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Introduccion

1. Técnicas de diagndstico en la actualidad.

Desde hace mucho tiempo, el interés por el diagndstico temprano de cualquier tipo de enfermedad ha
ido en aumento. Esto ha conllevado, en los ultimos afios, el desarrollo de nuevas tecnologias y nuevos
sistemas de diagndstico que sean mds eficaces y mas rapidos que los métodos tradicionales, basados
generalmente en el cultivo y crecimiento de microorganismos. Estos sistemas tradicionales presentan
ciertas limitaciones como son el elevado tiempo que transcurre desde la toma de la muestra hasta la
obtencién de los resultados o la contaminacion de los cultivos por otros microorganismos diferentes
(Donatin y Drancourt, 2012). Dichas dificultades se han convertido en los retos a superar por las nuevas
alternativas.

Asi, en la actualidad se investiga el desarrollo de sistemas de diagndstico mas sencillos, rapidos, eficaces,
sensibles, de pequefio tamafno, manejables, econdmicos y automatizables.

Por una parte, se busca un sistema rapido que presente un diagndstico seguro. Asi, se podrian realizar
ensayos tempranos con el objetivo de detectar enfermedades en los primeros estadios.

Por otra parte, se necesitan sistemas pequefios y manejables que faciliten su almacenamiento y
utilizacion en el punto de necesidad (dispositivos denominados point-of-care (PoC) o point-of-need
(PoN)). Este tipo de dispositivos presentarian la ventaja de tener bajos costes de producciéon y, ademas,
la cantidad de muestra necesaria también serd menor, convirtiéndolo en un sistema mas fiable, sensible
y barato.

Es aqui donde la tecnologia de microarrays adquiere elevada importancia ya que se trata de una
herramienta que permite realizar diagndsticos mas rapidos y con mayor sensibilidad que los métodos
tradicionales, satisfaciendo asi las necesidades del ambito biomédico (Lacher et al., 2014). Ademas, tiene
potencial para aunar todas las caracteristicas deseables en los dispositivos de diagndstico de nueva
generacion que se han mencionado anteriormente.

2. Latecnologia de microarray.

2.1.Definicidon de microarray.

Los microarrays forman parte de lo que se conoce como técnicas de alta capacidad de trabajo o high-
throughput. Es una técnica que se utiliza en la actualidad para el diagndstico de enfermedades, el
analisis gendmico funcional (Schena et al., 1995), el descubrimiento de farmacos (Debouck and
Goodfellow, 1999), la monitorizacidon del medio ambiente (Dugat-Bony et al., 2012), y también para el
andlisis clinico (Schaaf et al., 2011). Dicha tecnologia presenta diferentes variantes dependiendo de la
naturaleza de la molécula que participa en el ensayo. Asi, existen tanto microarrays de DNA como
microarrays de proteinas.

Segun Schrenzel et al. (2009), los microarrays consisten en una coleccién de moléculas (oligonucleétidos,
fragmentos de DNA, proteinas, azucares o lectinas) ancladas con una disposicion determinada sobre un
soporte sélido y que actlan de agentes de captura especificos para las moléculas que se quieren analizar
6 detectar.

Una caracteristica de los microarrays que los diferencia de las otras herramientas de diagndstico es su
capacidad de multiplexado, es decir, el analisis simultdneo de diferentes moléculas. Esto se traduce en
una disminucién de las posibles variaciones experimentales y facilita el andlisis y la comparacion de
resultados.
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2.2.Tipos de microarrays.

Los primeros que surgen son los microarrays de DNA. Estos consisten en una coleccién de moléculas de
acidos nucleicos (AN) ancladas a una superficie sélida con una ordenacidn determinada, y se emplean
para estudios genéticos o para estudios de expresién (Lopez et al., 2002).

Las moléculas de AN ancladas estan formadas por una cadena simple, lo cual permitira la hibridacién con
otra molécula de AN que presente elevada complementariedad y que también sea monocatenaria. Asi,
los fragmentos inmovilizados son denominados sondas, mientras que los fragmentos que hibridaran se
denominan dianas o target. Las primeras presentan la caracteristica de que su secuencia es conocida
totalmente mientras que los segundos, en general, tienen la caracteristica de presentar un marcaje que
facilite su deteccién y lectura (Figura 1).
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Anclaje de la sonda de Sonda de DNA Captura de las imdgenes con una camara CCD
DNA al chip

Identificacion de las muestras hidribadas tras el
analisis de las imagenes

Figura 1. Esquema de funcionamiento de un microarray de DNA.

Cabe comentar que, para el disefio de microarrays de este tipo, se deben tener en cuenta diferentes
parametros como la eleccion de la sonda, el soporte, el modo y tecnologia de inmovilizacién de dicha
sonda, y el método de deteccidn, entre otros (Lépez et al., 2002). Es por ello que se deben seguir unas
pautas a la hora de su fabricacién (Figura 2).

(]

Procesamiento de
los datos obtenidos.

Eleccion del soporte.

Hibridaciény
deteccion.

Eleccién de la sonda.

Marcaje de las
moléculas sonda
o target. \

Inmovilizacion de
las sondas.

Figura 2. Proceso esquematizado de los pasos a seguir en la construccién de un microarray, tanto de DNA como
de proteinas.
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Entre las aplicaciones de los microarrays de DNA destacan los empleados para el diagndstico molecular,
los utilizados para farmacogenética y farmacogendmica y los usados para el desarrollo y descubrimiento
de nuevos farmacos (Lopez et al., 2002).

Por otro lado, los microarrays de proteinas son una herramienta muy potente en el dmbito de la
bioquimica y la biologia molecular (Kodadek, Thomas., 2001). Los microarrays de proteinas consisten en
chips de proteinas inmovilizadas en una posicidon concreta sobre una superficie sélida, dispuestas de
forma similar a como se disponen las sondas en los microarrays de DNA (Lépez et al., 2005). Este tipo de
arrays se ha ido consolidando con el paso del tiempo debido a que la determinacidn de la cantidad de
RNA mensajero (RNAm) no proporciona suficiente informacién acerca de la cantidad de proteinas, ya
que éstas sufren diferentes modificaciones post-traduccionales y esto, junto con cdmo se han plegado,
influye en su deteccidn.

Hay dos tipos de microarrays de proteinas definidos. Por una parte, estan los arrays de proteina de
funcién que consisten en la inmovilizaciéon de millones de proteinas nativas en una superficie segin un
patrén definido. Estos pueden ser utilizados para analizar funciones proteicas de una manera masiva. Por
otra parte, se encuentran los arrays de proteinas de deteccién que consisten en inmovilizar un elevado
numero de agentes de unidn a proteinas (agentes de captura). Este tipo de arrays permiten analizar
diferentes perfiles de expresion a nivel proteico.

Existen, ademas, otros tipos de moléculas que también pueden ser empleadas como agentes de captura
en la tecnologia microarray como se ilustra en la figura siguiente (Figura 3).

Aptamero de
DNA/RNA

Anticuerpo Proteina

Péptido Carbohidrato Molécula pequeiia
Sonda - .
% : Analito marcado (muestra de proteina)
Proteina

Figura 3. Representacién de las diferentes moléculas que pueden ser empleadas como agentes de captura en un
microarray. Imagen adaptada de Tomizaki et al. (2010).

En los siguientes apartados, se va a explicar con mayor precision cada uno de los pasos a seguir en el
diseino de ensayos en los que se empleen los microarrays como herramienta de diagnéstico.
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2.3. Aspectos a considerar en la fabricacion de un microarray.

2.3.1. Eleccidn del soporte. Tipos de superficies.

El primer paso que se debe llevar a cabo en el disefio de microarrays es la eleccién del soporte o
superficie sobre la cual se va a desarrollar el experimento, ya que ésta condicionara las etapas siguientes
de marcaje, funcionalizacién y deteccion, y podra determinar la eficacia y el rendimiento del sistema
(Hérraez, 2010).

Ademds, también es de vital importancia el conocimiento de la naturaleza de la molécula a inmovilizar,
ya sea molécula de acido nucleico (DNA o RNA) o una proteina, pues la funcionalizacidn que se llevara a
cabo variara.

Asi, las superficies sobre las cuales se inmovilizan las sondas pueden ser de diferente naturaleza pero
todas ellas han de presentar una serie de caracteristicas comunes que son: estabilidad quimica, minimas
uniones inespecificas, baja sefial de fondo, alto ratio superficie/volumen y compatibilidad con los
distintos sistemas de deteccidn (Lépez et al., 2005).

Hoy en dia existen una variedad de superficies bien caracterizadas, con diferentes propiedades, que
pretenden cubrir un gran intervalo de aplicaciones. Los materiales mas usados son membranas de nylon
o nitrocelulosa, vidrio y plasticos, en menor extension. Las tradicionales superficies porosas como las
membranas de nylon son idéneas debido a sus caracteristicas rugosas que aumentan la superficie y por
ende, la capacidad de unién. Sin embargo, estan siendo actualmente reemplazadas por superficies
producidas quimicamente cuya base es el vidrio, dado que no se requiere bloqueo de las mismas y
reducen la inmovilizacidn inespecifica (Hall et al., 2007). Asimismo, el uso del plastico como soporte
presenta también otras ventajas por su reducido coste en la produccion, flexibilidad en su fabricacién y
capacidad de poseer una gran calidad dptica.

2.3.2. Eleccion de la sonda.

La eleccién del tipo de sonda y el disefio de la misma es el siguiente paso a considerar en la fabricacién
de un sistema en formato microarray. Cabe realizar ciertas distinciones dependiendo de la naturaleza de
la sonda.

Por una parte, cuando se trate de sondas de DNA dicho disefio es posible gracias a la existencia de bases
de datos como GenBank o EMBL las cuales contienen mucha informacion acerca de secuencias de DNA e
incluso para distintos organismos. Las sondas de DNA pueden clasificarse en oligonucledtidos, productos
de PCR o clones de DNAc (Chou et al., 2004).

Por el contrario, cuando la sonda sea de naturaleza proteica dicho disefio puede llevar mayor
complejidad debido a que no es suficiente con la busqueda bibliografica en bases de datos de proteinas,
como Protein Data Bank (PDB), sino que, para obtener dicha molécula, se debe realizar la expresion de
su gen y la posterior separacion y purificacion. Ademas de no tener un patrén de unidn especifico y una
estructura homogénea, como ocurre con los de DNA, tampoco existe una técnica de amplificacion de la
cantidad de proteinas presente en una muestra. Es por ello que la complejidad y diversidad estructural
de las proteinas ha hecho que el desarrollo de microarrays de proteinas haya sido técnicamente mas
complicado (Lépez et al., 2005).
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2.3.3. Marcaje.

Tras elegir el soporte sobre el que tendra lugar la construccién del microarray asi como el tipo de sonda,
el siguiente paso es el marcaje. Este marcaje puede realizarse tanto de las moléculas sonda como para
las target, facilitando asi su posterior deteccion.

Existen diversos tipos de marcaje que permitiran diferentes métodos de deteccién. Entre ellos destacan
el marcaje fluorimétrico (empleando fluoréforos), colorimétrico (utilizando moléculas, normalmente
enzimas, que catalizan una reaccion la cual estd asociada a un cambio de color), radiactivo (usando
moléculas radiactivas) o quimioluminiscente. Entre todos éstos, el mas utilizado es el fluorimétrico
debido a su gran aplicabilidad y sus protocolos sencillos. En particular, en este proyecto se han utilizado
tanto deteccién colorimétrica como fluorimétrica.

En primer lugar vamos a hablar del marcaje fluorimétrico. Este es una herramienta sencilla que conlleva
una deteccion flexible y rdpida (Johnson y Spence, 2010). Pero para ello requiere el uso de escéneres
especiales de fluorescencia, como el lector de fluorescencia de superficies (LFS) basado en una cdmara
CCD (Mira et al., 2004) que se utiliza en el presente trabajo. También presenta otras limitaciones, como
gue algunas superficies empleadas ya presentan una cierta fluorescencia de fondo, por lo que esto se
habrd de tener en cuenta si se llevan a cabo experimentos sobre ellas (Liu y Rauch, 2003). Ademas, la
sefial va disminuyendo conforme avanza el tiempo con la consiguiente pérdida de sensibilidad.

