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1- Abstract/Resum/Resumen

Nowadays, in vivo animal models and in vitro cell models are the basis for the discovery
of new drugs and essential for the conduct of clinical trials. These, however, entail ethical
problems such as experimentation with animals and difficulties in extrapolating the
results to human conditions because of the differences between species. Instead, the
combination of the modified tissues with biosensors, in organ-on-a-chip devices, allows
to detect the cellular response to external stimuli mimicking the real environment of the

tissue in vivo.

The aim of this project has been the development of an electrochemical biosensor for
the detection of interleukin-6 (IL-6) and of the tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
secreted in skeletal muscle by gold-screened electrodes with the idea of using them in

the muscle-on-a-chip type device.

Avui en dia, els models animals in vivo i els models cel-lulars in vitro sén la base del
descobriment de nous farmacs i imprescindibles per a la realitzacié d’assajos clinics.
Agquests pero comporten problemes etics com I'experimentaciéo amb animals i dificultats
a I’hora d’extrapolar els resultats a condicions humanes degut a les diferencies entre les
especies. En canvi, la combinacio dels teixits modificats amb biosensors, en dispositius
tipus organ-on-a-chip, permet detectar la resposta cel-lular a estimuls externs

mimetitzant I'entorn real del teixit in vivo.

L’objectiu d’aquest projecte ha estat el desenvolupament d’un biosensor electroquimic
per la deteccidé d’interleuquina-6 (IL-6) i del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.)
segregats en muscul esquelétic mitjancant electrodes serigrafiats d’or amb la finalitat de

gue siguin utilitzats en el dispositiu tipus muscle-on-a-chip.
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Hoy en dia, los modelos animales in vivo y los modelos celulares in vitro son la base del
descubrimiento de nuevos farmacos e imprescindibles para la realizacion de ensayos
clinicos. Estos pero conllevan problemas éticos como la experimentacion con animales i
dificultades a la hora de extrapolar los resultados a condiciones humanas a causa de las
diferencias entre especies. En cambio, la combinacion de los tejidos modificados con
biosensores, en dispositivos tipo organ-on-a-chip, permite detectar la respuesta celular

a estimulos externos mimetizando el entorno real del tejido in vivo.

El objetivo de este proyecto ha sido el desarrollo de un biosensor electroquimico para la
deteccidon de interleuquina-6 (IL-6) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
segregados en musculo esquelético mediante electrodos serigrafiados de oro con el fin

de que sean utilizados en el dispositivo tipo muscle-on-a-chip.
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2- Dades del Centre

L’Institut de Bioenginyeria de Catalunya (IBEC) és un centre de recerca interdisciplinaria
dedicat a la investigacid d’excel-léncia en enginyeria i ciencies de la vida. El proposit de
I'IBEC és generar nou coneixement mitjancant la combinacid d’arees com la
nanomedicina, la biofisica, la biotecnologia, I'enginyeria de teixits i les aplicacions de les

tecnologies de la informacié en salut.

L'IBEC va ser fundat I'any 2005 per la Generalitat de Catalunya, la Universitat de

Barcelona (UB) i la Universitat Politecnica de Catalunya (UPC).

Actualment, I'Institut té 21 grups de recerca i 250 investigadors de procedéncies diverses,
ja que acull a personal de 20 paisos diferents. La seu es troba a Barcelona, concretament

al Parc Cientific de Barcelona.

L’estructura de I'IBEC es divideix en 3 branques del coneixement: la nanomedicina, la
enginyeria cel-lular-tissular i les tecnologies de la informacio i la comunicacio (TIC) per a
la salut. De la mateixa manera, cada un d’aquests pilars pretén avancar en 3 ambits:
Bioenginyeria per a la medicina del futur, Bioenginyeria per a terapies regeneratives i

Bioenginyeria per a I'envelliment actiu.

En Biosensors for Bioengineering, un dels grups de recerca de I'IBEC, es centren en la
integracio de la tecnologia de biosensors i la nanotecnologia amb la investigacié amb

cel-lules mare i la enginyeria de teixits.

© Parc Cientific de Barcelona

Figura 1. Roser, Q., 2018. Imatge de I‘edifici principal del Parc Cientific de
Barcelona [fotografia]. FONT: Parc Cientific de Barcelona.
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3- Introduccio

Aquest treball descriu el desenvolupament d’un biosensor per a la deteccidé de dues
citocines (IL-6 i TNF-a) en un dispositiu muscle-on-a-chip, projecte realitzat durant les
practiques externes del grau. Per poder comprendre la finalitat d’aquest i contextualitzar-

lo es defineixen a continuacid tots els aspectes clau relacionats amb dit projecte.

3.1- Bioenginyeria

La Bioenginyeria o enginyeria biologica és una branca de I'enginyeria que utilitza eines,
meétodes i principis d’aguesta per a resoldre problemes de les ciencies de la vida.

La bioenginyeria es solapa substancialment amb la biotecnologia i les ciencies
biomédiques; ja que s'ocupa de I'aplicacid tecnologica dels sistemes biologics i dels
organismes vius o dels seus derivats per a la creacid o modificacid de productes o
processos per a un us especific.

Una de les brangues en les que es pot dividir aquesta disciplina és I’enginyeria biomédica,

gue a la vegada es subdivideix en enginyeria cel-lular i tissular, biomaterials i bio-MEMS.

3.1.1- Bio-MEMS

Els sistemes microelectromecanics (Microelectromechanical Systems, MEMS) també
coneguts com a microsistemes, sistemes d’analisi total micro (UTAS), dispositius
microfabricats o lab-on-a-chip (LOC) existeixen des de fa més de 30 anys (Jivani et al.,,
2016). Aguests, originalment es van desenvolupar en la industria de la microelectronica
i consistien en dispositius funcionals a escala micrométrica com sensors, Xips
microfluidics, interruptors, filtres i engranatges, principalment de silici. Es va observar
gue la miniaturitzacio de les tecnologies convencionals aportava certs beneficis com un
menor cost de produccid, menor consum d’energia i menor volum. Caracteristiques molt
atraients que van portar al desenvolupament d’aquests sistemes en aplicacions
biomédiques o biologiques (Bio-MEMS) com eines de diagnostic, monitoritzacié en temps
real o assajos de cribratge d’alt rendiment per al descobriment de farmacs (Maheshwari

et al., 2014).
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En el diagrama de la Figura 2 es pot observar la relacié d’aquests sistemes entre ells.

Qualsevol dispositiu Bio-MEMS es pot dividir en dos: el sensor o actuador, i la resta del
sistema, que potincloure una part electronica o mecanica. Algunes de les seves principals
aplicacions inclouen la genomica i la protedmica, entre d’altres. La millor aproximacio a

la qual s’ha arribat en aquest camp son els dispositius coneguts com a Organ-on-a-chip.

BioMEMS
Microagulles
Microelectrodes

Organ-on-a-chip Biosensors
Xips de PCR miniaturitzats

Microarrays

Microreactors

Lab-on-Chip UTAS

Figura 2: Diamagra tipus Venn on es mostra la interconexié entre els
camps bio-MEMS, lab-on-a-chip, UTAS.

3.1.2- Enginyeria de teixits

L'enginyeria de teixits o enginyeria tissular pretén generar estructures semblants a teixits
utilitzant cél-lules, biomaterials i senyals bioquimics i fisics. L'objectiu d’aguesta és
proporcionar substituts biologics que puguin mantenir, restaurar o millorar la funcié dels
teixits danyats.

Les tecniques d’enginyeria de teixits s’utilitzen en altres camps per a obtenir mostres de

teixit funcional, com és el cas dels organ-on-a-chip i altres aplicacions in vitro.



Jordina Balaguer Trias
Immunodeteccié de IL-6 i TNF-a mitjangant SPGE per a muscle-on-a-chip

3.2- Organ-on-a-chip

L’enginyeria biomédica, qué com s’ha vist anteriorment és una de les branques de la
bioenginyeria, es dedica a fomentar el coneixement en els camps d’enginyeria, medicina
i biologia amb el proposit de millorar les aplicacions cliniques d’aquests i en conseqgléencia
la salut humana (Magjarevic i Diaz, 2014). Dins d’aquesta branca i englobats per
I'enginyeria de teixits i els sistemes microelectromecanics biologics (Bio-MEMS),

destaquen els organ-on-a-chip.

