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The surface plasmon resonance (SPR) finds a directly application like an optical sensor during biomolecular interaction reading. In this
work we applied a surface plasmon resonance microscope (SPRM) to simultaneously and in real time detect the protein-protein interactions
combined with microarrays. The detection of those biomolecular binding events was carried out label free. The fabricated microarrays contain
144 binding active microsites of protein from (1) human serum albumin HSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (2) lyzosime Lyz (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (3)
anti bovine serum albumin anti BSA (1.0 mg/ml), and (4) bovine serum albumin BSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml). We determined simultaneously
the surface density concentration when anti BSA (1.0 mg/ml) was injected onto the microsites of protein by using the SPR kinetic interaction
curves. We found that the surface density concentration of anti BSA (1.0 g/ml) during the interaction with active microsites was 660 ng/cm
for BSA, 366 ng/cr in the case of HSA, 22.3 ng/chwith Lyz, and 8.3 ng/crhfor anti BSA.

Keywords:Biosensors; proteomics; surface plasmon; protein-protein interaction.

La resonancia de plasmones superficiales (SPR) encuentra una aplidiaecta como sensoptico en la lectura de interacciones biomole-
culares. En este trabajo empleamos un microscopio de resonancia de plasmones superficiales para la leénea gisutiempo real de
interacciones protea-proténa mediante su combinaci con microarreglos. La deteéci de dichos eventos moleculares se hacen sin nece-
sidad de marcado fluorescente de la&sala bajo estudio. Los microarreglos fabricados contienen 144 elementos idjpicoscactivos de
protdnas de (1) albumina de suero de humano HSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (2) lisozima Lyz (0.1, 05, 1.0 mg/ml), (3)aritiale suero de
bovino anti BSA (1.0 mg/ml) y (4) altmina de suero de bovino BSA (0.1, 05, 1.0 mg/ml). Determinamos simedimente las densidades

de concentradin superficial de interadmn de anti albumina de suero de bovino a 1.0 mg/ml inyectada sobre los micrositios degsrote
previamente descritos, a tide las curvas de @tica de interacéin SPR. Encontramos que para concentraciones altas (1.0 mg/ml) de los
micrositios impresos interactuando con solucconteniendo anti BSA (1.0 mg/ml), la densidad de concelinasuperficial de anti BSA
anclada fue de 660 ng/cnpara BSA, 366 ng/cfen el caso de HSA, 22.3 ng/éren Lyz y de 8.3 ng/cfhpara anti BSA.

DescriptoresBiosensores; protenica; plasmones superficiales; interéccproténa-proténa.

PACS: 87.85.fk; 87.85.mk; 73.20.Mf; 87.15.km

1. Introduccion (moleculas sonda o ligandaonfieren una alta especificidad
biogumica con las mdculas bajo estudiar(oleculas blanco

En los(ltimos dios la tecnolo de microarreglos de DNA  © @nalit) [1,3].

ha sido utilizada como una herramienta altaméritiepara El empleo de microarreglos es de gran importancia en la
el arélisis cuantitativo, simuitneo y en paralelo de cientos investigacbn médica y en el diagbstico cinico [4-9], a$ co-

de patrones de expresiones de genes a nivel transcripcionato en el descubrimiento de nuev@srhacos [10,11], en el
Es decir, los microarreglos proveen de una gran cantidad destudio de las funciones de las piiates [12,13], y en el de-
informacbn cuantitativa de exprdési de genes, en muchas sarrollo de sensores aftados [14,15]. Sus aplicaciones van
muestras que contienen diferentes genes y en un relativo calesde la determinam de perfiles de respuesta gerica de

to tiempo de aalisis experimental [1]. Umicroarregloes los cambios de r@n de transcripéin asociados con trata-
una configuradn den x m elementos microgpicos activos miento de &rmacos, estdds de una enfermedad, diferencia-
(o spots) impresos sobre una superficie planinggamen-  cidn en sus fenotipos, hasta el reconocimiento de mutacio-
te reactiva. La alta densidad de spots permite el monitorenes [16]. Una de las aplicaciones de enormes repercusiones
en paralelo de hasta 50 mil eventos siran#os en un so- es el uso de microarreglos d®NAen la determinaéin de

lo ensayo [2], mientras que las biorgolilas que los forman patrones de exprdsi de genes del humano durante la identi-
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ficacion de genes asociados con enfermedades camgec  y
diabetes y/o enfermedades éntcas, entre otras [17]. Sin w
embargo, es la era post-gemica (proté@mica) la que afronta k.oHyo = —eaFyo (4)
grandes retos para la completa descipadie las funciones ¢
de cada profea en la materia viva, como parte de una red Las Ecs. (3) y (4)8lo tienen soludn no trivial si
extendida de interacciones de m@allas interactuando [18]. by -

