
inaccesibilidad explicado anteriormente.

1.2.3.4 Deteccion

Tras la eleccidon de la superficie, la sonda que se va a emplear y el método de inmovilizacion se debe
determinar el marcaje que serd utilizado. La deteccidon de la hibridacién de un modo sensible y
discriminatorio es esencial en cualquier ensayo, existiendo estrategias con y sin marcaje. Las
estrategias en las que no es necesario marcar la muestra simplifican el analisis y preparacién de la
muestra. Sin embargo, el coste de la instrumentacién al igual que los requerimientos operacionales
son mayores. Ambas técnicas presentan ventajas e inconvenientes, por lo que, en funcién de las
necesidades, se emplean unas u otras.

En este trabajo, se emplean sondas marcadas fluorescentemente al trabajar con microarrays
permitiendo hacer multiplexado y analizar de manera rdpida y sencilla gran cantidad de muestras. Al
emplear la QCM no se usa marcaje, dando informaciéon en tiempo real acerca de los cambios
conformacionales.

1.2.3.4.1 Con marcaje

En cuanto al microarray, la deteccién de la hibridacion se realiza mediante la utilizacidn de marcaje
del analito de interés. Las técnicas mas usadas son las dpticas, en las que se destacan el empleo
enzimas y fluoréforos.

En cuanto al uso de enzimas, estas son ancladas a las moléculas de interés que interaccionardn con la
sonda inmovilizada en la superficie. Esta técnica requiere el uso de cromdgenos, moléculas que



sirven como sustrato del enzima, siendo el producto final de la reaccién coloreado. Las enzimas mas
empleadas son la peroxidasa de rabano picante y la fosfatasa alcalina (Espina et al, 2004).

Por otra parte, se encuentran los fluoréforos. Las sondas fluorescentes son estables, faciles de
manipular y ofrecen buena sensibilidad y resolucidn. Lo mas habitual en los sistemas de microarrays
es utilizar las sondas complementarias marcadas con fluoréforos, siendo las cianinas Cy3 y Cy5 los
mas empleados. Tras la hibridacidn, la fluorescencia se mide con un escdner confocal o una cdmara
CCD (dispositivo de carga acoplada) (Epstein et al, 2002).

La fluorescencia es el método de deteccion escogido en el presente trabajo cuando se emplean
microarrays, encontrando ademas la ventaja de la baja fluorescencia intrinseca encontrada en el
vidrio que se utiliza como soporte generando altas relaciones sefial/ruido. Los microarrays con
sondas marcadas fluorescentemente son empleados como estrategia de optimizacién en el presente
trabajo. Sin embargo, podria desarrollarse como dispositivo POC en el caso de emplear un marcaje
colorimétrico.

1.2.3.4.2 Sin marcaje

Las técnicas de deteccidon que no requieren marcaje presentan grandes ventajas ya que disminuyen
el tiempo de andlisis, suprimen algunos efectos indeseados como la inestabilidad del marcaje o la
modificaciéon de la actividad de la molécula marcada y ademas presentan menores limites de
deteccion que los obtenidos cuando se emplea marcaje. Sin embargo, como se ha dicho
anteriormente, presentan mayores costes y requerimientos operacionales.

Entre las técnicas que trabajan sin necesidad de marcaje mas habituales se encuentran la
espectrometria de masas, resonancia de plasmén superficial (SPR) y QCM, siendo esta ultima la
empleada en el presente trabajo. En cuanto a la espectrometria de masas, esta permite la deteccién
de moléculas gracias a su patrén de masas tras una digestion. SPR consiste en incidir luz sobre la
superficie con un angulo determinado y la posterior captura de la luz reflejada (Syahir et al, 2015).

Se destaca el uso de la QCM en la deteccion sin marcaje. La QCM, ya explicada anteriormente,
estudia las interacciones que tienen lugar en la superficie del chip mediante la monitorizacién de los
cambios en la frecuencia de oscilacién, basado en el efecto piezoeléctrico del cristal de cuarzo (Syahir
et al, 2015). Para aumentar la sensibilidad de esta técnica, se puede recurrir al acoplamiento de NPs
para aumentar de este modo al aumentar la sefial detectada (Ertekin et al, 2016), (Liu et al, 2007). El
sistema NP-MB desarrollado en este trabajo puede ser empleado en fotocatalisis, equipos
optoelectrénicos, sensores quimicos y materiales dieléctricos entre otros (Hoang et al, 2007).
También se pueden acoplar las NPs con oligonucleétidos con el objetivo de funcionar como
nanodispositivos que podrian entrar en células y ejercer su funcién in vivo e in situ ya que son
inocuas (Paunesku et al, 2003).

En el trabajo presentado, las NPs se acoplan a los MBs. Cuando estos hibridan con la sonda
complementaria, sufren un cambio conformacional y alejan las NPs de la superficie, aumentando la
sefial obtenida en el detector. Es por ello que en este trabajo se pretende profundizar en el
conocimiento de los procesos que ocurren durante la hibridacién del MB con su sonda
complementaria cuando forma un complejo con una NP en experimentos realizados en QCM que
permite detectar la hibridacién en tiempo real y sin necesidad de marcar la muestra.
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Las NPs empleadas en el presente trabajo son de TiO,. Las NPs de TiO; pueden encontrarse en
diferentes formas polimdrficas, como amorfas, anatasa o rutilo en funcién de las condiciones de
fabricaciéon y tratamientos posteriores (Hoang et al, 2007), siendo la estructura rutilo la forma
estructural mas estable termodinamicamente (Figura 10) (Bak et al, 2011).
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Una de las principales caracteristicas de dichas NPs son las imperfecciones que presentan en su

Figura 10. Estructura rutilo de TiO,.

superficie. Cuando las nanoparticulas presentan tamafios menores a 50 nm, una gran parte de
atomos Ti que constituyen la NP estan localizados en la superficie, ajustando su coordinacidon de
octaedro a piramide de base cuadrada, lo que origina una compresiéon en el enlace Ti-O para
acomodarse a la curvatura de la NP. Estas imperfecciones poseen una mayor reactividad y pueden
unirse a algunas moléculas como derivados de benzeno, ligandos enediol donadores de electrones y
acidos mercapto-carboxilicos.

En funcidn del tamafio de las NPs, estas tendrdn un nimero determinado de Ti?* en su superficie, por
los que se unen las moléculas a las NPs. El tamafio de las NPs empleadas es 2 + 1 nm, por lo que el
numero de imperfecciones que contienen es pequefio. Debido a ello, cada NP contendra unicamente
una molécula o ninguna tras llevar a cabo la funcionalizacién. Este hecho es de gran importancia para
poder conseguir un acoplamiento 1:1 con el MB y que asi contengan una Unica NP. En funcidn del
numero de imperfecciones que posean las NPs en su superficie, el nimero de MBs que tendrdn
acoplados serd uno u otro. Serdn estos complejos NP-MB los que seran inmovilizados en los chips de
la QCM para estudiar la posible mejora de la sefal obtenida tras la hibridacién con la sonda
complementaria (Jankovic et al, 2009).
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2. OBJETIVOS

El desarrollo de dispositivos que permitan un diagndstico rapido y sensible de una determinada
enfermedad en el punto de necesidad es una de las demandas actuales en el ambito del diagndstico
in vitro. En este contexto, el proyecto SAPHELY pretende poner a punto un dispositivo de tipo POC
basado en fotdnica integrada para la deteccidn con alta sensibilidad de miRNAs asociados a distintos
tipos de cancer. Los bioreceptores especificos a utilizar son de tipo MB, que cambian su
conformacion tras la hibridacion, y que han de ser inmovilizados de manera eficiente en la superficie.
En torno a este trabajo de inmovilizacién de los MB y en sus cambios conformacionales tras la
hibridacidn se articula este TFG.

Asi, el principal objetivo de este TFG consiste en optimizar la inmovilizacion covalente de los MBs y
estudiar su capacidad para hibridar, una vez inmovilizados, haciendo uso de la tecnologia de
microarray de fluorescencia y de la microbalanza de cristal de cuarzo. Los resultados de este trabajo
tienen como fin ultimo su transferencia a los sensores fotdnicos del proyecto SAPHELY.

Este objetivo se desglosa en los siguientes objetivos particulares:
-Funcionalizacidon y caracterizacién de superficies de vidrio y chips de QCM con grupos alqueno.

-Puesta a punto de ensayos en microarrays, determinando las condiciones dptimas de hibridacién:
tiempo y longitud de onda de irradiacién, concentracién adecuada de tampdn de hibridacién, MB y
sonda.

-Funcionalizacién de NPs para su posterior acoplamiento con MB.

-Analizar las sefiales obtenidas tras hibridacién del MB y su sonda complementaria, examinando su
posible aplicabilidad a dispositivos que permitan la deteccién del cancer.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

Trietoxivinilsilano para la funcionalizacién de las superficies fue obtenido de Sigma-Aldrich, (Espania,
www.sigmaaldrich.com). y fue usado sin purificaciones extra.

Los tampones empleados fueron SSC (NaCl 750 mM, citrato de sodio 75 mM, pH7), PBS (10mM
fosfato de sodio, 137mM NaCl, 2.7mM KCl, pH 7.4; se ainadidé un 0.5% Tween 20 para obtener PBST).
Agua ultrapura milli-Q se utilizé para la preparacién de disoluciones madre de sondas.

Las nanoparticulas de oOxido de titanio fueron obtenidas de PlasmaChem, (Alemania,
www.plasmachem.com) y se usaron a partir del sélido seco.

