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Resum

Els assajos de diagnostic clinic i biomédic requereixen tecniques de deteccid sensibles,
selectives i rapides que permeten mesurar concentracions de substancies directament
de mostres bioldgiques com sang, orina o sérum. Els dispositius biosensors compleixen
en gran mesura aquests requisits i en particular, molts esfor¢os van dirigits actualment
al disseny de versions compactes de mida reduida tipus "point of care” (POC) que
permeten, per exemple, deslocalitzar les analisis dels hospitals i que proporcionen un
seguiment del pacient més proper i eficient. Tot i aixi, la transferencia d'aquestes
tecnologies a dispositius miniaturitzats i portatils amb aplicacions definides encara no
esta totalment assolida. Apart de les dificultats inherents a la integracié de components
electronics, Optics, de distribucié de liquids, etc. en un sistema menut i portatil, un
important repte en la miniaturitzaci6 de biosensors és la biofuncionalitzacié de la
superficie sensora i la seua estabilitat una vegada s'han immobilitzat els reactius
biologics. La detecci6 de biomarcadors proteics es duu a terme principalment
mitjancant immunoassajos, basats en el reconeixement especific de la proteina per
part d'anticossos especifics. En el cas de biosensors, el format directe, en el qual un
anticos s'immobilitza sobre la superficie sensora i la proteina diana es detecta
directament de la mostra, hauria de ser el format preferible. Tanmateix, és un dels
menys eficients en termes d'estabilitat i sensibilitat, degut en part a la necessitat
d'immobilitzar I'anticds en una orientacié adequada sense perjudicar l'afinitat per la
molecula diana. En aquest treball s'ha fet un estudi comparatiu entre diferents
metodologies d'immobilitzacié d'anticossos sobre un transductor optic i s'han
desenvolupat i optimitzat diferents estrategies de bloqueig de superficie a fi d'obtindre
un procediment robust, estable, aplicable a superficies sensores de diferent naturalesa

i que a més, permeta la deteccid sensible i selectiva en mostres complexes.
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Introduccio

Durant els darrers anys, I'espectacular aveng de la nanociéncia i la nanotecnologia ha posat de
manifest importants reptes en el camp de la biomedicina, sobretot en referéncia al diagnostic clinic i
la terapia. El control de les propietats Uniques dels materials a escala nanomeétrica fa possible la
posada en marxa de noves pautes terapéutiques més selectives i eficaces, al mateix temps que
s'han desenvolupat noves metodologies de diagnostic que permeten la detecci6 més primerenca i
fiable.

Entre els actuals métodes disponibles per a la deteccio, els biosensors han esdevingut ferramentes
clau ja que proporcionen analisis rapides amb una excel-lent sensibilitat i reproductibilitat i
permeten dur a terme assajos a nivell bioquimic i cel-lular™. En aquest sentit, la recerca en el camp
de biosensors i la nanotecnologia ha obert les portes a la creacié de dispositius "point-of-care"
(POC)*! plataformes biosensores integrades i portatils que permetran una deteccié rapida,
sensible i d'una amplia diversitat d'analits emprant petites mostres del pacient i fent que puguen ser
traslladats del laboratori a 'ambit clinic i ser emprats de forma directa pel personal meédic o el propi

usuarit.

Un biosensor es defineix com un dispositiu analitic que detecta la interacci6 entre dues o més
biomolécules i la converteix en un senyal processable i quantificable. Els biosensors es composen
per un element de reconeixement biologic (per exemple anticossos, receptors, sequéncies d'ADN,
etc.) que es troba en contacte intim amb un transductor fisicoquimic. El receptor és capag
d'interaccionar amb un analit especific de manera que la interaccié genera un canvi en les propietats

del transductor, essent la resposta proporcional a la concentracié d'analit (Figura 1).

T~

W
=3

Mostra Bioreceptor Transductor

Figura 1.- Esquema d'un biosensor
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Els biosensors poden classificar-se en funcié del tipus de senyal generat pel transductor. Els més

habituals sén:

e Electroquimics®®; mesuren el canvi produit en un eléctrode quimicament modificat com a
consequencia de la interaccié entre un element de bioreconeixement i 'analit. Poden ser
amperometrics, potenciométrics, conductimeétrics o impedimétrics.

o Opticst™; es basen en canvis produits en les caracteristiques de la llum en el transductor que
permeten detectar i quantificar una interaccié bioquimica entre el receptor i I'analit. Podem
trobar-ne, per exemple, basats en canvis d'absorcid, de fluorescéncia o I'index de refraccio.

e Piezoeléctrics!®; consisteixen en cristalls que poden oscil-lar a una freqiiéncia especifica en
aplicar-los un corrent determinat i mesuren canvis en la massa produits per la uni6 de
I'element de bioreconeixement i l'analit.

e Nanomecanics®; estan formats per micropalanques que es mouen degut a la tensi6

superficial generada quan té lloc el reconeixement biomolecular.

Entre els distints tipus, els biosensors optics mostren un gran potencial per al disseny i creacié de
dispositius POCI'. Els transductors optics presenten avantatges respecte la resta ja que permeten
la deteccié en temps real i sense Us de marcadors, en general tenen una sensibilitat major i en

molts casos ofereixen la possibilitat de multideteccio en paral-lel.

Malgrat la importancia del tipus de biosensor, un altre factor clau en el desenvolupament d'una
metodologia valida de deteccié d'una molécula d'interés és sens dubte la qualitat del receptor
biologic, i de la correcta immobilitzacié sobre el transductor. Aixi, és la combinacié de dispositius
sensors d'elevada sensibilitat i robustesa i d'elements de reconeixement altament especifics, com
ara els anticossos, el que pot donar lloc a assajos amb propietats tals que permeten la deteccié de

molécules d'analit a baixes concentracions i amb elevada fiabilitat.

Entre els biosensors optics, un dels més emprats per la seua robustesa i sensibilitat és el biosensor

de ressonancia de plasmé superficial (SPR — surface plasmon resonance)™

. El plasmé superficial
son les oscil-lacions harmoniques dels electrons d'una superficie metal-lica que es generen en fer
incidir un feix de llum polaritzada en un determinant angle, anomenat angle de ressonancia, a la
interfase de dos medis amb constants dielectriques oposades, com sén un metall i un dielectric.
Aquest plasmo superficial crea una ona evanescent que es propaga per la superficie metal-lica i
penetra en el medi adjacent entre 50 i 500 nm, depenent de la longitud d'ona emprada i els
materials de la superficie. Aquesta ona, també anomenada camp evanescent, és molt sensible a les
condicions de l'entorn, com per exemple l'index de refraccié (IR) del medi en contacte amb la

superficie. Aixi, canvis de massa que es produeixen al seu si i que provoquen canvis en I'IR, com per



Master en Ciéncia i Tecnologia Quimiques 2011/2012

exemple els resultants d'interaccions biomoleculars que ocorren a la superficie del transductor,

poden ser detectats i quantificats.

Per obtenir ressonancia de plasmé superficial s'han de complir certes condicions fonamentals, per
exemple, com s'ha dit, que les constants dielectriques del metall i el medi extern siguen de signe
contrari. Aquesta condici6 només es compleix en metalls com l'or, la plata o l'alumini i a una

frequiéncia en la zona del visible i infraroig.

L'acoblament de la Illum per excitar el
plasmo superficial en la interfase del metall i
el dieléctric es pot dur a terme mitjancant
diversos dispositius d'acoblament entre els

12 guies d'onal*® |

guals s'inclouen prismes
xarxes de difraccio™. L'Us de prismes
d'acoblament, conegut com la configuracio

de Kretschmann®™ és el métode més

utilitzat per a I'excitaci6 del plasmoé

superficial  (Figura 2). En aquesta
Figura 2.- Esquema d'un biosensor SPR amb

configuracio, un feix de llum travessa un configuracio de Kretschmann

prisma d'elevat index de refraccio i €s

reflectit generant el plasmo superficial.

La majoria de dispositius SPR funcionen amb la configuracié de Kretschmann per ser la més simple.
Aquesta configuracié permet dos modes de deteccié (Figura 3), mitjancant la determinacié de la
variacié de l'angle d'acoblament de la ressonancia o bé per la variacié de la intensitat de la llum

reflectida com a consequeéencia d'una interaccié biomolecular a un angle fix determinat.

a) b)

Reflectancia
Reflectancia

T T T T T T T T
56 57 58 59 60 61 62 63 64 0 250 500 750 1000 1250 1500
Angle dincidéncia Temps (s)

Figura 3.- Resposta del sensor SPR al canvi d'index de refracci6 mesurant (a) la
intensitat de la llum reflectida en funcié de I'angle d'incidéncia i (b) en funcié del
temps a un angle d'incidéncia fix.
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La resolucio en l'index de refraccié dels sensors SPR amb acoblament per prisma esta generalment
entre 2-10° i 5:10° RIU (unitats d'index de refraccié), tot i que alguns dispositius arriben a
resolucions de 107 RIUM™. Aixd significa que el limit de deteccié actual dels dispositius SPR esta per

davall d'1 pg/mm? de material analitzat.

Amb tot, un dels reptes més importants encara en el disseny de biosensors té a veure amb la
biofuncionalitzacioé de la superficie sensora. Aquesta funcionalitzacié dependra del tipus d'assaig i la
biomolécula a immobilitzar, entre les quals podem trobar proteines, com anticossos 0 enzims,
oligonucleodtids o fins i tot sistemes biologics complets com microorganismes, seccions de teixits o
cél-lules. Els anticossos, no obstant, son potser I'element bioreceptor més emprat avui en dia ja que
es poden produir per a practicament qualsevol tipus d'analit d'interés amb una elevada afinitat i

especificitat.

Els anticossos, també anomenats immunoglobulines (Ig), sén glicoproteines de mida gran (~150
kDa) que poden trobar-se en la sang o altres fluids corporals dels vertebrats, produits pels limfocits
B del propi organisme com a mecanisme de defensa davant elements estranys (antigens), com ara
bacteris, virus o parasits. Hi ha 5 subclasses, IgA, IgE, IgM, IgD i IgG, essent aquests ultims els més
abundants i els més habitualment emprats en recerca. L'anticds esta constituit per dues unitats
estructurals basiques, cadascuna d'elles amb dues cadenes polipeptidiques pesades (50 kDa) i dues
cadenes lleugeres (25 kDa). Les quatre cadenes estan unides entre elles per formar una sola
biomolécula a través d'enllagos disulfur, prenent una forma Y amb un eix simétric central (Figura 4).
Els N-terminals de les cadenes polipeptidiques lleugeres es troben a la part superior de I'estructura
en Y, i s'anomenen fragments Fab. Aquests fragments sén distints per a cada tipus d'anticos i és en
aquesta regié on té lloc el reconeixement i interaccié especifica amb I'antigen amb una afinitat de

l'ordre de nM. La sequéencia de la cadena pesada, també anomenada Fc, diferencia els anticossos de

les distintes espécies animals i les
D, distintes immunoglobulines (IgG, IgM,
Fragments Fab \\\ /’(/ |gA, |gD o |gE), peré és comuna en
= % 1 &\ totes les subclasses d'immunoglobulines.
Cadena lleugera
i\ Segons el procediment de produccio

5 Enllacos disulf :
Regi6 Fe niagos disuiiur escollit, poden ser de naturalesa
policlonal*®!, monoclonal™”! )
Cadena pesada

recombinant!*®!, essent els dos primers

els més comunament produits. Els

Figura 4.- Estructura basica d’un anticos anticossos  policlonals s'extrauen  del
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serum després de la immunitzacid de Il'animal hoste i consisteixen en una barreja d'lgG que
reconeixen diferents llocs d'unié d'un mateix antigen (diferents epitops de la molecula inoculada).
Els anticossos monoclonals, en canvi, s6n anticossos idéntics que provenen d'una mateixa cél-lula B
i qgue només reconeixeran un unic epitop o lloc d'unié de I'antigen. Un procés adequat de produccio

pot conduir en general a I'obtenci6é d'anticossos amb una afinitat for¢ca elevada (Ka ~ nM).