Un organ-on-a-chip (OOC) és un dispositiu 3D de cultiu cel-lular que incorpora canals de
microfluidica per tal de mimetitzar I'entorn in vivo del teixit o 6rgan en qilestid. L'objectiu
d’aquest no és construir un organ sencer sind la unitat minima funcional que el
representi. Aquesta ha del dur a terme les mateixes funcions fisiologiques que es donen
in vitro. La necessitat de crear aquests dispositius sorgeix després de comprovar que els
cultius cel-lulars de dues dimensions (2D) no poden simular les condicions que es donen
en un organisme viu, com per exemple les complexes interaccions homotipiques i
heterotipiques cél-lula-cel-lula o cél-lula-matriu, les arquitectures multicel-lulars, el
microambient fisicoquimic o la perfusid vascular del cos. En canvi, en un organ-on-a-chip
es poden incorporar diferents tipus cel-lulars, “cell patterning”, compressions
mecaniques, tensions cicliques o forces fisiques; aspectes crucials per al manteniment de
I'estructura i funcié del teixit.

La paraula chip del seu nom, fa referencia al metode original de fabricacié dels microxips
d’ordinador, ja que s’utilitzen tecnologies de fabricacid de dispositius semiconductors
com la fotolitografia o la litografia suau (Bhatia i Ingber, 2014). Aguestes utilitzen
polimers liquids, sent el polidimetilsiloxa (PDMS) el més comd, i permeten controlar la
forma i la mida de la superficie en escala nanometrica i micrometrica (I'escala cel-lular).
Un dels grans avantatges que presenten aquests dispositius és el poder controlar molts
parametres del sistema, com per exemple el flux del fluid o “el cell patterning”. Alguns
Xips porten integrats sensors que informen sobre 'estat de les cel-lules cultivades i
s'utilitzen per analitzar la integritat del teixit, la migracié cel-lular, 'efecte de la pressié

del fluid o algunes condicions quimiques.

10
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Poder controlar el flux del fluid ha estat de gran utilitat, ja qué a petita escala les forces
viscoses dominen per sobre de les inercials i el flux és laminar només si el diametre del
canal de microfluidica és inferior a un mil-limetre (Bhatia i Ingber, 2014). Es pot
determinar també la tensio de tall del fluid canviant la velocitat del flux, les dimensions
dels canals o separant les cel-lules del corrent mitjancant una membrana nanoporosa.
Aixi es generen gradients fisics i quimics Utils per a simular el teixit in vivo (Junaid et al.,
2017, Kimura et al., 2018).

En la figura 3 podem veure el procés que es segueix a I’hora de dissenyar els OOC per tal

d’imitar les condicions in vivo.

In—vnv? m|n|mfal In-vitro ‘ljlomlmet}c st|(nu|| to Physiological 00C Model
functional unit achieve functionality

Heart muscle »

B g Electrical stimulator Biowi
Electromechanical C Elstric = ..“__"’"""f
. 1 = i | B N N 1 1
Conduction Contraction + stimulation +g_» « .. e | Biowf_{&,?ﬁ“m:’
W' N — \ \
= = : - ¥, o />\ 1
> === 3 Carboh rod :

Figura 3. Ronaldson-Bouchard, K., & Vunjak-Novakovic, G. (2018). Organs-on-a-Chip: A Fast Track for

Engineered Human Tissues in Drug Development. [Imatge].

Els Organ-on-a-chip sén un gran avang en I'estudi dels mecanismes basics de la fisiologia
dels organs i les seves malalties. De fet, els ultims models permeten I'avaluacid de
compostos candidats a esdevenir farmacs. Aixo ens porta a valorar aquests dispositius
com a una bona alternativa a I'experimentacio animal en fases precliniques i per tant,
com a una solucié no només als problemes étics que la investigacio en animals comporta
sind també per compensar les importants diferencies entre ambdues especies alhora
d’extrapolar resultats.

En un futur es pretén desenvolupar un “human-body-on-a-chip” que seria un dispositiu
microfluidic format per diverses cambres, representant diferents organs, connectades
entre elles per tal de provar nous farmacs, terapies, compostos quimics o toxines i obtenir
resultats comparables als d’un estudi clinic en persones. Seria una gran oportunitat per
treballar en agents perillosos (p. ex., virus altament infecciosos, dosis letals de radiacié
gamma) o assaigs clinics pediatrics, ja que sén casos on la medicina convencional no pot

aprofundir. Tot i les grans expectatives que es tenen d’aquests dispositius, els

11
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investigadors reconeixen que hi ha grans obstacles a superar abans de que aquesta
tecnologia sigui acceptada per la comunitat cientifica i s’implanti en centres
d’investigacié medica i hospitals. No obstant, veien el gran salt en aquest camp dels

ultims 8 anys, es pot ser bastant optimista al respecte (Zhang et al., 2018).

3.3- Biosensors

Els biosensors sén dispositius analitics que s’utilitzen per mesurar parametres biologics o
guimics, el seu mecanisme consisteix en convertir la resposta biologica en una senyal
electrica quantificable. Poden detectar la presencia o concentracié d’analits biologics o
de molécules petites com biomolécules, microorganismes, antibiotics o pesticides.

Els biosensors ideals han de ser altament especifics i no s’han de veure afectats per

parametres fisics com el pH i la temperatura.

Un biosensor es compon de tres parts:
- El sensor biologic: és el component que reconeix I'analit i produeix la senyal. Un
exemple sén els enzims i els anticossos.
- Eltransductor: element que tradueix la senyal emesa pel primer.
- Un dispositiu de lectura: és I'electronica associada que tracta la senyal per tal de

poder interpretar i visualitzar millor els resultats.

El component essencial del biosensor és per tant la capa compacta que actua com a
element de reconeixement biologic, aguesta es troba molt a prop del transductor i en
ella s’hi adhereixen les molecules diana. La immobilitzacid d’aguestes molécules és
crucial en el disseny del sensor ja que condicionen varis aspectes com el limit de deteccio,
I'especificitat i la fiabilitat d’aquest. L'estrategia d’'immobilitzacid consisteix en formar
capes estables en la superficie del sensor, conservar |'activitat de les molécules que la
formen i la seva disponibilitat. Els metodes fisics d'immobilitzacié de proteines o
anticossos a la superficie poden provocar perdua de I'activitat de les molecules degut a
guestions d'orientacid, ja que el lloc d'unié de la molécula diana no sempre queda
exposat a la superficie i aix0 provoca una perdua de sensibilitat. La solucid a aquest

problema és utilitzar una molécula que actui com a brag espaiador entre la superficie i

12
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I'element de bioreconeixement. Per a que aquest enllag sigui possible i exitds cal
preparar primer la superficie, a vegades inclUs modificar-ne les seves propietats.

El seglient pas, una vegada immobilitzat I'’element de bioreconeixement, és bloquejar els
llocs de la superficie que han quedat lliures per minimitzar les possibles adsorcions no
especifiques. Hi ha diversos métodes en funcié de la naturalesa i estructura de la

superficie (Ali et al., 2017, Chen i Shamsi,2017, Maheshwari et al., 2014).

Canwvi fisic Conversio
ilo quimic de la senyal

> Senyal
eléctrica

)
%
/

Substancia que
es vol medir

Sensor Transductor

Figura 4. Mecanisme i parts d’un sensor

Els biosensors es poden classificar en base a diferents criteris, els més comuns:
e En funcié del material amb el que es fabriquen: microfabricacions a partir de silici i
vidre, biomaterials (proteines i cel-lules) i polimers (PMMA, PDMS, ...)

e Enfuncid al sistema de transduccio: optics, eléctrics/electroquimics i mecanics

Els biosensors fabricats en escala micromeétrica formen part dels ja explicats sistemes bio-
MEMS, els quals s’ha vist que tenen moltes aplicacions, una de les més innovadores és
integrar els biosensors en un xip per tal d’obtenir informacié del que passa en el interior
d’aquests.