Los oligonucleétidos marcados y funcionalizados fueron adquiridos de Eurofins Genomic (Europa,
www.eurofinsgenomics.eu). Fueron usados sin ninguna modificacion. Las secuencias vy

funcionalizaciones correspondientes se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados con sus respectivas modificaciones y secuencias

Nombre Extremo 5’ Extremo 3’ Otros Secuencia (5™-37)

MB1 SH Cy5 Biotina = ATCGACACCCCTATCACGATTAGCATTAAGZTCGAT
MB2 SH Biotina = ATCGACACCCCTATCACGATTAGCATTAAGZTCGAT
MB3 SH Fluoresceina | NH, ATCGACACCCCTATCACGATTAGCATTAAGZTCGAT
MB4 SH Biotina  ATGCACTCGAACACTGTACTGGAAGATGGZTGCAT
MBS SH ATTCACTCAACATCAGTCTGGTAAGCTAGTGAAT
Diana 1 Cy5 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU

Diana 2 Cy5 CAUCUUCCAGUACAGUGUUGGA

*Z indica que el nucledtido anterior tiene la modificacion especificada en “Otros”

3.2 Instrumentacion y software

En la impresion de los microarrays se utilizé el equipo AD1500 de Biodot Inc. (Irvine, CA, EE. UU),
cuyo sistema de impresidn es de no contacto con punta cerdmica.

La fotoinmovilizaciéon se llevd a cabo con una lampara ultravioleta con emisién de ldmpara de
mercurio a 254 o0 371 nm, (6 mW cm, Jelight Irvine, CA, USA) colocando el chip a una distancia fija
de la misma ~0.5 cm).

Para la deteccion de la fluorescencia se empled un sistema casero basado en una camara CCD de alta
sensibilidad Retiga EXi de Qimaging Inc, (Burnaby, Canadd, EE. UU) situada ortogonalmente para la
lectura de la fluorescencia (Mira et al., 2004), con LEDs Toshiba TLOH157P como fuente de excitacion
(A=633 nm) (Llorente et al., 2004). Las medidas se realizaron por acumulacion de luz emitida por las
muestras durante 5 segundos utilizando una ganancia del dispositivo CCD igual a 5.

Para el analisis y posterior cuantificacién de las imagenes de los microarrays obtenidos se utilizé el
paquete informatico GenePix Pro 4.0 suministrado por Molecular Devices, Inc. (Sunnyvale, CA,
EEUU).
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Las medidas en la QCM se realizaron con el sensor Q-sense (5 MHz, QSX 301, Biolin Scientific)
utilizando el paquete informatico propio del equipo. La variacidon de la frecuencia y disipacion fue
monitorizada empleando un dispositivo Q-sense E1, equipado con una configuracién de celda de
flujo. Los experimentos se llevaron a cabo en tampdn citrato salino (SSC) 2X, pH 7, con una velocidad
de flujo de 30 uL/min a 25 °C.

Las mediciones del dngulo de contacto se realizaron con un microscopio digital Dino-lite (modelo
AM-4137T de Dino-Lite Europa, www.dino-lite.com) y procesadas con el software Dinocapture 1.5.0.

Espectros de infrarrojo fueron medidos con un espectrémetro Bruker Tensor 27 FT-IR.

Las medidas de absorbancia fueron tomadas en un espectrometro (Nanodrop 2000/2000c, Thermo
Fischer Scientific).

3.3 Métodos
3.3.1 Funcionalizacidn de la superficie y preparacién de reactivos
3.3.1.1 Funcionalizacidn de chips de vidrio y QCM

Para el acoplamiento de MBs tiolados a la superficie mediante quimica del tiol-eno han de
introducirse previamente grupos vinilo sobre la superficie. Los chips son tratados con luz ultravioleta
a 254 nm durante 10 minutos para activar la superficie. A continuacion, se funcionalizan por
inmersion en una solucidon que contiene tolueno y un 2% en volumen de trietoxivinilsilano (Figura
11a), el cual genera los grupos vinilo a las superficies funcionalizadas (Figura 11b). Se incuban
durante 2 horas en agitacidn suave, siendo lavados posteriormente con acetona y secados con aire a
presién. Se curan en una estufa a 90 °C durante 30 minutos.
a b
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Figura 11. a) Estructura quimica de trietoxivinilsilano, b) superficie funcionalizada con trietoxivinilsilano

Para comprobar la correcta funcionalizacidn de los chips, se procede a medir el dangulo de contacto
de estos, siendo dicho dngulo el formado entre el chip y una gota de agua miliQ de 4 pL. Este angulo
debe ser mayor que el obtenido en chips sin funcionalizar, ya que la superficie se vuelve mas
hidréfoba al tener los grupos vinilo, apolares (Purcar et al, 2013).

3.3.1.2 Funcionalizacién de nanoparticulas

El objetivo de la funcionalizacidn de NPs es la introduccion de grupos acidos, en este caso mediante
reacciéon con acido 3,4-dihidroxibenzoico (DHBA), para su posterior acoplamiento con los grupos
amino presentes en el MB correspondiente. Para ello, se pesan 4,8 mg de DHBA vy se disuelven en
810 pL de agua destilada para conseguir una concentracién de 4 mg/mL. El DHBA se disuelve
empleando ultrasonido y calor. A continuacién, se pesan 6,48 mg de NPs de TiO; con estructura rutilo
y se disuelven en 810 uL de agua destilada en un microtubo de 2 mL previamente tarado. Este
segundo microtubo se coloca en un agitador magnético y se afade un imdan durante 2 minutos para
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asegurar una suspension homogénea de nanoparticulas. Pasado este tiempo, se afiade la solucién
que contiene DHBA y se deja reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

A continuacién, se alcaliniza usando NaOH 0,1 M, de modo que se desprotona el grupo 4cido del
DHBA, formando la sal correspondiente, soluble en agua. Se comprueba el cambio de pH empleando
papel indicador y situando sobre el mismo gotas de 0.5 L de la solucion, hasta que se observe un
color azul intenso, indicador de un pH 12. Se deja equilibrar el sistema durante 1 hora y se vuelve a
medir el pH para comprobar que no ha cambiado. Se centrifuga a 10000 rpm durante 2 minutos,
pasando el sobrenadante a otro microtubo de 2 mL. El sobrenadante contiene las NPs que han
reaccionado con DHBA y el precipitado las NPs sin funcionalizar. Esto es debido a que las NPs que no
han sido funcionalizadas son insolubles en agua, mientras que aquellas que han si han sido
funcionalizadas con DHBA (con grupos -COONa) son solubles. El tubo que contiene las NPs sin
funcionalizar se deja secar y se pesa, siendo este dato empleado en el posterior célculo del
rendimiento de la reaccidn.

Posteriormente se disminuye el pH empleando HCl 0,1 M hasta conseguir pH 2. De este modo, al
protonar los grupos 4acido, las NPs funcionalizadas seran insolubles (-COONa - -COOH). Se deja en
agitacion durante 1 hora y se mide de nuevo el pH para comprobar que no ha cambiado. Para la
purificacién, se centrifuga a 10000 rpm durante 2 minutos, y se elimina el sobrenadante conteniendo
las impurezas. El precipitado, que contiene NPs funcionalizadas se resuspende con agua miliQ y se
repiten mas ciclos de centrifugacién, eliminacién de sobrenadante y resuspensidon para obtener NPs
funcionalizadas con la mayor pureza posible. A este precipitado se le afiade la cantidad de agua miliQ
necesaria para alcanzar la concentracién deseada formando una suspensién homogénea.

El rendimiento de la reaccion es calculado por diferencia de peso entre las NPs iniciales (6,48 mg), y
las que se recuperan sin funcionalizar, suponiendo que la pérdida de NPs en la purificacion es
minimo.

Finalmente, se caracterizan las NPs mediante espectroscopia infrarroja. En el caso de las no
funcionalizadas, se emplea una gota de la solucién que las contiene y se deja secar antes de proceder
a obtener su espectro de infrarrojo. Puesto que las funcionalizadas ya estan secas, se emplea una
pequefia cantidad de la masa obtenida.

3.3.1.3 Acoplamiento covalente entre nanoparticulas y molecular beacons

El MB que se unirad covalentemente a las NPs empleando el acoplamiento mediante la formacién del
éster activo usando EDC/NHS (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida/N-hidroxisuccinimida)
contiene un grupo amino cerca del extremo 3’, que esta involucrado en la formacién del éster,
ademas de fluoresceina en el extremo 3’ gracias a la cual se puede monitorizar la conjugacién del MB
y NPs y un grupo tiol en el extremo 5’, que es empleado en la inmovilizacidn covalente del MB sobre
la superficie.

Para unir covalentemente el MB y las NPs previamente funcionalizadas se emplea EDC/NHS (Figura
12). Para llevar a cabo el acoplamiento se mezclan las NPs funcionalizadas y previamente purificadas
a 2 mg/mL diluidas en agua miliQ, la sonda de interés a 5 uM en agua miliQ, 50 mg de EDC, 40 mg de
NHS y se disuelven en tampdén MES 0.1 M (acido 2-(N-morfolino)etanesulfénico) hasta obtener un
volumen total de 200 uL. Se mide la absorbancia y se deja en agitacidon durante toda la noche.
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Pasado este tiempo, se mide de nuevo la absorbancia. Se llevan a cabo varios ciclos de
centrifugacidn, eliminacién del sobrenadante y resuspension en tampdn MES 0.1 M para purificar las
NPs acopladas covalentemente a MBs (MB-NP). Las centrifugaciones se realizan a 13000 rpm durante
2 minutos, pasando el sobrenadante conteniendo el MB no unido a NPs a otro tubo y afiadiendo
tampdn MES para resuspender el precipitado y centrifugar de nuevo. A continuacidn, se mide la
absorbancia y fluorescencia de la serie de sobrenadantes obtenidos, asi como de la disolucién de NPs
con el complejo MB-NP.

MHS

A EDC
( NP }—DHBA 4 g WP | NP |—DHBA—MB

MES 0,1 M
Figura 12. Esquematizacién de los pasos seguidos en el acoplamiento de NP-MB. Las NPs funcionalizadas con DHBA vy
purificadas son diluidas en el tampdn MES 0,1 M con NHS, EDC y el MB3, resultado en la formacion del complejo NP-MB.

