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DESCRIPCION
Método de cuantificacion de una superficie funcionalizada

La presente invencion hace referencia a un método para cuantificar al menos un grupo funcional que funcionaliza
una superficie.

Las superficies funcionalizadas son herramientas importantes para las tecnologias de biosensores. Por lo tanto, los
métodos para evaluar la funcionalizaciéon de la superficie son necesarios para garantizar la fiabilidad de dichas
tecnologias y los métodos de control de calidad son Utiles para aportar tecnologias con eficacia y exactitud probada.

Se han descrito diferentes grupos funcionales como entidades eficientes para fijar materiales biolégicos a una
superficie. Dichos materiales se podrian injertar en una superficie presentando, por ejemplo, un grupo amina (-NHy),
un acido carboxilico (-COOH) o derivados del mismo o bien un grupo hidroxilo (-OH). Dichos grupos funcionales
quimicos permiten el enlace covalente de una amplia gama de moléculas a la superficie usando protocolos de
acoplamiento bien establecidos de la literatura.

Desde el punto de vista de la fabricacion, la deteccién y caracterizacion de ciertos grupos funcionales, como los
grupos superficiales —COOH, no se han establecido correctamente en las superficies funcionalizadas y muchas
técnicas de caracterizacion habituales presentan varios inconvenientes tanto para un uso rutinario como preciso.
Ciertamente, en primer lugar dichos métodos, como la espectroscopia de infrarrojos y la espectroscopia de
fotoelectrones por rayos X (XPS), son caros en su manejo y en segundo lugar presentan a menudo una
especificidad baja, y parece que han sido disefiados mas bien enfocados a una superficie cargada que a un grupo
funcional especifico. Por consiguiente, en lo que se refiere a la superficie atacada por acido carboxilico, dichos
métodos a menudo eran incapaces de distinguir acido carboxilico de otros grupos funcionales que contienen
oxigeno. Ademas, los métodos mencionados antes normalmente no son adecuados para aportar informacion
referente a superficies de dimensiones pequefas.

Existen otras técnicas emergentes. Un método de este tipo se basa en la adsorcion/desorcion de una molécula
activa colorimétricamente o bien de una molécula fluorescente en una superficie cargada. Por ejemplo, un método
describe la adsorcion de toluidina azul O cargada positivamente en una superficie cargada negativamente, tal como
se ha mencionado en el articulo de WANG, Y. (Surface graft polymerization of SU-8 for bio-MEMS applications,
Journal of Micromechanics and Microengineering, 2007, vol. 17, paginas 1371, 1380). En general dichos métodos se
encargan de cuantificar las moléculas remanentes en la solucion a granel después de la adsorcion a la superficie, o
bien de cuantificar las moléculas eluidas o arrastradas de la superficie después de la desorcidon. Aunque dichos
métodos se pueden aplicar a cualquier superficie cargada (baja especificidad), la etapa de cuantificacion no puede
distinguir de forma precisa enlaces especificos de no especificos de la molécula activa o fluorescente
colorimétricamente. Para la escala micrométrica o bien superficies inferiores, el porcentaje de disminucion es
demasiado pequeno para ser evaluado con exactitud.

El método denominado etiquetado por fluorescencia de especies superficiales (FLOSS) es una alternativa atractiva
para la caracterizacion de grupos funcionales superficiales derivados carboxilicos. A este respecto, XING, Y.
(Specificity and sensitivity of fluorescence labelling of Surface species, Langmuir. 2007, vol. 23, paginas 684, 688)
muestra o revela un procedimiento para etiquetar de forma selectiva los grupos aldehido en una superficie que
ademas comprende grupos acidos carboxilicos a través de un procedimiento de limpieza, posterior a la reaccion,
para eliminar de forma eficaz los limites no especificos (limites débiles e idnico) de manera que el etiquetado de los
grupos aldehido por el colorante a base de aminas modificadas no se vea afectado por la presencia de grupos
-CCOH. En lo que se refiere a la caracterizacion selectiva de los grupos —-COOH, PELLENBARG, T. (Detecting and
quantifying oxygen functional groups on graphite nanofibers by fluorescence labelling of Surface species, Carbon
2010, vol. 48, paginas 4256, 4267) describe las moléculas fluorescentes que reaccionan de forma especifica a los
grupos —COOH para etiquetar la superficie mediante la formacién de enlaces covalentes.