Normalmente, los fluoréforos utilizados son las cianinas Cy3 o Cy5, que difieren en las longitudes de
onda donde presentan los maximos de absorcidén y de emision. Mientras que Cy3 tiene un maximo de
absorcién a 550 nm y uno de emisidn a 570 nm, Cy5 los tiene a 650 nm y 670-700 nm, respectivamente.
Asi, ambos pueden ser empleados en estudios génicos o proteicos con marcaje diferencial potenciando
el multiplexado, caracteristica principal de la tecnologia de microarrays.

Concretamente, en nuestro trabajo, los fluoréforos empleados han sido Cy5 y su analogo Alexa647. Una
de las caracteristicas de este ultimo es que tiene mayor fotoestabilidad que los comentados con
anterioridad (Ballard et al., 2007), presentando el maximo de absorcién a 650 nm y de emisién a 665 nm.

Alternativamente al marcaje fluorimétrico se encuentra el marcaje colorimétrico. A pesar de que implica
un mayor numero de pasos que el fluorimétrico, incluyendo el revelado con un sustrato adecuado, es
considerada una técnica mas sensible.

Normalmente el marcaje colorimétrico consiste en el uso de proteinas, como la biotina o la digoxigenina
(linkers), que actuaran de puentes entre la sonda y la enzima de revelado, la cual esta fusionada con la
molécula que reconoce dicho linker. Asi, y tras la adicidn del sustrato, la enzima serd capaz de catalizar la
conversioén a productos que presentan un viraje de color.

Ademas de las técnicas de marcaje comentadas, existen otras técnicas denominadas sin marcaje o label-
free que en la actualidad no se estdan empleando pero pueden ser consideradas como de gran potencial
en la tecnologia de microarray futura (Tabla 1).
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Tabla 1. Diferentes modalidades del marcaje y caracteristicas de cada una de ellas (Syahir et al., 2015).*QCM:
Microbalanza de Cuarzo, SPR: Resonancia de Plasmdn de Superficie, AR: Reflexiones Andmalas sobre Superficies de Oro.

Coste
M j High
arca]c?{ Manejo dela Cuantitativo 9
Preparacion . . Throughput
instrumentacion
Fluorescencia Si/Medio Facil Barato Si/No Si
Radioisétopos Si/Dificil Dificil Medio Si Si/No
= X Quimioluminiscencia Si/Medio Facil Barato Si/No Si
Marcaje
Electroquimica Si/Medio Facil Barato Si Si/No
Nanoparticulas Si/Medio Facil Barato Si Si
MS No/Facil Facil Caro No Si/No
Sin Microcantilever No/Dificil Dificil Caro Si No
Marcaje " . (. .
(Label- QCMm No/Medio Facil Barato Si No
free) SPR* No/Medio Facil Caro Si Si
AR* No/Medio Facil Barato Si Si

2.3.4. Meétodos de inmovilizacion.

Como se ha indicado en la Figura 2, tras la eleccién del soporte, de la sonda y del marcaje, se ha de
abordar la inmovilizacion de la sonda. Este paso consiste en determinar el método por el cual se unira la
sonda al soporte escogido. Se trata de un paso bastante importante y complejo, por lo que en la
actualidad se han desarrollado diferentes estrategias con el fin de obtener una inmovilizacién éptima.

Para llevar a cabo una unién adecuada, en algunos casos se requiere la activacion de la superficie. Pero
ademas, también se necesita la modificacion de las moléculas sonda mediante la adicidon de diferentes
grupos quimicos (tiol, amino) o de una proteina (biotina) (Aboytes et al., 2003). Es lo que se conoce como
funcionalizacién de la sonda. Se trata de un proceso costoso aunque hoy en dia estd bastante
estandarizado y existen numerosas casas comerciales que lo suministran a demanda.

En cualquier caso, existen distintas técnicas de inmovilizacién dependiendo de la biomolécula problemay
de la superficie de apoyo (Tabla 2).

Tabla 2. Técnicas de inmovilizacion. Caracteristicas de las distintas técnicas de inmovilizacion de las sondas sobre las
superficies. + = Bajo, ++ = Medio, +++ = Alto

Tipo de Método de

Preparacion Unidn Estabilidad Reusabilidad Coste

union inmovilizacion
Atrapamiento + ++ +++ Posible ++
Unién
isi Inclusion en .
fisicao ++ + ++ Posible +++
pasiva membranas
Adsorcion + ++ + Si +
Enlace .
+++ +++ +++ Posible +++
covalente
Unidn -
L. Afinidad ++ +++ +++ No ++
quimica
Electrostatica + +++ + Si ++
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A continuacidn, se detallan cada una de éstas.

En primer lugar se encuentran las estrategias de retencion fisica o pasiva. En estas se trata de inmovilizar
los receptores sin que exista una reaccién quimica (mediante adsorcion o atrapamiento, por ejemplo). A
su vez se dividen en técnicas por atrapamiento, por inclusién en membranas o por adsorcion. En la
primera de éstas la retencion de las sondas tiene lugar porque quedan fijadas entre la matriz porosa de
un polimero. En cambio, en las estrategias pasivas de inclusién en membranas, el factor que favorece
dicha inmovilizacién es la membrana en si. Finalmente en la retencién por adsorcién, ésta tiene lugar
mediante el uso de moléculas que establecen interacciones débiles con la superficie. Se trata de una
técnica sencilla, répida y econdmica ya que no es necesario el uso de reactivos adicionales para la unién.
Cabe comentar que la interaccidén entre las moléculas que actian como sondas y el soporte tiene lugar
de manera aleatoria, por lo que las interacciones que se formaran seran de diferentes tipos. Ademas,
una vez realizada dicha unidn, ésta permanece grandes periodos de tiempo sin sufrir cambio alguno. Sin
embargo, y como cualquier estrategia, presenta también inconvenientes. La aleatoriedad en la formacidn
de las uniones conlleva que, de vez en cuando, la sonda, no esté de manera orientada y accesible para la
molécula target. Ademas la unidn se puede ver afectada por variaciones en el pH, en la concentracién de
sales, etc.

En segundo lugar se encuentran las técnicas de retencién quimica. Estas, al igual que las fisicas, se
pueden dividir en:

- Unidn por afinidad: depende de la interaccién bioldgica entre una molécula anclada a la superficie y
un ligando (Hérraez, 2010). Tiene lugar mediante la utilizacion de moléculas que presentan cierta
afinidad y selectividad entre ellas como por ejemplo el tandem biotina-(estrept)avidina (THERMO
SCIENTIFIC, 2014) y presenta la ventaja de disponer las sondas de manera altamente orientada.

- Unidn electrostatica: tiene lugar cuando la superficie estd cargado positiva o negativamente. Un
ejemplo de soporte seria el vidrio derivatizado con poli-L-lisina para inmovilizar las sondas de ANs.

- Unidn por enlace covalente: en este caso, existe una reaccién quimica entre algun grupo del receptor
y un grupo de la superficie de forma que la sonda queda anclada covalentemente, y por tanto, se
trata de una unién mas robusta. Esta estrategia presenta la ventaja de poder orientar las moléculas
con la consiguiente facilidad de reconocimiento por las moléculas target. Ademas, al tratarse de una
unién fuerte, es resistente a variaciones de temperatura, pH o presencia de sales.

En este trabajo, la estrategia empleada ha sido la estrategia fisica de atrapamiento mediante el uso de un
hidrogel combinada con el enlace covalente de la sonda. Dicho hidrogel se forma y queda adherido a la
superficie por fotopolimerizacion, es decir, cuando es irradiado con luz UV, ya que empieza su
entrecruzamiento que favorece su adhesién a la superficie y permite atrapar a la molécula sonda al
mismo tiempo (Moshchallski et al., 2013). El uso de hidrogeles ofrece una seleccién mas amplia en la
quimica de activacion y/o inmovilizacion en comparacion con las superficies bésicas, ademas de mejorar
la estabilidad de las biomoléculas y la calidad de deteccién (Tanase et al., 2011). En este trabajo, con el
fin de mejorar la inmovilizacién de sondas, se utilizan secuencias con, al menos, un grupo tiol, de manera
que la irradiacién empleada a la vez que entrecruza el polimero permite el anclaje covalente de la sonda
a algunos de los dobles enlaces mediante la reaccidon de acoplamiento tiol-eno (Posner, 1905)(Hoyle y
Bowman, 2010). De esta manera se aunan las ventajas de la inmovilizacion por atrapamiento con las del
enlace covalente.

Ademas de lo comentado previamente, otro aspecto importante en la etapa de inmovilizacién de la
sonda es la manera en la que este paso se lleva a cabo en la construccién de los microarrays. Existen dos

7



Introduccion

modalidades: sintesis in situ o spotting. La primera de éstas queda restringida a sondas de DNA, mientras
que la segunda puede aplicarse tanto en la construccién de microarrays de DNA como de proteinas.

La modalidad de fabricacidn in situ consiste en la sintesis en el momento del oligonucledtido mediante la
deposicién de nucledtidos de manera ciclica. Previamente, la superficie debe haberse activado por la
aplicacion de luz (fotoquimicamente) o por sustancias quimicas (electroquimicamente) (Figura 4a).

En cambio, la modalidad de spotting, se caracteriza por depositar la disolucién que contiene las
moléculas sonda ya sintetizadas mediante un robot. Esta deposicion puede realizarse por contacto
(Figura 4b) o sin contacto (ink-jet) (Figura 4c). Asimismo, la deposicidn en la impresion ink-jet se puede
llevar a cabo mediante jeringas solenoides, inyectores piezoeléctricos o inyectores térmicos.
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Figura 4. Diferentes modalidades de fabricacion de un microarray: a) fabricacidn in situ b) spotting por contacto c) spotting
sin contacto (Schena et al., 1998).

Como bien se observa, la deposicidn requiere el uso de tecnologia avanzada que aumenta el coste de las
técnicas, pero que reduce los errores experimentales que podrian cometerse. En este trabajo, la
modalidad utilizada es la de spotting. En concreto, la deposicidén se realiza mediante impresidon ink-jet
con una jeringa solenoide. La técnica utilizada se caracteriza por emplear volimenes de muestra entre 4-
80 nL lo que conlleva a una disminucidn de la miniaturizacién y de la densidad (Lang et al., 2010). Sin
embargo, se trata de una técnica rapida, sencilla, flexible, precisa y econdmica para el desarrollo de
microarrays.

2.3.5. Lectura del microarray. Deteccion.

La técnica de deteccion dependera de la estrategia de marcaje escogida. Asi, si el marcaje es de tipo
fluorimétrico, existen diversidad de instrumentos para poder realizar una captura de las zonas de trabajo
y obtener imagenes bidimensionales como, por ejemplo, los basados en camara CCD (Figura 5) o los
escaneres de fluorescencia comerciales, como los de la serie GenePix® de la casa comercial Molecular
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Devices. Si el marcaje es colorimétrico, se puede recurrir a escaneres de documentos convencionales,
siempre que la naturaleza del soporte lo permita.

Fuente de
iluminacion

Figura 5. Esquema de un sistema de deteccion similar al empleado en nuestro trabajo. Consta de una cdmara CCD que
captura la imagen y de una fuente de iluminacidn, generalmente LEDs, que enfoca a la zona a capturar (Moshchallski et al.,
2013).

Tras la lectura del ensayo, se obtiene una imagen 2D que contiene puntos o spots cuya intensidad esta
relacionada de manera directa con la cantidad de moléculas target reconocidas por el agente de captura
inmovilizado en la superficie.

Posteriormente, mediante herramientas bioinformaticas de tratamiento de imagen, se realiza el analisis
de los datos, obteniendo asi una matriz de datos correspondientes a los diferentes spots del microarray,
que pueden ser posteriormente interpretados para extraer conclusiones.

3. Empleo de hidrogeles en el desarrollo de microarrays.

Los hidrogeles son el resultado de reacciones de polimerizacidn entre diferentes polimeros como los
acrilatos (poli-L-lisina, poliacrilamida, polietilenglicol (PEG) o poliuretano) con la consiguiente retencion
de moléculas de agua por parte de mondmeros de éstos (Tanase et al., 2011).