Existen tasicamente dos grandes grupos de mecanismos = o (5)
de lectura de interacciones biomoleculares de microarreglos. 2 c2
El primero se basa en tecnolagde marcaje, pudiendo ser lo cual fisicamente significa que los modos electronign
fluorescente [19,20] o radiativo [21-23], mientras que el secos $Ilo pueden ser excitados en la interficie entre dos medios
gundo son ratodos libres de marcaje como la tecndog si las constantes digttricas de ambos medios tienen signos
de gua de onda [24], &cnicas piezoéktricas basadas en opuestos.
cambios de masa [25] y resonancia de plasmones superficia- Si particularmente los medios 1 y 2 son un me-
les [26-28]. Tipicamente losilites de detecoin anaiticos  tal y un diekctrico con funciones diettricas complejas
de estas tecnoldas ocurren en el rango de nanogramos poE,, = ¢/, + icl, Y €4 = €}, + ie/], respectivamente, entonces
mililitro para SPR y piezoékctricos, mientras que para fluo- se presenta el acoplamiento entre las oscilaciones de plasma
rescencia y radiomarcaje es en el rango de picogramos poplectivo del gas de electrones libres del metal con el cam-
mililitro. Es decir, aunque los lectores de microarreglos basapo electromaggtico incidente. De las leyes de Faraday y de
dos en marcaje ofrecen alta sensibilidad presentan una endxmpere, y las Ecs. (3) y (4), obtenemos que
me debilidad, debido a que el protocolo de preparaciel
blanco es largo y en algunas ocasiones puede presentarse sen- [ (f) 2 K2, (6)
sibilidad cruzada con otros analitos que no son los deéster *

durante la lectura [29]. _ _ Combinando las Ecs. (5) y (6), encontramos quela-
En particular, la espectroscopia de resonancia de plasmejs, de dispersin (relacbn energa-momento) para los plas-

nes superficiales (SPR) es ukarnica de aalisis superficial  ones superficiales en la interface metalktgico esh dada
que explota el feomeno de reflexin total interna (TIR) en

or
la interficie de dos medios con propiedadgsicas diferen-

tes descritos por sus funciones éwdlicase; y 2. Consi- A Em " Ed @
deremos una intersuperficie en el platycentre dos medios e\ (emtea)

semi-infinitos, 1y 2, descritos por sus funcionesétgicas » ) o
complejass, = &,(w) y, &2 = & (w) respectivamente, don- Esta ecuadin describe la onda superficial del plasma

de (w) es la frecuencia angular. Los plasmones superficiale©P W) Si la parte real de,, es negativa y su valor absolu-
(SP) solamente pueden ser excitados en dicha intersuperficl@ €S Menor que,. Esta condian es satisfecha por varios

si el vector desplazamiento dietrico D del modo electro- Metales, de los cuales el oro es edsrcondin utilizado en
magretico tiene componente paralela al plano de incidenci®iosensores de SPR [30]. La parte real de la refade dis-

(ver Fig. 1); por lo que solo los modos con luz polarizadapersonkw se relaciona con @éhdice de refracéinn mediante

tipo 7 pueden acoplarse a tal modo [30]. Cokésise tam- 1@ EC- (8)-

bién que la forma general de las ondas electroratcas, E

y H, sonA, = AjjeiFa1@+kaZ=w1) conz <0 (medio 1) y n=2Relk,} = Re{ M}, (8)

Ay = Apgeilkez@tkazZ=wt) conz >0 (medio 2), dondé,; y ¢ (em +€a)

k2 son los vecFores de O”da_ef] Ia_ dirérci; k.1 y k2 SON  mientras gue la parte imaginaria se relaciona con el modo de
los correspondientes en la diremeiz. Ambos campos' y atenuadn b:

H satisfacen las Ecs. de Maxwell. Las componentes tangen-

ciales deE y H deben ser iguales en la interficie, dadas por b= Im{k,) 02 €m  Ed 0.2w ©)
las Ecs. (1) y (2) T (em + q) [ clnl0
) 1) La profundidad de penetraxi de plasran superficial en
el dielectrico es particularmente importante si es quédait
y ca de resonancia de plasmones superficiales (SPR) se emplea

para el disBo de sensorgspticos basados en este demeno.