La superficie etiquetada se caracteriza luego por espectroscopia de fluorescencia. Aunque la densidad del grupo
funcional se puede medir directamente desde la superficie con la metodologia FLOSS, solamente es util para
superficies relativamente grandes (del orden de mm). Para un intervalo de micrémetros o bien inferior, hemos
observado que el método no es cuantitativo y que para una superficie determinada, una fluorescencia medida puede
corresponder a dos concentraciones de grupo funcional. Consecuentemente, la metodologia FLOSS no es aplicable
a superficies de micrometros o inferiores. Por el momento, no se ha propuesto ninguna solucion para estos temas en
lo que respecta a la caracterizacion de superficies de micrémetros o inferiores.

La presente invencion pretende resolver todas o bien una parte de las desventajas anteriormente mencionadas.

La presente invencidon cumple estos objetivos con un método para cuantificar al menos un grupo funcional que
funcionalice una superficie conforme a lo establecido en la reivindicacion 1 adjunta.

Por consiguiente, la presente invencion resuelve el problema al poner en contacto la superficie funcionalizada con
una solucién que comprende un primer reactivo que es etiquetado con una primera concentracion y un segundo
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reactivo que no es etiquetado con una segunda concentracion, evitando asi el tema de la autoextincion observada
con los métodos habituales. Ciertamente, al poner la superficie funcionalizada en contacto con la solucién, el primer
reactivo y el segundo reactivo reaccionan con los grupos funcionales injertados en una superficie y la reaccion de
acoplamiento funciona segun las afinidades respectivas del primer reactivo y del segundo reactivo con el grupo
funcional. Ademas, el primer reactivo comprende una molécula fluorescente disefiada para emitir fluorescencia. Por
consiguiente, dicho grupo funcional de la superficie se acopla o bien con un primer reactivo o con un segundo
reactivo, de manera que cada grupo funcional se puede acoplar con el primer reactivo o con el segundo reactivo no
etiquetado. El método conforme a la presente invencion separa fisicamente el primer reactivo en la superficie
correspondiente por lo que se evita el fendmeno de la autoextincion.

El método conforme a la presente invencidon permite también cuantificar el grupo funcional en la superficie.
Ciertamente, en primer lugar, la concentracion del primer reactivo y la concentracion del segundo reactivo son
parametros predeterminados. En segundo lugar, el cociente de afinidad respectivo mencionado proporciona
informacion acerca de la afinidad del primer reactivo y del segundo reactivo con el grupo funcional. De ahi que,
después de medir la fluorescencia de la superficie, se pueda cuantificar la presencia del grupo funcional examinado,
teniendo en cuenta el porcentaje de concentraciones y el ratio respectivo de las afinidades entre el primer reactivo y
el segundo reactivo con el grupo funcionalizado.

El método conforme a la presente invencion permite también la cuantificacion de diferentes grupos funcionales
injertados en una superficie. Por ejemplo, el método conforme a la presente invencién permite también la
cuantificacion independiente de todos los grupos funcionales en una superficie funcionalizada con grupos hidroxilo (-
OH) y grupos amina (-NH-). Cuando la superficie consta de diferentes grupos funcionales, se eligen para cada grupo
funcional una serie de primeros reactivos y de segundos reactivos con el fin de trabajar especificamente dicho grupo
funcional. El primer reactivo y el segundo reactivo seran de una concentracion predeterminada y presentaran
respectivas afinidades predeterminadas con dicho grupo funcional.

Segun una configuracion, el método consta ademas, previamente a una etapa a) de una etapa de activacion del
grupo funcional de la superficie. Esta configuracion pretende preparar el grupo funcional disefiado para acoplarse
con el primer reactivo y con el segundo reactivo. Por consiguiente, la reactividad del grupo funcional injertado en la
superficie puede ser desencadenada por esta etapa de activacion. Después de esta etapa de activacion, un grupo
funcional inactivo hacia el primer reactivo y/o el segundo reactivo puede volverse en un grupo funcional reactivo listo
para acoplarse al primer reactivo y/o al segundo reactivo.

En una configuracion, dicha activacion tiene lugar a través de al menos una reaccion quimica. Por consiguiente, esta
reaccion quimica permite promocionar o desencadenar el acoplamiento del primer reactivo y del segundo reactivo
con el grupo funcional. Es facil de implementar dicha activacion quimica.

De acuerdo con una configuracion, el cociente entre la primera concentracion y la segunda concentracion se
encuentra entre 1:99 y aproximadamente 50:50, preferiblemente entre 2:98 y 25:75, mas preferiblemente entre 3:97
y aproximadamente 10:90, y mas preferiblemente entre 4:96 y 7:93.

De acuerdo con la invencion, la superficie se encuentra en una microparticula. Se pueden medir un gran numero de
microparticulas de forma simultanea para conseguir informacioén respecto a la densidad del grupo funcional en una
microparticula. Ademas, los métodos permiten tener informacién detallada sobre una poblacién especifica o bien
entre distintas poblaciones con distintos cédigos en una unica medicion.