En la actualidad, los hidrogeles suponen una alternativa tanto a los inmunoensayos tradicionales, en los
gue el anticuerpo (Ab) se fija a la superficie, como a los microarrays. En estos ensayos el hidrogel es el
agente que permitird el atrapamiento de las diferentes moléculas sonda, tanto de ANs como de
proteinas, aumentando asi la superficie de contacto. Dicha inmovilizacion tiene lugar a la par con la
formacion del hidrogel, generalmente mediante reacciones de fotopolimerizacion (mediante la
exposicidn a una lampara de luz UV).

Estos hidrogeles tridimensionales permiten que el nimero de sondas atrapadas sea mayor, lo que
conlleva unas condiciones cinéticas mas favorables que las proporcionadas por la interfaz 2D liquido-
sélido (Bromberg et al., 2011). Es por ello que en estos microarrays se obtienen mayores valores de
sensibilidad.

Ademas, los hidrogeles presentan otras ventajas como su aspecto trasparente que facilita la visualizacién
del viraje de color, su reproducibilidad y la sencillez del proceso (Beyer et al., 2014).

Sin embargo, las velocidades de los procesos de reconocimiento molecular que tienen lugar en éstos,
como por ejemplo procesos de hibridacidon de DNA, son menores debido a problemas de accesibilidad, y
en muchos casos, a la propia composicién del hidrogel. Aunque cabe destacar que dicho tiempo ‘perdido’
se recupera con antelacién durante las primeras fases en la construccién de los microarrays ya que son
rapidos de fabricar. Ademds, existen trabajos que afirman que el uso de hidrogeles, lejos de dificultar,
facilita la accesibilidad de las sondas (H. Bunemann, 1982). Asimismo, la disposicion de las moléculas
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sonda es mas al azar que en los chips planos 2D, donde la inmovilizacién es mas orientada (Tanase et al.,
2011).

En resumen, a pesar de presentar algunos inconvenientes como el descenso de las velocidades de
distintos procesos y la orientacidn, la utilizacidn de hidrogeles tridimensionales surge con la finalidad de
resolver los problemas que presentan los ensayos tradicionales, tanto inmunoensayos como microarrays,
manteniendo las ventajas de multiplexado y automatizacién que presentan. Asi, se caracterizan por
tener mayor sensibilidad, facilidad a la hora de la construccidn, rapidez, menores requerimientos de
muestras y agentes de captura, y coste mas reducido.

Por otra parte, la hidrofilia y la flexibilidad de su porosidad, que caracterizan a los hidrogeles, los hace
idéneos para la formacién de una estructura similar al interior celular, debido a su alto contenido en
agua, para albergar interacciones bioquimicas de macromoléculas en su interior, tanto entre acidos
nucleicos (DNA, RNA) como entre proteinas (Beyer et al., 2014).

En lo encontrado en la bibliografia, la validacidon cuantitativa o cualitativa del grado de hibridacion de
DNA se lleva a cabo mediante quimioluminiscencia (Le Goff et al, 2013) o fluorescencia (J. Tang, P. Xiao,
2009) (Rubina et al., 2004) (Rutowska et al., 2010) (Neumann et al., 2010). Pero éstas presentan algunos
inconvenientes como evitar la exposicion continua a la luz, tanto durante las preparaciones de
disoluciones asi como en el almacenamiento. Cabe destacar que en los ultimos afios la deteccion de DNA
se ha ido optimizando mediante la combinacién de hidrogeles y marcaje colorimétrico (Baeissa et al.,
2010) con nanoparticulas de plata (deteccién semi-cuantitativa) potenciando asi las ventajas que
presentan ambos.

En conclusidn, actualmente se estd estudiando la aplicacidon de los hidrogeles para distintos tipos de
microarrays ya que permiten obtener areas de elevada densidad de sonda, lo que conlleva una facilidad
y una mejora en la inmovilizacion de las sondas. Sin embargo, se trata de una tecnologia muy joven con
mucho potencial aun por explotar.

4. Fosforilcolina (MPC) como propuesta de hidrogel.

La 2-metacriloiloxietil fosforilcolina (MPC) (Figura 6) es una molécula sintética desarrollada para dotar de
inercia bioldgica a las superficies de materiales (Goda et al., 2015). Se basa en la estructura de la
fosfatidilcolina presente en las membranas de las células eucariotas.
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Figura 6. Estructura quimica de la molécula sintética 2-metracriloiloxietil fosforilcolina.

Por una parte, la MPC es una molécula bioinerte debido a un grupo de fosforilcolina (MPC) presente en la
cadena lateral. Esto hace que se establezcan interacciones electrostaticas y se forme una fina capa rica
en agua alrededor de los grupos MPC formando asi un hidrogel.

Por otra parte, la MPC también contiene un mondmero de metracrilato por lo que puede dar lugar a
diferentes conformaciones moleculares mediante la aplicacién de técnicas de polimerizacidén las cuales
son rapidas y sencillas. En este sentido, y debido a la reactividad del metacrilato, la MPC presenta
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diversas aplicaciones en el ambito biomédico. Es por ello que, en la actualidad, muchos grupos de
investigacion estdn llevando a cabo diferentes investigaciones utilizando la MPC como material de
trabajo (Watanabe et al., 2008) (Xu et al., 2010) (Ishihara et al., 2011) (Matsuno et al., 2011) (Lin et al.,
2014).

Ademas, en los ultimos afios los polimeros de MPC han despertado mayor interés debido al
descubrimiento de nuevas propiedades como, por ejemplo, el actuar como receptor de la proteina C-
reactiva. Esta proteina estd presente en el torrente sanguineo y es empleada como marcador de las
enfermedades cardiovasculares (Chang et al., 2002). Como dato de interés, la CRP es actualmente uno de
los diez biomarcadores que con mds frecuencia es solicitado en los analisis por parte de los médicos.
Teniendo en cuenta todo esto, en este trabajo se plantea la posibilidad de utilizar los microarrays de
hidrogel de MPC para poner a punto un ensayo de deteccion de CRP.

5. Los discos compactos como soportes para microarrays.

Los Blu-ray Disks (BD), al igual que los Compact Disk (CD) y los Digital Versatile Disk (DVD), son soportes
con unas propiedades fisicas excepcionales, como su resistencia, su estabilidad caldrica, su extensa
superficie asi como una mejor eficiencia en la adsorcién de diferentes moléculas. Es por ello que en la
actualidad se estan utilizando dichos soportes para el desarrollo de ensayos como alternativa a soportes
tradicionales como el vidrio o la silice. Este uso de los discos compactos como soportes para microarrays
se realiza de manera pionera por el grupo de investigacién SYM del Centro de Reconocimiento Molecular
y Desarrollo Tecnolégico (IDM) de la Universitat Politécnica de Valéncia (Morais et al., 2014) donde se ha
realizado el presente trabajo.

Las sondas pueden inmovilizarse sobre los discos mediante diferentes estrategias como adsorcion pasiva
(de manera directa) (Morais et al., 2009)(Morais et al., 2010), mediante el uso de bioagentes de afinidad
como la estreptavidina, concanavalina A, proteina A o anticuerpos (de manera indirecta) (Arnandis-
Chover et al., 2012), covalentemente tras la funcionalizacién quimica del polimero que forma el disco
compacto original (policarbonato) (Bafiuls et al., 2012) o con el uso de diferentes compuestos que son
aplicados mediante spin coating, como la resina SU-8 (Peris et al., 2013) o el poliestireno (Tamarit-Lopez
et al., 2008).

Por otra parte, estos soportes presentan ademas gran potencial en el screening masivo para la deteccion
de diferentes compuestos gracias al multiplexado que ofrecen los microarrays. Se trata de una tecnologia
rapida (los tiempos requeridos oscilan entre 25 y 90 minutos, como maximo, dependiendo del ensayo),
barata y con una sensibilidad y selectividad excelentes, con valores similares a los obtenidos en los
ensayos ELISA (Morais et al., 2014).

El BD ha sido el soporte elegido para este trabajo. Pero, équé lo hace diferente del resto de la tecnologia
de disco como CD’s o DVD’s?

En respuesta a la demanda de una nueva tecnologia de disco que permitiera un mayor y mejor
almacenamiento frente a los CD’s y DVD’s ya existentes, surgié una tercera generacidén de sistemas de
almacenamiento (Arnandis-Chover et al., 2014). Entre ellos se encontraba el Blu-ray, propuesto por los
Blu-ray Disk Founders (Meinders et al., 2006).

En primer lugar, la composicidon de los BD’s es diferente ya que no sélo es una capa de policarbonato
sobre la cual es grabado el track, el cudl posibilitard la lectura en cualquier lector convencional, sino que
los BD’s estdn formados por un compuesto patentado por la casa TDK® conocido como Durabis que es
guimicamente inerte y altamente hidrofébico (Enomoto et al., 2005). Esta ultima caracteristica genera un
tamafio de punto menor en el microarray y hace a los BD’s Unicos para el desarrollo de estudios de
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diagndstico molecular, ya que permiten la digitalizaciéon de matrices de alta densidad con un detector
Optico preciso, versatil y asequible, como es el propio lector de BD (Arnandis-Chover et al., 2014).

En segundo lugar, la utilizacién de unas longitudes de onda menores en comparacidn con los CD’s o los
DVD's, debido al tamafio del track, hacen las lecturas mads precisas y mas sensibles que las obtenidas con
los DVD’s o las tecnologias de qPCR (Arnandis-Chover et al., 2014), con una mejor resolucién lateral. Asi,
se postula con posibilidades para convertirse en una tecnologia de high throughput screening (HTS)
(Figura 7). Sin embargo, pese a su potencial, uno de los problemas a resolver es la inmovilizacién de las
sondas, que resulta dificil, pues se trata de una superficie disefiada para repeler todo tipo de adsorcién y
ademas es quimicamente inerte, por lo que también dificulta la inmovilizacién por unién covalente.

CD DVD HD DVD Blu-ray
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Figura 7. Comparacion de las diferentes tecnologias de disco en cuanto a longitud de onda, didmetro de la lente, didmetro
del laser, y dimensiones del track.

En este trabajo se plantea encontrar una manera sencilla de inmovilizar sobre la superficie del BD, tanto
sondas de AN como proteinas, mediante la formacién de un hidrogel que aumente la sensibilidad del
ensayo por el hecho de generar un microarray en 3D, y por emplear el BD como soporte, el cual presenta
baja fluorescencia de fondo y repele la interaccidn inespecifica fuera del punto. Por otro lado, el hecho
de emplear el hidrogel de MPC, conllevara a una disminucion de la adsorcion inespecifica también dentro
del spot como se ha mencionado en el apartado 4.
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Objetivos

En la actualidad, para el diagndstico de muchas enfermedades, la tecnologia microarray se presenta
como una herramienta interesante por sus multiples ventajas. Para la inmovilizacion de las sondas en
formato microarray, tradicionalmente la unién covalente y la adsorcién son las metodologias escogidas.
Sin embargo existen alternativas, como el uso de hidrogeles, que atrapan las moléculas receptoras en su
interior y generan microarrays en 3D.

El objetivo general de este trabajo es poner a punto una metodologia de anclaje de sondas en formato
microarray para superficie de Blu-ray (BD), basada en la formaciéon de un hidrogel. La nueva metodologia,
en principio, presentaria las ventajas de sencillez, mayor sensibilidad (al aumentar la densidad de
moléculas receptoras) y menor inespecificidad por emplear fosforilcolina (MPC) en dicho hidrogel.

Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos particulares:

1. Puesta a punto de un microarray basado en hidrogel de MPC sobre superficie de BD.
1.1. Estudio de reconocimiento de proteina C reactiva (CRP) mediante microarrays de fluorescencia.
Analisis de prestaciones.
2. Puesta a punto de un microarray de sondas de DNA basado en hidrogel de MPC.
2.1. Estudios de inmovilizacién e hibridacién usando marcaje fluorescente.
2.2. Prueba de concepto: aplicacién a la discriminacion de polimorfismos de una sola base (SNP) y a
la deteccidén de productos de PCR de bacteria.
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Materiales y métodos

1. Materiales

1.1.Reactivos.