Aquelles metodologies analitiques que es basen en la deteccidé d'una molécula per part d'un anticos
especific s'engloben dins el concepte d'immunoassaig. Els basats en fase solida, on algun element
esta immobilitzat sobre un suport, sén els més habituals. Dins d'aquests hi ha distints formats de
detecci6 depenent tant de la finalitat de I'assaig com de la mida i pes molecular de les biomolécules

(Figura 5):

a) Directe b) Sandvitx .
d o Simbols:
9 @ o
_ _ ) Antigen especific
Anticos de captura q
c) Competitiu Directe d) Competitiu Indirecte

Antigen marcat

9
Antigen
d’'immobilitzacié

"" Anticos secundari

Figura 5.- Principals formats de deteccio utilitzats en immunoassajos en fase solida. a) Directe:
immobilitzacio de I'anticos i deteccio directa de I'antigen; b) Sandvitx: immobilitzacié de I'anticos, deteccio de
I'antigen i amplificacié de la senyal amb anticds secundari; ¢) Competitiu directe: immobilitzacié de I'anticos i
deteccié competitiva de I'antigen marcat en presencia de I'antigen; d) Competitiu indirecte: immobilitzacio de
I'antigen a la superficie i deteccié de I'anticos préviament incubat amb I'antigen en solucio.

Un immunoassaig directe (Figura 5a) en fase solida consisteix a detectar l'analit d'interés
directament des de la mostra mitjancant I'anticos especific immobilitzat en la superficie sensora.
L'assaig directe és el format preferit en aplicacions en les quals la concentracid de l'analit en la
mostra produeix una resposta suficient per unio directa a lI'anticos, i segons el tipus de dispositiu
aixo dependra ampliament del pes molecular de I'analit (com per exemple en el cas del SPR). La
selectivitat i el limit de deteccid6 (LOD) poden ser millorats emprant un format de deteccio tipus

sandvitx (Figura 5b), en el qual es fa passar un anticds secundari que interaccionara amb les
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molecules d’'analit que s’hagen unit a I'anticds especific immobilitzat sobre la superficie sensora.
Aguest mode de deteccid requereix, en general, analits grans que presenten 2 llocs d’'unié separats
per permetre la interacci6 amb ambdds anticossos (el de captura i el de deteccid). Quan I'analit
d’interés no és suficientment gran per detectar-se directament s'opta per formats de detecci6
competitius. En el mode competitiu directe (Figura 5c) s'immobilitza sobre la superficie sensora
I'anticos especific perd la mostra que conté I'antigen es fa passar juntament amb un analit analeg
marcat o de major pes molecular, de manera que s’estableix una competéncia entre les dues
molécules per unir-se a I'anticos. En aquest cas, el que es detecta és I'antigen marcat, i per tant el
senyal és inversament proporcional a la concentracié de I'analit. En el format competitiu indirecte
(Figura 5d) una concentracid determinada d’anticos especific s'incuba amb una mostra de
concentracio desconeguda d’analit. Aquesta dissoluci6 es fa passar per la superficie amb una
concentracid immobilitzada fixa d'un analeg a l'antigen. Segons l'analit (gran o petit), es pot
immobilitzar directament (quan és gran, com ara proteines) o un analeg préviament conjugat a una
molécula portadora gran (per molécules petites). Els anticossos que no hagen interaccionat amb
'analit de la mostra, s’'uniran a I'antigen immobilitzat sobre la superficie sensora i generaran una

resposta que sera també inversament proporcional a la concentracié d’analit en la mostra.

El format ideal per al desenvolupament de biosensors hauria de ser el directe ja que permet la
deteccié de l'analit en una sola etapa i sense reactius addicionals. Aquest format permet dur a
terme analisis directes de mostres reals com sang, serum o orina, amb una minima manipulacié de
reactius. Esdevé particularment atractiu en el cas de biosensors que detecten canvis de massa,
sempre i quan el pes molecular de I'analit siga suficientment alt (—~5 kDa). Tot i aixi, malgrat que hi
ha nombrosos exemples on s’han establert metodologies basades en assaigs directes, no sempre
acaba sent el métode escollit. Aixo és degut principalment a la seua estabilitat i a la necessitat d'una
correcta immobilitzacié de I'anticds, de manera que els fragments Fab queden lliures i disponibles
per a la interacci6 amb [l'antigen. Aix0 esdevé un factor més rellevant quan es tracta de
desenvolupar assajos en biosensors que operen a temps real i que no requereixen marcadors que
amplifiquen el senyal. En aquests casos és desitjable un recobriment de la superficie el maxim
d’eficient possible en l'orientacié adequada, de manera que les zones de reconeixement queden

exposades a la soluci6 i que I'espaiat entre els receptors maximitze la interaccié amb l'analit.

Les caracteristiques dels anticossos han donat lloc a molts treballs dirigits a millorar i optimitzar les
condicions d'immobilitzacié i s’han desenvolupat diverses estratégies actualment emprades en
biotecnologia i en el camp dels biosensors %1, En aquest cas, on més s’han vist reflectits aquests
estudis és precisament en el dispositiu optic més ampliament emprat avui en dia, el biosensor SPR

(Surface Plasmon Resonance). Aquests estudis estableixen que la immobilitzacié ideal ha de complir
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no nomes el requisit d’'una correcta orientaciéo de I'anticos sin6 també bona reproductibilitat en els
assajos, la minimitzacié de la manipulacié quimica de les biomolécules i la reduccié de I'adsorcié

inespecifica sobre la superficie.

L'adsorcio fisica dels anticossos sobre un suport solid és una de les metodologies d'immobilitzacié
més facils i més ampliament emprada. L'adsorcié ocorre a través de forces electrostatiques o
hidrofobiques entre la biomolécula i la superficie sensora; no requereix cap manipulacié previa dels
anticossos i pot emprar-se en diferents suports solids™™. No obstant, la reproductibilitat sol ser
baixa, els anticossos s'adsorbeixen sense orientacio definida i poden perdre afinitat per I'antigen per
desnaturalitzacié™®. Recentment, perd, alguns estudis descriuen metodologies d’adsorcié
d’'anticossos sobre superficies amb una orientaci6 més controlada a través, per exemple, de

complexos metal-lics?*24,

Un altre métode molt comu és la immobilitzacié de I'anticos per unié covalent a una matriu quimica
préeviament formada sobre la superficie. Aquestes estrategies es basen en la formaci6 de
monocapes autoensamblades (SAM — self-assembled monolayen)™ (Figura 6) funcionalitzades de
manera que per activacié quimica, bé de I'anticos o bé de la monocapa, formen un enlla¢ covalent
entre ambdds. La formaci6é de la SAM proporciona una monocapa uniforme i compacta que redueix
l'adsorci6 de molécules inespecifiques i protegeix les biomolécules del contacte directe amb la
superficie, que podria desnaturalitzar-se. A més, permet dur a terme una immobilitzacié senzilla i
reproduible i amb una densitat de
recobriment controlada. Malgrat que la
Grup funcional

immobilitzaci6 quimica és un procés
Cadena

altament estable, I'enllag covalent es alquilica

forma habitualment a través dels Grup tiol (-SH)

grups amina dels residus de lisina

(Lys) exposats que estan repartits per
. Superficie d’or

tota I'estructura de l'anticos, i per tant,

Figura 6.- Representaci6 esquematica d'una

aquesta metodologia tampoc permet SAM d'alcanotiols sobre una superficie d'or

tenir un control de la orientaciot® 2>,

D'altra banda s’han desenvolupat també diverses estratégies d’immobilitzacié covalent controlada
d’anticossos a través de les cadenes de carbohidrats o dels ponts disulfur??®l, Aquests métodes
permeten, per exemple, immobilitzar directament els fragments Fab, llocs d'unié de l'antigen, a
través de grups sulfidril actius’®*3% que pot resultar en una capacitat d’unié de I'antigen fins a 20

vegades major que en superficies cobertes amb anticossos intactes®. Tanmateix, requereixen
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tractaments quimics dels anticossos, tals com I'oxidacié de les cadenes de carbohidrats o la reduccio
dels enllacos disulfur, previes a la immobilitzacié que poden influir negativament en l'activitat i

afinitat de la biomolécula.

Una altra estrategia ampliament emprada per a immobilitzar anticossos és a través del sistema
biotina/avidina. En aquest cas, es forma un enlla¢ covalent entre I'anticos i la biotina que pot ser a
través dels grups amina de l'anticos i resultara en orientacié aleatoria, o bé a través dels grups
sulfidril®™ o les cadenes de carbohidrats®?. La biotina conjugada amb I'anticds interacciona amb
molécules d’avidina immobilitzades sobre la superficie amb una afinitat tan elevada (Kq=10"°M) que
és quasi bé irreversible. Amb aquesta estrategia s’obté un recobriment molt eficient de la superficie
biosensora; pero té linconvenient que requereix manipulacié quimica dels reactius previa a la

immobilitzacio.

Totes aquestes estratégies (Taula 1) i altres en continu desenvolupament posen de manifest la
complexitat i els requeriments necessaris per tal d’'obtenir una superficie sensora estable per a la
deteccié directa. En I'ambit clinic en particular, i tenint en ment la implementacié de dispositius
senzills i de baix cost que detecten concentracions baixes de biomarcadors en mostres com sang,
orina, serum, llet, etc., aquest aspecte resulta clau. En resum, I'estrategia optima sera aquella que
permeta el control de I'orientacié de I'anticos, minimitzant tant la quantitat de reactiu emprada, per
tal de reduir costos, com la seua manipulacid, per tal de garantir la seua estabilitat i afinitat per
I'analit especific.

Taula 1.- Avantatges i desavantatges d’algunes estratégies d’immobilitzacio
d’anticossos emprades en biosensors

Metode d’immobilitzacio Avantatges Desavantatges

- Orientaci6 aleatoria

- Possible desnaturalitzaci6 de
I'anticos

- Adsorci6 inespecifica de proteines

- Baixa reproductibilitat

- Metode simple
- No modificacié de I'anticos
- Alta densitat de recobriment

Adsorcio fisica

Enllag covalent genéric - Unio forta_| g;table - Onentauo aleat.o,na de l'anticos
- Reproductibilitat - Possible alteracié del fragment Fab
Enllac covalent controlat
(Marcatge a través dels - Unié forta i estable - Modificacié quimica prévia de
carbohidrats o ponts disulfur  _  control de I'orientacio I'anticos

de I'lg)

- Uni6 forta i estable

Sistema biotinaZavidina

Recobriment eficient de la
superficie
Possible control de I'orientaci6

- Modificacié quimica prévia de

I'anticos
Possible alteracié del fragment Fab
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Objectius

L'objectiu principal plantejat per a aquest treball experimental ha estat I'estudi i establiment d'una
metodologia senzilla d'immobilitzacié d'anticossos per al desenvolupament d'immunoassajos directes

en biosensors optics. Per a tal fi, s'han considerat dos objectius parcials:

(A) Dur a terme un estudi comparatiu entre diverses estrategies d'immobilitzacié d'anticossos
sobre una superficie sensora, prenent com a biosensor model I'SPR i s'han avaluat en termes
de sensibilitat, estabilitat i reproductibilitat.