Quan parlem d’immunosensors fem referéncia a aquells biosensors que tenen com a
element de reconeixement un anticos o fraccions d’aquest, un antigen o un hapte; sent

aquests per tant els que detecten el biomarcador cel-lular (Mehrotra, 2016).

13
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3.3.1- Biosensors electroquimics

Els biosensors electroquimics sén aquells que utilitzen un eléctrode com element de
transduccié i en els quals la senyal transformada és el resultat de la interaccio
electroquimica entre I'analit i I'eléctrode. Aquesta interaccid produeix un canvi en les
propietat electriques de la solucid que s’utilitza com a parametre de mesura.

Aquest tipus de sensors es poden classificar en amperometrics, potenciometrics,
conductometrics o impedimeétrics segons la técnica electroquimica utilitzada per a

obtenir la informacio de la mostra.

3.3.2- SPGE

SPGE son les sigles de Screen-Printed Gold Electrodes, és a dir, electrodes serigrafiats d’or.
Aquests electrodes s’utilitzen com a transductors de biosensors electroquimics i
destaquen per ser sistemes low-cost d’un sol Us dissenyats per a realitzar analisis
electroquimics de mostres en microvolums. La seva cel-la electroquimica esta formada
per un eléctrode de treball d’or, un electrode auxiliar (counter) d’or i un eléctrode de

pseudoreferencia de plata (Ag/AgCl). Els contactes electrics també estan fets de plata.

Eléctrode
Eléctrode auxiliar
de treball
Eléctrode de
L Matrohm
e et 220AT Brepion a pseudoreferéncia
Contactes
eléctrics \

Figura 5. Parts de la cel-la electroquimica d’una oblia de SPGE de Dropsens model 8x220AT.

L'or és un dels materials més utilitzats en biosensors degut a la seva naturalesa inerta,
bona superficie reflectora, bones propietats electriques i excel-lent biocompatibilitat amb
les proteines. El metode més utilitzat per a I'acoblament de molécules biologiques a la
superficie de l'or és la formacid de monocapes autoensamblades (Self-assembled
monolayers, SAM) de tiols, polielectrolits, biotina o proteina A amb polimers

(Maheshwari et al., 2014).
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L'Us d’electrodes d’or com a transductors en biosensors és molt comu en treballs
d’investigacid. En un principi s’utilitzaven eléctrodes convencionals pero aquests tenien

limitacions, la solucié va ser adaptar la tecnica del serigrafiat de I'enginyeria electronica
per a produir circuits impresos al camp dels sensors.

Les avantatges del canvi eren: gran flexibilitat del disseny, automatitzacié del procés de
produccio, gran varietat de tintes de serigrafiat i la possibilitat d’adaptar els eléctrodes

en suports molt diversos.

3.4- Deteccié amperometrica

La deteccié amperometrica és una tecnica electroquimica que es basa en el consum i/o
generacid d’especies electroquimiques durant un procés d’interaccid entre una
substancia biologicament activa i un substrat.

Els sensors amperometrics mesuren el corrent generat per |'oxidacid o reduccio
d’especies electroactives mentre es manté un potencial constant. El format de I'assaig
pot ser de tipus sandvitx o competitiu. En el primer cas i I'utilitzat en aquest projecte, el
corrent que es genera és directament proporcional al consum o generacid de les
especies, i a la vegada, directament proporcional a la concentracid de I'analit detectat

present a la mostra.

Un dels avantatges d’aquests sensors és que son capacos de detectar concentracions
d’analit en el rang picomolar. Per contra, estan limitats a només detectar compostos
electroguimicament actius. Aixo vol dir que els components que participen en la reaccio,
com per exemple el parell antigen-anticos, han d’estar etiquetats amb una molécula que
sigui electroquimicament activa, com ara un enzim (Maheshwari et al., 2014).

En aquest projecte es va treballar amb els SPGE, mencionats en el apartat anterior, i es
van dur a terme deteccions amperometriques com a pas final per a obtenir una lectura
dels resultats.

En la figura 6 podem veure un exemple de lectura dels resultats d’una deteccio
amperometrica on s’aprecia perfectament el canvi en la intensitat de la senyal després

de I'addiccié del substrat.
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Figura 6. Representacid corrent versus temps de la senyal de les
mostres a diferents concentracions de IL- 6 en una deteccid

3.5- Citocines

Les citocines son proteines senyalitzadores que tenen un paper molt important en la
comunicacié iinteraccio cel-lular. Son molecules petites, menys de 80kDa en general, que
secreten principalment les cel-lules del sistema immunitari per tal de regular multitud de

respostes immunitaries, incloent la proliferacié, migracioé o activacié cel-lular.

Aguestes petites glicoproteines reconeixen i s'uneixen a receptors especifics de la
membrana de les cel-lules on han de dur a terme la seva funcid, la seva unio provoca que
les cel-lules diana adoptin un comportament biologic determinat. La produccié de
citocines acostuma a ser transitoria i limitada al temps que dura l'estimul. La seva accid
pot afectar només a les cel-lules que les han secretat, autocrina, a cel-lules properes,

paracrina, o a cel-lules distants, endocrina.

Quan diferents tipus cel-lulars secreten la mateixa citocina o quan una citocina actua en
diferents tipus cel-lulars diem que aquesta és pleiotropica. Mentre que quan diferents
citocines exerceixen un mateix efecte parlem de redundancia. També es pot donar la
situacid de que una citocina potencia I'efecte d’una altra o en el cas contrari, la bloqueja

o inhibeix. Llavors parlem de sinergisme o antagonisme, respectivament.

Es creu que aquestes molecules senyalitzadores poden estar relacionades amb la
inflamacio cronica i amb les malalties degeneratives, ja que desafortunadament quan hi
ha una resposta excessiva poden danyar el teixit. De fet, hi ha abundants evidencies de
gue algunes citocines proinflamatories com la IL-1, IL-6 o TNF- hi estan involucrades

(Turner et al., 2014, Holdsworth i Can, 2015).
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3.5.1- Interleuquina-6

La interleuquina-6 (IL-6) és una citocina pleiotropica secretada per diversos tipus
cel-lulars, principalment macrofags, cel-lules T, cel-lules endotelials i fibroblasts. Tot i
gue destaca per ser una potent inductora de la inflamacio, té efectes tant proinflamatoris
com antiinflamatoris. Intervé regulant la resposta immunologica, la hematopoesis i les

reaccions de fase aguda (Tanaka et al., 2014).

Una altra caracteristica rellevant de la IL-6 és que s’ha vist que esta relacionada amb varis
processos de les cel-lules de muscul esqueletic com per exemple la proliferacié i
diferenciacio in vitro, la regeneracié de fibres adultes danyades, atrofia i hipertrofia, entre

altres (Bustamante et al., 2014).

3.5.2- Factor de necrosi tumoral alfa

El factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a) és una de les citocines proinflamatories
multifuncionals més potents. Es produit principalment per macrofags, perd també pels

limfocits T, les cel-lules NK i els neutrofils.

S’ha observat que estimula la produccié d’altres citocines com la IL-1, la IL-6 o la IL-8 i
sovint s’utilitza com a biomarcador per a diversos processos fisiologics i patologics com

la mort cel-lular per apoptosi, la febre o la caquexia.

La seva funcié més destacada és I'accié citotoxica contra les cel-lules tumorals gracies a

qgue inhibeix la angiogenesi i augmenta la resposta immunitaria antitumoral.
Elevades concentracions de TNF-o estan relacionades amb varies malalties com:

I artritis, la psoriasi, el cancer, infeccions de VIH i la diabetis (Arya i Estrela, 2017, Yagati

et al., 2018).
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3.6- Muscul esqueletic

El mUscul esquelétic és un tipus de muscul estriat responsable de generar el moviment
del cos. Agquest esta constituit per cel-lules allargades i polinucleades que es troben
unides a I'esquelet creant llargues fibres cilindriques. Destaca la seva relacid amb les
proteines miosina i actina, responsables de la contraccié muscular, la qual generalment
és voluntaria. Es el teixit més gran del cos huma en quant a massa, ja que compren el
40% del total de la massa corporal d’individus sans (Agrawal et al., 2017). Degut a aixo,
és el responsable del balang de la glucosa depenent d’insulina, ja qué capta més del 80%

de la glucosa de tot el cos.