Los reactivos albumina de suero bovino (BSA) (298%, polvo liofilizado), Tween 20, tetrametilbencina
(TMB), estreptavidina-Atto655, soluciones A y B de revelado de plata, diacrilato de poli(etilenglicol), 2-
metacriloiloxi fosforilcolina (MPC), Trizma Base empleado para la preparacién del tampén Tris-HCl y la
proteina C reactiva (CRP) de plasma humano recombinante expresada en E.coli (en solucién 0,02 M Tris,
0,28 M cloruro de sodio, 0,005 M cloruro de calcio, pH 7,8-8,2 con 0,1% azida de sodio) fueron
suministrados por la casa comercial Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

Los reactivos formamida y la mayoria de las sales empleadas en la preparacidon de los diferentes
tampones fueron adquiridos de Scharlau (Barcelona, Espaiia).

Los tampones empleados en los distintos ensayos, tanto para la preparacién de disoluciones como para
el lavado, fueron los siguientes: PBS 1x: fosfato sddico dibasico 0,8 mM, fosfato sdédico monobasico 2
mM, cloruro sédico 137 mM vy cloruro potasico 2,7 mM, pH 7,5; SSC 1x: cloruro sédico 90 mM vy citrato
sédico 9 mM, pH 7; PBS-T 1x (fosfato salino-Tween): PBS 1x con Tween 20 al 0,05%; MES: MES 112 mM,
pH 4,6; Tris HCl: Trizma base 21 mM, cloruro sddico 137 mM, cloruro potasico 37 mM, pH 8; tampdn
carbonato (TC): carbonato sddico anhidro 15 mM, hidrégeno carbonato sédico 34 mM, pH 9,6.

Por una parte, los oligonucledtidos denominados SYM empleados en los diferentes experimentos (SYM4,
SYM5, SYM17, SYM22, SYM25, SYM43, SYM46, SYM47, SYM48, SYM54 y SYM55) fueron proporcionados
por Sigma-Genosis (Suffolk, Reino Unido). Las secuencias de los mismos se especifican en la siguiente
tabla (tabla 3).

Tabla 3. Nomenclatura de los oligonucledtidos empleados y secuencia de cada uno de ellos. En negrita, se resaltan los
grupos funcionales o fluoréforos en los extremos 5’ o 3’. Ademas, en la tercera columna se indica si presenta alguna
complementariedad y, en caso afirmativo, con qué oligonucledtido lo hace. En el caso de complementariedad parcial, el
oligonucledtido se encuentra marcado con un asterisco y en la secuencia se indica la(s) base(s) que confieren dicha
complementariedad parcial mediante un subrayado.

Nombre . e o Oligonucleétidos
. . Secuencia (5'-3') .
oligonucleédtido complementarios

SYm4 BTN-(T):5-CCCGATTGACCAGCTAGCATT SYM5
SYM4
SYM43
SYM5 Cy5-AATGCTAGCTGGTCAATCGGG SYM44
SYM54
SYM55
SYM17 TTACGATCGACCAGTTAGCCC(T);5-(CH,)5-S-S-(CH,)3-OH -
SYM22 H,N-C;-(T)1sCCCGATTGATTAGCTAGCATT SYM25
SYM25 BTN-AATGCTAGCTAATCAATCGGG SYM22
SYM43 SH-(T);5-CCCGATTGACCAGCTAGCATT SYM5
SYM44 SH-(T)15-CCCGATTGACCAGCTAGCATT-Cy5 SYM5
SYM46 SH-(T)15-CCCGATTGACCTGCTAGCATT SYM5*
SYM47 SH-(T)15-CCCGATTGATTAGCTAGCATT SYM5*
SYM48 SH-(T)15-CCATATTGACCAGCTATCATT SYM5*
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SYM54 SH-CCCGATTGACCAGCTAGCATT-Cy5 SYM5
SYMS55 SH-CCCGATTGACCAGCTAGCATT SYM5

Por otra parte, los oligos denominados DAC (DAC1, DAC3, DAC4, DAC6) fueron amablemente cedidos por
el Département des Analogues et Constituant des Acides Nucléiques (DACAN) del profesor Morvan de la
Universidad de Montpellier. Sus secuencias se especifican en la tabla 4.

Tabla 4. Nomenclatura de los oligonucleétidos DAC empleados y la secuencia de cada uno de ellos. (SH), indica que posee
cuatro grupos tiol disponibles para reaccionar.

Nombre s o
oligonucleétido Secuencia 5-3

DAC1 SH-TTTTGATTACAGCCGGTGTACGACCCT

DAC3 (SH),-TTTTGATTACAGCCGGTGTACGACCCT

DAC4 SH-TTTTAGACGCAATACCGCGAGGTGGAGCA

DAC6 (SH),-TTTTAGACGCAATACCGCGAGGTGGAGCA

El anticuerpo policlonal primario anti-digoxigenina de oveja y policlonal secundario anti-oveja de conejo
marcado con HRP fueron proporconados por Abcam (Cambridge, Reino Unido).

El anticuerpo primario monoclonal anti-digoxigenina de conejo fue adquirido de la casa Invitrogen de Life
Technologies (Madrid, Espafia).

El anticuerpo policlonal secundario anti-conejo de cabra marcado con oro (GAR-Au) fue suministrado por
Sigma Aldrich (Madrid, Espaiia).

El anticuerpo policlonal secundario anti-conejo de cabra marcado con Alexa647 (GAR-Alexa) y el
fluoréforo Alexa Fluor® 647 NHS ester fueron proporcionados por la casa Molecular Probes de Life
Technologies (Madrid, Espafia).

Los productos de PCR marcados con digoxigenina fueron obtenidos por el grupo de investigacion en el
gue se ha realizado el trabajo siguiendo un protocolo optimizado con anterioridad (Arnandis-Chover et
al., 2012)

Los cubreobjetos de vidrio de dimensiones 18x18 mm fueron suministrados por Deltalab (Barcelona,
Espaiia).

Los tubos Pierce® Concentrator, PES, 30K fueron adquiridos de THERMO SCIENTIFIC (Escocia, Inglaterra,
Reino Unido).

Los tubos de centrifuga Macrosep® Advance Centrifugal Device fueron suminstrados por la casa PALL®
Life Sciences (EEUU).

Los Blu-ray (BD) empleados como soporte de todos los ensayos realizados fueron proporcionados por la
casa CD Rohling-up GmbH (Saarbriicken, Alemania).

1.2.Instrumentacién y software.

Para la impresion de los microarrays se empled el equipo AD1500 de Biodot Inc. (Irvine, CA, EEUU), con
sistema de impresidn sin contacto y aguja de material cerdmico.
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Para la deteccion de la fluorescencia se empled un sistema casero basado en una cdmara 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 excitacién
(A=633 nm) (Llorente et al., 2004). Las medidas se realizaron por acumulacién de luz emitida por las
muestras durante 15 s utilizando una ganancia del dispositivo CCD igual a 5.

Para el andlisis 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).

Las centrifugas empleadas fueron Medifiger BL-S de la casa Selecta® y Labofuge 400 de Heraeus
Instruments.

Como fuente de luz UV para la polimerizacion de la fosforilcolina se empled el instrumento UV-Ozone
Cleaning System de la casa comercial FHR (Ottendorf, Okrilla, Alemania), una ldmpara de mercurio
Double Bore® Lamp de la casa comercial Jelight Co. (California) y una lampara para cromatografia de capa
fina de la casa Vilber Lourmat (Francia). Todas ellas con emisién a 254 nm.

2. Métodos
2.1. Protocolo de marcaje y purificacion de la proteina C reactiva (CRP).

En primer lugar se intercambid el tampon de la proteina C reactiva (CRP) comercial usando eppendorfs
Pierce® de 30K. Se obtuvieron asi 500 pL de CRP a una concentracién de 500 ppm en tampodn
bicarbonato (el volumen y la concentracion obtenidos eran iguales a los de partida). Dicho intercambio
consistio en ciclos de centrifuga de 15 minutos a 17 °C con una velocidad de 12360 rpm, adicionando
volumenes variables del tampdn bicarbonato (Tabla 5).

Tabla 5. Ciclos realizados para el intercambio del tampdn que contenia la CRP que iba a ser marcada y volumen de tampdn
bicarbonato afiadido para el ciclo siguiente.

Volumen aiadido de

Ciclo bicarbonato (uL)
1 400
2 400
3 350
4 350
5 -

Una vez intercambiado el tampdn, se procedié al marcaje de la proteina C reactiva. Para ello, se
afadieron los 500 pL de la disolucidn de CRP obtenida previamente a un tubo que contenia 100 ug del
marcador Alexa Fluor® 647y se dejé durante 2 horas en agitacidon a temperatura ambiente.

Finalmente, se realizé una purificacion de la proteina marcada mediante 10 ciclos de centrifugacién
(12360 rpm, 15 min, 17 °C) empleando tubos Macrosep® Advance Centrifugal Device y PBS 1x como
tampodn.

Tras la purificacion, se obtuvieron 200 uL de CRP marcada (CRP*) a una concentracion de 166 ppm.
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2.2. Protocolo de inmovilizacion de la fosforilcolina (MPC) y ensayo de
reconocimiento de CRP marcada.

Se prepararon dos concentraciones distintas de fosforicolina (MPC) en agua: 1,3 y 1,5 M (ambas
preparadas a partir de una disolucién madre de 3 M (0,8858 g en 1 mL)). A continuacién, se imprimieron
los diferentes arrays mediante el uso del robot AD1500 sobre la cara inferior de un Blu-ray (BD) sin
modificar.

@ Microarrays de 4x4 con MPC 1,5 M
Microarrays de 4x4 con MPC 1,3 M

Figura 8. Esquema de la cara de incidencia del laser sobre la cual se imprime el array mediante el robot AD1500. En ella, se
ha representado un microarray lo que, en nuestro trabajo, denominaremos zona. Estd formada por 4 columnas y 8 filas de
puntos (spots). Dicho microarray se imprimird 8 veces a lo largo de todo el BD. En la parte derecha inferior, se representa
un esquema de todas las zonas posibles a imprimir (un total de 8) en un BD.

Se definieron 8 zonas iguales sobre el disco (Figura 8). En cada zona se imprimieron 2 arrays de 4x4 (40
nL/spot). El primero empled la disolucién de 1,3 My el segundo la de 1,5 M de MPC. Tras la impresion
de la MPC, se expuso el BD a la luz UV (254 nm) del limpiador de superficies UV-ozone Cleaning System
durante 7 minutos. A continuacion, se lavd con agua destilada y se secd con aire comprimido.
Posteriormente, cada una de las 8 zonas se incubd durante media hora a temperatura ambiente con
concentraciones crecientes de CRP* (Tabla 6). La incubacién se realizé depositando 35 puL de CRP* en
PBS-T sobre cada una de las zonas impresas y extendiendo la disoluciéon, con la ayuda de un
cubreobjetos, durante media hora a temperatura ambiente. Todas las diluciones se realizaron a partir de
una dilucién madre cuya concentracién era de 166 ppm.

Tabla 6. Tabla que recoge las diferentes concentraciones de CRP* utilizadas y sobre qué zona se ha incubado cada una de
ellas.

Zona [CRP*] (ppm)
0,1
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03

AUl A WN B
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7 0,02
8 0,01

Tras la incubacidn, se procedid al lavado del disco con tampdn de lavado (PBS-T), se secé con aire
comprimido y se capturaron las imagenes de fluorescencia de las distintas zonas mediante el lector LFS.
Una vez obtenidas las imagenes, se realizé el tratamiento de los datos mediante el uso del software
GenePix®.

2.3. Protocolo para inmovilizacidon de sondas (SYM44) y cdlculo de la densidad
de inmovilizacién de éstas.

En primer lugar, se preparé una dilucién de MPC 1 M en agua. Esta se utilizaria posteriormente para
realizar las diferentes diluciones del oligonucledtido SYM44 a emplear en el ensayo (Figura 6).

Se imprimieron 6 zonas idénticas con una configuracién 4x6 (4 puntos y 6 reactivos) con la ayuda del
robot AD1500 de acuerdo al esquema de la figura 9.