3.3.2 Inmovilizacién covalente de sondas
3.3.2.1 Inmovilizacién covalente sobre chips de vidrio

Los oligonucledtidos de interés que se pretenden inmovilizar mediante la reacciéon de acoplamiento
tiol-eno, sobre los chips de vidrio, poseen un grupo tiol en su extremo 5’ o 3’. Son diluidos en agua
miliQ a la concentracién deseada (desde 0,313 uM hasta 100 uM segun el experimento) e impresos
sobre chips funcionalizados, usando un dispensador automatico que imprime 30 nL de cada muestra,
creando micromatrices de 4 réplicas (4 columnas) de cada muestra impresa por el nimero de
muestras que se imprimen (filas). Todos los experimentos sobre chips de vidrio se realizaron por
duplicado. Los chips son expuestos a luz UV (254 nm, 6 mW/cm2) durante 30 minutos, lavados con
tampon fosfato salino (PBS-T) y agua destilada, y secados con aire a presion.

Para los ensayos de inmovilizacién se utilizaron sondas marcadas con un fluoréforo (Cy5) en el
extremo 5’. Dichas sondas se usaron para demostrar, y cuantificar, la inmovilizacién de los
oligos/MBs. Para ello, se procede a la medida de la fluorescencia usando un lector de fluorescencia
de superficies (LFS) de fabricacion casera basado en una cdmara CCD y un sistema LED de iluminacién
desarrollada por Mira et al en el afio 2004 (Mira et al, 2004). Posteriormente, se analizaron las
imagenes y se trataron los datos con el programa GenePix.

3.3.2.2 Inmovilizacién covalente sobre chips de QCM

Al igual que en el caso de los chips de vidrio, los MBs, con un grupo tiol en su extremo 3’ son
inmovilizados gracias a la reaccidn de acoplamiento tiol-eno. Se dispensan 5 uL de la sonda de interés
a la concentracién deseada (10 uM) en agua miliQ sobre un chip de QCM con una capa de SiO,. A
continuacién, se cubre con un cubreobjetos de cuarzo y se irradian con luz UV (371 nm) durante 30
minutos, después son lavados con PBS-T y agua y secados con aire a presion.

Tras las inmovilizaciones se mide el angulo de contacto para comprobar que es inferior al obtenido
tras funcionalizar la superficie, ya que esta se vuelve mds hidrdfila al inmovilizar la sonda. Esto es asi
ya que se reduce el nUmero de grupos vinilo expuestos en la superficie del chip (apolares) y se han
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inmovilizado cadenas de ADN (polares). Sin embargo, la superficie no se vuelve totalmente hidroéfila
ya que quedan grupos vinilo sin modificar.

3.3.3 Ensayos de reconocimiento
3.3.3.1 Ensayos de reconocimiento con estreptavidina

Para los chips que tienen inmovilizada sonda con una funcionalizaciéon de tipo biotina préxima al
extremo 3’ de la secuencia, se extienden sobre los microarrays en chips de vidrio 10 uL de una
solucion que contiene estreptavidina, con o sin marcar con Cy5 (segin el ensayo) a una
concentracidon de 10 pg/mL en SSC 1X que contiene Tween 20 al 0.5%. Los chips se cubren con un
cubreobjetos y se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después se lavan con SSC
0.1X. Se registra la fluorescencia con el LFS y las imagenes se analizan empleando el software
GenePix.

3.3.3.2 Hibridacién con sonda complementaria en chips de vidrio

Se depositan, sobre chips que tienen los MB de interés inmovilizados en formato microarray 10 uL de
la sonda complementaria 0.5 puM en tampdn SSC. La disolucidon se extiende con ayuda de un
cubreobjetos y se incuba durante 1 hora a 37 °C. A continuacién, se lava con SSC 0.1X. Si alguna de
las sondas es fluorescente, se procede a la medida de la fluorescencia, usando el LFS y analizando las
imagenes con el programa GenePix.

3.3.3.3 Hibridacion de sonda complementaria en chips de QCM

Para detectar la hibridacién de la sonda complementaria se emplea la QCM. Para ello, se prepara una
solucidn de 600 pL de la sonda complementaria a una concentracion de 0.5 uM en SSC2X. En primer
lugar, se fluye el mismo tampdn SSC usado para la preparacién de la solucién de la sonda
complementaria. A continuacidn, se fluyen los 600 puL sonda de interés en dicho tampodn, y
posteriormente SSC otra vez hasta su estabilizaciéon. Durante todo el ensayo se utiliza un flujo
constante de 30 pL/minuto.

3.3.3.4 Hibridacion de sonda complementaria en disolucion con MB-NP

Para llevar a cabo una hibridacion entre un MB-NP previamente obtenido mediante acoplamiento
covalente EDC/NHS y su sonda complementaria se mezclan ambas soluciones en un microtubo y se
incuba en un termobloque a 37 °C durante 1 hora asegurando asi una temperatura homogénea en el
mismo. Pasado ese tiempo se realizan una serie de centrifugaciones para eliminar la sonda
complementaria que no ha hibridado y que no precipita. El precipitado final que contiene la sonda
hibridada a su MB complementario que tiene acopladas NPs se resuspende en tampdn MES 0.1 M.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Funcionalizacidn de superficies y caracterizacidon

El primer paso en la puesta a punto del ensayo fue la modificacién de las superficies tanto del
formato microarray como de los chips de QCM. Para ello, en primer lugar, se activaron las superficies
mediante irradiacion con luz UV (254 nm). Esta activacién aumenta los grupos -OH de las superficies,
lo que mejora el rendimiento de la silanizacidn. Posteriormente, se lleva a cabo el curado durante 1
hora en una estufa a 90 °C para favorecer la condensacion de los organosilanos sobre la superficie.

Las superficies empleadas en este estudio son hidrofilicas inicialmente (vidrio y chip de QCM),
presentando un angulo de contacto de agua de 19,92 + 0,03° y 27,75° respectivamente. Tras la
irradiacién con luz UV, el angulo de contacto de los chips de vidrio disminuye hasta 8,75 + 0,04°,
mostrando asi el aumento de grupos -OH que ha tenido lugar. Tras la funcionalizacién con un 2% de
trietoxivinilsilano en tolueno, se forma una monocapa de organosilano sobre los chips en la cual hay
grupos vinilo (Figura 13). La reaccion conlleva reacciones de hidrdlisis y condensacion. Debido a la
apolaridad que presentan estos grupos, los dngulos de contacto aumentan hasta 80,27 + 0,46° en el
caso de los chips de vidrio y 80,29 + 0,23° en el caso de los chips de QCM, ya que aumentan su
hidrofobicidad debido a la presencia de grupos vinilo en su superficie tal y como se ha explicado
anteriormente.

Hidrdlisis CHz=CH—SI(OCH3s)3 Enlaces de CH> CHa CH:
hidrogeno #H #H (‘#_{
H20 OH’%\’O’%I -0 7EI=| —OH
> o 0 0
H HH H  H H
CH3OH o/ NN
Cendensacion CH2=CH-Si(OH); Formacién de \
enlaces
= H>0 H20
G G o
f G GH GH  CH
GH GH ¢H OH-S$i-0-$i —0 —Si —OH
OH*S‘I*O’E‘;I —0 —S‘| —OH o 0 o
> 9 9
H H H

Figura 13. Reacciones de hidrdlisis y condensacién llevadas a cabo durante la funcionalizacion de superficies con
organosilano.

Por otra parte, tras inmovilizar el MB sobre la superficie del chip de QCM previamente
funcionalizado, la hidrofobicidad de la superficie debe disminuir por la presencia de ADN. El angulo
de contacto obtenido es 78,86 + 0,21 ° para el MB, siendo 75,08 + 0,28 ° en el caso de inmovilizar el
complejo NP-MB. Estas variaciones en el angulo de contacto indican que las sucesivas modificaciones
se han ido produciendo con éxito.

4.2 Optimizacion de la inmovilizacion de MB para formato microarray y QCM

Una vez funcionalizada la superficie, el paso siguiente es la inmovilizacion de la sonda tiolada
mediante la reaccién de acoplamiento tiol-eno. Para ello, con el fin de obtener las mejores
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prestaciones en la inmovilizacion se realizé un estudio de optimizacién de parametros que influyen
en el rendimiento del anclaje de las sondas.

4.2.1 Tiempo de irradiacion

Es necesario conocer el tiempo adecuado al que irradiar los chips. Este serd aquel que permita
obtener la mayor inmovilizacién posible del MB de interés y por tanto observar una mayor
fluorescencia del MB tras lavar. Para ello, se imprime sobre chips de vidrio que han sido previamente
funcionalizados con grupos vinilo el MB tiolado y marcado con Cy5 (MB1) a una concentracién de 5
1M, siendo posteriormente irradiados con una ldmpara de 254 nm de potencia 6 mW/cm? durante
diferentes tiempos. Los resultados de fluorescencia tras lavar los chips se observan en la figura 14.
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Figura 14. Relacién entre tiempo de irradiacion e intensidad de fluorescencia del MB impreso en chips de vidrio tras lavar.

En la figura puede observarse que el tiempo éptimo de irradiacidn es 30 minutos, ya que los demas
presentan rendimientos de inmovilizacién menores. Ademas, también se observa que, si no se
irradia, el MB practicamente es eliminado de la superficie del chip tras lavar, mostrando asi la
necesidad de la fotoactivacion y por tanto apuntando hacia la unién covalente de la sonda mediante
la reaccidon de acoplamiento tiol-eno. Si no se llevara a cabo este acoplamiento, la intensidad
observada en los chips seria debida a adsorciones inespecificas.