En ellos, los plasmones superficiales son excitados median-
te luz en la redgin visible cuando la proyedm del vector

de onda incidentek,,;,, sobre la interface metal-dédtrico
coincide con el vector de onda [Ec. (7)]. Un mecanisit-

co es empleando la configurani Krestchmann-Rather [30],

la cual consiste en hacer incidir luz polarizada aésade

Hy = Hyp (2)

de donde de la Ec. (1) se implica gkig = ko = ks
Sustituyendd@ y H en la ley de Ampere, obtenemos que

w
kleyl = ;€1Ex1» 3
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un prisma con alténdice de refracéin, colocado en la ba-

se de una pé&ula medlica, el que a urangulo cftico 6,
de reflexbn total interna atenuada (TIR), se refl@jdotal-

149

una soluddn conteniendo las biometulas a sensaaifalitoo
blancg. El campo edctrico de una SPW es extremadamente
sensible a cambios endice de refracéin del dieéctrico.

mente en la base del prisma generando una onda evanescebtga propiedad de la SPW es el principisido fundamen-

gue se propagara lo largo de la interficie metal-désdtrico

tal de reconocimiento de un biosensor SPR, el cual contiene

(Fig. 1) [31,32]. Asumiendo que la influencia del prisma essobre su superficie nadica elementos con afinidad biomo-

despreciable en la constante de propagade la superficie

del plasndn en la interficie:,., la condicbn de acoplamiento

puede simplificarse como

Em ' Ed
VeEpserd Re{ m T 2d) }7 (10)
donded es elangulo de incidencia,,,, , y €4 , Son las fun-
ciones diekctricas del metal, del prisma y del dietrico (so-
lucion con protena), respectivamente; y adasx, > «g.
La excitacbn de una superficie de plasmones es acdagpa
por la transferencia de enéagle la luz incidente a la enéag

de los plasmones superficiales, y su subsecuente disipaci

en la peicula medlica. Esto conlleva a una atenuatien la
intensidad de la luz reflejada (Fig. 1) [29].
Particularmente, cuando hablamos de la apl@ade

SPR para sensado de biosensores, el metalempleado es

una peicula de oro de espesor nangtmico y el dieéctrico es
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FIGURA 1. Configuracbn experimental de un sisterdgatico SPR
para la medidn de interacciones biomoleculares.
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FIGURA 2. Esquema del proceso de interamtentre protma blan-

lecular que capturan espéicamente el analito presente en
una muestraifjuida, produciendo asn incremento local del
indice de refracéin en la superficie del metal. Dicho incre-
mento delindice de refracéin da lugar a un incremento en
la constante de propagaci SPW a lo largo de la superfi-
cie metlica, la cual puede ser medida de manera precisa por
mediosopticos (Fig. 1). En interficies ordguido el ferbome-
no de plasmones superficiales muestra una profundidad de
penetradn fipica de 20-30 nm y 100-500 nm en el metal
y dieléctrico, respectivamente, en las regiones visible e in-
frarroja cercano del espectro [31,32].

Espetficamente gsta &cnica detecta cambios deldice
de refracadn (RI) con alta sensibilidad< 10-%) y en un
tiempo de resoludin (~1 s) de cualquier palula transpa-
rente 0 mokcula colocada sobre la superficie &lie activa
SPR. Usualmente se emplean dos configuraciones SPR:

a) reflectividad contra longitud de ondaa unangulo fi-
jobo

b) reflectividad contraéangulof, a una longitud de onda
fija \.

La funcionalizaddn de la superficie malica con micro-
sitios espeificos con bioafinidad crea un biosensor, el cual
puede detectar la ddtica de interacciones biomoleculares en
tiempo real y libre de marcaje fluorescente. Por estamda
espectroscopia SPR se ha convertido en una herramienta muy
util en biogumica y gumica bioandltica, especialmente para
determinar coeficientes de fazde asociadin y disociaddn,

y constantes de interaéai en equilibrio, las cuales describen
las interacciones entre pratas, DNAs o RNAs y una amplia
variedad de otras biom@tulas [33].