MPC

: MPC +SYM44 (0,1 uM)
: MPC + SYM44 (0,5 uM)
: MPC + SYM44 (1 uMm)

: MPC + SYM44 (2,5 uM)
: MPC + SYM44 (5 uM)

AUV HBWNRE

Figura 9. Diferentes concentraciones de SYM44 empleadas para la obtencion de la densidad de inmovilizacion. Todas éstas
se prepararon a partir de una disolucién madre con una concentracion igual a 100 uM.

Tras dicha impresidn, se irradié el BD con luz UV (254 nm) con el UV-Ozone Cleaning System durante 7
minutos y posteriormente se procedid a la captura de las imagenes de fluorescencia de los diferentes
microarrays generados mediante el lector LFS. Estos datos se utilizaron para construir una curva de
calibrado del oligonucleétido sonda.

A continuacion, se lavo todo el disco con agua destilada y se secd con aire comprimido. Finalmente, se
capturaron de nuevo las distintas zonas igual que se habia hecho previamente y se procedié al
tratamiento de todas las imagenes mediante el software GenePix® obteniendo un archivo excel con
todos los valores de intensidad de fluorescencia de los diferentes spots del disco, con el objetivo de
determinar los rendimientos de inmovilizacion.

2.4. Construccion de la recta de calibrado del oligonucleétido target SYM5.

En primer lugar se procedio a la preparacion de las distintas disoluciones que se iban a imprimir. Por una
parte, se preparé MPC 1 M en agua. Fue ésta la que se utilizd para realizar las diferentes diluciones
(Figura 2) del oligonucledtido marcado con Cy5 (SYM5). A continuacién, se disefié un array de 4x7 (4
spots, 7 filas) segun el esquema de la figura 10. Este microarray se imprimié por quintuplicado, ocupando

5 zonas del BD.

: MPC + SYMS5 (0,5 pM)

: MPC + SYMS5 (0,25 puM)

: MPC + SYMS5 (0,1 uM)

: MPC + SYMS5 (0,075 pM)
: MPC + SYMS5 (0,05 pM)

: MPC + SYMS5 (0,025 pM)
MPC

NOUR_RWNERE

Nou s wWwN R

Figura 10. Diferentes concentraciones de SYM5 empleadas en el array para obtener la recta de calibrado. Las filas estadn
numeradas del exterior del BD hacia el interior. La ultima fila es un control, donde sdélo se imprime MPC.
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Tras la impresién de las 5 zonas sobre el BD directamente se procedid a la lectura de la fluorescencia
mediante el uso del lector LFS. Posteriormente se trataron los datos con el software GenePix® 4.0.

2.5. Protocolo para inmovilizacion de sondas y ensayo de hibridacién con la
cadena complementaria.

Al igual que en los protocolos anteriores, el primer paso fue la preparacién de la disolucién de MPC en
agua a una concentracion 1 M. A continuacidn, se prepararon dos concentraciones (5 y 1 uM) distintas
de oligonucledtido sonda (SYM55) utilizando la disolucion de MPC como disolvente. Una vez preparadas
éstas, se imprimieron los diferentes microarrays de 4x8 (un total de 7 zonas) siguiendo la plantilla
siguiente (Figura 11).

S
2 .

o000 |3 1: SYM55 en SSC 1x
o 2: MPC

00095 3,4, 5: MPC + SYMS5S5 (5 pM)
00006 _

eeee |7 6,7, 8: MPC + SYMS55 (1 uM)
00005

Figura 11. Esquema de la plantilla que se empled para la impresion de los diferentes microarrays generados. En la leyenda
de la derecha se indica qué se imprimié en cada linea.

A continuacion, se irradié toda la superficie del BD durante 7 minutos a 254 nm y posteriormente se lavo
con agua destilada y se secd. Seguidamente, se procedid a la preparacién de las diferentes
concentraciones de target (SYM5) a utilizar. En este caso, se utilizd tampdn SSC 1x para obtener las
diferentes diluciones a partir de la disolucion madre (100 uM). Se depositaron 35 pL de estas diluciones
sobre cada uno de los microarrays impresos segun la tabla 7 y se incubaron durante dos horas a 37 °C en
una estufa con humedad constante.

Tabla 7. Tabla que recoge las diferentes concentraciones del target SYM5 empleadas en el ensayo. La zona 7 se incubd
sélo con el tampodn empleado para realizar las diferentes diluciones (SSC 1x) como control negativo del experimento.

Zonas [SYM5] (uM)
1 0,200
0,100
0,050
0,025
0,010
0,005
0,000

N o b WN

Transcurrido este tiempo, ademas de realizar el lavado de las diferentes zonas con el mismo tampdn y un
poco de agua destilada para eliminar las sales, se realizd un segundo lavado mas exhaustivo con el
mismo tampdn pero en inmersiodn y agitacion durante 5 minutos para eliminar las uniones inespecificas.
Finalmente, se procedid a la captura de las imagenes de fluorescencia de las diferentes zonas, cual el
resto de ensayos, con el lector LFS, y el andlisis de datos con el software GenePix®.

2.6. Protocolo de inmovilizacion y ensayo de polimorfismos de una sola base
(SNP).

En primer lugar se prepararon disoluciones de diferentes sondas en MPC 1 M, previamente preparada en
agua. En este experimento, los diferentes oligonucledtidos (SYM43, SYM46, SYM47, SYM48 y SYM17) se
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prepararon a una concentracion de 5 uM (afiadiendo 5 pL de disolucién madre (100 uM) a 95 pL de MPC
1 M)y se imprimieron segun la figura 12 generando 8 arrays idénticos.

: MPC + SYM43 (5 pM)
: MPC + SYM46 (5 pM)
: MPC + SYM47 (5 pM)
: MPC + SYM48 (5 pM)
MPC

: MPC + SYM17 (5 pM)

OUVBAWNR
AU hAs WN B

Figura 12. Orden de impresidn de los distintos oligos empleados en el ensayo de SNPs.

En este experimento, se imprimieron 8 zonas iguales para poder realizar diferentes condiciones de
ensayo. A continuacidn, se prepararon diferentes diluciones de target SYM5 a una concentracion de 0,2
UM en SSC 1x con diferentes porcentajes de formamida (de 0 a 50%).

Tras imprimir, irradiar y lavar el BD se incubaron las distintas diluciones de target durante 2 horas, a 37
°C, en una estufa con humedad constante. Cada condicion de hibridacién se ensayé por duplicado, segun
la tabla 8, depositando 35 puL de mezcla sobre cada uno de los arrays y extendiéndola con un
cubreobjetos de 18x18 mm.

Tabla 8. Condiciones de hibridacion empleadas para cada zona del BD en el experimento de discriminacidon de SNPs.

Zonas Condiciones
1

SSC 1x / 0% formamida

SSC 1x / 10% formamida

SSC 1x / 25% formamida

SSC 1x / 50% formamida

00 NO U bW

Trascurridas las dos horas de incubacidn, se procedié a su lavado con SSC 1x mediante inmersidn-
agitacion durante 5 minutos. Finalmente, se lavd con un poco de agua destilada para eliminar las sales
retenidas, se secd con aire comprimido y se realizaron las capturas correspondientes de las diferentes
zonas con el lector LFS. Para terminar, se trataron los datos con el programa GenePix®, al igual que se ha
realizado en todos los experimentos comentados con anterioridad.

Por otra parte, también se realizé el ensayo de discriminacién de SNPs basandose en la fuerza idnica.
Para ello, se imprimid otro BD idéntico al explicado en este apartado.

Se prepararon diferentes disoluciones de target SYM5 (0,2 uM) que, entre ellas, variaban en la cantidad
de sales presentes (SSC 1x, SSC 3x, SSC 5x y SSC 10x) pero no en el porcentaje de formamida utilizado
(0%). Una vez impreso y lavado el BD, se depositaron 35 pL de mezcla en cada uno de los microarrays y
se siguid el protocolo de hibridacién comentado previamente (Tabla 9).

Tabla 9. Condiciones empleadas para el ensayo de discriminacion de SNPs. Se indica qué concentracion del tampdn es
empleado en cada zona impresa con un porcentaje de formamida igual a 0% y una concentracidn de target SYM5 de 0,2
UM.

Zonas Condiciones
! SSC 1
X
2
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3
a SSC 3x
5
6 SSC 5x
7
8 SSC 10x

2.7.Protocolo de inmovilizacién y ensayo con productos de PCR de Salmonella.

Dicho protocolo es muy similar al seguido en los ensayos anteriores, pero presenta algin paso adicional
ya que los productos de PCR (amplicones) deben ‘abrirse’ para posibilitar la hibridacién con las sondas
utilizadas. Los productos de PCR empleados pertenecen a la especie Salmonella, concretamente a un gen
comun de dicha especie.

En primer lugar, se seleccionaron las sondas a utilizar (DAC1 como sonda especifica de Salmonella y DACA
como sonda no especifica de Salmonella). A continuacidn, se prepararon diluciones de las distintas
sondas a diferentes concentraciones (de 0,1 a 5 uM) en MPC 1 M y se imprimieron sobre la superficie del
BD generando arrays de 4x6 (40 nL/spot) (Figura 13).

1: MPC + DAC1 (5 pM)
0000 1 2: MPC + DAC1 (1 pM)
ee0o00 > )
0000 3 3: MPC + DAC1 (0,5 HM)
0000 4 4: MPC + DAC1 (0,1 pm)
0000 5 5: MPC
0000 ¢ :

6: MPC + DAC4 (5 pM)

Figura 13. Diferentes concentraciones de sonda especifica y no especifica empleadas y orden en el que se imprimieron.

En segundo lugar, se procedio a la preparacidon de la dilucion 1:10 de los amplicones los cuales estaban
marcados con digoxigenina, aspecto importante para el revelado posterior. Dicha dilucién se realizé con
una disolucién de SSC 1x con un 15% de formamida.

Una vez ésta esta preparada, se prehibridaron las diferentes zonas con la mezcla empleada para realizar
las diluciones (SSC 1x con 15% formamida) durante media hora a 37 °C en humedad en la estufa. Tras
dicho paso de prehibridacidn, se lavé con SSC 0,1x y agua destilada y se incubaron durante 1 hora a 37 °C
y en humedad los amplicones de Salmonella depositando 35 pL con ayuda de un cubreobjetos sobre
cada microarray impreso. Previamente a dicha incubacién de hibridacion, los amplicones estuvieron 10
minutos a 95 °C con el objetivo de que la doble hebra de DNA se abriera, y asi posibilitar la hibridacion
con las sondas escogidas. Tras los 10 minutos, se pusieron en hielo durante 2 minutos para estabilizar las
hebras complementarias recién separadas.

Finalmente, y tras el paso de hibridacién, se lavé con SSC 0,1x%, agua, se secd con aire comprimido y se
incubaron durante media hora a temperatura ambiente con los reactivos correspondientes en funcién
del tipo de revelado (tabla 10).
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Tabla 10. Diferentes tipos de revelados empleados con el objetivo de determinar el mejor para nuestras condiciones de
trabajo. Ademas, se indica que anticuerpos (Ab) han sido empleados y en qué concentraciones. En el caso de los revelados
Ay C, ambos anticuerpos (primario y secundario) se pusieron en la misma disolucién mientras que el revelado B requirié
dos incubaciones consecutivas. Por otra parte, A y C debian incubarse con Ag y TMB como sustratos, respectivamente, ya
que se tratan de métodos colorimétricos, mientras que B es fluorimétrico y es suficiente con realizar una captura en el
lector LFS tras las incubaciones con los Ab. Una anotacién es que todas las diluciones de Ab se realizaron en PBS-T.

Tipo de revelado Reactivos empleados

Ab monoclonal anti-digoxigenina de conejo (1/10000) +

A Ab anti-conejo de cabra marcado con oro (1/100).

B Ab monoclonal anti-digoxigenina de conejo (1/1000) /
Ab anti-conejo de cabra marcado con Alexa647 (1/50).

. Ab anti-digoxigenina de oveja (1/2500) +

Ab anti-oveja de conejo marcado con HRP (1/100).

Tanto en la prehibridacién como en la hibridacién y en la incubacidn de los anticuerpos de revelado el
volumen dispensado sobre cada uno de los arrays generados fue de 35 plL usando un cubreobjetos para
extender la disolucion.