Tiempos de irradiacion superiores a los 30 minutos disminuyen la fluorescencia observada,
probablemente debido a un efecto de photobleaching o desactivacidn del fluoréforo por exposicion a
la radiacién (The Molecular Probes® Handbook: A Guide to Fluorescent Probes and Labeling
Technologies). Es por esto que calcular el tiempo dptimo de irradiacién es tan importante.

También se comprueba cual es el tiempo dptimo de irradiacion cuando se trata de MB que ha sido
extendido sobre la superficie del chip en lugar de impreso. Es necesario conocer el tiempo adecuado
en este caso ya que es el procedimiento que se llevard a cabo para biofuncionalizar los chips de QCM.

Con este objetivo, se extiende sobre chips de vidrio una solucidén que contiene MB tiolado (MB2)
diluido en agua miliQ a una concentracién de 10 uM, empleando asi el mismo MB y concentracion
que sera usado en los experimentos llevados a cabo en chips de QCM. Se emplea esta concentracién
para asegurar la inmovilizacion homogénea del MB sobre toda la superficie del chip. Esta solucion es
cubierta con cuarzo e irradiada a diferentes tiempos con una ldmpara de 371 nm y potencia de 6
mW/cm?. Tras ello, los chips son lavados e hibridados con la sonda complementaria fluorescente,
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diluida en SSC 1X a una concentracion de 0,5 uM. Finalmente, se analiza la fluorescencia obtenida de
la sonda complementaria, comparando sus intensidades en funcién del tiempo de irradiacion. Los
datos de fluorescencia se encuentran recogidos en la tabla 2.

Tabla 2. Relacién entre tiempo de irradiacidn e intensidad de fluorescencia de sonda complementaria hibridada con MB
inmovilizado en la superficie total de chips de vidrio

Tiempo de
. -p ., Intensidad de
irradiacion .
) fluorescencia (u.a)
{min)

15 9279 + 154

30 11010 + 416

45 10677 £ 830

Como puede observarse, la mayor intensidad de fluorescencia, que estad directamente relacionada
con el mayor rendimiento de hibridacién del MB inmovilizado, se encuentra en el caso en el que se
irradian los chips durante 30 minutos, mismo tiempo en el caso de microarray, habiendo una
reduccion de fluorescencia si se irradia durante mas o menos tiempo, atribuible a las razones
anteriormente indicadas.

4.2.2 Longitud de onda de irradiacion

Al igual que en el caso del tiempo, se hace necesario conocer cudl es la longitud de irradiacidn
adecuada que permitird obtener mayores rendimientos en la inmovilizacidn del MB cuando se lleva a
cabo la quimica del tiol-eno. Para ello, se extiende sobre chips de vidrio 10 uL de MB que contiene
Cy5 (MB1) a una concentracién de 10 uM, la misma que sera usada en chips de QCM. Se tapa con
cuarzo y se irradia a 254 nm o a 371 nm durante 30 minutos. Pasado este tiempo, los chips de vidrio
se lavan con PBS-T y agua destilada, y se mide su fluorescencia.

La fluorescencia observada en el caso de llevar a cabo la irradiacién con la [ldmpara cuya longitud de
onda es 254 nm es de 7122 + 2736 u.a, mientras que la observada si se emplea una lampara de 371
nm es de 14968 * 2485 u.a.

Este aumento en la intensidad de fluorescencia cuando se emplea una lampara de menor energia
como es el caso de aquella de 371 nm puede ser debido a que dafia menos el ADN que cuando se
emplea una mayor energia (254 nm), evitando la formacién de radicales y por ello el photobleaching
(Molecular Probes™ Handbook A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies 11th Edition
(2010).

Por tanto, en vista de los resultados obtenidos, se emplearan lamparas de 371 nm cuando se realicen
experimentos con chips de QCM en los que el MB se extiende sobre su superficie.

Los resultados obtenidos en formato microarrays al comparar diferentes longitudes de onda daban
resultados similares, por lo que se optd por emplear una longitud de onda de 254 nm cuando se trata
de chips de vidrio.
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Por otra parte, puede observarse que la fluorescencia obtenida tras irradiar y lavar el MB que ha sido
extendido sobre la superficie es menor que si se imprime directamente el MB sobre un chip a pesar
de encontrarse a mayor concentracidn. Dandy et (2007) al estudiaron este fendmeno y determinaron
que esto es asi ya que al disminuir el drea en el que se encuentra el MB (emplear microarray con
tamafios de punto menores en lugar de extender la solucion con el MB de interés sobre una
superficie), hace que el MB esté extendido de un modo mas uniforme sobre la superficie y beneficie
ampliamente la respuesta del sistema.

4.3 Ensayos en formato microarray

4.3.1. Ensayo de inmovilizacién con MB marcados fluorescentemente

Con las condiciones éptimas establecidas arriba, se procedié a determinar la cantidad de MB que
resultaba en la superficie del soporte tras el proceso de inmovilizacién.

Para ello, en primer lugar, se lleva a cabo la obtencién de una recta de calibrado del MB1, que
contiene Cy5 en el extremo 3’ y un grupo tiol en el extremo 5’, empleado para la inmovilizacion sobre
los chips funcionalizados con grupos vinilo. El objetivo de esta recta es permitir conocer el
rendimiento de inmovilizacion mediante interpolacién. Para ello, el MB1 se imprime a
concentraciones desde 15 hasta 0,313 uM sobre chips de vidrio, formando una matriz de 4x12,
teniendo cada concentracidn 4 réplicas. Las imagenes obtenidas son analizadas con un lector LFS tras
irradiar y lavar los chips, y a continuaciéon se estudian las intensidades de fluorescencia del
microarray. Con los datos de fluorescencia tras irradiar (figura 15a) se puede establecer una relacion
entre el valor de la densidad de inmovilizacién y la intensidad de fluorescencia observada (figura
15b), ya que conocemos el area de punto del microarray, el volumen dispensado y la concentracion,
por lo que se puede determinar la cantidad de MB/cm? que hay en la superficie. Tras establecer esta
relacidn, los chips son lavados y se registra nuevamente la fluorescencia. Tras este lavado, la
fluorescencia sera Unicamente debida a la sonda inmovilizada, pudiendo determinarse su densidad a
partir de la interpolacién en la recta construida anteriormente.

Los diferentes experimentos llevados a cabo en chips de vidrio se realizan por duplicado, ademds de
tener cada uno de ellos 4 réplicas (4 spots) de la misma concentracién de MB.

-
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Figura 15. a) Relacién entre intensidad de fluorescencia tras irradiar y concentracidn del MB el chip de vidrio. b) Relacidn
entre intensidad de fluorescencia y densidad de inmovilizacidn tras irradiar en la zona lineal.
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Puede observarse que la figura 15a no sigue una tendencia lineal a partir de una cierta
concentracién. Esto es debido a que tiene lugar la saturacién del LFS con el que se mide la
fluorescencia, habiendo de este modo un limite maximo de cuantificacién por las limitaciones del
sensor cuando se tratan de medir altas concentraciones de sonda marcada. En este caso, la
concentracién de MB irradiado a partir de la cual se alcanza la saturacién del LFS es 5 uM.

Tras lavar, Unicamente permanecen en el chip los MBs que han sido inmovilizados mediante la
quimica del tiol-eno, eliminando aquellos que se encuentran sobre la superficie sin estar unidos
covalentemente. Es por ello que se observa una disminucion de fluorescencia tras lavar, siendo esta
del 30 %. Debido a esto, se debe emplear la ecuacidon de la recta de la grafica anterior para conocer la
concentraciéon de MB que se corresponde con una intensidad de fluorescencia determinada.

Para ello, se sustituyen los valores de fluorescencia obtenidos en el chip tras lavar (figura 16a) en la
ecuacion de la recta de la figura 15b obteniendo de este modo la densidad de MB conseguida en la
superficie para cada concentracién dispensada en la zona lineal de la gréfica (figura 16b).

Fluorescencia (u.a)

o Z < [} = 1 12 14

Concentracian MB (k) Concentracion MB {pM)

Figura 16. a) Relacion entre intensidad de fluorescencia tras lavar y concentracidon del MB. b) Relacién entre densidad del
MB tras lavar y su concentracidn correspondiente.

La maxima densidad de inmovilizacion obtenida es de 9,19 pmol/cm?, que se corresponde con una
concentracion de MB de 7,5 uM. Este maximo de densidad de inmovilizacién es mayor que la
obtenida en estudios previos (6 pmol/cm?) (Escorihuela et al, 2014), pudiendo deberse a los
diferentes tiempos o energia de irradiacion.

4.3.2 Ensayos de especificidad en la hibridacion y optimizacion del tampén de hibridacion

Tras conocer las condiciones dptimas de la inmovilizacidon de las sondas se procede a evaluar la
efectividad de estas sondas inmovilizadas frente a la hibridaciéon de su cadena complementaria. Por
tanto, se lleva a cabo un experimento para comprobar que el MB y la sonda complementaria se unen
especificamente, ademds de comprobar cémo influye en las hibridaciones, diferentes
concentraciones del tampdén SSC. Para ello, se imprimen 8 chips de vidrio con dos MB
complementarios a la sonda de interés (MB2 y MB3), un MB no especifico (MB4), y otro marcado con
Cy5 para comprobar que la inmovilizacién es correcta (MB1). Los MB se encuentran a una
concentracién de 2,5 pM. Tras irradiar y lavar los chips, se analiza la fluorescencia, apareciendo
Unicamente en el MB1, que contiene Cy5 (figura 17a). Tras ello, se hibridan 2 chips con la sonda
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complementaria a 0,5 uM en SSC 1X, otros 2 en SSC 2X, otros 2 en SSC 5X y los ultimos con la sonda
complementaria al MB3 (Diana 2).

Las sondas complementarias estan marcadas con Cy5. Se espera que cada sonda hibride con su MB
complementario de manera especifica, ademas de observar mayores intensidades de fluorescencia a
medida que se aumenta la concentracion de sales del tampdn en la solucién que contiene la sonda
complementaria al hibridar, ya que las sales que se encuentran en este reducen la repulsién
electrostatica que existe entre el MB y su sonda complementaria (Fuchs et al, 2010). Los resultados
de fluorescencia se muestran en la figura 17.