S'han escollit 3 estratégies d'immobilitzacio:

() Unié covalent geneérica, considerada com a estrategia model o estandard.

(i) Captura d'anticossos per afinitat sobre Proteina G, la qual permet una immobilitzacié
orientada de I'anticos.

(iii) Captura d'anticossos per afinitat amb una estructura organica basada en calixarens,
el Prolinker™ B3I,

(B) En aquella estructura amb millors resultats, avaluar condicions addicionals que permeten

minimitzar adsorcions inespecifiques amb matrius biologiques complexes com sérum o orina.

Resultats i Discussio

1. Consideracions previes

L'estudi i optimitzacié de diferents estrategies s'ha dut a terme en un biosensor SPR desenvolupat al
nostre grup. Els biosensors SPR son dispositius optics sensibles i versatils, permeten el seguiment
de les interaccions entre molécules sense necessitat de marcadors i en temps real, proporcionen
informacié relacionada amb I'especificitat, la cinética i I'afinitat de la interacci6®", i poden detectar
analits d’interes d'una mostra en un ampli rang de pesos moleculars donant informacié de la seua
concentracio, directament relacionada amb el nivell de resposta. A més, els biosensors SPR sén
instruments senzills i robustos, permetent assajos rapids d'elevada fiabilitat i reproductibilitat. Per
aquesta ra0, els biosensors SPR s'empren com a instrument de rutina al nostre laboratori per dur a
terme estudis i optimitzacions de metodologies que després podran ser transferides a altres

dispositius optics biosensors de major complexitat i sensibilitat.

El dispositiu SPR emprat es basa en la configuracié Kretschmann a angle d'incidéncia fix, de manera
que s'enregistra a temps real la variacio en la intensitat de la llum reflectida. Amb aquesta

configuracié es pot fer el seguiment de les interaccions biomoleculars en temps real. A més a més,
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el dispositiu consta de dues cel-les independents de mesura, permetent dur a terme un major

nombre d'analisis.

Els biosensors SPR empren, generalment, superficies sensores recobertes d'una nanocapa d'or
(=50 nm) que es funcionalitza mitjan¢cant compostos quimics amb grups tiol (-SH) que s'adhereixen
a la superficie per un procés anomenat quimisorcié. La quimisorcié sobre or es considera com una
reaccid d'oxidaci6-adsorcié del grup tiol seguida d'una posterior eliminacié reductiva de I'hidrogen,

tal com es veu a l'equacio seguent:
R-SH+ Au — R-S-Au+-H;

Es tracta d'una interacci6 molt forta que permet formar una matriu quimica sobre la superficie

sensora d'elevada estabilitat i, per tant, proporciona una immobilitzacié fiable i reproduible.

Tanmateix, amb ['objectiu de poder transferir les estratégies d'immobilitzacié d'anticossos a
gualsevol tipus de biosensor, en la funcionalitzacié de la superficie sensora s'ha tingut en compte
I'its de compostos quimics que tinguen compostos analegs que puguen fer-se servir en la

funcionalitzaci6 d'altres tipus de superficie, com ara vidre o silici.

En aquest sentit, plantejant aquest treball com un estudi comparatiu entre diverses estratégies
d'immobilitzacié previ al disseny i optimitzacié d'una metodologia valida i que puga ser transferida a
altres dispositius biosensors, un factor d'elevada importancia ha sigut la qualitat i puresa dels

reactius emprats, per tal d'assegurar-ne la fiabilitat i reproductibilitat dels resultats.

Pel que fa al sistema antigen/anticos, es va escollir 'hormona gonadotropina corionica humana
(hCG) i un anticds monoclonal especific (anti-nCG) com a parell model per dur a terme I'estudi i
optimitzacio de les diferents estratégies. L'anticds va ser préviament produit pel Dr. Rodriguez Frade
del Centre Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC) i cedit per dur a terme aquests experiments. Es
tractava d'un anticds monoclonal produit en ratoli i pertanyent a la subclasse d'immunoglobulines
IgG1l. Com a pas previ, l'anticos va ser purificat per tal d'assegurar la reproductibilitat tant en la
immobilitzaci6 com en la posterior deteccié de I'antigen. Els anticossos monoclonals es troben en el
liquid ascitic de I'animal hoste, de manera que es poden emprar directament per dilucio, o bé,
introduint etapes de purificacié prévia que permeten eliminar altres components com ara proteines
gue poden acabar interferint. En aquest sentit, una primera purificacié es basa en la precipitacié
d'lgG mitjangant sulfat d'amoni (NH,).SO,, que permet eliminar proteines tot i que no és eficient al
100%. Per aix0, sovint s'incorpora una purificacié addicional, essent la cromatografia d'afinitat en
columna el procés més habitual. L'estrategia es basa en I'Us d'un tipus de proteines (A, G o L) que

tenen especial afinitat per la fraccié constant dels anticossos i que es troben immobilitzades en una
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fase solida empaqguetada en una columna d'extraccié. En aquest cas, les 1gG1l de ratoli tenen molta

afinitat per la Proteina G.

El procediment experimental de purificacid, que pot veure's a la Part Experimental, consisteix en fer
passar una solucié de l'anticos sobre la columna d'afinitat, de manera que sota les condicions
adients de pH i forca idnica, els anticossos hi queden retinguts. Les interaccions especifiques
basades principalment en forces electrostatiques i ponts d'hidrogen es trenquen canviant les
condicions de pH del medi (neutre a acid), i permetent I'elucié de fraccions pures d'lgGs. Es tracta
d'una metodologia rapida, fiable i que condueix a rendiments de recuperacié de l'anticos forca

elevats.

2. Optimitzacié de les estrategies d'immobilitzacié

Les tres estratégies d'immobilitzacié estudiades en aquest treball foren les seguents:

0] la formacié d'un enlla¢ covalent de Il'anticos a una monocapa autoensamblada
d'alcanotiols (Figura 7a)

(i) la captura per afinitat per part de la proteina G de la regi6é Fc dels anticossos (Figura 7b);

(iii) la interaccié tipus hoste-amfitri6 de I'anticos sobre una monocapa de Prolinker B

(Figura 7c).

L'estrategia (i) fou considerada com a metodologia estandard, donat el seu ampli Us, tot i tractar-se
a priori de la menys eficient en termes d'orientacié d'anticossos. L'estrategia (i) es pot considerar
també prou coneguda donat I'is que fa precisament de proteines d'afinitat comentades breument
en l'apartat anterior, i en aquest cas, ja s'introdueix una orientacié dirigida dels anticossos.
Finalment, I'estrategia (iii) ofereix certs aspectes que la fan atractiva com a alternativa universal, i

ha estat menys desenvolupada.

a) b) c)

Simbols: Anticos especific u Proteina G \ BS3 / DMP * BSA

Figura 7.- Estratégies d'immobilitzacié d'anticossos sobre una superficie d'or. a) Enlla¢ covalent
sobre una SAM d'alcanotiols funcionalitzats. b) Captura per afinitat sobre proteina G immobilitzada i
fixament de la biosuperficie amb entrecreuadors (BS*/DMP). c) Interaccié hoste-amfitri6 sobre una
monocapa de Prolinker B i bloqueig amb BSA.
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1.1 Estrategia Covalent

Aquesta metodologia és una de les més emprades en biofuncionalitzacié de superficies sensores;
per aquesta radé es pren com a referent per valorar els resultats de les diferents estratégies

estudiades.

En aquesta estratégia s'immobilitza I'anticds per formacié d'un enllag covalent entre la biomolecula i
una monocapa autoensamblada d'alcanotiols (R-SH), formada previament per quimisorcié sobre la
superficie sensora d'or. L'enlla¢ covalent es tracta, en aquest cas, d'un enllag amida entre els grups
amina primaria (-NH,) de les lisines (Lys) de la immunoglobulina i grups carboxilics (-CO,H)
d'alcanotiols de cadena llarga funcionalitzats. L'Us d'alcanotiols de cadena llarga, formats per
cadenes de més de 10 carbonis, produeix SAMs més denses i ordenades, de forma semblant a una
estructura cristal-lina. En aquest cas es va emprar una monocapa mixta d'acid mercaptoundecanoic
(MUA) i mercaptoundecanol (MUOH) en proporcid 1:20. Aquesta proporcié, on dominen grups
terminals alcohol en comparacié amb els grups carboxilics responsables de la unié covalent, permet
controlar I'ordenament i densitat de les biomolécules en la superficie, maximitzant I'eficiencia de la
immobilitzacio, augmentant previsiblement I'espaiat entre biomolécules significativament grans com

els anticossos (150 kDa) i reduint per tant I'impediment estérict®*-3°!,

La formacio de la SAM sobre la superficie d'or es va portar a terme ex-situ ja que cal una dissolucio
dels alcanotiols en etanol, i per I'elevada volatilitat del dissolvent no és recomanable injectar-lo al
dispositiu SPR. Després de la neteja del xip, es va submergir en una dissolucio etanolica de MUA i
MUOH i es va deixar aproximadament 12 hores a temperatura ambient. Despreés, la superficie es va
esbandir amb etanol i aigua i es va assecar amb un corrent de N, abans d'acoblar-la al dispositiu
SPR.

L'anticos va ser immobilitzat sobre la superficie de la monocapa mitjangant I'activacié produida per
la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) i la N-hidroxisulfosuccinimida (NHS)
(Esquema 1).

Aguest metode d'activacio dels grups carboxilics és un procediment molt emprat en bioconjugacio,
en el qual es fa reaccionar el grup carboxilic amb la molécula d'EDC formant un intermedi reactiu
gue pot reaccionar directament amb un grup amina de la biomolécula. No obstant, l'intermedi és
molt inestable i s'hidrolitza facilment en dissolucions aquoses, que és el medi més adient per
mantenir la integritat de les biomolécules; per aix0, s'addiciona sulfo-NHS (versié modificada amb

un grup sulfonic de I'N-hidroxisuccinimida (NHS), que n'augmenta la polaritat i la solubilitat en
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aigua) que reacciona amb l'intermedi per formar un éster amb un major vida mitja, el que permet

augmentar el rendiment d'acoblament posterior amb els grups amino de la biomolécula.

Esquema 1.- Activaci6 de grups carboxilics mitjancant EDC/NHS

O

)]\ /Rz Enllag amida estable
R NH

\N/
Molécula carboxilada ;
H,N
0]
0]
a A

o

OH )J\

R7 07 ONH

—N Intermedi inestable o)
I
HN:— CI— o-acilisourea ester O=S=O
EDC \ O\ HZN’R2 (@] R
+ —_—
o J\NI—/| ?
N Oﬁ/ R1
O 1 Enllag amida estable
Sulfo-NHS Intermedi semiestable

amino-reactiu

NHS-ester

Una vegada unit I'anticos a la SAM es fa passar etanolamina, que s'uneix als grups carboxilics
activats que no s‘hagen bioconjugat, bloguejant la superficie i evitant unions covalents posteriors no

desitjades de I'analit a la monocapa d'alcanotiols (Figura 8).

BISURILL ISIRUSIBBRIITI

MUA + MUOH 1) EDC/NHS
2) Anticos

3) Etanolamina

Figura 8.- Estratégia d'immobilitzacié per unié covalent. Formaci6 de la SAM mixta d'acid
mercaptoundecanoic i mercaptoundecanol (MUA:MUOH, 1:20) (ex-situ). Activacié de grups carboxilics amb
EDC/NHS, unio de I'anticos i bloqueig de grups carboxilics activats amb etanolamina.