En una configuracion, el primer reactivo y/o el segundo reactivo se eligen entre proteinas, anticuerpos, péptidos,
acidos nucleicos o una mezcla de los mismos.

De acuerdo con una configuracion, el grupo funcional es un grupo carbonilo elegido entre los acidos carboxilicos o
derivados de los mismos, cetonas y aldehidos. Por consiguiente, en esta configuracion el primer y el segundo
reactivo se pueden acoplar al grupo funcional usando cualquier grupo disefiado para acoplarse con al menos un
grupo funcional conforme a esta invencion.

En una configuracion, el primer reactivo y/o el segundo reactivo se han acoplado al grupo funcional de la superficie
por medio de un enlace peptidico.

Conforme a una configuracion, el primer reactivo y/o el segundo reactivo presentan un grupo amino implicado en el
acoplamiento con el grupo funcional de la superficie. Por tanto, conforme a esta configuracion e grupo funcional se
puede elegir entre cualquier disefio de grupo funcional para ser acoplado a un grupo amino.

En una configuracion, la superficie es de vidrio, silicona o polimero.

Conforme a una configuracién, el primer reactivo se obtiene mediante el etiquetado del segundo reactivo. En
muchos métodos de caracterizacion basados en la fluorescencia, se desarrolla una etiqueta especifica fluorescente
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para la deteccion, mientras que en el método conforme a la presente invencioén, se puede utilizar cualquier molécula
fluorescente que se pueda conjugar con el segundo reactivo.

En una configuracion, el segundo reactivo es la estreptavidina.

Conforme a una configuracion, el primer reactivo se ha etiquetado con FITC (CAS Number 3326-32-7), rodamina
(CAS Number 81-88-9), cianina 3 (CAS Number 605-91-4), cianina 5 (CAS Number 14187-31-6), AlexaFluor® 488,
AlexaFluor® 532, AlexaFluor® 647 (los colorantes AlexaFluor® son comercializados por Molecular Probes, Suiza),
ATTO 488, ATTO 532, ATTO 647N (los colorantes ATTO son comercializados por ATTO-TEC GmbH, Alemania) o
una mezcla de los mismos.

En una configuracion, la estreptavidina se etiqueta con ATTO 647N.

En una configuracion, el primer reactivo y el segundo reactivo constan de una fraccion de biotina, y el primer reactivo
consta ademas de estreptavidina etiquetada y el segundo reactivo consta ademas de una estreptavidina no
etiquetada.

La presenta invencion se ilustra ademas con la siguiente descripcion que se plantea a la vista de la figura adjunta,
que representa una configuracion explicativa y a modo de ejemplo de un método para cuantificar al menos una
superficie que funcionaliza grupos funcionales.

La figura 1 ilustra un método conforme a la invencién para cuantificar una superficie funcionalizada con grupos de
acidos carboxilicos (-COOH) tal como se muestra en la figura 1.

Para cuantificar el grupo funcional (1) que es el grupo del acido carboxilico, el método se inicia con una etapa de
activacion que consiste en poner en contacto la superficie (2) con una solucion activante que comprende un agente
que acopla péptidos, como el EDC clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida).HCI (5 mg) y sulfo-
NHS (12,5 mg - sal sédica de N-hidroxisulfosuccinimida) en 3,6 ml de tampén de activacion (100 mM MES, 0,3%
(v/v) Tween®-20, pH 2,3). En la etapa de activacion, la microparticula (3) se sumerge en la solucién de activacion
durante unos 60 minutos a temperatura ambiente.

Después de la etapa de activacion, la microparticula (3) se lava para eliminar el exceso de sustancias quimicas con
un tampon de lavado (fosfato 10mM, cloruro potasico 2,7 mM, cloruro sédico 137 mM, 0,3% (v/v) de Tween®-20, pH
7,4).