MB2
MB3
MB4

MB2

MB3
MB4

Figura 17. Imagenes de fluorescencia de chips de vidrio sobre los que se ha impreso MB2, MB3, MB4 y MB1, siendo los dos
primeros complementarios a la sonda de interés. a) Chip irradiado y lavado b) Chip hibridado con la sonda complementaria
alos MB2 y MB3 en tampdn SSC 1X. ¢) Chip hibridado con la sonda complementaria a los MB2 y MB3 en tampdn SSC 2X. d)
Chip hibridado con la sonda complementaria a los MB2 y MB3 en el tampdn SSC 5X. e) Chip hibridado con la sonda
complementaria (diana 2) al MB4 en tampdn SSC 2X.

Se observa que las intensidades de fluorescencia aumentan a medida que lo hace la concentracidn
del tampdn (Tabla 3). De este modo se comprueba que la hibridaciéon entre el MB y su sonda
complementaria es especifica en todo el rango de concentraciones del tampdn usadas, siendo mejor
cuando se emplea mayor concentracién de SSC. Tal y como se observa en la figura 17d, el MB4
interacciona Unicamente con su sonda especifica (diana 2), obteniendo una intensidad de
fluorescencia de 37738 £ 1042. Sin embargo, a pesar de que la mayor intensidad de fluorescencia se
observa cuando se emplea SSC 5X, se usara SSC 2X en los experimentos a realizar en la QCM para
evitar posibles inespecificidades al usar altas concentraciones de sales (McCarthy et al, 1970).

Tabla 3. Intensidades de fluorescencia de chips de vidrio al hibridar con las diferentes sondas y diferentes concentraciones
de tampodn.

SSC 1X SSC 2X SSC 5X
. MB2 17370 £ 666 30425+ 1087 33420+ 2431
Intensidad de
. MB3 24522 + 3618 29080 + 6464 34386 + 1384
fluorescencia
(u.a) MB4 - - -
u.a
MB1 29130+7087 31117 +2493 45655 +2112

4.3.3 Determinacion del rendimiento de hibridacion

Con el fin de determinar la cantidad de secuencia diana que hibrida con la sonda anclada a la
superficie, y de manera andaloga a lo descrito en la seccién 4.3.1, se construye una recta de calibrado
de la sonda complementaria al MB1. Para ello, se imprimen diferentes concentraciones de la diana
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sobre un chip de vidrio funcionalizado y se analiza la fluorescencia del microarray tras ello, ya que la
diana tiene marcaje fluorescente Cy5 en el extremo 5’. De este modo se obtiene la relacién de la
figura 18.
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Figura 18. Relacién entre concentracion y fluorescencia de la sonda complementaria tras imprimir

Puede observarse que la mdxima intensidad de fluorescencia es observada a partir de
concentraciones mayores de 0,4 uM, siendo 0,5 uM la concentracién usada en los posteriores
experimentos, asegurando de este modo la maxima fluorescencia posible.

Al igual que en el caso del calibrado del MB, la grafica no sigue una tendencia lineal a partir de 0,4
UM, punto a partir del cual se llega a la saturacién del lector LFS. Al representar la zona lineal de la
grafica, en la que la fluorescencia observada es proporcional a la concentracién de sonda que se ha
inmovilizado sobre el chip, se obtiene la figura 19.
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Figura 19. Representacion de zona lineal de la relacion de intensidad de fluorescencia y concentracidn de sonda

complementaria impresa.

Por otra parte, se calcula la densidad de inmovilizacién que se corresponde con cada concentracion
de sonda complementaria impresa, representando en la figura 20 la fluorescencia que se
corresponde con cada densidad de inmovilizacidn.
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Figura 20. Relacidn entre fluorescencia y densidad de inmovilizacién de la sonda complementaria.
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A partir de la ecuacidon de la recta, se sustituyen los valores de fluorescencia obtenidos en el
experimento del apartado 4.3.2 correspondientes a los MB2 y MB3 cuando se emplea SSC 2X. De
este modo, se obtienen densidades de inmovilizacién de 0,47 y 0,45 pmol/cm? correspondientes a
los MB2 y MB3 respectivamente. Puesto que la concentraciéon de MB empleada es de 2,5 uM, gracias
a la ecuacién de la recta que representa la relacion existente entre concentracién de MB y densidad
de inmovilizacién obtenida en el apartado 4.3.1, se puede determinar que se corresponde con 3,38
pmol/cm?. Al dividir los valores de densidad de inmovilizacidn de la sonda complementaria y el del
MB se puede conocer el porcentaje de MB inmovilizado que ha hibridado con la sonda
complementaria, siendo este del 14%. Este valor es mas bajo de lo esperado, pudiendo ser debido a
las condiciones en las que se llevd a cabo el experimento, o a un exceso de MB inmovilizado.

4.3.4 Ensayo de reconocimiento de sondas biotiniladas empleando estreptavidina

Alguno de los MB empleados tienen unida una molécula de biotina proxima al extremo 3’ (MB1,
MB2), por ello se realiza un experimento para comprobar si es reconocida por parte de la
estreptavidina y conocer si tiene lugar la hibridacion entre el MB y su sonda complementaria en esta
situacion. Este hecho es de gran importancia ya que permitiria unir otros tipos de moléculas a los
MBs al ofrecer un punto de anclaje tan fuerte como lo es la unién biotina - estreptavidina. Esta
propiedad se podria utilizar para mejorar las prestaciones en los sistemas de deteccion dptica
basados en campo evanescente como se pretende en el proyecto SAPHELY, pues el cambio
conformacional producido tras la hibridacién en un MB con una estreptavidina deberia afectar a la
sefial en mayor proporcién a como lo hace el MB solo.

Para ello, se imprimen diferentes MB sobre chips de vidrio a una concentracién de 2,5 uM. Uno de
los MB tiene biotina (MB2) y es complementario a la sonda posteriormente empleada en la
hibridacidn, otro no tiene biotina ni es complementario a la sonda (MB5) empleado como control
negativo y el Ultimo tiene biotina, es complementario a la sonda y ademds contiene el marcaje
fluorescente Cy5 (MB1) empleado como control de una correcta inmovilizacion.

Tras la impresidn y posterior comprobacién de la correcta inmovilizacién mediante la medida de
fluorescencia del MB1, los chips se incuban con diferentes soluciones. Dos chips se incuban con
estreptavidina marcada con Cy5 a una concentracidén de 10 pg/mL en el tampdn SSC 1X con Tween
20 0,5%. De este modo podia comprobarse que el reconocimiento entre la estreptavidina y la biotina
que tiene el MB2 es especifico, no habiendo interaccién con el MB2. El resultado se muestra en la
figura 21.

Figura 21. Microarray sobre chip de vidrio que contiene MB2, MB5 y MB1 a) tras lavar b) incubado con estreptavidina
marcada con Cy5.
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Otros dos chips, tras lavar y comprobar la correcta inmovilizacidon de los MB impresos (Figura 22a), se
incuban en primer lugar con la sonda complementaria marcada con Cy5 del MB1 y MB2 en SSC 1X a
una concentracién 0,5 uM, detectando la hibridacidn especifica y analizando las intensidades de
fluorescencia, mostrado en la figura 22b.

Posteriormente se procede a la deshibridaciéon de la sonda mediante la inmersidn de los chips de
vidrio en agua destilada durante 2 horas (figura 22c). Una vez se demuestra la deshibridacién de los
chips, se incuban de nuevo con estreptavidina sin marcar, y a continuacion se realiza otra hibridacidn
con la sonda complementaria marcada (figura 22d). Finalmente, se comparan las intensidades de
fluorescencia tras la hibridacion de la sonda complementaria y tras la hibridacién de la sonda una vez
ha tenido lugar el reconocimiento con la estreptavidina.

P> Bioting l Estreptaviding

C d

Figura 22. Representacion de los datos seguidos en el ensayo de reconocimiento de estreptavidina y sus respectivas
imagenes de fluorescencia. a) En primer lugar se mide la fluorescencia del MB impreso, b) a continuacién, el MB hibrida con
la sonda complementaria y se mide la fluorescencia c) posteriormente, se deshibrida con agua, d) después se afiade
estreptavidina que reconoce a la biotina, y e) finalmente, el MB con estreptavidina hibrida con la sonda complementaria,
comparando la fluorescencia obtenida en este caso con aquella en la que no habia estreptavidina unida. Las moléculas
representadas no estdn a escala.

Los resultados de fluorescencia se encuentran recogidos en la tabla 4. En ella se observa que la
intensidad es mayor en el caso de la hibridacién del MB2 y su sonda complementaria sin
estreptavidina. Esta fluorescencia disminuye cuando la estreptavidina esta unida al MB. De este
modo, la diferencia en la intensidad de fluorescencia es del 19%, mostrando asi que el MB unido a
estreptavidina, a pesar de disminuir el rendimiento de la interaccidon entre el MB y su sonda
complementaria, mantiene la capacidad de hibridacién.

Tabla 4. Intensidades de fluorescencia obtenidos en chip de vidrio tras la hibridacién del MB2 y su la sonda complementaria

en presencia o no de estreptavidina. -
Fluorescencia

Sonda

: 28598 + 2172
complementaria

Estreptavidina +
sonda 23208 + 565
complementaria

Por otra parte, se observa que no hay fluorescencia para MB5 en el chip en el que se ha deshibridado
la sonda complementaria con agua (figura 22c), pero no se ha eliminado el MB de la superficie del
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chip ya que al hibridar con la sonda complementaria (figura 22d) si se observa fluorescencia. Esto
puede ser deberse a la pérdida del fluoréforo causada por la energia o el tiempo de irradiacion.