Una aplicaddn de la resonancia de plasmones superficia-
les es mediante el empleo de un microscopio SPR para me-
dir la cuantificaddbn simul&inea de interacciones biomolecu-
lares en urarea de lectura de 20 nfidonde se imprime un
microarreglo con 400 spots y tiene una resduadateral de
5 pm (Fig. 2) [30,34-36].

En este trabajo reportamos la lectura en tiempo ieal,
situ, de interacciones prdtea-proténa mediante la aplica-
cion de un microscopio basado en elareno de resonancia
de plasmones superficiales. La detéadile las interacciones
entre las protmas sonda afines seleccionadasi(allma de
suero de bovino BSA, albmina de suero de humano HSA,
lisozima Lyz y anti-allimina de suero de bovino anti BSA)
permitio determinar, sin necesidad de marcaje fluorescente,
la densidad de concentraai superficial de la protea blan-

co y proténa sonda. La Fig. 2a muestra al blanco antes de la inter-CO (anti BSA, 1.0 mg/ml) enlazada covalentemente sobre los

accbny la Fig. 2b la interacon espeffica entre protma-proténa.

sitios activos que contienen anticuerpos a diversas concentra-
ciones (1.0, 0.5y 0.1 mg/ml).

Rev. Mex. 5. 56 (2) (2010) 147-154
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2. Detalles experimentales para este sistema. El hamskr fue polarizado tipo p, expandi-
. . do y colimado antes de llegar a un prismaéesb trunco al
2.1. Funcionalizacon de los substratos cual fue acoplado diochip que contiene lospotscon pro-

teinas en su parte posterior. Lasdices de refracon, tan-
Los sustratos empleados en este trabajdcpkls de oro so- g de la base del microarreglo del prisma, como dglitio
bre vidrio, fueron adquiridos a GenTel Biosurface, Inc. Laacoplador, fueron de 1.76. Bfea incidente debker sobre
pelicula de oro de aproximadamente 50 nm de espesor fug parte posterior del microarreglo fue de aproximadamente
limpiada empleando solumh pirea 1:3 por 30 seg. para re- 20 mn?, mientras que la interadm biomolecular profea-
mover compuestos aagicos yoxidos. Inmediatamente des- protéina de cada uno de lspotsfue adquirida con unaama-
pués los sustratos fueron lavados alternadamente un par ¢dg ccp (Charge-Coupled Device) cuando un sistema de in-
veces con agua desionizada (182Mm) y etanol absoluto  yeccpn de fluido de bajo volumen (Bl/seg) irriga al mi-
(Sigma). La activacin de la superficie de oro se redlime-  croarreglo. Los centros de rotacide la @mara CCD y del
diante la inmersin de los substratos limpios en una satici  prisma fueron alineados usando dos rotores de alta [acisi
1 mM del correspondiente tiol en etanol absoluto por un P€{0.0002), tal que losangulos de los haces de incidencia y
riodo de 24 hrs. Transcurrido el tiempo mencionado, l0s subSeflexion son acoplados de manera siran#a. La intensidad
tratos fueron removidos de la solaniy lavados con etanol e |3 |uz reflejada y la variaon en elangulo de incidencia

absoluto para la inmediata impréside proténas. del haz se adquirieron mediante una tarjeta de adqisite
datos conectada a una computadora. EI mecanismo de inte-
2.2. Impresion de microarreglos de proténas raccbn biomolecular empleando el microscopio SPR de la

Fig. 1 se muestra esquaticamente en la Fig. 2.

Las proténas sonda empleadas en la fabridacde los
lugares activos gpotd en los microarreglos fueron anti- . B 3
albimina de suero de bovinanti BSA(PM= 150 kDa), 3- Cuantificacion absoluta de la concentradn
albimina de suero de bovinBSA(PM= 67 kDa), lisozima superficial mediante espectroscopia SPR
Lyz (PM=14.4 kDa) y aliimina de suero de humattSA
(PM= 66 kDa). En este trabajo usamos como control posiEn este aitulo se explota la capacidad de SPR para medir
tivo a BSA y como control negativo a anti BSA. Todas las€l indice de refracéin efectivo,n.f, de un sistema modelo
soluciones proteicas fueron preparadas en smiubase de bicapa formado por una capa sonda o adsorbato (monocapa
fosfato PBS a pH 7.2, 1X y con 10 % de suikido de dime- autoensamblada de protes HSA, BSA, Lyz o anti BSA)
tilo (DMSO) (Sigma-Aldrich); y todas las concentraciones dedepositada sobre una pila meélica (oro), y un analito de
proténa sonda, fueron de 0.1, 0.5y 1.0 mg/ml. Por su ladointerés (soluto con anti BSA) en contacto con la superficie
el control negativo fue impreso a una concentiaaile 1.0  del adsorbato. Sea, el indice de refracéin del soluto yn,
mg/ml. el indice de refracéin del adsorbato de espesbiEntonces,