3.7- DAMOC

El projecte DAMOC, Diabetes Approach by Multi-Organ-on-a-Chip, és un projecte
financat per I'ERC (European Reasearch Council) que va acollir I'Institut de Bioenginyeria
de Catalunya al 2017. El PI (Principal Investigator) d’aquest és el Dr. Javier Ramoén Azcén
del grup de recerca Biosensors for bioengineering de I'IBEC.

L’objectiu d’aquest projecte és la fabricacié d’un dispositiu multi-organ-on-a-chip que
biomimetitzi teixit muscular esquelétic i illots pancreatics per a I’ estudi del metabolisme
de la diabetis de tipus 2 (type 2 diabetes, T2D) i per al cribratge de farmacs per al
tractament d’ aguesta malaltia.

Defectes en la secrecié d’insulina (hormona que promou l'assimilacid de la glucosa
produida en el pancrees ) i en ’homedstasi normal de la glucosa desencadenen la T2D.
Una mala absorcid de la glucosa en el muscul esquelétic contribueix a qué les cel-lules del
cos es tornin resistents a la insulina, és a dir, que la glucosa no pugui penetrar en les
cel-lules a pesar de la presencia de la insulina en sang. Algunes de les citocines alliberades
per les cél-lules musculars, com la interleuquina 6, tenen un efecte rellevant en la
autoregulacio del metabolisme de la glucosa en el muscul esquelétic. A més, fa uns anys
es va demostrar que la inflamacié dels illots pancreatics causava la disfuncié en les
cel-lules beta (tipus de cel-lules del pancrees localitzades en els illots de Langerhans que

produeixen insulina) en la T2D. Ja qué com en qualsevol procés inflamatori, es promou el
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reclutament de macrofags i la secrecié de citocines proinflamatories toxiques per a les
cel-lules beta.

La diabetis és una de les malalties metaboliques amb un impacte mundial més alt,
afectant al voltant de 347 milions de persones, i en un 90% -95% dels casos es deguda a
la hiperglucemia i la resisténcia a la insulina. Per aix0 la investigacid en ella és tant

necessaria.

Per poder assolir I'objectiu final del projecte que és un multi-organ-on-a-chip s’"han dut a
terme primer investigacions simultanies per arribar a la millor aproximacié de muscle-on-
a-chip per una banda i pancreatic islets-on-a-chip per una altra.

La integracié dels teixits amb els biosensors per detectar el consum de glucosa, el
metabolisme de la glucosa induida per la contraccid, la secrecid d’insulina i la secrecié de
biomarcadors permetra recollir molta informacié valuosa. Aquesta sera utilitzada a
posterior per realitzar proves de farmacs i proporcionar noves terapies per evitar la
pérdua de la massa cel-lular beta associada a T2D i els defectes en la captacid de glucosa

en el muscul esquelétic.

Biosensors

/

Monitorization of
IL-2, IL-6, TNF-3,
IL4, IL-10 and insulin

Microfluidic system

l Electrical stimulation

Mux Wire

Software

Il

I

J. Ramon-Azcon et ol. Lab Chip, (2012); J. Ramon-Azcon et al.,
Scientific reports (2014)

Figura 7. Parts que integren el muscle-on-a-chip [Muntatge fotografic].
FONT: Biosensors for Bioengineering, projecte DAMOC.
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4- Hipotesi i objectius

La hipotesi d’aquest projecte ha estat que mitjancant I'Us d’eléctrodes serigrafiats d’or
es podien detectar les citocines IL-6 i TNF-a presents en el medi de cultiu cel-lular de
muscul esquelétic d’un dispositiu muscle-on-a-chip.

Aquest treball ha format part de la investigacid que es dur a terme al laboratori de

Biosensors for Bioengineering de I'IBEC per al projecte DAMOC, explicat en el paragraf

anterior.

Com s’ha comentat, les citocines tenen un paper rellevant en el correcte funcionament
del teixit muscular i en conseqgiéncia en |'aparicié de la T2D. D’aqui, la importancia de
desenvolupar un sistema de deteccid per a aquests biomarcadors que es pugui integrar
amb el organ-on-a-chip.

Sent la principal meta desenvolupar immunosensors electroquimics per a la deteccio de
dites citocines mitjancant eléctrodes serigrafiats d’or per a la seva aplicacié en muscle-

on-a-chip, els objectius a assolir dins d’aquest projecte van ser els seglients:

e Optimitzar la concentracié dels diversos immunoreactius involucrats en la deteccid
d’ambdues citocines (IL-6 i TNF-au).

e Elaborar corbes de calibrat per a cada biomarcador en condicions fluidiques.

e Analitzar mostres procedents del bioreactor.

e Dur a terme assajos amb el xip connectat in situ per tal de corroborar el

funcionament del procés de deteccio.
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5- Metodologia
5.1- Equips i materials

Els eléctrodes que es van fer servir eren els electrodes serigrafiats d’or 8x220AT de
Dropsens (especificacions en el Annex 1) en una cella de dues parts de
polimetilmetacrilat (PMMA) de vuit pouets, tal i com es mostra en la Figura 8- imatge
superior. També es va utilitzar cel-la de flux DRP-FLWCL8X1C de Dropsens per al mateix
model d’eléctrodes en format 8x i d’un canal (especificacions Annex IV, Figura 8- Imatge
inferior).

La deteccié amperometrica es duia a terme mitjangant un potenciometre uStat 8000P de
Dropsens connectat a un ordinador (especificacions Annex Il), sistema que es pot veure
en la Figura 9. La interficie en la qual s’introduien els connectors eléctrics dels eléctrodes
era la DRP-CAST8X de Dropsens (especificacions Annex lll). La lectura de les diferents
respostes es realitzava amb el programa DropView 8400 i les dades obtingudes es

tractaven amb GraphPad Prism 6 i Microsoft Excel.

En els experiments en condicions fluidiques es va utilitzar una bomba peristaltica MCP

Process ip65 de ISMATEC per a fer circular el fluid.

Y ener ”“’, /
A AP AL

Figura 8. Imatge superior: Eléctrodes dins la cel-la de PMMA.  Figura 9. Electrodes connectats al
Imatge inferior: Electrodes col-locats en la cel-la de fluidica. potenciometre mitjancant la interficie.
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5.2- Reactius i immunoreactius

En aquest projecte per a la formacié de la SAM es va utilitzar aPEG, un alcanotiol acabat
en acid carboxilic (HS(CH2)11(EG)60OCH2COOH) de ProChimia Surfaces.

L"activacio de la superficie de I'or es va dur a terme amb EDC hidroclorit 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) i SNHS (sulfo-N-hidroxisuccinimida) de Sigma-Aldrich®.
Els anticossos utilitzats en aquest treball van ser produits en rata, en el cas de la IL-6,
anticos purificat anti-ratoli IL-6 i en el del TNF-a, anticos purificat anti-ratoli TNF-a
ambdds de BD Pharmingen™.

La interleuguina 6 recombinant de ratoli (rM-IL-6) i el factor de necrosis tumoral alfa
recombinant de ratoli (rM- TNF-a.) eren de Shenandoah Biotechnology Inc™.

Per ultim els anticossos biotinilats eren també anti-ratoli produit en rata en ambdds
casos, IL-6 i TNF-a, proporcionats per BD Pharmingen™ i |'estreptavidina-poli-peroxidasa
de rave picant (SAv-poli-HRP) per ThermoFisher Scientific™, aquesta es va utilitzar com

a tracador enzimatic del immunoassaig.

5.3- Tampons i solucions

Per als rentats inicials després de 'activacié de la superficie d’or es va utilitzar acid 2-
morfolinoetanosulfonic monohidratat (MES hydrate) 0.1 M a pH 5. En la incubacioé del
anticos primari es va utilitzar tampo fosfat sali (PBS) 10 mM a pH7 i per al posterior
bloqueig tampo fosfat sali al 1% en albUmina de serum bovi (PBST-BSA 1%) a pH 7.5.