El procés d'immobilitzacié d'anticos pot seguir-se en temps real, observant-se els canvis en la
intensitat de la llum reflectida degut als canvis d'index de refraccié que ocorren durant tot el procés

a la superficie del biosensor. Com s‘ha comentat a la introduccid, en el cas del SPR el camp
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evanescent té una penetracio en el medi adjacent a la superficie d'uns pocs centenars de nm (100-
500 nm) de manera que en temps real no nomeés s'observaran els canvis d'index resultants de
I'establiment d'interaccions sobre l'or, sin6 també aquells resultants del dissolvent que hi circula.
Aix0 es pot observar en la Figura 9a, on per cada una de les tres etapes s'observen variacions
d'intensitat molt elevades. Quan tenim un dissolvent en flux continu, en aquest cas aigua, si fem
passar un altre dissolvent per la superficie del sensor, aquest provocara un canvi d'index de
refraccio6 de més o menys intensitat depenent de la seua naturalesa. Si hi ha alguna interaccio
molecular a la superficie d'or, la intensitat de la llum reflectida a I'eixida del reactiu sera diferent a la
intensitat abans d'entrar (com a resultant d'un canvi d'IR de manera que un major IR indica uni6
sobre la superficie, i una variacié negativa, una desorci6). Per tant, la senyal generada per cada
interacci6 s'obtindra com la diferéncia entre la intensitat de la llum a la sortida menys la de I'entrada

i s’expressa en variacio de reflectancia (ARpp).

Aixi doncs, en la immobilitzacié de I'anticds per unid covalent s'observa una linia base corresponent
al flux d'aigua en continu, en primer lloc ocorre el canvi d'IR degut al dissolvent emprat en
I'activacid dels grups carboxilics amb EDC/NHS i on es pot observar que la linia base després de
I'activacié no queda a la mateixa altura que a l'entrada; aix0 és significatiu que hi ha hagut una
interaccié molecular i hi ha hagut un canvi quimic en la superficie sensora. Posteriorment s'injecta
I'anticos en una dissolucié amortidora a pH 7 que també provoca un canvi d'IR respecte I'aigua i on,
de la diferéncia d'intensitat de la llum entre l'eixida i I'entrada s'obtindra la senyal, que sera
proporcional a la quantitat d'anticos que s'haja immobilitzat. Per Ultim es fa passar I'etanolamina

dissolta en aigua a pH 9, la qual també causa un canvi d'IR al seu pas per la superficie del sensor.

Un dels objectius del procés de biofuncionalitzacié és aconseguir un recobriment eficient de la
superficie sensora minimitzant la quantitat de bioreactius emprada, amb la fi de reduir costos. En
aquest sentit, malgrat que generalment en immunoassajos directes s'empren concentracions
d'anticos de l'ordre de 100 pg/mLE"¥ es va optar per immobilitzar concentracions baixes
(10 i 20 pg/mL) d'anticos (Figura 9b) i estudiar la influéncia que té la densitat de recobriment de la

superficie respecte la sensibilitat en la deteccio.

La senyal de resposta de la immobilitzacid en aquesta estrategia (< 1ARpp) indica una baixa
densitat d'anticos immobilitzat, tenint en compte que I'anticos té un pes molecular al voltant de 150

kDa i hauria de produir un canvi de senyal major si s'immobilitza en una densitat elevada.
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Figura 9.- Estratégia d'immobilitzacié covalent de I'anti-hCG. a) Sensograma del procediment
d’'immobilitzacié covalent d'anti-hCG a 10 pg/mL en PBS en un biosensor SPR. b) Senyals de resposta
d’anticos immobilitzat a distintes concentracions (10 i 20 pug/mL).

Pel que fa a la deteccié de I'hCG (Figura 10a), en primer lloc s'estudia la possibilitat de regenerar la
biosuperficie, trencant les interaccions entre I'antigen i I'anticos, per permetre multiples mesures
sobre la mateixa superficie biofuncionalitzada. En aquest cas, un canvi de pH del medi, de pH
neutre a pH acid (HClI 5 mM), permet trencar la interacci6 entre I'hCG i I'anti-hCG de manera eficient
(la linia base després d'injectar el medi acid recupera la posicié inicial previa a la injeccio d'hCG,
indicatiu de trencament de totes les interaccions) i sense afectar els enllacos covalents que

mantenen l'anticos immobilitzat sobre la superficie.

Sota aquestes condicions, es realitzaren corbes de reconeixement de l'antigen en les diferents
concentracions d'anticos immobilitzat (Figura 10b). En aquest cas, no s'observa una diferéncia
significativa en la sensibilitat de la deteccio si s'empren 10 o 20 pg/mL. Pel que fa a la sensibilitat de
la deteccio, es va calcular el limit de deteccio teoric d'hCG amb 10 pg/mL d'anti-hCG immobilitzat
que va resultar en 0.427 pg/mL; tenint en compte I'ajust de la corba com una interacci6 especifica
d'un lloc d'unié i considerant que el senyal corresponent a 3 vegades la desviacié estandard del

soroll de I'aparell (injeccié del solvent en continu).

La relativament baixa sensibilitat, comparada amb els limits de detecci6 que es poden aconseguir
amb un biosensor SPRM!, pot explicar-se per diverses raons: (i) l'activacié dels grups carboxilics i la
formacié de I'enlla¢ covalent es realitza /n-situ sota condicions de flux, de manera que es produeix
durant un periode aproximat de 30 minuts, el que podria conduir a un rendiment baix
d'immobilitzacié; (ii) cal tenir en compte que els anticossos presenten grups amina lliures en tota la

seua estructura, susceptibles de reaccionar amb la superficie, inclosa la zona de reconeixement. En
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no haver cap control de la seua orientacié, seria d'esperar que part dels anticossos immobilitzats

estigueren inaccessibles.
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Figura 10.- Deteccidé d’hCG en I'estrategia covalent. a) Sensograma de la deteccié d’hormona hCG a 1
pg/mL en PBS i posterior regeneracio de la superficie amb HClI 5 mM. b) Corbes de reconeixement d’hCG a
anti-hCG (10 i 20 pg/mL) immobilitzat covalentment sobre la superficie sensora.

1.2 Estrategia Proteina G

Tal i com s'ha comentat préviament, les proteines A i G sén proteines d'afinitat que presenten la
peculiaritat de contenir arees de reconeixement especific contra els anticossos, en particular
presenten una elevada afinitat per la regié Fc de diversos tipus dimmunoglobulines. Degut a
aquestes caracteristiques, tant les proteines A i G, com una combinacié d'ambdues, proteina A/G,
son ampliament emprades com a lligand immobilitzat en la fase solida en cromatografies d'afinitat
analitiques i preparatoriest®*“3. La proteina G en particular ha demostrat ser molt Gtil en una gran
varietat d'aplicacions bioanalitiques per I'eficient captura orientada d'anticossos per a la detecci6 de

bacteris™**“*®!, en estudis cinétics!*®, i per a la quantificacié d'lgG en aplicacions industrials*.

La proteina G prové de I'Streptococcus i la proteina A de |'Staphylococcus i a pesar que ambdues
son receptores eficients de la part Fc de diverses immunoglobulines, les diferéncies estructurals
entre elles fan que presenten afinitats distintes depenent del tipus i subtipus d'immunoglobulina a
capturar, com es pot veure a la Taula 2. La proteina G cobreix un rang major de subtipus
d'immunoglobulines i sovint amb major afinitat. En el nostre cas treballavem amb un anticos
monoclonal de ratoli tipus 1gG1; i per tant es va escollir la proteina G com a proteina de captura per

a la immobilitzacié, d'igual manera que fou seleccionada per a la purificacié de I'anticos.
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Taula 2.- Afinitats de la Proteina A/G pels tipus d’IgG de diferents espécies

Especie Immunoglobulina  Afinitat de la Proteina A  Afinitat de la Proteina G
19gG (normal) ++++ ++++
IgG1 ++++ ++++
1gG2 ++++ ++++
1gG3 - ++++
Huma 1gG4 ++++ ++++
IgM - -
IgA - -
IgE - -
1gG1 + ++++
. 1gG2a ++++ ++++
Ratoll |362b +++ +++
1gG3 ++ +++
IgGl - +
19G2a - o+
Rata 1gG2b ) —+
1gG2c + ++
Cabra IgG +/- ++
Conill IgG ++++ +++
Ovella IgG +/- ++

La proteina G és una proteina heterodimérica amb dos llocs d'unié d'elevada afinitat per la regié Fc i
a més, tot i que la proteina en estat natiu també presenta certa afinitat pels fragments Fab, un
10%, I'enginyeria genética moderna ha permeés el disseny de proteina G recombinant amb una quasi

nul-la afinitat per les regions Fab i major afinitat per la part Fc dels anticossos™®.

Aixi doncs, I'estratégia d'immobilitzacié orientada d'anticossos sobre proteina G seguida va consistir
en primer, unir covalentment aquesta proteina a una monocapa d'alcanotiols (MUA/MUOH 1:20)
seguint l'estratégia préviament comentada. A continuacié s'addicionaren els anticossos, que per
afinitat queden units en l'orientacié correcta, és a dir, deixant exposats els fragments Fab (Figura

11).

@ @ @ @ @ @

{ i E
MUA + MUOH 1) EDC/NHS Anticos BS3/DMP
2) Proteina G
3) Etanolamina .
Simbols: . Anticos especific (g Proteina G \ BS® / DMP

Figura 11.- Estratégia d'immobilitzacié per captura sobre proteina G. Formacié de la SAM mixta
d'acid mercaptoundecanoic i mercaptoundecanol (MUA:MUOH, 1:20) (ex-sitd); activacié de grups carboxilics
amb EDC/NHS, unié de la proteina G i blogueig dels grups activats amb etanolamina; captura orientada de
I'anticos per afinitat de la proteina G per la regi6é Fc; estabilitzacié de la monocapa amb entrecreuadors que
fixen l'anticos a la Proteina G.
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La captura per afinitat de les immunoglobulines es basa en forces electrostatiques i hidrofobiques
entre les dues proteines i per aquesta rad, és un procés que depén molt de la forca ionica i del pH
del medi. A més, es tracta d'interaccions supramoleculars, l'anticOs podria desadsorbir-se de la
proteina G en un canvi de les condicions del medi i per tant, es decidi introduir una etapa addicional
gue permetés estabilitzar la capa d'element de reconeixement i fera possible la regeneracio de la

biosuperficie sense perdre els anticossos immobilitzats.

Amb aquest objectiu, es va estudiar el comportament de dos tipus de molécules capaces d'enllacar
qguimicament les immunoglobulines a la proteina G a través dels seus grups amina lliures. La
primera és el dimetil pimelimidat (DMP), una molécula homobifuncional amb dos grups imidoester
que reaccionen facilment amb grups amina a pH elevat i que presenta un brag¢ espaiador de 9.2 A;
la segona molécula, el bis(sulfosuccinimidil) suberat (BS®) reacciona també, en aquest cas a pH
neutre o acid, amb grups amina lliures de qualsevol molécula a través dels grups sulfo-NHS dels

seus extrems separats 11.4 A (Figura 12).

a) b)
o) P
o) 0 L .n 0 0
- ~ Na O—S N o) o
o T 1 ~0 N I ON +
NH; Cl NH; Cl o o
O o) 0
O
DMP BS®
Dimetil Pimelidat Bis(sulfosuccinimidil) suberat
Brac espaiador: 9.2 A Brag espaiador: 11.4 A

Figura 12.- Molécules d'entrecreuament

Es va optimitzar I'Gs d'aquestes molécules entrecreuadores des de diversos punts de vista, tenint en
compte factors com la concentracio, que ha de ser I'adient per poder fixar I'anticos a la proteina G
sense afectar significativament a la detecci6. S'havia de tenir en compte que podien reaccionar amb
grups amina del propi anticos, alterant I'estructura i afectant a la deteccié de I'antigen. La llargaria
del brac¢ espaiador també pot ser un factor clau en tant que la llargada i flexibilitat de la molécula
entrecreuadora té una influencia important a I'hora de reaccionar amb un grup amino de l'anticos i

un altre de la proteina G.