La impresbn despotso micrositios se realiz median-  "es €S calculado tomando el promedio ponderado dénidis
te un sistema cartesiano de imptgshanoprint LM60 (Te-  Ces de refracon ), y 7, dado por [36,37]
lechem International, Inc.), difado para tomar muestras
biologicas de una base con cajas de 384 micro-pozos, los Nef =Ns + (Ma — 1)
cuales contuvieron las 10 soluciones de ie¢eiCada punta
tomo un promedio de 0.2 nl de solaei que transfio por ad-  tal que el cambio en.; sobre la capa adsorbente de espesor
hesbn al hacer contacto con la superficie de oro previamenté est dada por
aminofuncionalizada (impresn). La inmovilizacon de las
protdnas depositadas se lleva a cabo por acoplamiento cova- Ane = (0 — ns)i (12)
lente entre la superficie aminorreactiva (-NHy los grupos A
reactivos carboxilos de las protas (-COOH ). Se dis@o el

) B y la respuesta de adsaobai R del sensor SPR eéstlado por
microarreglo de tal forma que en anea de 3mmx4 mmse | iferencia delndice de refracéin efectivo,.;, menos el
tuvieran 144spotsactivos. El dametro de cadapotes de . dice de refracén del solutoy,, multiplicado por la mag-

120 um, mientras que la distancia centro a centro entre dog;s,d de la pendiente local de calibranim, 4200 RIU (Re-
spotses de 30Q:m para evitar el traslape. La repetibilidad de ¢4 tive Index Unit) en nuestro caso,
impresbn tiene una precién +10 um.
R = m(ne.f - 778)' (13)

2.3. Microscopio SPR

Dado que el campo electromagito decae exponencial-
En este trabajo, la interaéei proténa-proténa fue medi- mente dentro del soluto con una longitud de decaimiento
da empleando un microscopio SPR de config@radipo  caracteistica I; (~ 25 al 50% de la longitud de la luz
Kretschmann-Rather [30]. Brevemente, se uiilin laser es-  de incidencia)), y que la respuesta @arima del sensor es
tabilizado de HeNeX = 632.8 nm) como fuente de excitdni  R,,..= M (n4- 75), €S posible determinar el espesor efectivo

Rev. Mex. . 56 (2) (2010) 147-154
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. Avogadro. En nuestro caso, las soluciones proteicas fueron
[mg/mi] 91 [mgimi] diluidas en PBS tal qugproténa=1.3 9/ml,nprotena=1.57 RIU

e 2 e ynpps = 1.336 RIU [36].

HSA 01 Lyz 0.5

AntiBSA 1.0 Lyz 01

AntiBSA 1.0

BSA 1.0

BSA 0.5 3 - BSA 0.1

BSA 0.1 BSA 0.5 . s
Anti BSA1.0 BSA 1.0 4. Resultados y discugin
Lyz 1.0 Anti BSA 1.0