En los posteriores ensayos, el protocolo que se siguié fue basicamente el descrito aunque se variaron
algunas de las condiciones ya que, por ejemplo, se aumento el tiempo de hibridacién a 2 horas y el
tiempo de incubacién con los Ab a 45 minutos. Ademas, se probaron diferentes diluciones de los
amplicones (1:25, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500, 1:750 y 1:1000) en distintos experimentos y se puso una
zona de control negativo, ya sea con amplicones de otra especie (Campylobacter) o con el control
negativo de la misma especie de Samonella. Asimismo, se imprimieron también diferentes
concentraciones de sondas DAC1 (0,25, 0,1, 0,05, 0,025, 0,01 y 0,005 uM) con la finalidad de abarcar mas
posibilidades (tabla 1 del apartado de Anexos).

Finalmente, también se realizaron ensayos con DAC3 y DAC6, sondas especificas de Salmonella y
Campylobacter respectivamente. Dichas sondas son iguales a DAC1 y DAC4 pero presentan mas grupos
tiol (-SH) lo que aparentemente favoreceran el anclaje al hidrogel por formarse mas enlaces covalentes.
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Resultados y discusion

1. Formacion del hidrogel y marcaje y purificacion de la proteina C reactiva
(CRP).

Al inicio de este trabajo contdabamos con la experiencia previa del grupo de investigacién, que conocia la
capacidad de la fosforilcolina (MPC) de entrecruzar bajo irradiacién, anclandose, a la vez, a la superficie
del Blu-ray (BD) sin necesidad de modificacién alguna.

En la primera fase del proyecto se optimizé este proceso de anclaje, probando varias condiciones de
irradiacién (tabla 11). Finalmente se llegd a un protocolo optimizado que consistia en la impresidn de una
disolucién acuosa de MPC a concentraciones superiores a 1 M e irradiacion durante 7 minutos con una
ldmpara de radiacién UV (254 nm) de 50 mW/cm®.

Tabla 11. Condiciones de irradiacion empleadas. Diferentes tiempos utilizados y distintas ldmparas UV usadas. La longitud
de onda a la que emitian todas las lamparas utilizadas era 254 nm.

:;'irear:iZZig?\ Lampara empleada (potencia)
1h Vilber (6 mW/cm?)
2h Jelight (6 mW/cm?)
1 h 30 min Jelight (6 mW/cm?)
50 min Vilber (6 mW/cm?)
1 min UV-Ozone (50 mW/cm?)
5 min UV-0zone (50 mW/cm?)
7 min UV-Ozone (50 mW/cm?)

Los arrays obtenidos eran altamente reproducibles y presentaban un aspecto homogéneo de alta calidad
(Figura 14).

Figura 14. Foto de la superficie de un BD sobre el cual se imprimieron arrays con una configuracion 4x8 (4 spots / 8 filas).

Puesto que la MPC es un receptor de la proteina C reactiva (CRP), en primer lugar se probo su capacidad
de reconocimiento de dicha proteina.

Para ello, se procedié a marcar la CRP con un marcador fluorescente, Alexa647, siguiéndose las
indicaciones del fabricante, obteniéndose 200 L a una concentracion de 166 ppm.
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Cabria esperar una concentracién ligeramente menor a 500 ppm (concentracion de partida) debido a que
los protocolos estdn muy estandarizados y los rendimientos son bastante elevados. En nuestro caso se
emplearon dos tipos de filtros. Con los primeros, los eppendorfs Pierce® Contractor de 1,5 mL con filtro
30K, parte del marcador que no se habia unido a la proteina quedaba retenido, por lo que la purificacion
no era efectiva. Con el segundo tipo de filtros, los tubos de centrifuga Macrosep® Advance Centrifugal
Device, la separacidon entre marcador y proteina marcada fue mas efectiva, sin embargo presentaban
problemas de recuperacién tras el centrifugado. Por estos motivos, probablemente, la cantidad de
proteina marcada obtenida fue inferior a lo que se esperaba inicialmente.

Finalmente, se calculd la relacién de marcaje obteniéndose un valor de 1,13 mol Alexa647/mol proteina.
Dicho valor también es ligeramente inferior a los que se obtienen normalmente con estos protocolos,
seguramente por los problemas ya comentados.

2. Ensayos de reconocimiento de la proteina C reactiva marcada mediante
microarrays de hidrogel.

Con la proteina marcada se procedio a realizar ensayos de reconocimiento, con el objetivo de determinar
las capacidades del sistema.

Para ello, se imprimieron 8 zonas iguales empleando dos concentraciones de MPC (1,3 y 1,5 M)
generando asi arrays con una configuracion 4x4 (2 arrays por zona). Tras el lavado con agua y el secado
con aire comprimido, se incubaron las diferentes zonas con distintas diluciones de CRP marcada (CRP*)
(desde 0,1 a 0,01 ppm) durante media hora a temperatura ambiente. Tras dicha incubacidn, se lavé el BD
con PBS-T, se secé con aire comprimido y se procedié a la capturas de las distintas zonas mediante el
lector de fluorescencia de superficies (LFS).

A continuacién se trataron las imagenes de fluorescencia y se obtuvo un archivo Excel con los valores de
intensidad de los diferentes spots impresos de los distintos arrays generados. Seguidamente, se procedio
al cdlculo de los valores promedio y desviaciones estandar para las distintas concentraciones de MPC
utilizadas y para cada una de las concentraciones de CRP*. Asi, se representaron éstas frente a las
concentraciones comentadas (Figura 15).

MPC 1,5M

20000 MPC1,3M

18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[CRP*] (ppm)

Figura 15. Valores de intensidad de los distintos spots de los diferentes arrays generados frente a las concentraciones de
CRP marcada empleadas (ppm). En rojo, se representa la tendencia correspondiente a una concentraciéon de MPC igual a
1,3 M. En azul, 1,5 M es la concentracién empleada para la generacion de los microarrays. En la parte superior izquierda
una imagen de fluorescencia de una zona generada.

24



Resultados y discusion

Como se puede observar en la figura superior, a mayor concentracion de MPC mayor es la intensidad de
fluorescencia de los spots. Se podria pensar que a mayor concentracion, la intensidad fuera menor debido
a que el grado de entrecruzamiento del hidrogel aumenta, impidiendo la entrada de la proteina a su
interior. Esto podria ser cierto, pero también se debe ver desde otra perspectiva, a mayor concentracion
mayor es la superficie de contacto debido a que el tamafo de la gota aumenta y también es mayor el
numero de receptores. Es por ello, que los valores aumentan conforme aumenta la concentracién de
hidrogel.

Otro aspecto importante y, a la vez interesante, es que los valores de fondo o background de la superficie
son muy bajos especialmente si se comparan con otros soportes empleados en microarray. Esto quiere
decir que hay muy poca adsorcidn inespecifica y se atribuye a la naturaleza del soporte (BD) que es
altamente hidrofébica y muy inerte, generalmente.

Ademas, se observa un incremento de la intensidad bastante lineal tanto a concentraciones bajas como a
elevadas de la MPC (Figura 1 del apartado de Anexos). Ambas rectas se utilizaron para conocer la
cantidad de CRP* presente en los diferentes ensayos realizados a posteriori.

Segun la bibliografia consultada, los valores normales de concentracién de CRP en un organismo varian de
1 a 3 ppm. Esta concentracion aumenta con procesos inflamatorios y llega a alcanzar niveles
estratosféricos en enfermedades cardiovasculares. Es por ello que se utiliza como biomarcador de estas
ultimas. En nuestro arrays de hidrogel, la cantidad minima detectable de CRP* fue de 10 ppb (0,01 ppm).
Esto quiere decir que la cantidad de muestra necesaria para un analisis real seria muy pequefia, ya que
con este sistema se deberian realizar diluciones de muestra 1:100, con las ventajas que esto supone.

Con el objetivo de aplicar el sistema a muestras reales de suero, se propuso un ensayo directo

competitivo de la CRP usando CRP y CRP*. El esquema de este tipo de ensayos se representa en la figura

Hidrogel
de MPC O crp @ CRP*

16.

1. Impresion. 2. Incubacion. 3. Lavado.
Impresion de los diferentes Los distintos arrays son Lavado de todo el BD para
microarrays de hidrogel de incubados con diferentes eliminar lo inespecifico.
MPC. disoluciones de CRP/CRP*.

Figura 16. Esquema explicativo del ensayo directo competitivo propuesto.

En dicho ensayo directo competitivo es de esperar que a mayor concentracion de CRP empleada, menor
seran los valores de intensidad de fluorescencia ya que ésta desplazaria a la CRP* y viceversa.

Sin embargo, aunque se invirtié gran esfuerzo en esto y se probaron distintas condiciones, no se llegé a
observar la competicion buscada. Los diferentes ensayos realizados se recogen en la tabla 1 del apartado
de Anexos. Esto puede ser debido a una confluencia de dos factores: por una parte la tendencia a la
agregacion de la CRP, que dificulta su manejo, y por otra la accesibilidad del hidrogel. En lo referente al
primer factor, comentar que la CRP en condiciones naturales se encuentra en forma de pentdmero y en
este trabajo se trabajé con el mondmero, aunque probablemente éste se agregd de manera natural.
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3. Inmovilizacion de sondas de AN en el microarray de hidrogel.

Con el objetivo de dotar de mayor versatilidad al microarray de hidrogel propuesto, se abordaron
estudios que evaluaban la capacidad del mismo para inmovilizar sondas de ANs,

En este trabajo se planted la posibilidad de utilizar el mismo proceso de irradiacién, necesario en la
formacion del hidrogel, para incluir de manera simultdanea sondas de AN. Las sondas empleadas eran
sondas tioladas, de manera que, al mismo tiempo que el polimero entrecruzaba, mediante la reaccién de
acoplamiento tiol-eno (TEC), las secuencias de AN se quedaban unidas de manera covalente a algunos de
los enlaces dobles del hidrogel y, por tanto, atrapadas en el interior de éste.

De este modo, en un periodo de tiempo muy corto, 7 minutos, obtendriamos una densidad de sonda muy
superior a la obtenida en los microarrays 2D, con las ventajas que esto supone.

Para los ensayos de inmovilizacidn se empled la sonda tiolada marcada fluorescentemente (SYM44)
diluida en la disolucién acuosa 1 M de MPC, obteniendo asi distintas concentraciones de dicha sonda (5,
2,5,1,0,5y 0,1 uM).

Se generaron 6 arrays idénticos de 4x6 (4 spots/6 reactivos) que se irradiaron con el UV-Ozone Cleaning
System, se lavaron y se secaron con aire comprimido. Tras la captura y el tratamiento de los datos, se
obtuvieron los diferentes valores de intensidad de fluorescencia para los distintos spots impresos de cada
uno de los arrays generados. Asi, se calcularon los valores promedio y las desviaciones estandar en cada
una de las réplicas y se procedid a representar dichos valores frente a las distintas concentraciones de
oligo SYM44 empleadas, obteniéndose el grafico de la figura 17.
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Figura 17. Representacion de las distintas réplicas realizadas de los valores promedio de intensidad de fluorescencia frente
a las concentraciones de SYM44 empleadas.

Como se puede observar, la reproducibilidad del ensayo fue bastante buena ya que no hay desviaciones
demasiado significativas entre las réplicas realizadas.

A continuacidén, se calculd el promedio y las desviaciones estandar de las diferentes réplicas y se
representd el tramo lineal con el objetivo de obtener una recta de calibrado del oligonucleétido empleado
SYM44 (figura 2 del apartado de Anexos).
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Tras el lavado del BD con agua destilada se volvié a leer la fluorescencia de los arrays y se trataron los
datos con la finalidad de calcular la cantidad de sonda que se queda atrapada en el hidrogel. Asi,
mediante los promedios y la ecuacién del ajuste lineal se obtuvieron las concentraciones de sonda
inmovilizadas recogidas en la tabla 12.

Tabla 12. Valores de intensidad y concentracion de los spots correspondientes a las concentraciones de oligonucledtido
SYM44 de 1, 2,5y 5 uM antes del lavado y tras el lavado. En la Gltima columna, porcentaje de retencidn de sonda.