Aixi doncs, en aquesta estratégia es va optimitzar cadascuna de les etapes: primer I'optimitzacio de
la immobilitzacié de la proteina G sobre la monocapa d'alcanotiols (Figura 13a), provant distintes

concentracions (20, 50, 80 i 100 pug/mL) (Figura 13b).
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Figura 13.- Estratégia d’immobilitzacié de la Proteina G. a) Sensograma del procediment
d'immobilitzacié covalent de Proteina G a 50 ug/mL en PBS. b) Senyals de resposta de la unié covalent de
Proteina G a diferents concentracions (20, 50, 80 i 100 pg/mL).

A continuacié es va optimitzar I'etapa d'immobilitzacié d'anticos per captura, estudiant, en primer
lloc, l'efecte del pH. Els resultats mostren que la immobilitzacié d'anticossos sobre proteina G té
major rendiment en medi acid (pH 5.0) que en medi neutre (Figura 14a), ja que s'afavoreix la
interaccié quan el pH es troba per davall del punt isoeléctric de les proteines (pl ~ 6.0). Una vegada
establerta la immobilitzacié a pH 5.0, es va estudiar la influéncia de la concentracié de Proteina G en

la densitat d’anticos immobilitzat.

A la Figura 14b es mostra la senyal de 10 pg/mL d'anticos immobilitzat sobre diferents
concentracions de Proteina G (20, 50, 80 i 100 pg/mL); s’observa que a partir de 50 pg/mL de
Proteina G immobilitzada, no hi ha un augment significatiu de la quantitat d’anticos capturat. Per
aixo i tenint en compte la minimitzacié en I'ds de reactius, es va decidir continuar I'optimitzacié de
I'estratégia emprant una concentracié6 de 50 pg/mL de Proteina G. Pel que fa a la concentracio
d'anticos, es va avaluar la capacitat de recobriment de la capa proteica a dues concentracions
distintes d'anti-hCG (10 i 20 pg/mL) obtenint, com s'esperava, major densitat de bioreceptor

immobilitzat a major concentracié (Figura 14c).
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Posteriorment es va avaluar l'eficiencia de les molécules entrecreuadores per tal de fixar I'anticos a
la proteina G i evitar la seua pérdua durant la regeneracié de la superficie després de cada

immunoassaig.

En aquest sentit, tal i com s'observa a la Figura 15a, si no s'afegeix cap tipus d'entrecreuador que
estabilitze la biosuperficie, en canviar les condicions de pH del medi per tal de regenerar, bona part
de l'anticos immobilitzat per captura sobre la proteina G es perd en comparacié amb els assajos
realitzats en biosuperficies fixades amb DMP o BS®. Entre aquestes dues molécules s'observa una
major eficiéncia del BS®, que permet trencar la interaccié antigen/anticds sense que es veja afectat
I'anticos immobilitzat. Les raons de la major eficiencia d'aquesta molécula podrien estar relacionades
amb la llargaria del brag¢ espaiador, que dona major flexibilitat per reaccionar amb una amina de la
proteina G i altra de la immunoglobulina; fixant millor i més quantitat d'anticossos a la proteina G i

reduint la possibilitat que reaccione amb dues amines del propi anticos.
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També es pot observar una petita perdua de sensibilitat en la deteccié de l'analit respecte a
I'estratégia sense entrecreuadors, aixo és degut a que inevitablement, certa quantitat de molécules
entrecreuadores poden reaccionar amb residus d'amina dels fragments Fab de I'anticos, alterant-ne

I'afinitat per I'antigen.

En l'optimitzacié d'aquesta estratégia també es va avaluar I'especificitat de la deteccio, fent passar
una proteina control, I'albimina de sérum bovi (BSA). Els resultats demostren que la deteccié d'hCG
per part de l'anti-hCG és especifica, havent una diferéncia significativa de senyal entre I'analit

d’interes i la proteina control (Figura 15b).
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Figura 15.- Resultats de l'optimitzacié de la detecci6 d’hCG en [Il'estratégia Proteina G.
a) Sensograma de la deteccié d’hCG a 1 pg/mL en PBS i posterior regeneracié amb HCI 5 mM en les diferents
estrategies d'immobilitzacié d'anticos sobre la Proteina G: sense molecula d’entrecreuament (taronja), amb
DMP (verd) i amb BS? (negre). b) Control d’especificitat de la deteccié d’hCG en I'estratégia d’immobilitzaci6
d'anti-hCG (10 pg/mL) sobre Proteina G (50 pg/mL): corba d'unié especifica d’hCG (verd), adsorcié
inespecifica de BSA com a proteina control (roig). c) Corbes de reconeixement d’hCG a anti-hCG immobilitzat
sobre Proteina G (50 ug/mL) a diferents concentracions (10 i 20 pug/mL).

D'altra banda, es va estudiar la influéncia de la concentracio d'anticos immobilitzat en la sensibilitat

de la deteccié d'antigen, realitzant corbes de reconeixement amb 10 i 20 pg/mL d'anticos
immobilitzat (Figura 15c¢). Novament, tampoc es va observar una diferéencia significativa entre les

dues concentracions d'anticos provades. ElI LOD calculat per a la corba de deteccié amb 10 pg/mL
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d'anticos va resultar de 0.372 pg/mL; lleugerament menor que l'aconseguit amb ['estratégia
covalent, tot i que caldria esperar valors millors donada l'orientacié afavorida dels anticossos.
Aquests resultats podrien ser indicatius d'una influencia negativa de I'Gs de I'entrecreuador en

I'estabilitat de la capa de reconeixement.

1.3 Estrategia Prolinker

La modificacié quimica de les biomolécules és evident que pot resultar un factor clau en termes
d'estabilitat d'aquestes, i a la vegada de la funcionalitat i integritat de les mateixes de cara a
reconeixer, per exemple en aquest cas, els analits diana. La recerca en métodes d'immobilitzacié
d'anticossos en aquest sentit ha permes desenvolupar noves estrategies i dissenyar noves molécules
gue permeten la captura orientada de I'anticds, immobilitzant-lo a través de forces electrostatiques i

hidrofobiques que no modifiquen quimicament I'estructura de la immunoglobulina.

Aixi, Y. Lee et. a/® han sintetitzat una molécula derivada d'un calixaré, Prolinker™ B(Figura 16a),
gue permet immobilitzar anticossos a través de la regié Fc fent servir interaccions hoste-amfitrid
entre els grups amina ionitzats i una corona d’éters. A meés, la molecula conté grups tiol que
permeten la quimisorcié directa sobre l'or i la formacié d'una monocapa capa¢ de cobrir tota la
superficie evitant l'absorcié inespecifica sobre el metall®; i compta també amb grups metoxi
(-OCHgy3), els quals es creu que contribueixen a la immobilitzacié de l'anticos per interaccions

hidrofobiques amb els residus accessibles de la immunoglobulina (Figura 16b).

a) b)

ProLinker™ B

Figura 16.- a) Estructura quimica del Prolinker™ B, b) Mecanisme d’interaccié amb la proteina a
través dels grups —NHs;™ i —OCHs.

Aguest tipus de molécula es mostra doncs com un candidat prometedor a la immobilitzacio
d'anticossos en orientacié controlada, sense manipulacié ni modificacié quimica. A més, el mateix
grup ha sintetitzat també un compost analeg (Prolinker™ A)E¥ que incorpora grups aldehids en lloc

de grups tiols a la seva estructura i que permet la immobilitzacié sobre superficies de vidre o silice.
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Aguesta estratégia doncs, obriria el ventall de possibilitats d'Us, fent-la facilment transferible a altres

tipus de biosensor.

L'estratégia d'immobilitzacié orientada amb el Prolinker comenca amb la formacié ex-situ d'una
monocapa de Prolinker™ B sobre la superficie d'or. Aquesta monocapa s'ha de realitzar ex-situ
degut a que és una molécula organica només soluble en dissolvents organics com el cloroform
(CHsCI) que, sota les condicions optiques de mesura establertes en el dispositiu al laboratori,
impedeix una monitoritzacié en temps real, de manera similar al cas de la formacié de SAM mixta
amb etanol com a dissolvent. Una vegada formada la monocapa de Prolinker, es renta i es rehidrata
per tal d'iniciar la immobilitzacié de I'anticos. Aixi doncs, una vegada acoblat el xip al dispositiu,
directament es fa passar la dissolucié d'anticos que quedara immobilitzat en I'orientacié correcta i a
continuacio es fa passar BSA per tal de bloquejar la superficie i reduir l'adsorcié no especifica
(Figura 17). La BSA és una proteina amb grups amino terminals que poden interaccionar amb les
molécules de Prolinker que no hagen reaccionat amb l'anticds i d'aquesta manera evitar que les
molécules d'analit o altres proteines no especifiques puguen adsorbir-se per aquesta via donant lloc

a senyal inespecifica.

Prolinker B Anticos BSA

Simbols: .. Anticos especific ‘ BSA

w

Figura 17.- Estratégia d'immobilitzacié per captura sobre Prolinker. Formacié de la monocapa de
Prolinker™ B. Immobilitzacié6 de I'anticos per interaccié hoste-amfitri6 sobre les molécules de Prolinker;
bloqueig de la superficie amb BSA.

Aguesta estratégia proporciona a priori una metodologia facil i rapida d'immobilitzacié dels
anticossos en l'orientacioé correcta sense necessitat d'activacié quimica previa de la monocapa o de
la biomolécula. Es tracta per tant, d’'un procediment senzill que consisteix en 2 (nics passos:
immobilitzaciod i bloqueig de la superficie tot evitant-ne el risc d’alterar I'estructura de la proteina per

manipulacié quimica podent afectar I'afinitat per I'antigen.

Els resultats obtinguts mostraren efectivament un grau d'eficiencia pel que fa a la unié de I'anticos
molt alt i a una concentracio d'anticos de 10 pg/mL (Figura 18a). Es pot observar també com la BSA
interacciona sobre els espais lliures de la capa de Prolinker. En I'optimitzacié de I'estrategia es van

provar diverses concentracions d’anticos (5, 10, 20 i 50 pg/mL) (Figura 18b). En aquest pas, fent
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passat I'anticds en estat natiu sobre la monocapa de Prolinker, s’obtenia una elevada densitat de

recobriment de la monocapa, comparada amb les que s’obtenien per a I'estratégia covalent (veure

Figura 9b) o sobre proteina G (veure figura 14c).
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Figura 18.- Estratégia d’immobilitzacié d’anti-hCG sobre Prolinker B. a) Sensograma del
procediment d’'immobilitzacié d’anti-hCG a 10 pg/mL en PBS sobre Prolinker B, i posterior bloqueig
amb BSA. b) Senyals de resposta de la immobilitzacié per captura sobre Prolinker d'anti-hCG a
diferents concentracions (5, 10, 20 i 50 pug/mL).

Es va dur a terme també una caracteritzacid del procés d'immobilitzacié de I'anticds en l'estrategia

Prolinker mitjancant els canvis d'angle de contacte sobre la superficie sensora. Aquest tipus de

caracteritzacidé superficial es basa en I'angle que forma la superficie d’'un liquid en contacte amb un

solid. El valor de I'angle de contacte depen principalment de la relacid que existeix entre les forces

adhesives del liquid i el solid i les forces cohesives del liquid®® (Figura 19).