Lyz 0.5 HSA 0.1

Lyz 0.1 HSA 0.5

HSA 1.0 HSA 1.0 La Fig. 3 muestra la interadm proténa-proténa de un mi-

croarreglo 12x 12, fabricado mediante imprési por con-
tacto, mediante la medimn del cambio de intensidad de refle-
xién en cada uno de Iepotscon proténas sonda. Se presen-
ta la interacdn de la protma blanco (anti BSA, 1.0 mg/ml)
con diferentes concentraciones de pirtés sonda: allmina
de suero de humano (HSA), Lisozima (Lyz), antilaifina
Lavarioibon | de suero de bovino (anti BSA) y adllmina de suero de bovi-
PBS . no (BSA), medidas con un sistema experimental SPRM. Los
elementos de las filas 1 a 3 (y columnas 1 a 6) corresponden
a spotscon concentraciones 1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml de HSA,
respectivamente; al igual que aquellos correspondientes a las
. filas 10 a 12 (y columnas 7 a 12) pero en concentraciones de
] 0.1,0.5y 1.0 mg/ml. Por su parte, la fila 12 (columnas 1 a 6)
se fabri® imprimiendo HSA a 1.0 mg/ml. Los elementos del
—s— HSA (1 mg/ml) ] microarreglo que contienespotsde BSA, concentraciones
—o— BSA (1 mg/ml) . 1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml, se encuentran ubicados en las filas 5
;‘r’]zti(;;gém ] a 7 (columnas 1 a 6) y filas 6 a 8 (columnas 7 a 12). Por su
- g/l parte Lyz (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) fue impresa en las filas 9
. . . _ _ . . a 11 (columnas 1 a 6) y filas 2 a 4 (columnas 7 a 12). El
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 control negativo de las interacciones estudiadas fue anti BSA
Tiempo (seg) (1.0 mg/ml), el cual se interaakn las filas 4 y 8 (columnas 1
FIGURA 4. Ejemplo de curvas de interaéei proténa-proténame- @ 6), y filas 1, 5y 9 (columnas 7 a 12). Se observa que los
didas mediante un microscopio de resonancia de plasmones supdtigares activos con mayor concenti@acide proténas sonda
ficiales experimental. Se muestran las interacciones entre los sitioBSA y HSA (1.0 mg/ml) presentaron una mayor intensidad
activos de HSA, BSA, Lyz y anti BSA (1.0 mg/ml) con soloii  de reflexon IR (u.a.) que aquellos con concentraciones dilui-
saturada de anti BSA (1.0 mg/ml). das de estas mismas priotas (0.5 y 0.1 mg/ml) cuando in-
teractuaron las métulas blanco anti BSA (1.0 mg/ml). Este
comportamiento es el mismo para BSAy HSA en concentra-
ciones de 0.5 mg/ml, dado que muestran mayor intensidad de
reflexion que losspotsa 0.1 mg/ml de ellas mismas. Compa-
rativamente, lospotsde BSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) mues-
tran mayor luminosidad que los correspondientes a HSA con
fas mismas concentraciones. Es decir, BSA es altamente re-
1y R Ig R (15) activa con anti BSA (1.0 mg/ml) dado que presentan una inte-
2 Rpaz d m(n, —ns)’ raccibn antgeno-anticuerpo con una constante de asamaci

A —1 ; _
es decir, es posible determinar el espesor efedfiyale una K, de 3.54 0.6 x 10°'M ™ [38], mientras que HSA presen

monocapa y/o una submonocapa del soluto (en nuestro cadg Una constaste de asoci@ticon anticuerpos monoclonales

; -1
anti BSA) que se adsorbe en la capa del adsorbato erbfunci (|.e.tanE BS,lA)Odt(e)I grdgnlde 5/'&|1'4 x 106\::, .d[sg]' Po[ﬁsu
de la respuesta del sensBr Finalmente, la concentrai parte, Lyz (1.0, 0.5y 0.1 mg/ml) no mostafinidad espet-

superficial @ (moléculas por crf), es calculada multiplican- ca con anti BSA (1.0 mg/mi), por lo que los correspondientes

do eld. ¢ [Ec. (15)] por la densidad de bulto del absorbato :ugarestaclzuvos mtigstra; 'umt'-négzai 8a5| r/1u||a ) Fmalrr;ente,
(moleculas por crh, os controles negativos de anti (1.0 mg/ml) presentaron

minima intensidad, atribuible a l&dil interacobn ibnica en-
molécula; molécula m i A
0( le (Cm) . N( (] 6) tre mokEculas de anti BSA.

cm? cm? La Fig. 4 muestra las curvas de tiempo de integacci
y N = p,/PM - N4, dondep, es la densidad de adsorba- t(seg) contra densidad superficial de éwllasd (ng/cn?)
to (gr/cm?), PM es el peso molecular y Nes el imero de  de BSA, HSA, Lyz y anti BSA (1.0 mg/ml) con anti BSA

FIGURA 3. Interaccon de anti BSA (1.0 mg/ml) con los micrositios
activos de BSA, Lyzy HSA (0.1, 0.5y 1.0 mg/ml)jdias mediante
un SPRM.