Antes de lavado Tras lavado
Intensidad Intensidad  Porcentaje
[SYM44] de [SYM44] de de
(M) fluorescencia (M) fluorescencia retencion

(u.a.) (u.a.) (%)
5 38727,17 3,88 36354,96 93,87
2,5 33998,83 2,01 31242,67 91,89
1 28945,83 0,14 26138,21 90,30

Como es de esperar, la cantidad de sonda atrapada disminuye con el lavado que se realiza tras la
irradiacién del BD. Ademas, dicha disminucion es mas notable a concentraciones bajas de oligo SYM44.
Este dato serd de interés para todos los ensayos posteriores. En cualquier caso, los porcentajes de
retencion oscilan entre el 90 y el 94% (figura 18) y son significativamente superiores a los rendimientos de
inmovilizacidn obtenidos normalmente en los microarrays tradicionales 2D (33% aproximadamente).

95,0 - 93,875

91,893
90,300
90,0 -
85,0 - 82,632
80,648
80,0 -
75,0
70,0 T T
0,1 0,5

[SYM44] (uM)

Porcentaje de sonda retenida (%)

Figura 18. Distintos porcentajes de retencidon obtenidos para las diferentes concentraciones de oligonucleétido sonda
empleadas.

En conclusion, este método de inmovilizacidon de sondas por atrapamiento en el hidrogel es muy efectivo
y reproducible, por lo que presenta gran potencial para llevar a cabo ensayos de hibridacién.

Cabe comentar que también se realizaron diferentes controles de atrapamiento de sondas empleando
secuencias biotiniladas y aminadas en lugar de tioladas pero, aunque se demostrd la capacidad de
atrapamiento también en estos casos, ésta se ve mucho mads favorecida al combinar con el enlace
covalente del propio hidrogel.
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4. Determinacion del limite de deteccion para los ensayos de hibridacién en el
microarray de hidrogel.

Una vez demostrada la capacidad de los microarrays generados de retener gran cantidad de sonda, el
siguiente paso fue comprobar si, efectivamente, dicha sonda estaba accesible y disponible, dentro del
hidrogel, para dar lugar al proceso de hibridacién con la cadena complementaria de una manera efectivay
especifica.

Las evidencias experimentales apuntaban a una gran capacidad, por lo que en primer lugar se determiné
el limite de deteccién (LOD), a modo de estimacion de lo que seriamos capaces de detectar teniendo en
cuenta las caracteristicas del sistema de deteccién (marcaje de target, sensibilidad del LFS, etc.).

El LOD se define como la cantidad o concentracion minima de una sustancia (en nuestro caso oligo SYM5)
gue puede ser detectada con fiabilidad por un método analitico determinado. En términos estadisticos, el
LOD corresponde al valor de la concentracidon que es 3,3 veces la desviacion estandar de la medida del
blanco.

Para ello, se imprimieron diferentes microarrays (un total de 5) iguales con concentraciones decrecientes
de dicho oligonucleétido, SYM5, desde 0,5 uM hasta O UM en MPC 1 M.

A continuacion, se realizaron las capturas de las distintas zonas empleadas y se procedio al tratamiento de
los datos. Asi, se calcularon los valores promedio y las desviaciones estandar de cada una de las réplicas
impresas. La intensidad obtenida en cada uno de los spots es directamente proporcional a la
concentracién de oligonucledtido SYM5 utilizada.

Posteriormente, como se habia impreso una fila control, la cual era sélo MPC, se procedié al calculo de la
diferencia de los valores obtenidos y los valores basales de fluorescencia pertenecientes al propio
hidrogel. Finalmente, se representaron los Ultimos valores obtenidos frente a las distintas
concentraciones de oligonucleétido SYM5 empleadas (Figura 19).

Figura 19. Imagen de fluorescencia de una de las réplicas realizadas mediante el Lector de Fluorescencia de Superficies
(LFS). Las diferentes concentraciones de oligonucledtido SYM5 fueron impresas en sentido decreciente, del exterior del BD
hacia el interior del mismo, es decir, de la parte superior de la imagen hacia la parte inferior.

Como se observa en la Figura 20, cuanta mayor es la concentracién de oligo SYMS5 impreso y atrapado en
el hidrogel mayor es la intensidad obtenida hasta llegar al valor de saturacién de la cdmara CCD que
corresponde con 65500 unidades arbitrarias de fluorescencia (u.a.) brutas.
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Figura 20. Representacién de los valores promedio de la fluorescencia obtenida de cada spot frente a las distintas
concentraciones de SYM5 utilizadas.

A partir de este gréfico, se determiné el intervalo lineal, es decir, las concentraciones para las cuales
existe una relacion directa entre la intensidad de fluorescencia y la concentracidon y se realizd el ajuste
correspondiente con el objetivo de obtener la recta de calibrado (Anexo de estadistica en el apartado de
Anexos).

Se tomaron los valores de fluorescencia de las filas que contenian sélo MPC como blanco, se calculd el
valor promedio y la desviacidn estandar vy, a partir de ésta y siguiendo la formula analitica, se determiné
un LOD de 6 nM (tabla 13).

Tabla 13. Valores del promedio y de la desviacidon estandar del blanco (MPC) y de la intensidad de fluorescencia y
concentracion del LOD. La intensidad de fluorescencia se obtuvo mediante la aplicacién de la féormula analitica (3,3:0) y el
valor de la concentracion mediante el ajuste lineal realizado.

Blanco LOD
Desviacion  Intensidad
Promedio estandar de [SYM5](uM)
(o) fluorescencia
38,29 432,67 1427,80 0,0066

Esto significa que las limitaciones del sistema hacen que, como maximo, podemos llegar a aspirar a
detectar alrededor de 6 nM. El que se alcancen unos valores tan bajos en la hibridacién dependera de las
prestaciones del microarray que se genere.

5. Ensayos de hibridacion sobre el microarray de hidrogel con ANs.

Para los estudios de hibridacién del microarray de sonda atrapada en hidrogel con SYM5, se crearon
arrays sobre el BD siguiendo el protocolo optimizado con anterioridad. En este caso, la sonda tiolada no
llevaba etiqueta fluorescente (SYM55).

Estos ensayos tienen como objetivo la demostracion de que se puede llevar a cabo la hibridacién de dos
moléculas monocatenarias totalmente complementarias, incluso con la utilizacidn de concentraciones de
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oligo target mucho inferiores a las de la molécula sonda. Asimismo, se verificard el valor de concentraciéon
minima que se detecta y se comparara con el valor de LOD estimado (Tabla 13).

Para ello, se generaron 7 arrays idénticos empleando dos concentraciones diferentes de oligonucleétido
sonda (1y 5 uM) en la disolucién acuosa 1 M de MPC. Estos se irradiaron durante 7 minutos, se lavaron y
se secaron. Seguidamente, se incubaron con distintas concentraciones de oligonucledtido target (desde
0,2 uM a 0 pM) durante 2 horas a 37 °C con humedad constante.

Tras dicha incubacién, se lavé el BD y se realizaron las capturas correspondientes. A continuacion, se
procedid al tratamiento de los datos y se calcularon los valores promedio y desviaciones estandar de cada
condicién, cabe recordar que por cada condicidon hay 12 spots (Figura 21), menos los controles que
presentan 4 spots. Ademas, se restaron los valores de fluorescencia basales que corresponden a los spots
sélo de MPC.

swssenssc < @) @ @ @
wein @) @ @ @

SYM55 5 uM en MPC ’

SYM55 5 uM en MPC ‘ ‘

SYM55 5 uM en MPC ’

Figura 21. A la izquierda de la imagen se representa un esquema de los microarrays generados. En negro se representan los
dos controles realizados, tanto con 0 uM de oligo sonda como la fila de oligo sonda sin el hidrogel. En gris oscuro se
representan los 12 spots que presentan una concentracion de SYM55 igual a 5 uM y en gris claro los 12 spots restantes con
una concentracidn de oligo sonda de 1 uM. Asi, los microarrays generados son de 4x8 (4 spots y 8 filas). A la derecha se
muestra la imagen de fluorescencia correspondiente al microarray que fue incubado con una concentracién de SYM5 de
0,05 pMm.

A continuacién, se representaron dichos valores frente a las concentraciones de oligo target
empleadas como se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Representaciones de los diferentes valores promedio obtenidos frente a las diferentes concentraciones de oligo
SYMS utilizadas para la hibridacién. En azul, los valores correspondientes a los spots con una concentracién de
oligonucledtido sonda de 5 uM. En rojo, los promedios de los spots correspondientes a una concentracion de SYM55 igual a
1 uM.

Se puede observar cédmo las intensidades obtenidas cuando la concentracién de oligo sonda es de 5 pM
son superiores a las intensidades correspondientes a los spots donde la concentracion de SYM55 es de 1
UM. Es decir, la cantidad de sonda estd directamente relacionada con los valores de fluorescencia
recogidos.

Cabe comentar que, en la curva que corresponde con la menor concentracion de oligo sonda utilizada (1
UM), los valores de intensidad a partir de una concentracion de 0,05 uM de SYM5, aproximadamente, se
mantienen bastante constantes. Esto puede deberse a que la cantidad de sonda es insuficiente para tales
cantidades de target, por estar todas las moléculas de SYM55 accesibles ocupadas, por lo que un
aumento de concentracion de oligos target no supondria mayor nimero de eventos de hibridacién vy, por
consiguiente, un aumento de intensidad. En otras palabras, se habria llegado a la saturacion en la
hibridacion.

En cambio, para una concentracion de SYM55 igual a 5 UM se observa dicha relacidn directa comentada
previamente, aunque ésta tampoco se ajusta perfectamente a la linealidad. Esto se explica ya que con el
uso de este hidrogel, y en general con la utilizacién de hidrogeles, existen otros fendmenos, como la
difusién, que son externos a los procesos de hibridacién en si, y por ello no se obtienen resultados tan
lineales como se cabria esperar en ensayos por adsorcidn.

También cabe comentar que la zona que se incubd sélo con tampdn de hibridacién (SSC1x) no dio valores
de fluorescencia superiores a los basales tras el lavado en inmersion, es decir, a los correspondientes al
hidrogel de MPC sin sonda. De esta manera se comprueba que la hibridacién ha tenido lugar y de manera
especifica.

Asimismo, la fila impresa con el oligo sin atrapar en el hidrogel no presenté intensidad de fluorescencia.
Esto es debido a que 7 minutos son insuficientes para que los oligos se anclen por adsorcién. En cambio, si
gue son suficientes para que el hidrogel polimerice y se adhiera a la superficie del BD a la vez que
inmoviliza la sonda, lo que conlleva a un ahorro en el tiempo empleado para la fabricacién del microarray.
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Por otro lado, se puede afirmar que la menor cantidad detectable de SYM5 es de 6 nM aproximadamente
ya que se observa que, aun con una concentracién de 0,005 uM (5 nM), los valores de intensidad son
distinguibles del 0.

Un aspecto importante en los protocolos descritos son los lavados que se deben realizar tras el proceso
de hibridacién con el objetivo de eliminar lo inespecifico.

En un primer lugar, se realizaron lavados rapidos con SSC 1x pero se observaba que los valores de
intensidad de las filas control de MPC disminuian poco por lo que no se eliminaba 100% lo inespecifico, ya
gue parte quedaba retenido. Por ello, se pensé en realizar lavados mds exhaustivos con el mismo tampdn
y durante mas tiempo. Se ensayaron diferentes tiempos (1, 2, 4, 5 minuto(s)) y finalmente se llegd a un
protocolo efectivo que consistia en un lavado en inmersién y agitacion durante 5 minutos en SSC 1x
(Figura 23).

Lavado en inmersion
y agitacion

EE——

Figura 23. Capturas correspondientes al microarray (segin el esquema de la figura 21) que se hibridé con una
concentracion de SYM5 igual a 50 nM. A la izquierda, la imagen tras un lavado cuidadoso con SSC 1x y agua destilada. A la
derecha, la misma imagen tras un lavado adicional en inmersion y agitacién con SSC 1x durante 5 minutos.

6. Ensayos de polimorfismos de una sola base (SNP).

Los polimorfismos de una sola base (SNP) constituyen la mutacién genética mas cominmente encontrada
en el genoma humano. Se trata de un cambio de una sola base. Sin embargo, dicha variacidén debe estar
representada en, al menos, el 1% de la poblacién. Presenta una amplia variabilidad y pueden encontrarse
en cualquier parte de la estructura del genoma. Asimismo, su herencia es bastante estable por lo que
posibilita su evolucion en estudios de poblaciones.