D’aquesta manera, si el liquid per al qual mesurem l'angle de contacte és aigua, el valor de I'angle

estara directament relacionat amb la hidrofobicitat o hidrofilicitat de la superficie. Si la superficie

solida és molt hidrofilica, el liquid és
fortament atret per la superficie i la gota
s'expandeix, fent l'angle de contacte
proxim a 0°. Contrariament, si la
superficie és hidrofobica la gota no
s'expandira i el valor de langle de

contacte sera elevat.

Figura 19.- Exemples d’angle de contacte d’aigua en
dos tipus de superficie. A la dreta, una superficie més
hidrofobica, la gota no s’expandeix i el valor de l'angle és
gran. A [l'esquerra, la superficie és hidrofilica, la gota
s'expandeix i el valor de I'angle de contacte és petit.

Per tal de caracteritzar la superficie sensora en cada pas de la metodologia d'immobilitzacié sobre el

Prolinker, el procediment complet es va realitzar ex-situ. Abans de comencar la immobilitzacié es va

mesurar l'angle de contacte d'una gota de 5 pL d'H,O sobre la superficie d’Au. Després de la
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formacié de la monocapa de Prolinker™ B, el xip va ser rentat i assecat amb N, i es va tornar a
mesurar l'angle de contacte. A continuacid va ser cobert amb una dissolucid6 d’'anti-hCG de
10 pg/mL durant 1 hora; es va realitzar una altra mesura, i per Ultim es va afegir la BSA a 100
pg/mL durant 1 hora més, i es va tornar a mesurar I'angle. Els resultats estan descrits a la taula
seguent:

Taula 3.- Angle de contacte de la superficie d'or en diferents
etapes del procés d'immobilitzacio per I'estratégia del Prolinker

Superficie funcionalitzada Angle de Contacte
Au (després de la neteja) 70.6 = 0.27
Au + Prolinker B 64.0 = 0.20
Au + Prolinker B + anti-hCG 47.0 £ 0.16
Au + Prolinker B + anti-hCG + BSA 56.1 £ 0.21

Tal com indiquen les mesures, la superficie metal-lica d’or presenta certa hidrofobicitat, tot i que no
molt elevada (es considera una superficie hidrofobica quan I'angle de contacte és major de 90°). En
immobilitzar el Prolinker, aquesta hidrofobicitat es redueix. Aixd és degut a la preséncia dels grups
metoxi i els grups amino presents en el Prolinker. Una vegada immobilitzat I'anticos, la superficie
resulta més hidrofilica a causa, principalment, dels grups funcionals (-CO,H i NH,) repartits per
I'estructura de la immunoglobulina. No obstant, en bloquejar la superficie amb la proteina BSA
l'angle de contacte augmenta de nou, degut al lleuger caracter hidrofobic que té Il'albimina en
termes generals. Aquests estudis preliminars en angle de contacte semblen indicar una correcta
immobilitzacié en cada una de les etapes, tot i que resten pendents més experiments adrecats a

caracteritzar les diferents capes de reactius en aquesta estratégia en particular.

Pel que fa a l'optimitzacié de I'immunoassaig, un dels primers factors a estudiar fou la regeneracio
de la biosuperficie. Tenint en compte que el tipus de forces que uneixen I'anticos a la monocapa de
Prolinker sbn interaccions electrostatiques i hidrofobiques, era d’esperar que, igual que ocorre amb
I'estratégia Proteina G, un canvi de les condicions de pH o forca ionica del medi trencara les
interaccions i desadsorbira l'anticds. Tanmateix, com es pot observar a la Figura 20a, sense
necessitat de cap unié covalent, la superficie podia regenerar-se eficientment després de cada
immunoassaig canviant el pH del medi (neutre) a pH 3.0 (Gliciha 100 mM). Amb [I'objectiu
d’'assegurar-ne la reutilitzacié del biosensor garantint la reproductibilitat de les mesures, es va fer un
estudi del nombre de cicles de regeneracié que suportaven els anticossos immobilitzats sobre la
monocapa de Prolinker sense perdre eficiencia en la deteccié (Figura 20b). Es van comptabilitzar

una mitjana de 7 cicles de detecci6 i regeneracié amb una pérdua de sensibilitat d’'un 25% i després
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la sensibilitat baixava un 70%; uns resultats habituals en immunoassajos directes on I'anticos esta

immobilitzat sobre una superficie solida.

Es va fer també un estudi de l'especificitat de la deteccié fent passar com a proteina control
'antigen especific de prostata (PSA) i els resultats mostren una diferencia significativa de senyal

(Figura 20c), la qual cosa significa que la deteccio d’hCG és altament especifica.
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Figura 20.- Deteccié d’hCG en I'estratégia Prolinker. a) Sensograma de la deteccié d’'hCG a 1 pg/mL en
PBS i posterior regeneracidé de la superficie amb Gly 100 mM en un biosensor SPR. b) Sensograma dels cicles
de deteccié d’'hCG 1 pug/mL i regeneracié amb Gly 100 mM. c¢) Control d'especificitat de la deteccié d’'hCG en
I'estratégia d'immobilitzacié d’anti-hCG (10 pg/mL) sobre Prolinker B: corba d'unié especifica d'hCG (lila),
adsorcid inespecifica de PSA com a proteina control (roig). d) Corbes de reconeixement d’'hCG a anti-hCG
immobilitzat sobre Prolinker B a diferents concentracions (5, 10, 20 i 50 pg/mL).

Pel que fa a les corbes de reconeixement, es va avaluar la influéncia de la concentracio d'anticos
immobilitzat en la deteccid d’antigen. Els resultats no mostren diferéncies significatives en la
sensibilitat de la deteccid en les diferents concentracions d’anti-hCG immobilitzades (5, 10, 20 i 50
pg/mL), tal i com s’observa en la figura 20d. Es va emprar la corba amb 10 pg/mL d’anticos
immobilitzat per calcular el limit de deteccio i poder comparar amb la resta d’estratégies, el qual va
resultar de 0.106 pg/mL, tenint en compte l'ajust de la corba a una corba de saturaci6é per deteccio
especifica d'un lloc d’'unid. La sensibilitat amb I'estrategia Prolinker és major que amb l'estratégia

proteina G (LOD: 0.372 pug/mL) i covalent (LOD: 0.427 pg/mL), el que demostra que la modificacio
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guimica de l'anticos, juntament amb la correcta orientacié, pot tenir una gran influéncia en la

detecci6é de I'antigen en immunoassajos directes.

Els resultats de l'estratégia Prolinker indiqguen una elevada eficiencia en la immobilitzacié amb
senyals 1.2 vegades superiors a la immobilitzacié sobre proteina G i fins a 14 vegades superior a la
immobilitzacié per unié covalent de I'anticos (Figura 20a) partint d’una concentracio inicial baixa (10
pug/mL). Pel que fa a l'orientacio, es va observar com els senyals de reconeixement a diferents
concentracions de proteina eren significativament majors que amb les altres estratégies (Figura
20b), la qual cosa suposa una sensibilitat 3.5 vegades superior a la detecci6 en I'estratégia Proteina

G i 4 vegades superior a I'estratégia Covalent.

Aquesta major sensibilitat aconseguida amb la immobilitzaci6 sobre el Prolinker s’explica
principalment per l'elevada densitat de recobriment de la superficie en orientacié controlada que
s'aconsegueix, tenint en compte, a més, que en cap moment es modifica quimicament I'estructura

de l'anticos, la qual cosa pot alterar I'afinitat per I'antigen.

a) b)
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o
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Concentracié hCG (ug/mL)

Figura 20.- Comparacié de les diferents estratégies d’immobilitzacié estudiades. a) Senyals
d’'immobilitzacié de 10 pg/mL d'anti-hCG per uni6 covalent a una SAM d’alcanotiols (negre), per captura sobre
proteina G (verd) i per interacci6 amb Prolinker B (lila). b) Corbes de reconeixement d’hCG amb 10 ug/mL
d’'anti-hCG immobilitzat per uni6 covalent (negre), amb proteina G (verd) o amb Prolinker (lila).

3. Comparacio de les estrategies amb altres sistemes d’interés biologic

Amb la intenci6 de confirmar el potencial de l'estrategia basada en I'is del Prolinker com una
metodologia genérica apta amb altres sistemes diferents a I'escollit com a model, es van avaluar
també amb altres parells antigen/anticos. S'escolliren dues proteines d'interes biologic, la quinasa
d’adhesio focal (FAK) i la proteina C-reactiva (CRP). FAK és una proteina que es troba al citosol

cel-lular i esta implicada en el procés d’'adhesio i moviment cel-lular; t¢ un paper important en
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apoptosi i pot ser emprada com a marcador per certs cancers® 2. CRP, per altra banda, es troba a
la sang i els seus nivells augmenten quan hi ha una inflamacié. Es un marcador important per a

malalties cardiovasculars®® i cancert™>%.

En primer lloc es va comprovar la reproductibilitat de les estrategies, comparant els resultats que
s'obtenen tant en eficiencia d'immobilitzacié com en sensibilitat d'immunoassaig directe entre les
estrategies Proteina G i Prolinker (Figura 21). Com es preveia, la immobilitzacié d’anticds sobre el
Prolinker resulta molt més eficient que amb la Proteina G, tant en densitat d'immunoglobulina

immobilitzada com en sensibilitat en la deteccio de I'antigen.
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Figura 21.- Avaluaci6 de les estrategies d’'immobilitzacié estudiades amb FAK i CRP. a) Senyals
d'immobilitzacié d'anti-FAK 10 pg/mL sobre proteina G (verd) i sobre Prolinker (lila). b) Corbes de
reconeixement de FAK amb 10 pug/mL d’anti-FAK immobilitzat sobre proteina G (verd) i sobre Prolinker (lila).
¢) Senyals d'immobilitzacié d’anti-CRP 10 pug/mL sobre proteina G (verd) i sobre Prolinker (lila). d) Corbes
de reconeixement de CRP amb 10 pg/mL d’anti-CRP immobilitzat sobre proteina G (verd) i sobre Prolinker

(lila).

Aguests resultats confirmen la validesa de I'estratégia Prolinker en diferents parells antigen/anticos,
resultant en tots els casos avaluats (hCG, FAK i CRP) la millor opcié de cara a immobilitzar una

major quantitat d'anticos a concentracions relativament baixes (10 pug/mL), sense necessitat de
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manipulacié quimica prévia del material biologic i obtenint-se una major sensibilitat en la deteccié

de I'antigen en format directe.

En aquests dos casos es van realitzar també corbes de calibrat per a la deteccié de les dues
proteines, ajustant-les a una corba de saturacié per deteccié especifica d'un lloc d'unié i es va
calcular el limit de detecci6 a partir de l'ajust lineal de les senyals de reconeixement a
concentracions baixes d’antigen (Figura 22). D’aquesta manera es van obtenir limits de deteccié de

97 ng/mL per a la FAK i fins a 31 ng/mL per a la CRP.
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Figura 22.- Corbes de calibrat i ajustos de regressio lineal per a la deteccié de FAK i CRP. a)
Corba de reconeixement de FAK amb 10 pg/mL d'anti-FAK immobilitzat sobre Prolinker. b) Ajust per
regressié lineal de la detecci6 de FAK. c) Corba de reconeixement de CRP amb 10 pg/mL d'anti-CRP
immobilitzat sobre Prolinker. d) Ajust per regressid lineal de la deteccié de CRP. Els valors corresponen a la
mitjana de 3 repliques.
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4. Prevencio i minimitzacid d'adsorcions inespecifiques

La finalitat d'aquest estudi és trobar una metodologia d'immobilitzacié sensible, selectiva, estable i
reproduible que permeta dur a terme mesures directes en matrius complexes i de manera que siga
facilment transferible a dispositius sensors sense marcatges. En aquest sentit, un dels majors reptes
avui en dia és la reduccié de l'adsorcié de molecules inespecifiques a la superficie sensora en

deteccions directes de mostres com sang, orina, llet o serum, per exemple.