Inyeccién de
Anti-BSA (1 mg/ml)

-—
g

T Inyeccion de PBS

N
o
b
~—_
IO~ 0-0+0 000

Densidad superficial de moléculas (nglcmz)

na

d.y tal que

dos = —%ln@ - Rfﬂ). (14)

Para los casos donde< I;, podemos expandir el loga-
ritmo natural en serie de Taylor tal que la Ec. (14) se reduce

der =
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(1.0 mg/ml), que son las curvaipicas de cigtica de inter-
accbn de las cuatro proteas sonda ancladas con la concen-
tracion saturada (1.0 mg/ml) de la néalula blanco bajo estu-  Concentracibn ~ Concentracbn Densidad de concentradn
dio, medidas con el sistema SPRM. En el periodo 0-960 Segproteina blanco  protéinasonda  superficial proténa-proteina
se inyech PBS (1X, pH 7.2) para obtener ia¢a base. En el

TABLE I.

) ') ’ (1.0 mg/ml) (mg/ml) (ng/cnt)
instante de 966 seg se inyéainti BSA (60ul a 1.0 mg/ml)

sobre el microarreglo, y se adqgdiria evolucon de la inte- 1.0 663.42
raccbn hasta 6000 seg. Se obserye las curvas de inter- BSA 05 633.34
accibn de losspotsde BSA y HSA con anti BSA mostraron 0.1 200.57
una rabn de interacdn inicial rapida debido a su alta afi- 1.0 355.52
nidad en los primeros dos minutos a partir de la iny@tci Anti BSA HSA 05 33339
del anticuerpo (966-1050 seg). De hecho, la pendiente aso- 01 2738
ciada con la interacon anti BSA-BSA es ras pronunciada ' '
que la correspondiente a anti BSA-HSA. Nuevamente, dicho 1.0 210
comportamiento obedece a la mayor afinidad entrigano- Lyz 0.5 17.3
anticuerpo de antiBSAy BSA, que ala correspondiente entre 0.1 14.1
anti BSA y HSA [38,39]. De 1056 seg y hasta 6000 seg, se AntiBSA 1.0 11.2

observa que la ram de interac@n del blanco con las son-

das gradualmente decrece hasta alcanzar el estado de equi'-

brio, es decir, la densidad superficial de phoés sonda que 800 -

Inyeccion de Lavado con PBS a)

las interacciones de tip@mico entre mdiculas blanco anti
BSA-anti BSA, es decir, para que no existan dobles o triples
monocapas sobre lepotsestudiados, es que se realiza un la-

200 +

® _
, . m :

forman una monocapa (de BSA y HSA) @stinteractuan- 7001p  anti-BSA (1mg/ml) 1
I . 600 — % -
do covalentemente con las bioraolilas blanco de anti BSA. s00d 2 —.—BSA (0.1mg/ml)
Para asegurar que no se toma en cuenta dentro de la lectur g 40043 —-—BSA (0.5mg/ml) |
3004 $ ——BSA (1.0mg/ml)

>
[= -

T * T 4 T * T T T b T i T N T

vado con PBS (1X, pH 7.2) por 20 minutos a partir del tiempo

Densidad superficial de moléculas (nglcmz)

» » Lavado con PBS | b)
de 6506 seg. Asla respuesta del sensor fue determinada w0 B L“:tf_‘gs";“(f:]glml) i
calculando la diferencia de la intensidad de refiexprome- i § == |
diada en la re@in de lavado con PBS (alrededor de 7000 seg) 2 J ——HSA (1.0mg/ml)
menos la intensidad de refléxi antes de la inyedasn de la g v N fgmgm ]
molécula blanco (hea base, 500 seg) &fica no mostrada). 1004 = / .
Los valores deR para BSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) son de D_L_/'f i
45,58, 41.67 y 13.18 (u.a.), respectivamente; mientras que " 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

para HSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) se encontraron valores de tiempo (seg)