En I'etapa de captura del Immunoassaig es va utilitzar medi de diferenciacio, DM, que
conté DMEM 1X (41965-039, ThermoFisher ScientificTM, Waltham, MA, USA) a 1%
estreptomicina/penicilina i 2% en serum equi.

Els rentats entre etapes, la incubacié del anticos secundari i la de l'estreptavidina
marcada amb poli-HRP  també es realitzaven amb PBS. Per fer les mesures
electroquimiques en el potenciometre s’utilitzava tamp® citrat 0.02 M en KCI 0.1 M a pH
5.4. La solucid del substrat consistia en 976 ul de tampd citrat, 16 ul de TMB (3,3',5,5'

tetrametilbenzidina) i 8 ul de H20; 1%.
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5.4- Protocol

Protocol de treball amb SPGE (Screen printed gold electrodes) per a la deteccid d’analits

mitjancant anticossos especifics:
DIA1

1- Preparacio dels eléctrodes: rentar I'oblia amb etanol, assecar amb gas nitrogen, activar
la superficie dels eléctrodes amb el UV-Osz Cleaner durant 15 minuts i col-locar els

electrodes en la cel-la de PMMA.

2- Formacio de la SAM: afegir 50 ul en cada electrode de la solucié de aPEG 5mM.
3- Protegir la cel-la amb un film, tapar amb paper d’alumini i deixar-ho tota la nit.
DIA 2

4- Rentar els eléctrodes amb etanol (2 vegades) i amb tampd MES (1 cop).

5- Activacié dels electrodes: afegir 50 ul en cada un de la solucié 0.02 M EDC/sNHS ( (1:1)

i deixar durant 45 minuts.

6- Afegir 50 ul a cada electrode de la solucié de I'anticos primari (anticos de captura),

incubar durant 2 hores.

7- Rentar els electrodes amb PBS (3 vegades).

8- Bloguejar amb 100 pl per electrode de la solucié de PBS — 1% BSA, deixar 1 hora.
9- Rentar els electrodes amb PBS (3 vegades).

10- Afegir 50 ul a cada eléctrode de solucié de I'analit (IL-6 o TNF-a) i incubar durant 1

hora.
11- Rentar els electrodes amb PBS (3 vegades).

12- Afegir 50 pl a cada electrode de la solucid de I'anticos secundari (anticos biotinilat),

incubar durant 30 minuts.
13- Rentar els electrodes amb PBS (3 vegades).

14- Afegir 50 pl a cada electrode de la solucié del conjugat SAv-poli-HRP, incubar durant

30 minuts.

15- Rentar els electrodes amb PBS (3 vegades).
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16- Afegir 50ul a cada electrode de la solucio tampo citrat.

17- Dur a terme una deteccid amperometrica aplicant un voltatge de -0,2V durant 250

segons.
18- Afegir 10ul a cada electrode de substrat als 100 segons.

19- Obtencio de resultats del potenciometre i analisi dels mateixos.

5.5- Optimitzacié dels immunoreactius

La part experimental va consistir en el desenvolupament i optimitzacid d’un
immunoasssaig en format sandvitx (Figura 10) que, com s’ha vist en el protocol, constava
de la formacio i activacié d’una SAM sobre la superficie de I'or, una etapa inicial de
captura del biomarcador mitjangant I'Us d’un anticds anomenat anticos de captura, una
posterior etapa de deteccid via un segon anticos marcat, en aquest cas amb biotina, i

I’addicid final del bioconjugat SAv-poli-HRP.

R-COOH Activacio

per EDC/sNHS
Activacio ({4 o
Immobilitzacié

anticos
4 o s B AV
i@ LY fbw{; d\[:?_ },.rdﬁ U\\rf:?‘ v’dﬁ ><
'Y ) x N

HRPred  HRPox

i% « ;ﬁ &F §ﬁ & ‘?ﬁ

[ [ -

Etapa de Etapa de Etapa Deteccio
captura deteccié Sav-HRP amperometrica

Figura 10. Esquem del procediment seguit en la part experimental descrit en el Protocol.
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Previament al desenvolupament de les corbes de calibrat, es van optimitzar les
concentracions dels diferents immunoreactius que participen a I'assaig sandvitx. Per aixo
es van dur a terme assajos de titracié on s’avaluaven diferents concentracions del reactiu
en questid. Una vegada optimitzada aquesta concentracio, es fixava i es passava a la
optimitzacié del segilient reactiu, de forma seqtencial. Es van realitzar 2 experiments per

cada immunoreactiu, menys per la SAv-poli-HRP en IL-6 que van ser 3.

5.5.1 Anticos de Captura

Com s’ha vist anteriorment I'anticds de captura era el primer immunoreactiu que
s’utilitzava, aquest quedava unit covalentment a la SAM i s’encarregava de captar de

manera especifica la citocina.

El rang de concentracions que es va avaluar de I'anticos de captura de IL-6 era de O ug/ml
a 20 ug/mliperal de TNF-a de O pg/mla 100 pug/ml; mantenint constant la concentracié
de la proteina (IL-6 o TNF-a, respectivament) a 1 pg/ml. En aquests assajos la
concentracio de I'anticos biotinilat tant per a la IL-6 com per al TNF-a era de 10 pug/ml i

la de la SAv-poli-HRP de 1 ug/ml.

5.5.2 Anticos Biotinilat
L’anticos biotinilat reconeixia de forma especifica i a través d’altre epitop diferent al
reconegut per |'anticos de captura a la citocina capturada pel primari i s’unia a ella.

En aquest cas el rang de concentracions que es va avaluar per I'anticos biotinilat de IL-6
era de O ug/mla 10 pug/ml i per al de TNF-oo de O ug/ml a 100 pg/ml. La concentracié de
I"’anticos de captura IL-6 era de 1.5 pg/ml i el de TNF-oe de 10 pg/ml. La concentracio de

la proteina en questid seguia sent constant a 1 ug/ml i la de la SAv-poli-HRP també a

1 pg/ml.
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5.5.3 Bioconjugat SAv-poli-HRP

Per ultim, s’utilitzava el conjugat estreptavidina poliperoxidasa de rave picant com a
tracador enzimatic degut a la gran afinitat que presenta el parell biotina-estreptavidina,
comparable a la d’un anticos i el seu corresponen antigen. L'enzim peroxidasa del
compost generava una reaccido redox a l'entrar en contacte amb el substrat i la
transferéncia electronica generada en aquesta reaccid es mesurava amb el
potenciometre de Dropsens. La intensitat de corrent mesurada estava directament

relacionada amb la concentracio de biomarcador present a la mostra en questio.
El rang de concentracions del biconjugat que es va avaluar era de 0 ug/mla 5 pg/ml.

La concentracio de 'anticos de captura per a la IL-6 era de 1.5 ug/ml i per al TNF-a de 10
ug/ml, la de la proteina (IL-6 /TNF-a) a 1 pug/mlila de I'anticos biotinilat per a la IL-6 era

de 5 ug/mliper al TNF-o de 40 pg/ml.

5.6- Elaboracid de corbes de calibrat

Un dels parametres que era necessari determinar era el rang de deteccid de
I'immunosensor, per tal de saber a quines concentracions podia treballar aquest. Per
aquest motiu i per poder definir una funcié a la qual interpolar els valors obtinguts de les
mostres, es va estudiar la dosi-dependéencia de cadascun dels immunoassajos
desenvolupats mitjancant la construccié de corbes de calibrat. Aquestes corbes es basen
en la correlacid entre una senyal analitica i una concentracié determinada d’analit. Per
aix0 en cada eléctrode de 'oblia s’afegia una concentracié de I'estandard coneguda, de

major a menor, i en I’Ultim, un blanc.