S'han realitzat avencos significatius en el desenvolupament de recobriments superficials que eviten
interaccions no desitjades de substancies presents en mostres complexes®®. Essencialment
aquestes interaccions poden provenir de proteines o lipids, segons el tipus de fluid. Existeixen
estructures polimeriques tant d'origen natural com sintétic, amb certes propietats biocompatibles, i
amb una hidrofilia adient, que estan sent ampliament emprades per reduir en la mesura del possible
la uni6 de proteines a la superficie. Entre aquestos polimers, destaquen I'Us del dextra, un
polisacarid complex i ramificat format per nombroses molécules de glucosa i d'origen natural®®8; e|
quitosa, un polisacarid lineal d'unitats de glucosamina que és d'origen natural perd s'empra
modificat sintéticament®™; o el polietilenglicol, un poliéter format per unitats d'etilenglicol

ampliament emprat en la industria i en biomedicinal®®54.

El polietilenglicol (PEG) (Figura 23) presenta unes propietats excel-lents tant pel que fa a la seua
biocompatibilitat en medis aquosos com a la resistencia que ofereix a l'adsorcid proteica i cel-lular.
Per altra banda i des d'un punt de vista practic, I'amplia gama disponible comercialment, amb
diferents grups funcionals mantenint I'esquelet d'etilenglicol, augmenta la versatilitat del compost
expandint les possibilitat de funcionalitzacié i Gs!®?. De fet, és un material d'importancia creixent en
bioenginyerial®®!, biomedicina i indUstria farmacéutical®®®, biotecnologia i també per a aplicacions

biosensores!®-%81,

La ra6 d'aquesta resisténcia a l'absorcié de proteines encara no és
o -H . . : - oo
H{ V}O clara, pero les evidencies descrites semblen indicar que s'atribueix a
n
) ) les forces d'estabilitzacio esterica i la mobilitat de les cadenes de
Figura 23.- Unitat de PEG 5 65 _ _

PEGI* ® Degut a aixd, els compostos PEG han esdevingut molt
populars en aquest ambit, i en particular com a component clau per millorar les caracteristiques
d'immunoassajos en condicions complexes. Concretament, el seu Us es basa en actuar com a
element de recobriment de superficies biosensores millorant la selectivitat especifica de I'assaig i

evitant unions no desitjades.
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Donat que l'estratégia d'immobilitzacié que va oferir millors resultats en termes de sensibilitat fou
I'estratégia basada en el Prolinker, es va escollir aquesta metodologia per tal d'avaluar el
comportament i la resisténcia de la superficie funcionalitzada en medis complexos. En particular i

tenint en ment un enfocament clinic, es procedi a estudiar I'efecte del sérum.

La minimitzacié de la reduccié no especifica es pot fer seguint principalment dues estrategies: per
una part, bloquejant la superficie sensora amb compostos o molécules que evitarien l'adsorcid
d'altres substancies, majoritariament proteiques o lipidiques, i d'altra banda, optimitzant les
condicions experimentals de mesura, variant les propietats de la dissolucié6 amortidora emprada, per
aconseguir minimitzar la interaccié no especifica tot mantenint inalterada la capacitat d'interaccié

entre I'anticos i I'analit.

Aixi doncs, primer s'estudia el comportament de diversos compostos PEG (Figura 24) com a agents

de bloqueig en substitucié de la proteina BSA.
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Carboxi PEG tiol Metoxi PEG tiol Poli(L-Lisina) PEG Amino PEG
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Figura 24.-Compostos PEG emprats com a agents bloquejants de la superficie

Com es pot veure a la figura, alguns d'ells contenen un grup tiol en un extrem (compost 1 i 2). El
compost 1 esta funcionalitzat amb un grup carboxil que doéna una hidrofilicitat extra al compost, en
comparacié amb el compost 2 que presenta un grup metoxi capa¢ d'interaccionar hidrofobicament
amb les proteines. Aquests foren emprats no tant amb la intencié de bloquejar la superficie de
Prolinker com de formar una capa mixta Prolinker B/PEG resistent a unions inespecifiques i amb

capacitat de mantenir I'afinitat pels anticossos (Figura 25a).
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Per altra banda, els compostos 3 i 4 contenen grups amino. Donada la capacitat del calixaré d'unir
grups amina ionitzats de proteines, com fa amb la BSA, es va voler avaluar si compostos amb
aquest grup funcional diferents a proteines podien també interaccionar amb el Prolinker que hagués
guedat lliure després de la immobilitzacié de I'anticos (Figura 25b). Aixi, s'aconseguiren dos efectes,
d'una banda, protegir la superficie de calixaré d'interaccions amb grups amina d'altres proteines no
especifiques i, d'altra banda, proveir la superficie d'una capa hidrofilica repel-lira I'adsorcié

inespecifica.

a) e b)

’ . n - SH-PEG-OCH, PLL-PEG
Simbols: ? Anticos especific SH-PEG-CO,H NH,-PEG-NH,

SH

Figura 25.- Estratégies per minimitzar unions no especifiques en l'estratégia Prolinker. a)
Formacié d'una capa mixta Prolinker B/PEG; b) formacié d'una capa de PEG sobre la superficie
de Prolinker B lliure.

Tot i que idealment, el serum s'ha de poder mesurar directament, inicialment en I'estudi realitzat,
aquest es va injectar diluit en el solvent de mesura. Per aix0, a part d'avaluar la influencia del PEG
com a agent bloquejant, també s'ha variat la composicié de la dissolucié de mesura per tal de reduir
al maxim les adsorcions inespecifiques. Aixi, es modifica la concentracié de sals alterant la forca
ionica de la dissoluci6 i per tant, I'atracci6 electrostatica; s'afegiren compostos bloquejants com la
BSA o el dextra, i es considera també l'addicié de surfactants com el Tween 20 (veure Taula 3),
ampliament emprat com a additiu en immunoassajos precisament per maximitzar la interaccié

anticos-antigen i reduir les unions inespecifiques.

Taula 3.- Dissolucions amortidores emprades per avaluar I'efecte del serum diluit en I'assaig

PBS?: 137 mM NaCl, 10 mM fosfats, 2.7 mM KCI
PBST-S: PSB + 500 mM NaCl + 0.1% Tween 20
PBS + BSA: PBS + 1% BSA

Matrix Buffer®®: PBS + 500 mM NaCl + 0.5% Tween 20 + 200 pg/mL BSA + 500 pg/mL Dextra

a: solucio estandard emprada en ['optimitzacio d'estratégies
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L'optimitzacié del bloqueig superficial i les condicions de mesura es dugueren a terme combinant
diferents compostos PEG amb les dissolucions tampd i analitzant I'absorcié inespecifica del serum al
10%, com a primera aproximacié abans d'intentar sérum directament. Els resultats mostren una
disminucié significativa de I'adsorcid en afegir a la dissoluci6 de mesura substancies bloquejants
com la BSA o el dextra, i s'observa també la importancia de la preséncia de surfactant (Tween 20)
per reduir la unié inespecifica (Figura 26). Es pot veure com una combinacié de diversos factors
(Matrix Buffer) pot reduir I'adsorcié en un 74% respecte la dissolucido de mesura estandard (PBS).

Tot i aixi es pot observar com no hi ha una reducci6 total.
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Figura 26.- Influéncia de la composicié de la solucié de
mesura en l'adsorcié inespecifica de serum diluit 1:10.
Superficie funcionalitzada amb I'estrategia general de Prolinker:
[Prolinker B]=3 mM, [anti-hCG]=10 pg/mL i [BSA]pioqueig=100 pg/mL.

Davant aquests resultats, es va emprar aquesta dissoluci6 de mesura (Matrix Buffer) per tal
d'avaluar I'efecte que tenien els diferents compostos PEG com a agents bloquejants de la superficie
en substitucié a la BSA. Mentre que la formacié de capa mixta Prolinker B/PEG no va donar bons
resultats inicialment, ja que es va observar una quasi nul-la immobilitzaci6é de I'anticos probablement
deguda al desplacament de les molécules de Prolinker immobilitzades pels compostos de PEG
tiolats; la capa de compostos PEG sobre el Prolinker B lliure amb els compostos 3 i 4 si que es forma
(Figura 27a), a causa de l'elevada afinitat dels grups amina ionitzats per les corones d’eter del
Prolinker B. La diferencia de senyals observada entre la BSA, el PLL-PEG i I'amino-PEG pot deure's a
la diferéncia de massa molecular entre ells, ja que la BSA pesa 3 vegades més que el PLL-PEG i

aquest 2 vegades més que I'amino-PEG.

Pel que fa a I'eficiencia d'aquests agents bloquejants en la reducci6é de les unions inespecifiques, es
va comparar l'adsorcié inespecifica del serum diluit sobre les superficies biofuncionalitzades amb

BSA a 100 pg/mL (estratégia general), amb més concentracio de BSA (1 mg/mL) i amb els diferents
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compostos PEG estudiats (1 mg/mL). A la Figura 27b, es pot observar una clara reduccié de
I'adsorcié no especifica amb I'is de compostos PEG en comparacié a la proteina BSA, i més encara,
la formaci6 de la capa de compostos PEG amb grups amina sobre el Prolinker B lliure resulta
prometedora de cara a aconseguir la reduccié total de les unions inespecifiques de mostres
complexes. Tot i aix0, aquest estudi es troba encara en fase d'avaluacié per tal d'assegurar la
deteccio especifica de I'analit d'interés, aixi com de determinar la seua aplicabilitat en solucions amb

una major concentracié de sérum.
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Figura 27.-a) Sensograma de la unié dels agents de bloqueig a la monocapa de Prolinker B. BSA
1 mg/mL (negre); PLL-PEG 1 mg/mL (blau); Amino-PEG 1 mg/mL (verd). b) Influéncia dels compostos
de bloqueig en substitucié de la BSA en I'adsorci6 inespecifica de serum diluit en Matrix Buffer
(1:10). Superficie funcionalitzada amb I'estratégia Prolinker: [Prolinker B]=3 mM, [anti-hCG]=10 pg/mL.

Conclusions

L'estudi dut a terme en aquest treball demostra el gran potencial del Prolinker com a molécula
orientadora en immobilitzacié d'anticossos en comparacido amb altres metodologies convencionals.
L'estratégia basada en calixarens resulta en una immobilitzaci6 de gran eficiéncia emprant
concentracions d'anticos relativament baixes en I'ambit de biosensors que no requereixen marcatges
(tipus /label-free) (10 pg/mL). L'estrategia no requereix d'una purificacié previa ni cap altra
modificacié quimica de la 1gG. La immobilitzacié directa i orientada de I'anticos, a més, condueix a
immunoassajos directes amb major sensibilitat. S'han assolit, d'altra banda, unes condicions de

regeneracié adients que trenquen la interaccié anticos-antigen sense afectar a la unié Prolinker-
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anticos, permetent la reutilitzacié del biosensor durant 7 cicles amb bona reproductibilitat. A més,

I'estratégia ha estat validada amb 3 parells antigen/anticos d'interés bioldogic amb bons resultats.