R de 24'3?' 22,51y 7'2; (u.a.). En el caso de la |.ntemmC| FIGURA 5. Curvas SPR de la interaéai de soluciones de anti BSA
de las protias Lyz y anti BSA (1.0 mg/ml) con anti BSA se (1 0 mg/ml) con los elementos de HSA y BSA (1.0, 0.5, 0.1 mg/ml).
observa que no se presentan curvas SPR de densidad de con-
centracdbn superficial de mélculas, es decir, no se presentaperiodo 0-960 seg, se inyécPBS (1X, pH 7.2) para obte-
afinidad entre Lyz o anti BSA con la nélula blanco anti ner la inea base, y a 6506 seg se realet lavado con PBS
BSA. Dichos resultados &st de acuerdo con la obsen@ti  para, nuevamente, asegurar la ruptura de interacciones i
de intensidades de reflé@xi presentadas en la Fig. 4. Para Lyz cas entre monocapas contiguas de la solucie anti BSA
(1.0, 0.5y 0.1 mg/ml), los valores de R determinados fueromyectada durante el experimento de lectura. Se observa que
1.43,1.18y 0.9 (u.a.), respectivamente. En el caso de intefa razn entre las respuestasdel sensor para la interaéci
acciones anti BSA-anti BSA la respuegtalel sensor fue de  anti BSA-BSAy anti BSA-HSA (1.0, 0.5y 0.1 mg/ml) son de
0.53 (u.a.). 53.3, 54y 54.7 %. Es decir, la interagoibiomolecular entre
Por su parte, la Fig. 5 muestra las cunipgchs de cigti-  anti BSA y HSA presentan alrededor de la mitad de la con-
ca de interac@n de las dos proieas sonda que presentaron centracbn superficial que las interacciones entre anti BSA
mayor afinidad con la métula blanco en estudio, medidas y BSA, en concordancia con los resultados de Ché¢ral,,
con el sistema SPRM y en las tres diferentes concentrar Sakaiet al. [38,39]. Finalmente, sustituyendo las respues-
ciones que fueron impresas (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml). En laas del sensoR en Ec. (16) se determinaron las densidades
Fig. 5a se presentan las curvas de tiempo de intéma¢seg) de concentradin superficial promedio de enlace de anti BSA
contra densidad de concenti@tisuperficial de mélculas (1.0 mg/ml) sobre lospotsde BSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml)
(ng/cn?) de BSA con anti BSA (1.0 mg/ml), mientras que dando valores de 663.4, 633.3 y 200.6 ngicnespectiva-
la Fig. 5b muestra las correspondientes a la intepaicen-  mente, mientras que para HSA (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) fueron
tre HSA y anti BSA (1.0 mg/ml). Para ambos casos, en ete 355.5, 333.4y 77.4.
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La Tabla | muestra la cuantificaei de la interacén pro- 5.  Conclusiones
teina-proténa obtenida mediante SPRM para soluciones de
anti BSA a 1.0 mg/ml cospotsde BSA, HSA, Lyzy Se imprimieron microarreglos 12 12 de proteas son-
anti BSA a 1.0, 0.5y 0.1 mg/ml. Se observa una rélaci da HSA, BSA, Lyz (1.0, 0.5 y 0.1 mg/ml) y anti BSA
1.88 a 1 entre la concentradi superficial (ng/c) entre an- (1.0 mg/ml) sobre sustratos de oro planos aminofunciona-
ti BSA-BSA (1.0 mg/ml) y anti BSA-HSA (1.0 mg/ml). Por |izados mediante un sistema de impéespor contacto. Se
su parte, las relaciones de concentraciones parsplosde  aplico un sistema lectobptico basado en resonancia de
BSA y HSA con concentraciones de 0.5 mg/ml presentaroplasmones superficiales, en modalidad de microscopio, pa-
la misma reladn 1.89 a 1 cuando la soldei de anti BSA  ra cuantificar las interacciones biomoleculares entre el mi-
(1.0 mg/ml) irrigh dichos spots. Es decir, para el caso de socroarreglo de profeas sonda y la protea blanco anti BSA
luciones saturadas de protas (1.0 mg/ml) o casi saturadas (1.0 mg/ml). Las mediciones de las interacciones pnate
(0.5 mg/ml) se observa @cticamente la misma raa entre  proténa fueron libres de marcaje fluoresceritesitu y en
sus concentraciones superficiales, en concordancia con lggmpo real. Losimites de detecon alcanzados con el siste-
reportes de constantes de afinidad entre anti BSA con las prena SPRM fueron del orden de ng/ém
teinas BSA y HSA obtenidos por otraschicas y otros auto-
res [38,39]. Por su parte, para el caso de spots fabricados con
soluciones diluidas de &st mismas proteas (0.1 mg/ml), se .
obsend una reladn 2.59 a 1 durante la interada con anti Agradecimientos
BSA (1.0 mg/ml). Este proceso se explica dado que las pro-
teinas BSA y HSA son 76 % hodiogas a nivel de amirgmi- ~ Este trabajo fue financiado por CONACyT y COVECYT en
dos, por lo que se espera que algunos anticuerpos reconozd@tes iguales mediante los proyectos 68123 (VA), 60548
ambas profimas [40]. (VA) y 50603 (MLM).
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