4.4 Ensayos con QCM

4.4.1. Estudios de hibridacion con MB biotinilados

Tras confirmar que la presencia de estreptavidina no impide la hibridacién del MB con su sonda
complementaria, se estudian los cambios conformacionales de los MBs unidos a estreptavidina que
tienen lugar durante la hibridacién. De este modo se analiza su posible aplicabilidad y explotacién en
biosensado, ademas de corroborar y ampliar el estudio llevado a cabo por Gonzalez-Lucas et al
(Gonzalez-Lucas et al, 2017) en DPI (interferometria de polarizacion dual).

Para ello, se inmoviliza sobre un chip de QCM el MB2 que contiene una biotina préxima al extremo 3’
a una concentracién superior al maximo de inmovilizacién (10 uM) para asegurar una inmovilizacién
homogénea sobre toda la superficie. A continuacién, se lleva a cabo un experimento en la QCM en el
gue se preparan soluciones de la sonda complementaria al MB a una concentracion de 0,5 uM
diluido en SSC 2X y estreptavidina a 10 ug/mL diluida en SSC 2X con Tween 20 al 0,5%. Tween 20 es
afiadido para reducir las posibles interacciones inespecificas que puedan darse (Brogan et al, 2004),
ya que es un surfactante y mantiene aquellas especificas (biotina-estreptavidina), mas fuertes, que
no son eliminadas con Tween 20. De este modo, al afiadir el surfactante se evita que la
estreptavidina se una a la superficie de manera inespecifica, lo que podria alterar los resultados
observados.

En base a los resultados obtenidos en microarray, se disefié un experimento en el cual, en primer
lugar, se fluye la solucion que contiene la sonda complementaria. Asi, hibridara con el MB que se
encuentra inmovilizado en la superficie del chip. A continuacién, se fluye la solucidon que contiene
estreptavidina, que se unird a la biotina del MB. Posteriormente se fluye agua miliQ, que
deshibridara la sonda complementaria, no influyendo en la unién entre la estreptavidina y la biotina
del MB. Los pasos estan representados en la figura 23.

P> Biotina ( _' Estreptavidina ‘
— H,0
MB MB + sonda MB + sonda » MB +
complementaria complementaria + estreptaviding estreptavidina

Figura 23. Representacion de los pasos seguidos en el experimento de QCM. El MB inmovilizado sobre la superficie hibrida
con la sonda complementaria, sufriendo un cambio conformacional. A continuacion, se fluye estreptavidina que
interacciona con la biotina presente en el MB. Finalmente, se fluye agua que deshibrida la sonda complementaria unida al
MB, adquiriendo este de nuevo la conformacién de horquilla. Las moléculas representadas no estan a escala.
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Antes de anadir cada disolucién se fluye SSC 2X como tampdn de transporte ya que es el mismo
empleado en la preparacion de las disoluciones de sonda y estreptavidina, para detectar cambios en
masa que sean debidos Unicamente a la sonda y a la estreptavidina, respectivamente, y no al cambio
en el indice de refraccidon del agua y SSC. Ademas, eluye las disoluciones que han sido fluidas
previamente hasta llegar a la estabilidad y elimina aquellas moléculas que no estan fuertemente
unidas al chip.

Se llevan a cabo mas ciclos de hibridacién de la sonda complementaria y deshibridacion con agua
para comprobar si se observan hibridaciones entre MB y sonda. Los resultados mostrados en funcion
de la masa se encuentran en la figura 24, obtenidos a partir de la ecuacidn de Saurbrey (Af = Cf - Am,
ecuacion 1).
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Figura 24. Relacion entre el tiempo y la variacién de masa tras fluir la sonda complementaria y estreptavidina sobre el chip
de cuarzo.

Como puede observarse, al fluir la sonda complementaria hay un salto en masa de 37,45 ng/cm?
(4,95 pmol/cm? calculado gracias a la masa molecular de la sonda complementaria, 7554,5 g/mol)
tras fluir SSC 2X que elimina las posibles interacciones inespecificas, ya que hibrida con el MB que se
encuentra en la superficie del chip explicando de este modo el aumento de masa. Al comparar estos
datos con la maxima densidad de inmovilizacién obtenida en la recta de calibrado del MB (9,19
pmol/cm?) se comprueba que no toda la sonda inmovilizada ha hibridado con la sonda
complementaria fluida, lo que se corresponde con un 54% de rendimiento. Al comparar con el
rendimiento obtenido en formato microarray (14%) se esperaria que el obtenido en la QCM fuera
menor que este por encontrar menores densidades de inmovilizacion de MB o por la presencia de
flujo. Sin embargo, se obtiene el resultado contrario, ya que los menores rendimientos de hibridacién
se encuentran en el formato microarray. Estos bajos rendimientos pueden haber sido debidos a las
bajas densidades de inmovilizacién obtenidas.

Al fluir estreptavidina, que interacciona con la biotina que tiene el MB, también tiene lugar un
aumento de masa de 45,05 ng/cm? (5,96 pmol/cm?) siendo ambos saltos en masa del mismo orden.
Del mismo modo, al comparar con la densidad de inmovilizacion del MB, se obtiene un rendimiento
del 65%.

Al fluir agua, se deshibrida la sonda que estaba unida al MB, pero la estreptavidina continda unida a
la biotina. Es por esto que al fluir de nuevo SSC 2X no se llega a la masa observada tras fluir SSC 2X
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por primera vez, cuando no habria nada unido al MB. Esta diferencia de masa debe corresponderse
al aumento de masa causado por la adicion de la sonda complementaria. La sonda causa un aumento
de 37,45 ng/cm, mientras que la masa que disminuye tras deshibridar es 18,08 ng/cm?. Asi se
observa que se ha eliminado el 48% de la sonda que se habia unido, por lo que, en las posteriores
hibridaciones, Unicamente el 48% del MB anclado esta disponible para hibridar de nuevo.

Tras ello, se realizan ciclos en los que se fluye de nuevo la sonda complementaria del MB y se
deshibrida con agua, pero en esta ocasidn no se observan cambios en masa. Puede deberse a que el
MB no puede adquirir la conformacidn de horquilla tras la deshibridacion de la sonda
complementaria y de algin modo impide la deteccién de la hibridacién. Este mecanismo es
desconocido, pero coincide con resultados previos del grupo de trabajo en los que la hibridacién de
una sonda lineal anclada sobre la superficie del chip con su cadena complementaria no era
detectada. Esto parece indicar que el hecho de presentar la sonda de manera lineal dificulta la
deteccion de la hibridacion.

Por otra parte, es importante prestar atencion a la disipacion observada al fluir tanto la sonda como
la estreptavidina, ya que proporciona informacion acerca de las propiedades viscoelasticas de la capa
gue se encuentra sobre la superficie del chip. Tras fluir la sonda complementaria, la disipacion
aumenta 0,4:10° (Anexo figura 25a), mientras que tras fluir estreptavidina este aumento es de
2,5:10°® (Anexo figura 25b). Una vez ha tenido lugar la hibridacién con la sonda complementaria la
doble hélice resultante es menos rigida que el MB en conformacién de horquilla. Sin embargo, tras la
union de la estreptavidina, que posee un alto peso molecular (378,709 g/mol), el complejo se vuelve
rigido, siendo esta la causa del aumento de la disipacion.

4.4.2. Estudios de hibridacién con MB unidos a nanoparticulas
4.4.2.1 Funcionalizacién de nanoparticulas

Al igual que la estreptavidina influye en la masa y el modo de interaccionar del MB con la sonda
complementaria, se espera que el acoplamiento del MB con NPs también influya, incluso de un modo
mucho mas notable puesto que el MB con NPs tiene una mayor densidad y un cambio en el indice de
refraccion. Este estudio permite una futura aplicacién en sistemas de sensado, como puede ser
incluyendo NPs de oro para SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering), CdS sobre TiO, en
electroquimica (Li et al, 2015), etc.

Para comprobarlo, las NPs se funcionalizan con acido 3,4-dihidroxibenzoico, DHBA (Figura 25). Para
ello, las NPs son mezcladas con DHBA, afiadiendo NaOH 0,1 M a continuacién para formar una sal
soluble en agua que queda en el sobrenadante tras centrifugar. Seguidamente se afiade HCI 0,1 M,
protonando asi los grupos acido. Tras centrifugar, las NPs funcionalizadas quedan en el precipitado.
La adicion de DHBA permitira el acoplamiento de NPs y MB entre los grupos carboxilicos de las NPs
asi funcionalizadas y el grupo amina que contiene el MB.
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Figura 25. Esquematizacion de los pasos seguidos en la funcionalizacion de las NPs con 3,4 DHBA. Se mezclan las NPs con
DHBA. Se afiade NaOH 0,1 M obteniendo una sal, que queda en el sobrenadante tras centrifugar, eliminando las NPs no
funcionalizadas en el precipitado. Se afiade HCl 0,1 M, protonando los grupos dacidos. Tras centrifugar, las NPs
funcionalizadas y purificadas se encuentran en el precipitado.

Tras la funcionalizacion de NPs, se calcula el rendimiento de la reaccidbn como se explico
anteriormente. Se pesa el tubo previamente tarado que contiene las NPs sin funcionalizar, siendo
este 4,42 mg. Puesto que la masa de NPs de la que se parte es 6,48 mg, el total de NPs que han sido
funcionalizadas es de 2,06 mg, es decir, el 32%.

A continuacién, se realiza un espectro de infrarrojo para detectar si la funcionalizacion ha sido
correcta. Se obtienen espectros de NP sin funcionalizar y NPs funcionalizadas con DHBA. El espectro
de infrarrojo obtenido se muestra en la figura 26.