S'ha avaluat I'Gs de diferents additius a la dissolucié amortidora de mesura i I'is de compostos PEG
com a agents de bloqueig per minimitzar I'adsorcié inespecifica en I'estratégia Prolinker. Sha
demostrat que I'augment de la concentracio salina, I'addicié de surfactants i substancies bloquejants
en la soluci6 de mesura redueix la unid inespecifica sobre la superficie sensora. Alhora, els
compostos PEG tenen una influéncia clau en la reduccié d'aquests efectes. En particular, els PEG
aminats han donat resultats prometedors com a agents de bloqueig sobre la monocapa de Prolinker,
reduint I'adsorcié no especifica en un 70% respecte I's de la BSA. Tanmateix, aquest estudi esta
encara en fase de desenvolupament, essent actualment els punts d'interés (i) una major reduccié
de les interferéncies procedents del sérum per tal de poder augmentar el percentatge de fluid a
injectar en el sensor (d'un 10% a un 50% o en el millor dels casos a un 100% de sérum) i
evidentment, (ii) avaluar com aquests canvis introduits en el bloqueig i en les solucions de mesura

influeixen en la detecci6é de I'analit i per tant en la sensibilitat final de I'assaig.

Part Experimental

1. Purificacio de I'anticos anti-hCG

a) Reactius

L'anticos monoclonal anti-hCG va ser cedit pel Departament d'Immunologia i Oncologia del Centre
Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC) de Madrid. La purificacié es va portar a terme mitjancant una
columna cromatografica HiTrap™ Protein G HP d'1 mL i el posterior bescanvi de dissolvent es va
realitzar amb columnes d'exclusi6 PD-10 Desalting Columns (GE Healthcare, Uppsala, Suecia).
S'empra una dissolucié amortidora de fosfats salins (PBS: 137 mM NaCl, 10 mM fosfats, 2.7 mM KCI)
a pH 7.0; com a eluent de l'anticos s'empra una dissoluci6 100 mM Glicina-HCl a pH 2.7 i com a
dissolucié neutralitzadora, 1M Tris-HCl a pH 9.0. Totes les sals i reactius emprades per a les

dissolucions sén de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanya).
b) Metodologia

Tant les dissolucions com la mostra es passaren a traves de filtres de 0.45 um abans d'emprar-se.
Amb una xeringa connectada a la columna, s'emplena gota a gota de dissolucié amortidora evitant
introduir-hi aire. La columna es renta amb 10 volums de dissolucié amortidora a 1 mL/min. Després
s'aplica la mostra (concentracié recomanada 1 mg/mL) gota a gota. L'elucié es dugué a terme amb

4 volums de columna de Glicina-HCI i es recolliren fraccions d'1 mL en tubs préviament preparats
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amb uns 120 pL de Tris-HCI. La concentracié d'anticos en cada fraccid recollida es determina per
espectrofotometria a 280 nm amb un nanoespectrofotometre (IMPLEN Nanophotometer, Implen
GmbH, Munic, Alemanya). A continuacio les fraccions que contenien I'anticos purificat en una
barreja de Glicina i Tris, es van fer passar per una columna d'exclusié a través de la técnica de
filtracié en gel i es recolliren en PBS. Es comprova una vegada més la concentracié d'anticds en
cada fraccié per espectrofotometria. El rendiment de la purificaciéo fou de 82.19%. Les fraccions

amb I'anticos purificat s'aliquotaren i s'emmagatzemaren a -20°C.

2. Estrategies d'immobilitzacié de I'anticos

a) Reactius

Els dissolvents per a la neteja del xip del biosensor SPR: tricloroetilé, acetona, etanol, acid sulfaric i
peroxid d'hidrogen, aixi com l'acid clorhidric, I'acid acétic i el cloroform son subministrats per
Panreac, Barcelona. Les sals per fer les dissolucions amortidores, NaCl, KCI, Na,HPO,4, KH,PO,, els
reactius per a la formacié de la monocapa d'alcanotiols, I'acid mercaptoundecanoic (MUA) i el
mercaptoundecanol (MUOH), els reactius d'activacio, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC), N-hidroxisulfosuccinimida (NHS) i el acid 2-(N-morfolino)etanosulfonic (MES), I'etanolamina,
les molécules entrecreuadores, el dimetil pimelidat (DMP) i el bis(sulfosuccinimidil) suberat (BS®),
l'albimina de serum bovi (BSA), el dextra, la glicina i el Tween 20 s'obtenen de Sigma-Aldrich

(Steinhem, Alemanya).

L'hormona gonadotropina corionica humana (hCG) es va obtindre d'Abcam (Cambridge, Regne
Unit), la quinasa d'adhesio focal (FAK) s'obtingué d'OriGene (Rockville, Estats Units) i la proteina C-
reactiva (CRP) de Scipac (Kent, Regne Unit). L'anticos monoclonal anti-FAK es va adquirir de BD
Biosciences (San José, California, Estats Units) i l'anticos monoclonal anti-CRP es va obtindre
d'AntibodyBcn (Barcelona). La proteina G recombinant es va adquirir de Merck (Darmstadt,

Alemanya). El Prolinker B es va obtindre de Proteogen, Inc. (Seul, Corea).

Els compostos PEG tiolats (HO,C-PEG-SH i CH3O-PEG-SH) s'obtingueren de JenKem Technology,
(Allen, Texas, Estats Units). El copolimer Poli(L-Lisina)-graft-PEG (PLL-PEG) es va adquirir de SuSoS
(DlUbendorf, Suisa) i el compost de PEG aminat (NH,-PEG-NH,) s'obtingué de Laysan Bio (Alabama,
Estats Units).
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b) Metodologia
Funcionament del biosensor SPR

El biosensor SPR emprat per als experiments treballa amb la configuraci6 de Kretschmann
mitjancant el métode de mesura consistent en registrar la intensitat de la llum reflectida mentre es
manté un angle d'incidéncia fix. En aquest dispositiu, I'excitacio del plasmoé superficial es du a terme
mitjancant un diode laser, model RS 194-032, que emet llum a una longitud d'ona de 670 nm amb
una potencia de 3 mW. Per habilitar I'is de dos canals de mesura, el feix laser es divideix en dos
feixos de la mateixa intensitat que consisteix en un cub de 5 mm de costat mitjancant el qual s'obté
una separacio de 3.1 mm entre els feixos. Els dos feixos es fan passar per un prisma d'acoblament
optic amb un index de refraccié6 n=1.52 a través del qual, la llum incideix en la part posterior d'una
placa de vidre de 10 mm x 10 mm metal-litzada amb una capa de 2 nm de crom i 45 nm d'or
(Ssens, Holanda) que es troba en contacte amb el prisma mitjancant un oli d'acoblament del mateix
index de refraccid. La part metal-litzada de la placa, alhora, esta en contacte amb dues cel-les de
flux per les que es fa fluir les dissolucions a analitzar. Les dimensions de les cel-les de flux sén de 2
mm de diametre i 0.1 mm de profunditat, amb una capacitat de 300 nL i separades 1 mm entre
elles. Les cel-les de flux, a més, estan connectades a un sistema de distribucié de fluids compost per
una bomba peristaltica, una bomba d'injeccid, dues valvules i un circuit de tubs de tefl6 que fan
arribar les dissolucions a la superficie del sensor. En aquest treball s'empra un flux constant sobre la
superficie del sensor d'aproximadament 16 pL/min durant el procés d'immobilitzacié i deteccio, i de
30 pL/min durant la regeneraci6 de la biosuperficie. L'adquisicié de la senyal es du a terme amb un
fotodiode de dos quadrants. L'instrument es controla amb un software que permet controlar els
sistemes de microfluidica, I'adquisicié de dades i la representacio de la senyal durant el transcurs de

I'operacio.

El procediment de neteja del xip sensor abans d'emprar-lo consisteix en successius rentats amb
ultrasons en tricloroetile, acetona, etanol i aigua. A continuacié se'l submergeix en una dissolucié
"piranya” (H,SO4:H,0, 3:1) durant 15 segons per eliminar les possibles restes organiques que
queden sobre la superficie d'or. Finalment, s'esbandeix amb aigua de nou i s'asseca amb una

corrent de N..

Estrategia Covalent

Formacié de la SAM: la formacié de la monocapa autoensamblada es dugué a terme ex-situ,

submergint el xip en una dissolucié etanolica de 12.5 uM d'acid mercaptoundecanoic (MUA) i 250
UM de mercaptoundecanol (MUOH) durant 12 hores. Posteriorment es rentda amb etanol, s'asseca

amb N, i es monta en el sistema SPR.
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Immobilitzacié de I'anticos: la biofuncionalitzacié de la superficie sensora es realitza de manera /in-

situ en el sensor SPR, mantenint aigua MilliQ en flux continu. En primer lloc s'activaren els grups
carboxilics de la monocapa, injectant una dissoluci6 EDC/NHS (0.2M/0.05M) en acid 2-(N-
morfolino)etanosulfonic (MES) a pH 4.7. A continuacid es va fer passar la dissolucié d'anticos (10,
20 pg/mL) en PBS i finalment s'injecta etanolamina 1M per passivar els grups carboxilics activats

gue no hagueren reaccionat amb l'anticos.

Immunoassaig: la deteccié de I'analit d'interes es dugué a terme en PBS en flux continu i injectant
la proteina especifica diluida en PBS a diferents concentracions. La variacidé en el senyal (intensitat
de la llum reflectida) és directament proporcional a la concentracié de l'antigen. La regeneracio de

la biosuperficie es dugué a terme amb HCI 5 mM.

Estrategia Proteina G

Formacié de la SAM: veure apartat anterior.

Immobilitzacié de I'anticos: la unié de la proteina G es realitza en les mateixes condicions que

I'estrategia covalent. S'inicia amb I'activacié dels grups carboxilics a través de la reacci6 de
I'EDC/NHS, a continuacié s'injecta la proteina G a diferents concentracions (20, 50, 80, 100 pg/mL)
en PBS i es passiva la monocapa amb etanolamina 1M. Llavors, s'injecta I'anticos (10, 20 pg/mL) en
una dissolucié tampo d'acetat a pH 5. Un cop immobilitzat I'anticos sobre la proteina G s'addiciona
BS® a una concentraci6 1000 vegades superior a l'addicionada  d'anticds per estabilitzar

covalentment la unié proteina G-anticos.
Immunoassaig: veure apartat anterior.

Estrategia Prolinker

Formaci6 de la SAM: s'incuba la superficie d'or amb una dissoluci6 3 mM de Prolinker B en CH;Cl

durant 1 hora. Després es realitzaren rentats successius amb CH3Cl, acetona, etanol i aigua,
s'asseca amb N,. El xip s'acobla a la cel-la de microfluidica del dispositiu SPR per continuar la

funcionalitzaci6 /n-situ.

En I'estudi de minimitzacié de I'absorcié no especifica es va dissoldre, juntament amb el Prolinker B,
els compostos PEG (HO,C-PEG-SH o CH3;0-PEG-SH) a una concentracio de 0.25 mg/mL en CH;CI.

Immobilitzacié de I'anticos: mantenint aigua MilliQ en flux continu, es va injectar la dissolucié
d'anticos (5, 10, 20, 50 pg/mL) en PBS fins a obtenir una linea base estable. Tot seguit es realitza el

bloqueig de superficie amb BSA 100 pg/mL dissolta en PBS.
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En l'estudi de minimitzacié de I'absorcié no especifica es va substituir la BSA de I'Ultim pas pels

compostos PEG (PLL-PEG i NH,-PEG-NH,) per separat a una concentracié d'1 mg/mL.

Immunoassaig: la deteccié de I'analit d'interes es dugué a terme en PBS en flux continu i injectant

la proteina especifica diluida en PBS a diferents concentracions. La regeneracio de la biosuperficie es

dugué a terme amb Glicina-HCI 100 mM a pH 2.7.
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