Actualmente se han descrito algo mas de 10 millones a pesar de haberse estimado unos 20 millones.
Todos los descritos se encuentran recogidos en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) y son considerados una de las

principales causas de muchas enfermedades como la fibrosis quistica o la B-talasemia entre otras, de ahi
su importancia en la actualidad.

Dadas las buenas prestaciones obtenidas en la hibridacion con la cadena complementaria, se pensé en su
aplicacion a la deteccidn de SNPs, debido a su alto interés, como se menciona arriba.

Para realizar la discriminacion es necesario emplear un medio que debilite la formacién de puentes de
hidrégeno, responsables del reconocimiento entre bases complementarias. De esta manera se favorece
gue Unicamente la cadena totalmente complementaria (la que forma el mayor nimero de puentes de
hidrogeno y mas fuertes) sea reconocida por la sonda inmovilizada.
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En primer lugar, se propuso la formamida como fuerza impulsora de la discriminacién ya que dicha
molécula establece interacciones por puentes de hidrégeno, dificultando el reconocimiento entre pares
de bases y mejorando, por tanto, el poder de discriminacion.

Para ello, se imprimieron 8 arrays idénticos con una configuracién de 4x6 empleando diferentes
oligonucledtidos como sonda (SYM43, SYM46, SYM47, SYM48, SYM17) a una concentracion 5 uM (en
disolucién acuosa 1 M de MPC). Estas secuencias correspondian a la sonda totalmente complementaria al
target, a las sondas conteniendo uno, dos y tres polimorfismos, respectivamente, y a una sonda
totalmente no complementaria.

Tras la impresidn, se irradiaron los microarrays generados, se lavaron con agua destilada y se secaron con
aire comprimido. A continuacion, cada réplica se incubd durante dos horas a 37 °C en humedad constante
con una disolucion de oligonucleétido target (SYM5) de concentracion 0,2 uM en SSC 1x y con cuatro
porcentajes de formamida: 0, 10, 25 y 50% (cada condicién se ensayé por duplicado).

Seguidamente, se lavaron los arrays con SSC 1x siguiendo el protocolo de 5 minutos en inmersién y
agitacion. A continuacion, se realizaron las capturas mediante el LFS de las diferentes zonas y se trataron
los datos. Asi, se obtuvo un archivo Excel con todos los valores de intensidad de los diferentes spots de los
distintos microarrays generados. A continuacion, se procedié al cdlculo de los valores promedio y
desviaciones estandar al igual que en el resto de experimentos. Finalmente, se generaron diferentes
graficos de barras (Figura 24) para evaluar la capacidad de discriminacion.

60000 - H SYM43 ESYM46  mSYM47  ESYM48  ESYM17

50000 -

40000

30000

20000

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

10000

0% formamida 10% formamida 25% formamida 50% formamida

Figura 24. Valores promedio de intensidad de fluorescencia obtenidos frente a las diferentes concentraciones de
formamida empleadas. SYM43 es totalmente complementario, SYM46 presenta un desapareamiento o missmatch, SYM47
presenta dos SNPs, SYM48 tiene tres polimorfismos de una sola base y SYM17 no es complementario.

Por una parte, se observa como a medida que va disminuyendo la complementariedad los valores de
fluorescencia también lo hacen, es decir, hay una buena discriminacién incluso con un SNP. Aunque dicha
diferencia se agrava cuando los SNPs presentes son dos o mas.

Por otra parte, se observan pequeias e insignificantes diferencias entre los distintos porcentajes de
formamida empleados ya que el propio hidrogel, por si mismo, ya realiza una buena discriminacién.

Ademas se puede observar como los valores de intensidad de fluorescencia obtenidos para los spots que
contenian SYM47 y SYM48 estan en el orden de las intensidades de fluorescencia obtenidas con una
sonda totalmente no complementaria (SYM17), lo cual quiere decir que la discriminacion es total.
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A continuacién también se estudié el efecto de aumentar la concentracion de sales en la mezcla de
hibridacidn para analizar si tenia relacidn con la capacidad de discriminacién de microarray.

Se imprimié un BD idéntico al del ensayo anterior, es decir, con los mismos oligonucledtidos sonda a una
concentracién 5 uM, en la disolucién acuosa 1 M de MPC. Tras dicha impresion, se lavaron los diferentes
arrays, se secaron con aire comprimido y se incubaron durante dos horas a 37 °C con humedad constante,
usando cuatro disoluciones diferentes las cuales variaban en la concentracidn de sales (SSC 1x, SSC 3x,
SSC 5x y SSC 10x), todas ellas con una concentracion de target de 0,2 uM y un 0% de formamida.

Al igual que en la primera parte del ensayo, se procedié a la lectura y tratamiento de los resultados
obteniéndose valores promedio y deviaciones estdndar de las diferentes condiciones empleadas. Los
datos se representan en un grafico de barras para comparar el poder de discriminacién (Figura 25).

50000 - HSYM43 mSYM46 mSYM47 mSYM48 mSYM17

40000 -

30000 -

20000 -

10000 -

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

0 - =
SSC1x SSC3x SSC5x SSC10x

Figura 25. Valores promedio de intensidad de fluorescencia obtenidos frente a las diferentes concentraciones de tampdn
SSC utilizadas. SYM43 es totalmente complementario, SYM46 presenta un desapareamiento o missmatch, SYM47 presenta
dos SNPs, SYM48 tiene tres polimorfismos de una sola base y SYM17 no es complementario.

En definitiva, con estos experimentos se pudo comprobar que el propio microarray de hidrogel tenia una
capacidad de discriminacidon en si mismo superior a la de los arrays en 2D, incluso sin necesidad de
modificar las condiciones de hibridacién (formamida, fuerza idnica,..) para hacer mas especifico el
reconocimiento.

Este tipo de arrays serian, pues, interesantes en su aplicacion tanto en el diagndstico de enfermedades
como en la determinacion de un perfil de riesgo.

7. Ensayos de hibridacion sobre el microarray de hidrogel con productos de
PCR.

En los ultimos afios, el diagndstico molecular, tanto para la deteccién de enfermedades como para la
identificacion de microorganismos en los individuos de estudio, basado en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) ha adquirido elevada importancia debido a su rapidez, estabilidad de los productos de
ésta y fiabilidad de la técnica.
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En numerosas ocasiones, dicho diagndstico es realizado con los productos de PCR mediante la tecnologia
microarray, aprovechando la caracteristica de multiplexado de ésta.

Puesto que los arrays de hidrogel habian demostrado en los ensayos anteriores muy buena capacidad de
inmovilizaciéon de sonda, y que ademds se encontraba disponible para hibridar especificamente con su
cadena complementaria, en el siguiente estadio de la investigacion se planted explorar la capacidad de los
microarrays desarrollados para hibridar con productos de PCR. Estos son mucho mayores, en cuanto a
tamafio, que los oligonucledtidos empleados en estudios anteriores, por lo que podriamos encontrarnos
con problemas de accesibilidad.

Para estos ensayos, se trabajo en arrays con una configuracién de 4x6 que presentaban diferentes
concentraciones de oligonucleétido sonda (5, 1, 0,5 y 0,1 uM) en la disolucién acuosa 1 M de MPC.
Ademas, también presentaban una fila control con una sonda no especifica de la especie de Salmonella a
una concentracién igual a 5 uM.

Los arrays generados se irradiaron durante 7 minutos con el UV-Ozone Cleaning System, se lavaron con
agua y se secaron con aire comprimido. A continuacidn, se incubaron con las diferentes diluciones de
productos de PCR preparadas para el ensayo y seguidamente se revelaron con una mezcla de dos
anticuerpos, uno primario y uno secundario. El primario reconoceria la digoxigenina de los amplicones
mientras que el secundario se uniria al primario.

Se realizaron diferentes ensayos con condiciones diferentes y variando distintos parametros, como se
indica en la tabla 2 del Anexo, con la finalidad de optimizar dicho ensayo segun los protocolos descritos.
Ademas, se realizaron también diferentes controles para los distintos procesos que tenian lugar como es
la inmovilizacién de la sonda, la hibridacion asi como el revelado.

Por un lado, para verificar y comprobar que la sonda quedaba retenida, se desarrollaron arrays que tenian
una fila de MPC 1 M con SYM44 (sonda tolada marcada con un fluordforo). Tras los lavados iniciales, se
capturaron estas zonas y se observo fluorescencia en dichas filas. Posteriormente, éstos se incubaron con
el oligonucledtido SYM5 (target de SYM44 marcado también con fluoréforo) observandose un aumento
de la intensidad de fluorescencia. Tras todos los lavados, tanto los posteriores a los pasos de
prehibridacion e hibridacidon como los posteriores al revelado, los niveles de fluorescencia no
disminuyeron, indicando que la sonda se habia quedado atrapada en el hidrogel pese a todos los lavados.

Por otro lado, se quiso verificar que el proceso de hibridacién tenia lugar. Para ello, en los mismos arrays
comentados anteriormente se imprimid una fila de MPC 1 M junto a SYM43 (sonda tiolada de secuencai
similar a SYM44, pero sin marcar con un fluordéforo). Tras la incubacion con SYM5, se observd una
intensidad de fluorescencia significativamente diferente al resto de spots que contenian las sondas
especificas y no especificas de los amplicones de Salmonella. Esto significaba que la hibridacién si que
habia tenido lugar con oligonucledétidos de cadena corta totalmente complementarios.

Finalmente, se realizd una zona de control de revelado. Es decir, de todos los arrays generados, uno de
ellos no fue incubado con productos de PCR pero si se incubd con la mezcla de anticuerpos de revelado.
Tras cumplir con el tiempo estimado y realizar los lavados con PBS-T, se capturd dicha réplica cuyos spots
si daban fluorescencia, cuando no deberian dar. Asi, se procedid a realizar lavados mds exhaustivos para
eliminar tanto el producto de PCR inespecifico como los anticuerpos de revelado que se habian quedado
atrapados hasta que dicha zona no diese fluorescencia.

A pesar de todo ello, los resultados que se han obtenido hasta el momento no han sido positivos, pues no
se ha conseguido que los productos de PCR (amplicones) penetren en el hidrogel e hibriden
especificamente con las sondas atrapadas en éstos. Esto nos lleva a pensar que el tamafio de los
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amplicones es excesivo para el hidrogel desarrollado por lo que no entran a su interior de manera
adecuada y, por tanto, no hibridan con las sondas.

Para continuar este trabajo, un control interesante seria realizar dicho ensayo con productos de PCR que
no necesitasen un revelado posterior con anticuerpos, es decir, que estuviesen directamente marcados
con un fluoréforo, por ejemplo Cy5. Este ensayo nos proporcionaria informacién acerca de si realmente
los amplicones entran e hibridan con las sondas o no lo hacen y con los lavados los eliminamos. Por
desgracia, este ensayo no ha sido posible realizarlo por falta de tiempo y por no disponer en el laboratorio
de productos de PCR marcados como se desea.
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5. CONCLUSION




Conclusioén

En el presente trabajo se ha demostrado el potencial del uso de un hidrogel basado en fosforilcolina
(MPC) para su aplicaciéon en la tecnologia microarray sobre superficies altamente hidrofébicas, como son
los discos Blu-Ray (BD).

Por una parte, se ha comprobado que los arrays generados presentan mayor sensibilidad en comparacion
con los tradicionales, llegando a la deteccién de una concentracién de oligonucleétido target hibridado
igual a 6 nM. Asimismo, los microarrays generados poseen una mejor discriminacién de polimorfismos de
una sola base (SNP) ademas de presentar un porcentaje de inmovilizacion de oligonucleétido sonda
mayor a los obtenidos en los arrays tradicionales 2D (> 90%).

Por otra parte, dicho hidrogel de MPC puede actuar como receptor de la proteina C reactiva (CRP) en
ensayos de pronéstico y diagndstico de enfermedades cardiovasculares.

Asi pues, se puede afirmar que los arrays generados presentan gran potencial para su aplicacion en el
prondstico de enfermedades cardiovasculares y en el diagndstico de cualquier enfermedad mediante, por
ejemplo, el uso de microRNA.
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