I s

0,8
0,7
06

0,4
03

Transmitancia (%)

—— MPs no funcionalizadas 0,2
01
MPs funcionalizadas ‘

3900 3400 2800 2400 190 1400 300 400

Nimero de onda (cm™)
Figura 26. Espectro de infrarrojo de NP funcionalizadas con DHBA y sin funcionalizar

En la grafica se observan diferencias en el espectro infrarrojo en funcion de si las NPs estdn o no
funcionalizadas. Si las NPs estan funcionalizadas con DHBA, se observan bandas en las zonas de 1600-
1700 y 3300 cm-, a diferencia de NPs sin funcionalizar. Las bandas encontradas en la region de 1600-
1700 nm son debidas a la presencia de los enlaces C=0 del grupo carboxilico del acido (Jankovic et al,
2009). La banda de la regién de 3300 nm es debida a los enlaces hidroxilo de DHBA.

Gracias a las diferencias observadas en las regiones del infrarrojo explicadas anteriormente, se puede
determinar que la funcionalizacién de NPs con 3-4 DHBA para su posterior acoplamiento covalente
con MB se ha llevado a cabo con éxito.
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4.4.2.2. Acoplamiento covalente de NPs con MIB

A continuacion, se lleva a cabo el acoplamiento de las NP con el MB3 que contiene un grupo amina
cercano al extremo 3’ y fluoresceina en el extremo 3’ (maximo de absorcién de la fluoresceina es de
496 nm, Ou et al, 2001), mediante la reaccion de formacidn del éster activo con EDC/NHS y posterior
desplazamiento con el grupo amino del MB para dar lugar a la formacién de un enlace tipo amida
(Figura 27). Para ello, las NPs funcionalizadas, NHS, MB3 y EDC son diluidos en tampdn MES 0,1 M,
obteniendo finalmente las NPs acopladas a los MBs.

P 0 oH EDC =
i - \
NP Q)LOH + O‘\/i\f NH - NP
\ 2 /
0 MES 0,1 M -
pH G It O
SH
NP funcionalizada NHS MB NP-MB

con 3,4 DHBA
Figura 27. Esquematizacién de los pasos seguidos en el acoplamiento de NP-MB. Las NPs funcionalizadas con DHBA vy

purificadas son diluidas en el tampdn MES 0,1 M con NHS, EDC y el MB3, resultado en la formacion del complejo NP-MB.

Una vez finalizado el acoplamiento, se procede a purificar las NPs como se ha descrito
anteriormente. Para comprobar si el acoplamiento ha sido realizado correctamente se realizan
medidas de absorbancia de la disolucidn de acoplamiento antes de la reaccién (t = 0 h), al acabar la
reaccioén (t = 20 h) y a los sobrenadantes retirados tras realizar centrifugaciones para purificar las NP
con MB. Se espera que en el primer sobrenadante se encuentre MB que no se ha unido a las NP y se
observe absorbancia en la zona de 493 nm, longitud de onda en la cual se encuentra el maximo de
absorcién de fluoresceina, y que esta cantidad disminuya seglin se realizan centrifugaciones. Los
resultados se muestran en la figura 28.
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Figura 28. Absorbancias de las soluciones que contienen NP y MB a diferentes tiempos tras el acoplamiento EDC/NHS.

Lo primero que llama la atencidon es que no se observa absorbancia correspondiente a la
fluoresceina, lo cual puede deberse a que el complejo NP-MB modifica las propiedades dpticas de la
fluoresceina, pudiendo ser debido a su interaccién con el complejo NP-MB (Rajh et al, 2004).

En la figura se observa un maximo de absorbancia a 300 nm antes de llevar a cabo la reaccion (t=0h),
mientras que esta longitud de onda es de 280 nm una vez que se ha realizado el acoplamiento NP-
MB (t=20h). Tras los ciclos de centrifugacidn, eliminacidn de sobrenadante y resuspensién, las NPs
quedan en el precipitado y el MB no unido asi como el resto de EDC/NHS y subproductos de reaccion
se eliminan en los sobrenadantes. Por tanto, se observa una absorbancia de 194 nm en el precipitado
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final correspondiente a las NPs unidas a MB (t=20h NP-MB). En el primer y segundo sobrenadante
qguedan los MB sin acoplar (absorbancia en torno a 270-280 nm y 240 para las NPs muy diluidas). En
el tercer y cuartos sobrenadantes se observa una absorbancia muy similar a las NPs por lo que se
demuestra la eliminacion de cualquier remanente de MB no unido a las NPs.

Los analisis de absorbancia no parecen ser concluyentes por lo que se realizardan ensayos de
fluorescencia para demostrar el acoplamiento entre NPs y MB.

El MB acoplado a las NPs esta marcado con fluoresceina por lo que a continuacién, para corroborar el
acoplamiento, se realizan medidas de fluorescencia a 493 nm (mdaximo de absorciéon de la
fluoresceina, longitud de onda a la cual no absorben las NPs) presente en las soluciones anteriores
para comprobar si el MB estd unido a las NPs, mostrando los resultados en la tabla 5.

Tabla 5. Medidas de fluorescencia a 500 nm de los sobrenadantes obtenidos tras el acoplamiento EDC/NHS y la solucion
final que contiene NP y MB.

Fluorescencia (u.a)
Sobrenadante 1 2674
Sobrenadante 2 262
Sobrenadante 3 200
Sobrenadante 4 174
NP+MB 272

Se puede observar que la cantidad de MB presente en los sobrenadantes disminuye drdsticamente
seglin se realizan centrifugaciones, mientras que la solucidn que contiene el precipitado
resuspendido en tampén MES tiene una mayor emisién que los ultimos sobrenadantes. Estos
resultados si parecen confirmar la presencia de NPs unidas a MB, ya que aparece fluorescencia en el
precipitado resuspendido en MES conteniendo las NPs unidas a MB que tiene fluoresceina. También
se demuestra que se ha eliminado el MB libre en disolucidn al haber una fluorescencia muy baja en
los ultimos sobrenadantes; por tanto, la fluorescencia solo puede venir dada por la fluoresceina de
los MBs que han quedado anclados a las NPs que han sido precipitadas mediante la centrifugacion.

Sin embargo, la fluorescencia es mds baja de lo esperado, lo que puede ser debido a interacciones
con moléculas a través del ADN, afectando negativamente a la fluorescencia, ya que estudios
anteriores (Dimitrijevic et al, 2003) mostraron que otros complejos basados en NPs similares eran
capaces de reducir plata.

Se realiza otro experimento para demostrar la unién NP-MB, que consiste en hibridar estas NPs con
MB con la sonda complementaria a una concentracién de 0.5 pM en SSC 1X y comprobar su
fluorescencia. Tras llevar a cabo la hibridacion, se realizan ciclos de centrifugacidn, eliminacidn de
sobrenadante y resuspension. Finalmente, se analiza la fluorescencia de los sobrenadantes, al igual
que la de la solucién que contiene NP-MB tras la hibridacién con la sonda complementaria. Ademas,
se anade un control positivo (sonda complementaria) y un control negativo (NP-MB). Los resultados
se muestran en la tabla 6a.

El mismo experimento fue llevado a cabo, pero en lugar de con el complejo NP-MB, con las NPs
funcionalizadas y purificadas para demostrar de este modo que la fluorescencia observada tras la
hibridaciéon de la sonda complementaria con el MB acoplado a NP no es debida a adsorciones
inespecificas sobre las NPs. Los resultados de fluorescencia de los sobrenadantes, control negativo

32



(NPs), control positivo (sonda complementaria) y precipitado que contiene las NPs y la sonda
complementaria que se pueda haber adsorbido sobre ella se recogen en la tabla 6b.

Tabla 6. Resultados de fluorescencia de los sobrenadantes, controles negativos y positivos y a) de la hibridacion del
complejo NP-MB con la sonda complementaria, b)

a Fluorescencia (u.a)| b Fluorescencia (u.a)
Sobrenadante 1 37175 Sobrandante 1 40159
Sobrenadante 2 7263 Sobrenadante 2 11274
Sobrenadante 3 2094 Sobrenadante 3 1946
Sobrenadante 4 1774 Sobrenadante 4 1408

Control - (NP+MB) 1651 Control - (NPs) 358
Control + (sonda Control + d
2 53492 ontrol + (sonda 51335
complementaria ) complementaria)
NP+MB+sonda NPs + sonda
. 29115 5 1727
complementaria complementaria

En ambos casos los resultados de los sobrenadantes coinciden con los esperados, ya que la sonda
con el fluoréforo se va eliminando en los sobrenadantes, y los controles negativos del complejo NP-
MB o NPs sin sonda complementaria no presentan fluorescencia diferenciable del ruido. Cuando la
hibridacion tiene lugar, la fluorescencia de la sonda complementaria no estd afectada por el
complejo NP-MB. Sin embargo, la de la fluoresceina si que se estd afectada como se ha visto en el
experimento anterior, pudiendo esto ser debido a que la presencia de un enlace covalente entre el
MB vy las NPs genera interacciones energéticas. Puesto que en el caso de la hibridaciéon no se
encuentran estos enlaces covalentes, la fluorescencia de la sonda complementaria no disminuye.

En el control positivo de las dos tablas que contiene Unicamente la sonda complementaria marcada
se observa fluorescencia, indicando que no se ha producido ninglin error en la medida de las
fluorescencias.

Por su parte, la solucion que contiene el complejo NP-MB que ha hibridado con la sonda
complementaria presenta una fluorescencia de 29115 u.a, lo que indica, junto con los experimentos
anteriores, que el acoplamiento se ha realizado correctamente. En este caso, el MB unido a las NPs
es capaz de hibridar con la sonda complementaria, observandose fluorescencia en las NPs que se han
purificado tras la hibridacién en disolucidn.

En cuanto a la tabla 6b, puede observarse una fluorescencia de 1727 u.a cuando se incuban las NPs
con la sonda complementaria, no diferenciable del ruido. De este modo se demuestra que no tiene
lugar una adsorcién inespecifica de la sonda complementaria sobre las NPs que pueda interferir en
los resultados mostrados en los experimentos realizados en la QCM.