Posteriormente, la superficie (2) entra en contacto con una solucién que comprende un primer reactivo (4) y un
segundo reactivo (5). El segundo reactivo (5) es una estreptavidina y el primer reactivo (4) es una estreptavidina
etiquetada, que tiene al menos un fluoréforo (6) ATTO 647 N comercializado por ATOO-TECH GmbH, Alemania. El
fluoréforo (6) ATTO 647 N esta unido al primer reactivo (4) por medio de un enlace peptidico que implica al menos
un residuo de lisina. Un grupo amino (7) de la estreptavidina se ha disefiado para acoplarse al grupo carboxilico de
la superficie(2) por medio de un enlace peptidico. En la solucion, el primer reactivo(4) esta presente en una primera
concentracion C1 y el segundo reactivo (5) esta presente en una segunda concentracion C2, de manera que el
cociente C1/C2 entre la primera concentracion C1 y la segunda concentracion C2 ya se ha predeterminado. En la
practica, la solucion que contiene 60 pl de un 5% de ATTO 647 N-estreptavidina y un 95% de estreptavidina y una
solucion salina tamponada de fosfato (PBS) de 500 ug/ml se afiade a las microparticulas (3) en 2,1 ml de tampén de
acoplamiento (acetato sédico 10 mM, 0,3% de (v/v)Tween®-20 comercializada por Sigma-Aldrich, CAS nr. 9005-64-
5), pH 4,8) vy la reaccion transcurre a temperatura ambiente durante 30 minutos. La microparticula (3) se lavara
luego con el tampodn de lavado para eliminar el exceso de reactivos.

Para cuantificar la presencia del grupo funcional (1) en la superficie (2), la microparticula (3) se coloca primero bajo
un microscopio de fluorescencia para cuantificar la medicion. Posteriormente, la presencia de grupos carboxilicos en
la superficie se cuantifica teniendo en cuenta la fluorescencia medida con respecto al ratio de concentracion de
C1/C2, entre la primera concentracion C1 y la segunda concentracion C2.

Otras configuraciones de la invencion son evidentes para los expertos en el tema teniendo en cuenta la
especificacion y la practica de la invencion aqui revelada. Se ha previsto que la especificacion y los ejemplos se
consideren Unicamente a modo de ejemplo, con el verdadero objetivo de la invencion que se indica en las siguientes
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Método para cuantificar al menos un grupo funcional (1) que funcionaliza una superficie (2), que consiste en las
etapas sucesivas siguientes:

a) Disponer de al menos una superficie(2) de una microparticula que tenga dimensiones micrométricas y
funcionalizada con al menos un grupo funcional (1),

b) Poner la superficie (2) en contacto con una solucién que comprenda al menos un primer reactivo(4) de una
primera concentracion y un segundo reactivo(5) de una segunda concentracion, habiendo predeterminado el
cociente entre la primera y la segunda concentracion; dicho primer reactivo(4) y dicho segundo reactivo(5)
habran sido disefiados para acoplarse de forma selectiva a al menos un grupo funcional(1) con una afinidad
respectiva, habiendo predeterminado el cociente de dichas afinidades; el primer reactivo(4) se habra
etiquetado por emitir una fluorescencia y el segundo reactivo (5) no esta rotulado.

c) Medir la fluorescencia de dicho primer reactivo (4) acoplado a la superficie (2) y cuantificar dicho grupo
funcional (1) usando la fluorescencia medida de dicho primer reactivo y dichos cocientes predeterminados.

Método conforme a la reivindicacién 1, donde dicho método comprende ademas, previamente a la etapa a), una
etapa de activacion para activar el grupo funcional (1) de la superficie (2).

Método conforme a la reivindicaciéon 2, donde dicha activacion se lleva a cabo a través de al menos una reaccion
quimica.

Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el cociente entre la primera concentracion
y la segunda concentracion se sitta entre 1:99 y aproximadamente 50:50, preferiblemente entre 2:98 y 25:75,
mas preferiblemente entre 3:97 y aproximadamente 10:90, y mas preferiblemente entre 4:96 y 7:93.

Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el primer reactivo (4) y/o el segundo
reactivo (5) se eligen entre proteinas, anticuerpos, péptidos, acidos nucleicos o una mezcla de los mismos.

Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el grupo funcional (1) es un grupo
carbonilo elegido entre los acidos carboxilicos o derivados de los mismos, las cetonas, los aldehidos.

Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el primer reactivo (4) y/o el segundo reactivo
(5) se unen al grupo funcional (1) de la superficie (2) mediante un enlace peptidico.

Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el primer reactivo (4) y/o el segundo reactivo
(5) presentan un grupo amino implicado en el enlace al grupo funcional (1) de la superficie (2).

Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la superficie (2) es de vidrio, silicona o
polimero.

Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el primer reactivo (4) se obtiene por el
marcado del segundo reactivo (5).

Método conforme a la reivindicacion 10, donde el segundo reactivo (5) es estreptavidina.
Método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde el primer reactivo (4) se marca con FITC,
rodamina, cianina 3, cianina 5, AlexaFluor® 488, AlexaFluor® 532, AlexaFluor® 647, ATTO 488, ATTO 532,

ATTO 647N o una mezcla de los mismos.

Método conforme a la reivindicacion 11 en combinacion con la 12, donde la estreptavidina se marca con ATTO
647N.
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