Com s’ha comentat en |'apartat d’hipotesi i objectius, el que pretén aquest metode és la
integracio d’un sistema capac de detectar les molécules que es troben suspeses en fluids
gue circulen a través de canals per aix0 es va treballar en condicions fluidiques. Aquestes
consistien en una bomba peristaltica i un sistema de tubs connectats a la cel-la on es
trobaven els eléctrodes, tal i com es pot veure en la Figura 11- Imatge esquerra. En aquest

cas, igual que en els anteriors es va seguir el procediment descrit en el protocol.
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També es va dur a terme assajos en format multiplex on hi havia connectades en serie
dues cel-les de fluidica, una per a cada biomarcador, tal i com es mostra en la figura 11 —

Imatge dreta el fluid primer passava per la cel-la de IL-6 i després per la de TNF-a.

El rang de concentracié tant de IL-6 i com de TNF-a en el que es va dur a terme la corba
era de de 0 pg/ml a 2 ug/ml. La concentracié de I'anticos de captura per a la IL-6 era de
1.5 ug/mli per al TNF-a de 10 pug/ml, de I'anticos biotinilat per ala IL-6 era de 5 ug/ml i
per al TNF-a. de 40 pug/ml i de SAv-poli-HRP 1 pg/ml.

Figura 11. Imatge esquerra: Sistema de fluidica, cel-la connectada a la bomba
peristaltica mitjancant tubs. Imatge dreta: Dues cel-les de fluidica connectades en serie.

5.7- Analisis de mostres del bioreactor

Per comprovar que els biosensors quedaven ben integrats amb la fluidica i funcionaven
correctament, es van dur a terme experiments amb mostres procedents del bioreactor
tant recollides i analitzades a posterior com amb el bioreactor connectat in situ. Les
cel-lules musculars del bioreactor estaven estimulades eléctricament per mimetitzar el
teixit in vivo.

L’assaig consistia en estimular les cel-lules durant una hora aproximadament i analitzar el
medi en el que es trobaven, des del principi de I'experiment fins a unes 2 hores despres,
a diferents temps. L’'objectiu era observar la quantitat de citocines que segregaven com

a resposta al estimul.
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En la figura 12 es pot veure com es van dur a terme els experiments in situ. El bioreactor
estava connectat amb un reservori de medi, un generador de corrent i la cel-la dels
immunosensors que al mateix temps estava connectada a la bomba peristaltica. De tal
manera que el medi que passava per el teixit després circulava a través dels canals de
fluidica fins als eléctrodes del biosensor permeten aixi la deteccidé especifica de les

citocines que havien alliberat les cél-lules del teixit estimulat electricament.

Figura 12. Muscle-on-a-chip integrat amb els biosensors.
FONT: Biosensors for Bioengineering, projecte DAMOC.

6- Resultats i discussio

- Optimitzacio de I’anticos de captura

Tal i com es pot apreciar en la Figura 13 (marcat en verd), les concentracions optimes
vanser 1.5 ug/mli 10 ug/ml per alaIL-6i el TNF-a, respectivament. Es van definir aquests
valors com a optims per ser els punts en els quals s’arriba a la” zona plateau” de la corba
i per tant, els punts de saturacié per a cada un dels biomarcadors. A partir d’aquests, tot
i augmentar la quantitat d’anticos, no augmenta la senyal degut a que la superficie del
electrode esta coberta completament pels anticossos donant aixi la maxima senyal
possible. Si s"augmenta la concentracid es poden donar interaccions entre les espécies i

afectar al immunoassaig.
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A) Anticos de Captura IL-6 B) Anticos de Captura TNF-a
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Figura 13. A) Corba de I'optimitzacié del anticos de captura per a IL-6. B) Corba de I'optimitzacié de
I'anticos de captura per a TNF-a.

- Optimitzacio de I'anticos biotilinat

Per a aquest anticos les concentracions optimitzades van ser 5 ug/ml per a la IL-6 i 40

ug/ml per al TNF-a com es pot veure en les Figura 14. El criteri que es va seguir és el

mateix que en el cas anterior.

A) Anticos Biotinilat IL-6 B) Anticos Biotinilat TNF-o
30001 3000-

E 2000+ l g 20004
N E X
e S
() .

i <] 4
o 1000 S 1000 !

c T T T T T c T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 20 40 60 80 100
[anticos biotinilat] (ug/mL) [anticés biotinilat] (ug/mL)

Figura 14. A) Corba de I'optimitzacio del anticos biotiniliat per a IL-6. B) Corba de I'optimitzacié de
I’anticos biotiniliat per a TNFaL.

- Optimitzacio del conjugat SAv-poli-HRP

Tal i com es mostra en la Figura 15 per al bioconjugat la concentracié més optima de
treball és 1 ug/ml per ambdues citocines. Es va decidir que fos 1 ug/ml, tot i que en la

grafica A no sigui el punt exacte de saturacio, per la variabilitat dels dos punts segiients i
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en comparacio a la TNF-a. El comportament de la estreptavidina p-HRP és similar entre

ambdues citocines.

3000- A) SAv-poli-HRP IL-6 B) SAv-poli-HRP TNF-o.
3000+
T 2000 _
£ < 20004
- 3
g -
: \
© 1000 N 3 1000-
c T T T T 1 c T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
[SAV-p-HRP] (g/mL) [SAv-p-HRP] (ug/mL)

Figura 15. A)Corba de I'optimitzacié del bioconjugat SAv-poli-HRP per a IL-6. B) Corba de I'optimitzacio
del bioconjugat SAv-poli-HRP per a TNFa.

- Corbes de calibrat (CQC)

En aquest cas la representacio grafica dels resultats és una corba sigmoidal, sent la zona
lineal d’aquesta la d’'interes ja qué el rang de treball (WR) es troba entre el 20% i el 80%
de la senyal detectable pel immunosensor. El rang de treball correspon al rang que pot
ser determinat correctament pel sistema, per sota o per sobre d’aguests percentatges
no és pot dir que I'assaig sigui fiable si el que es pretén és quantificar a partir de la senyal.
Per altre banda, el limit de deteccid (LOD) és la concentraciéo minima d’analit que pot ser
detectada pel sensor i en aquest treball es correspon amb el 10% de la senyal detectada.
Com s’ha comentat anteriorment el tractament dels resultats s’ha realitzant amb el
programa GraphPad Prism 6, en aquest cas utilitzant un ajust de log(dosi) vs. resposta
amb una equacio sigmoidal de quatre parametres de pendent variable. A partir d’aquest
s’ha determinat el WR (20% i 80% de la senyal maxima) i el LOD (10% de la senyal
maxima).

Es van dur a terme 6 assajos per a la IL-6 i 3 per al TNF-a, en la Figura 16 es pot veure
com ambdues grafiques segueixen el model sigmoidal. La corba del TNF-a, s’ajusta millor
al model pero utilitza la meitat d’experiments que la de IL-6, per tant, la variabilitat és
menor. Com es pot veure en la taula 1, el limit de deteccid dels experiments amb IL-6 va

ser a 8ng/mlien els de TNFa, a 2ng/ml.
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Corba de calibrat de IL-6 en DM Corba de calibrat de TNF-o. en DM
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Figura 16. Esquerra: Corba de calibrat per a IL-6 en condicions fluidiques en medi de diferenciacid.
Dreta: Corba de calibrat per a TNFa en condicions fluidiques en DM.

CCIL-6 CCTNF-a

LOD (ng/ml) 7,93 2,36
WR (20%) (ng/ml) 18,74 5,09
WR (80%) (ng/ml) 277,35 109,82

Taula 1. Limit de deteccid i rang de treball de les corbes de calibrat de IL-6 i TNF-a

Comentar que aguests assajos, tant les corbes de calibrat com les optimitzacions,
comporten molta manipulacié per part de la persona que realitza |'assaig, aix0 pot
incrementar la variabilitat que s’observa en les grafiques. Tanmateix, com es pot veure
en la Taula 1 el limit de deteccid dels sensors esta en el rang de ng/ml, aixo vol dir que

tenim un sistema de deteccid bastant sensible.

- Analisi de mostres del bioreactor

Amb aquests assajos el que es pretenia era demostrar que els sensors eren capagos

d’enregistrar diferents nivells de citocines enfront a un estimul extern.