Asi, se demuestra que el MB acoplado con NPs es capaz de hibridar con la sonda complementaria en
disolucién, pero también debe demostrarse que esta hibridacion es posible cuando el complejo NP-
MB esta inmovilizado covalentemente sobre una superficie, ya que posteriormente se llevara a cabo
un experimento en la QCM. Para ello, se imprimen sobre un chip de vidrio previamente
funcionalizado diferentes MB a una concentracién de 2,5 UM, ademas de NPs y el complejo NP-MB.
Estos MB son el MB3 (el mismo que esta acoplado con las NPs y por tanto complementario a la sonda
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de interés), MB5 que no es complementario a la sonda y MB1 como control de una correcta
inmovilizacién ya que posee el fluoréforo Cy5 en el extremo 5’, siendo también complementario a la
sonda de interés. A continuacidn, el chip se irradia y se lava. La imagen de fluorescencia en la que
solo se observa fluorescencia en el MB1 se encuentra en la figura 29a.

Tras la inmovilizacién, el chip se hibrida con la sonda complementaria diluida en SSC 1X a una
concentracién de 0.5 uM. Las imagenes de fluorescencia se encuentran en la figura 29b.

MB3

MB5
NPs

MB-NPs

Figura 29. Imagenes de fluorescencia de chip de vidrio que contienen MB3, MB5, NPs, NP-MB y MB1 a) tras lavar b) tras
hibridar con la sonda complementaria.

Se comprueba que el MB3 hibrida con la sonda complementaria, obteniendo una intensidad de
fluorescencia de 15670,10 + 1230,76 u.a. También se observa que no tiene lugar hibridacién con el
MB5, no complementario de la sonda, ni con las NPs. Por otra parte, el complejo NP-MB si hibrida
con la sonda, obteniendo una intensidad de fluorescencia de 20247,33 + 3113,55 u.a, demostrando
asi que el complejo NP-MB es capaz de interaccionar con la sonda complementaria cuando esta
anclado a una superficie. Finalmente, se observa una intensidad de fluorescencia de 19201,20 +
4181,37 u.a en el MB1, demostrando que la inmovilizacién ha sido correcta.

4.4.2.3 Ensayo de hibridacion en QCM de MB conjugados a NPs

Se estudia en la QCM el cambio conformacional del MB acoplado a las NPs dado por la hibridacion.
Se espera ver diferencias en la variacion de masa comparado con la respuesta obtenida por el MB
solo. Esta diferencia en la masa seria debida al cambio conformacional sufrido por el MB tras la
hibridacién con la cadena complementaria. Esto supone la apertura de la horquilla, alejando de este
modo las NPs de la superficie del chip, disminuyendo asi la masa cercana a la superficie del sensor,
modificando asi la sefial registrada por la QCM.

Para ello se funcionaliza un chip de QCM con grupos vinilo y se inmoviliza el MB3 acoplado con NPs.
A continuacidn, se fluye una solucién que contiene la sonda complementaria a 0,5 UM en SSC 2X,
seguido de deshibridaciones con agua destilada e hibridaciones de nuevo con la sonda (figura 30).
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Figura 30. Representacion de los pasos seguidos en el experimento realizado en la QCM. El complejo NP-MB anclado a la
superficie hibrida con la sonda complementaria, sufriendo un cambio conformacional. A continuacién, se deshibrida con
agua. Las moléculas representadas no estan a escala.

Previo a la adicion de la sonda complementaria se fluye SSC 2X, el mismo que ha sido empleado en la
preparacion de la solucidon que contiene la sonda complementaria. El resultado se muestra en la
figura 31.
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Figura 31. Relacién entre el tiempo y el cambio de masa observado tras fluir la sonda complementaria sobre un chip de
cuarzo que tiene inmovilizado MB acoplado con NP.

Tras la estabilizacidn del sensor en SSC 2X se fluye la solucién que contiene la sonda complementaria,
observando un salto en masa de 36,33 ng/cm? (4,91 pmol/cm?). Este salto de masa es calculado
después de restar la masa eliminada de la superficie del chip tras fluir SSC 2X, que elimina las
moléculas que se han podido unir inespecificamente. Este aumento es similar al observado en el caso
de fluir la sonda sobre una superficie que Gnicamente tiene MB (37,45 ng/cm?, realizado en el ensayo
con estreptavidina) a diferencia de una que contiene MB acoplado a NPs y la diferencia se considera
despreciable. Se esperaria que la masa fuera mayor ya que, tras el cambio de conformacidn sufrido
por el MB tras la hibridacién con la sonda complementaria, las NPs se alejan de la superficie, lo que
aumentaria la sefial.

Por otra parte, al comparar la densidad de inmovilizacion obtenida con respecto a la mdaxima
densidad observada en la recta de calibrado del MB, siendo esta 9,19 pmol/cm?, se puede comprobar
gue no todo el MB inmovilizado ha hibridado con la sonda complementaria fluida, obteniendo un
rendimiento del 52,32%.
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Después de deshibridar con agua, se fluye SSC 2X. La pérdida de masa observada es de 33,53 ng/cm?,
siendo muy similar a aquella obtenida tras fluir la sonda complementaria. De este modo se muestra
que la deshibridacion ha sido satisfactoria volviendo el sistema al punto inicial.

A continuacidn, se hibrida de nuevo con la sonda complementaria y se deshibrida con agua. Esto
contrasta con lo observado en el experimento anterior en el que la estreptavidina estaba unida a la
biotina del MB2, en el que no se observaban nuevas hibridaciones tras deshibridar con agua,
pudiendo deberse a la imposibilidad de restaurar la conformacién de horquilla cuando hay una
proteina unida a los MB:s.

En cuanto a la disipacion, el aumento observado tras fluir la sonda complementaria es de 0.4-10°5, el
mismo que si no hubiera NPs presentes (en el experimento previo con estreptavidina). Se esperaria
que la disipacidn en el caso de encontrar NPs ancladas al MB fuera mayor, ya que las propiedades
viscoelasticas del complejo inmovilizado sobre la superficie son diferentes debido a la presencia de
las NPs en los MB.

El hecho de observar que los saltos en masa cuando hay o no NPs presentes sean iguales, que se
observen hibridaciones tras deshibridar con agua y que la disipacion sea la misma que cuando no hay
NPs presentes parece indicar que las NPs se han desconjugado del complejo o que exista otro efecto
que hace que las NPs no den la sefal esperada en QCM ya que se observan comportamientos
similares a los encontrados cuando el MB estd inmovilizado sobre la superficie sin formar ningln
complejo.

Es por ello que se podria realizar un analisis en SEM o AFM de los chips tras realizar el experimento
en la QCM para comprobar si las NPs estan presentes. En caso negativo se deberian investigar formas
diferentes de anclar las NPs a los MB que sean mas resistentes para de este modo poder conocer los
efectos que tienen las NPs en la amplificacion o no de la sefial observada en la QCM tras la
hibridacién del MB con su cadena complementaria.
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5. CONCLUSION

Después de estudiar los pardmetros dptimos necesarios para la correcta inmovilizacién de los MBs
sobre las superficies tanto de vidrio como de los chips de QCM, se llevaron a cabo diversos ensayos
en formato microarray para conocer la maxima densidad de inmovilizacién que se puede obtener de
los MBs y los rendimientos de hibridacidon alcanzados (14% en el caso de trabajar en formato
microarray y 54% con QCM). En este formato también se estudié la respuesta obtenida en la
hibridacion entre un MB con estreptavidina, unida gracias a una biotina proxima a su extremo 3’, y su
cadena complementaria, conociendo asi que la presencia de estreptavidina no impide la hibridacién
entre ambos.

Sin embargo, al llevar a cabo este experimento en la QCM no se observaron hibridaciones cuando la
estreptavidina estd unida al MB, pudiendo deberse a que esta dificulta la restauraciéon de la
conformacién de horquilla tras la deshibridacion de la sonda con agua, lo que impide de algin modo
observar senal en la QCM como se observa para oligonucledtidos lineales.

Por otra parte, también se realizaron experimentos en los que se acoplaron NPs y MBs, siendo a
continuacién inmovilizados sobre chips vidrio y comprobando que tiene lugar la hibridacién entre el
MB y su sonda complementaria. Posteriormente, se inmovilizo el complejo NP-MB sobre la superficie
de un chip de QCM, y se realizaron ciclos de hibridacién con la sonda complementaria y
deshibridacion con agua. Los resultados obtenidos pueden indicar que ha tenido lugar la
desconjugacion de las NPs ya que no parecen estar presentes.

En base a los resultados obtenidos, se deberian realizar futuros estudios para conocer el por qué no
se observan hibridaciones cuando el MB inmovilizado sobre los chips de QCM se encuentra de modo
lineal. Ademas, se pueden investigar nuevas formas de acoplar las NPs a los MBs que sean mas
resistentes y no tenga lugar la desconjugacion.
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7. ANEXO

Figura anexo 1. Corte transversal de chip de QCM obtenida por FIB.

Tabla anexo 1. Modificaciones del ADN y sus respectivas modificaciones de la superficie necesarias para llevar a cabo la
inmovilizacién correspondiente, junto con el tipo de inmovilizacién relacionado.

Modificacion de ADN Modificacion de la superficie  Tipo de inmovilizacion

Ninguna Polilising Fisica
Amina

Epaoxy

Membrana

Pelicula de agarosa

Tiol (-SH) Oro Covalente
Mercaptosilano
Maleimida
lodoacetil

Amina (-NH,) Aldehido Covalente
Epoxy
Isotiocinanato

Fosfatos (PO,) Sustratos aminados Covalente

Biotina Estreptavidina Bioafinidad

o
in

e
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o =
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Figura anexo 2. Valores de disipacion frente al tiempo al fluir a) la sonda complementaria y b) estreptavidina.
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