Tant en el cas de la IL-6 com en el del TNF-a s’observa (Figures 17 i 18) un clar increment
de la produccio de citocines a partir de I’"hora, justament quan es deixaven d’estimular
les cél-lules. Aguest comportament podria ser degut a una resposta inflamatoria
provocada per 'estimul eléctric. També s’ha vist en la literatura que la IL-6 s’allibera

després de les contraccions musculars per ajudar en la regeneracié del muscul i per curar
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les ruptures que es produeixen durant I'exercici, explicacié que també coincideix amb els
resultats. En el cas del TNF-a., els nivells de les senyals obtingudes estan al voltant del
limit de quantificacié (linia discontinua de la Figura 18), pel que podem dir que es segrega

molt poca quantitat d’aquest pero tot i aixi el sistema és capac de detectar-lo.

Monitoritzacio in situ de IL-6
2000-

1500+

1000+

[IL6] (ng/mL)

500+

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Temps (min)

Figura 17. Representacio de la concentracio detectada de IL-6 versus el temps en el
bioreactor in situ en medi de diferenciacié.

Monitoritzacio in situ de TNF-a

- - N
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[TNFa] (ng /ml)

A
1

Temps (min)

Figura 18. Representacio de la concentracio detectada de TNF-a versus el temps en
el bioreactor in situ en medi de diferenciacié.

En aquests resultats s’ha vist que hi ha una bona reproductibilitat entre experiments tot
i que cadascun d’aquests és un sistema biologic diferent, el que aporta variabilitat. |
destacar que s’ha utilitzat també el sistema multiplex per la deteccid simultania de les

dues citocines, demostrant el seu correcte desenvolupament.
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7- Conclusions

En base als objectius plantejats inicialment en aquest treball, s"ha aconseguit integrar

amb exit immunosensors SPGE en muscle-on-a-chip per a la deteccié de IL-6 i TNF-a..

Les concentracions optimes dels immunoreactius s’han fixat a 1.5 ug/mli 10 ug/ml per a
I’anticos de captura de IL-6 i el TNFa., respectivament. En I'anticos biotinilat a 5 ug/ml per

ala IL-6i 40 pg/ml per al TNFa,; i la SAv- poli-HRP a 1 ug/ml per ambdos.

En quant les corbes de calibrat, els limits de deteccid son de I'ordre dels ng/ml per als dos
biomarcadors, per tant, s’ha aconseguit desenvolupar uns immunosensors bastant
sensibles. Per ultim, en els experiments en el xip s’han pogut detectar diferents

concentracions de citocines.

Un dels punts més rellevants d’aquest projecte ha estat incorporar la fluidica als
immunosensors, ja qué com s’ha comentat en la introduccio, el seu Us és practicament
imprescindible en els dispositius tipus organ-on-a-chip. S’ha demostrat que el sistema de
deteccid proposat funcionava tant per si sol com connectat al bioreactor que és el que es
pretenia. Poder detectar in situ aquestes proteines segregades en el sistema muscular in
vitro electricament estimulat representa una gran innovacié, a més aquest sistema ha

permes monitoritzar la segregacié en el temps i aixi coneixer més en detall el procés.

També fer especial mencid a I'Gs d’un sistema multiplex que a permeés la deteccio
simultania de les dues citocines, reduint aixi el temps que dura l'assaig i 'error

experimental degut a la manipulacio de les mostres.

La variabilitat que s’"ha observat en els experiments amb les mostres del teixit I’'associem
al sistema biologic (variabilitat entre teixits), tot i que, cada teixit va ser cultivat de la

mateix manera i format sota les mateixes condicions.

La principal limitacid d’aquest projecte esta en qué no és una deteccid en temps real, la
detecciod és in situ pero la lectura s’ha de fer a banda. Un altre inconvenient és que els
sensors electroguimics requereixen espéecies marcades per poder fer una lectura dels

resultats de la deteccio.
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De cara a futurs projectes, future work, es vol explorar |la deteccié d’altres molecules com
per exemple la insulina amb aguests immunosensors, ja qué com s’ha explicat en la

introduccidé aquesta té un paper crucial en la diabetis de tipus 2.

Actualment s’esta treballant en caracteritzar els teixits per tal de disminuir la variabilitat
gue causen i també s’estan valorant altres tipus de sensors que permetin una deteccié a
temps real de les proteines mencionades en aquest treball, una opcid sén els sensors

optics.

Aquest treball només ha estat una petita part d’'una gran investigacio, pero ha estat molt
gratificant haver contribuit, en la mesura del possible. Amb I'esfor¢ i dedicacié de totes
les persones que hi treballen s’aconseguira que el qué a dia d’avui és un projecte es

converteixi en una realitat.
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9- Autoavaluacidé

Treballar en I'Institut de Bioenginyeria de Catalunya (IBEC) ha estat una experieéncia molt
enriquidora gue m’ha servit per créixer tant a nivell professional com personal.

He pogut aplicar coneixements apressos a la Universitat i adquirir-ne molts de nous,
sobretot en camps que no havia pogut aprofundir durant la carrera, com els
immunoassaigs i els biosensors.

Personalment, ha estat un auténtic plaer treballar en el desenvolupament d’aquests
immunosensors i poder veure des de dins el funcionament d’un laboratori d’investigacid
en una institucio com és I'IBEC.

Tot i ser un petit projecte, m"ha permes adquirir experiencia i millorar la capacitat critica
a I’hora d’interpretar i tractar les dades. Es molt gratificant saber que els resultats que he
obtingut han estat Utils per a I'equip i aixd em fa estar satisfeta d’haver dut a terme
aquestes practiques.

La realitzacié d’aquest treball de fi de grau no només m’ha permes aprendre a nivell
academic, sind que m’ha donat la perspectiva necessaria per entendre com és realment
el mén laboral en I'ambit cientific i per tant, ampliar la meva formacié com a

biotecnologa.
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10-Annexos

Annex | — Especificacions dels SPGE de Dropsens

=

NnDRoOPSENS meo N

' DS 8X220AT DS |

DropSens launches a new screen-printed electrochemical array formed by eight 3-electrode electrochemical
cells with gold-based working electrodes. The system is also available with carbon working electrodes
(ref. 8X110), platinum working electrodes (ref. 8X550) and can be customised with other working electrode
materials such as silver or carbon modified with nanomaterials.

These disposable 8X220AT Electrodes (ref. 8X220AT) have the typical electrochemical cell configuration and
are suitable for working with microvolumes, for decentralized assays or to develop specific sensors. Specially
designed for the development of multiple simultaneous analysis.

Useful to be used with standard multichannel micropipettes.

Ceramic substrate: L33 x W78 x H1 mm
Electric contacts: Silver

The electrochemical cell consists of:
Working electrode: Gold (2.56 mm diameter)
Auxiliary electrode: Gold
Reference electrode: Silver

These 8X220AT Screen-Printed Electrodes are commercialised in 20 units pack. They should be stored at room
temperature, protected from light in a dry place.

Also, specific connectors and accessories for this electrochemical array are available at DropSens, as well as
our compatible yStat 8000/P Multi Potentiostat/Galvanostat.

Related products

v =

CAST8X FLWCL8X MAGNET8X

Full Catalogue

EE mnDs

A E
(w58

Parque Tecnologico de Asturias - Edif. CEEI. 33428 LLanera (Asturias). Spain
(+34) 985 27 76 85 - info@dropsens.com - www.dropsens.com
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Annex Il — Especificacions del potenciometre de Dropsens

[csalEcsQ)

NnpDRoOPFSENS meo NN

€ Bluetooth

Following the format of our multipotentiostats with a size of only 22x20x7 cm, this equipment includes 8 channels
that can act at the same time as 8 independent potentiostats; it also includes one multichannel that can act
as a potentiostat where up to 8 working electrodes share an auxiliary and a reference electrode.

With pStat 8000P users can perform up to 8 different electrochemical techniques at the same time; or carry
out the study of one technique’s parameter in just one step by applying the same electrochemical technique in
several channels but selecting different values for the parameter under study. These are just examples of the
enormous capabilities that our new instrument offers.

pStat 8000P can be applied for Voltammetric or Amperometric measurements, including 12 electroanalytical
techniques. In addition, pyStat 8000P owners can later upgrade their instrument to a pStat 8000 by just
purchasing an extension. This self-upgrade does not require any hardware modification, but it is implemented by
means of a Galvanostat software update kit.

This equipment is Li-ion Battery powered (DC charger adaptor also compatible), and can be easily connected
to a PC via USB or Bluetooth®.

pStat 8000P is controlled by the powerful software “DropView 8400” which allows plotting of the
measurements and performing the analysis of results. DropView software provides powerful functions such as
experimental control, graphs or file handling, among others.

Available techniques:

POTENTIQOSTAT

Voltammetry
LSV  Linear Sweep Voltammetry

CV Cyclic Voltammetry

SWV Square Wave Voltammetry

DPV Differential Pulse Voltammetry

NPV  Normal Pulse Voltammetry

NDPV Differential Normal Pulse Voltammetry
ACV  AC Voltammetry

Amperometry

AD Amperometric Detection

ZRA Zero Resistance Amperometry
FA Fast Amperometry (tj,, < 0.1 s)
PAD Pulsed Amperometric Detection
COUL Coulometric Detection

nos

Parque Tecnolégico de Asturias - Edif. CEEl. 33428 LLanera (Asturias). Spain
(+34) 985 27 76 85 - info@dropsens.com - www.drop sens.com
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csQBeso

npDRoOPFSENS e

Ref. STAT8000P

pStat 8000P Multi Potentiostat

Instrument Specifications

© Power Li-ion Battery (6150 mAh)
usB
DC charger adaptor compatible (5 V, 15 W)
© PC interface Bluetooth®
UsB
© Operating modes 8x 1 Channel Potentiostat
1x 8 Channel Potentiostat
© DC-Potential range 4V
© Current ranges (potentiostat) %1 nA to+100 mA (9 ranges)
© Maximum measurable current +80mA
© Applied Potential Resolution: 1mV
© Measured Current Resolution 0.025 % of current range
(1 pA on lowest current range)
© Potential Accuracy +0.2 %
o Current Accuracy <0.5 % of current range at 100 nA to 1 mA
=1 % of current range at 10 mA to 100 mA
o External inputs/outputs - 5 Digital Input/Output pins [PIO 1, PIO 2, PIO 3, PIO 4, P10 5]
- 3 Analog Inputs multiplexing PIO 1, PIO 2 PIO 3
- 2 Analog Outputs (configurable l-out or E-out)
© Indicators LCD display in front panel
© Dimensions 222cmx20.5cm x 7.5¢cm (L x W x H)
© Weight 1.6kg

Control Specifications

General Conditioning stage duration: 0-1300s
Pretreatment Deposition stage duration: 0-1300s
Equilibration stage duration: 0-1300 s
General Begin, End, Base, Vertex potentials: -4 Vto+4 V
Parameters Step potential: 1 mV to 500 mV
Pulse potential: 1mV to 250 mV
Scan rate: 1 msupto 1.3 s per step
Specific sSwv Frequency: 1 Hzto 400 Hz
Parameters Amplitude: 1mV to 250 mV
DPV, NPV, NDP Modulation time: 1 ms to 1300 ms
Pulse time: 1 ms to 1300 ms
ACV Frequency: 2Hzto 250 Hz
Amplitude: 5mV to 250 mV (RMS)
Chrono. Methods (AD, ZRA, COUL) Interval time: 0.1st0o1300s
Run time: Hours (65000 points)
Fast Chrono. Methods (FA) Interval time: 1 msto 1300 ms
Run time: Hours (65000 points)
PAD Pulse time: 1msto 1300 ms
Interval time: 10 msto 1300 ms
Run time: Hours (65000 points)

Specifications are subject to change without previous notice

Related products

CABSTAT1 CABSTATMULTI CAST8X

noDs

Parque Tecnol6gico de Asturias - Edif. CEEl. 33428 LLanera (Asturias). Spain
(+34) 98527 7685 - i p com - www. drop .com
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Annex Il — Especificacions dels conectors de Dropsens
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Refs. CAST CAST8X
pStat Cable Connectors for Screen-Printed Electrodes BICAST CAST1X8
CASTLFCL

DropSens offers connectors that act as an interface between our Screen-Printed Electrodes and DropSens
potentiostats. They are flexible cables 1 m long.

pHStat Cable Connector for Screen-Printed Electrodes

Ref. CAST

Connects single (1 WE) SPEs to pStat 200, pStat 300, pStat 400,
pStat  4000/P, pStat 8000/P, STATECL and SPELEC equipment.
Recommended when using DropSens SPEs in conjunction with our
Flow-Cells and Cells, or by dipping the SPEs in solution.

pStat Cable Connector for Dual Screen-Printed Electrodes

Ref. BICAST

Connects dual (2 WE) SPEs to pStat 200, p/Stat 300 and pStat 400.
Recommended when using DropSens SPEs in conjunction with our
Flow-Cells and Cells, or by dipping the SPEs in solution.

pStat Cable Connector for TLFCL format Screen-Printed

Electrodes

Ref. CASTLFCL

Connects TLFCL format SPEs to pStat 200, pStat 300, pStat 400,

pStat 4000/P, pStat 8000/P and SPELEC equipment. “

pStat 8000/P Cable Connector for format 8X Screen-Printed
Electrodes
Ref. CAST8X
Connects 8X format SPEs (array of 8 electrochemical cells) to
uStat 8000/P.

pStat 8000/P Cable Connector for individual Screen-Printed
Electrodes

Ref. CAST1X8

Connects up to 8 single (1 WE) SPEs to p/Stat 8000/P.

Related products

- » 2w

STAT200 STAT400 STAT8000

Full Catalogue
)

/m =7
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Annex IV — Especificacions de la cel-la de fluidica de Dropsens
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DropSens Flow-Cell for 8X format Screen-Printed Electrodes (Ref. FLWCL8X) is a methacrylate wall-jet
Flow-Cell for Flow Injection Analysis (FIA). The bottom part of the Flow-Cell is manufactured in aluminium. The
open-close system of the cell consists on two screws that facilitate the sealing of the cell and the easy sensors
replacement.

This Flow-Cell is designed to obtain an inlet flow perpendicular to the working electrode’s surface.
Due to the transparency of the material, the possible presence of bubbles is easily detectable. It can be used with
all 8X format DropSens Screen-Printed Electrodes. 8 o-rings delimit the volume of the 8 independent

electrochemical cells.

Also, a specific connector (ref. CAST8X) and our compatible ySTAT 8000 Multi Potentiostat / Galvanostat

are available at DropSens.

Related products

]

8X220AT CAST8X STAT8000

Full Catalogue Contact Form
E mDs

P =k Parque Tecnologico de Asturias - Edif. CEEI. 33428 LLanera (Asturias). Spain
(+34) 985 27 76 85 - info@dropsens.com - www.dropsens.com
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Annex V — Fitxa de seguiment del tutor
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Normativa de Treball Fi de Grau Facultar d’Enologia
Aprovada per Junta de Facultat d’Enologia del dia 30 d’octubre de 2014

ANNEX 2

FITXA DE SEGUIMENT DEL TUTOR/A del TFG

Nom i Cognoms de I'Alumne/a: Jordina Balaguer Trias
Nom i Cognoms del Tutor/a: Lluis Masip Vernis
Data de la entrevista amb I'alumne: 19-10-2018

Recomanacions durant el seguiment:

- Discussi6 sobre els continguts i I'extensié del treball de fi de grau.

- Discussio sobre la planificacié i terminis per les diferents parts del treball de fi de grau.
- Discussi6 sobre I'estructura especifica de la memoria i la forma de presentar el treball.
- Discussi6 especifica sobre la memoria i els resultats obtinguts.

Observacions: :
- El tutor considera que la memoria del treball realitzat tindra I'extensio i continguts adients per un

treball de fi de grau.
- L'alumne sempre ha tingut una actitud adequada i.ha complert els terminis que haviem establert.

Observacions Darrera revisio:
- Diversos comentaris sobre ['Ultima versi6 de la memoria (continguts, estructura, format, resultats,
etc...).’ {

Signatura del Alumne/a

ivw?m-

Signatura del

Tarragona a 20 de desembre 2018



