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Glosario

Todos estos términos son citados en el presente trabajo y se muestran para una mejor
comprension de la lectura. Las siglas se derivan del inglés, sin embargo, se preservan en el

texto.

PLD: Deposicion de laser pulsado

SAMs: Monocapas autoensambladas

4-MBA: Acido 4-mercaptobenzoico

CLSM: Microscopia confocal de barrido laser

AFM: Microscopia de fuerza atomica

SERS: Dispersion Raman mejorada por efecto de la superficie
FSNP: Placas nanoestructuradas de plata funcionalizada

FTIR: Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

HER2: Receptor tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
P-gp: Glicoproteina de permeabilidad

GTF2b: Factor de transcripcion general 1B

EDIL3: Proteina 3 con dominio parecido a discoidina | y repeticiones parecidas al factor de
crecimiento epidérmico

EpCAM: Molécula de adhesioén celular epitelial

ACS: Sociedad americana del cancer

BI-RADS: Reporte de imagenes de mama y sistema de datos
ATCC: Coleccion americana de tipos de cultivo

EDC-HCI: Clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
NHS: Hidrocloruro de etanolamina, N-hidroxisuccinimida

DAPI: 4',6-diamidino-2- fenilindol

AOTFs: Filtros sintonizables acusto-6pticos de alta velocidad

SDS: Dodecil sulfato de sodio

PBS: Solucion buffer de fosfato

RMS: Raiz cuadratica media

AgNPs: Nanoparticulas de plata

ATR: Reflectancia total atenuada
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Resumen

Los biosensores presentan un gran potencial para la deteccion de cancer a través del uso de
biomarcadores moleculares asociados a tumores. En este trabajo, se presenta la
inmovilizacion del anticuerpo monoclonal anti-HER2 recombinante humanizado
(trastuzumab) sobre una placa nanoestructurada de plata preparada por deposicion de laser
pulsado (PLD), sobre una pelicula delgada de Au(111), por ser este el material que presento

mayor adherencia con las nanoestructuras de plata.

La inmovilizacibn se realizO a través de monocapas autoensambladas de acido 4-
mercaptobenzoico (4 MBA SAMs) que se activaron con los reactivos de acoplamiento
(EDCI/NHS). Una combinacién de imagenes de inmunofluorescencia y analisis z-stack por
Microscopia Confocal de Barrido Laser (CLSM) permitié detectar la presencia y distribucion

de HER2 en las membranas celulares de las diferentes lineas celulares analizadas.

Cuatro lineas celulares de cancer de mama que expresan HER2 en diferentes proporciones
(SKBR3 +++, MCF-7 +/-, T47D +/-, MDA-MB-231 -) se incubaron durante 24 horas en placas
nanoestructuradas de plata funcionalizada (FSNP) y también sobre peliculas planas de
Au(111). Las células se fijaron por medio de un tren de deshidratacion por etanol, luego se
caracterizaron por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) y dispersion Raman mejorada por
efecto de la superficie (SERS). Los resultados de SERS mostraron una tendencia similar que
los hallazgos por CLSM (SKBR3> MCF-7> T47D> MDA-MB-231), especialmente cuando se
monitore6 el pico Raman asociado con el aminoéacido de fenilalanina a 1002 cm™.

Debido a la alta selectividad y alta sensibilidad de SERS con una placa nanoestructurada de
plata funcionalizada (FSNP), se propone este método para identificar la presencia de HER2
en células de cancer de mama. Es importante sefialar que SERS es una técnica novedosa

gue podria complementar a las técnicas convencionales para la identificacion de HER?2.
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Abstract

Biosensor technology has great potential for the detection of cancer through tumor-associated
molecular biomarkers. In this work, we describe the immobilization of the recombinant
humanized anti-HER2 monoclonal antibody (trastuzumab) on a silver nanostructured plate

made by pulsed laser deposition (PLD), over a thin film of Au(111).

Immobilization was performed via 4-mercapto benzoic acid self-assembled monolayers (4-
MBA SAMs) that were activated with coupling reagents. A combination of
immunofluorescence images and z-stack analysis by confocal laser scanning microscopy
(CLSM) allowed us to detect HER2 presence and distribution in the cell membranes. Four
different HER2-expressing breast cancer cell lines (SKBR3 +++, MCF-7 +/-, T47D +/-, MDA-
MB-231 —-) were incubated during 24 h on functionalized silver nanostructured plates (FSNP)
and also on Au(111) thin films.

The cells were fixed by means of an ethanol dehydration train, then characterized by atomic
force microscopy (AFM) and surface-enhanced Raman scattering (SERS). SERS results
showed the same tendency as CLSM findings (SKBR3 > MCF-7 > T47D > MDA-MB-231),
especially when the Raman peak associated with phenylalanine amino acid (1002 cm™") was
monitored. Given the high selectivity and high sensitivity of SERS with a functionalized silver
nanostructured plate (FSNP), we propose this method for identifying the presence of HER2

and consequently, of breast cancer cells.
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1. INTRODUCCION

Introduccién

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial y, de acuerdo a los analisis de los
perfiles de expresion génica, se ha clasificado en al menos cinco diferentes subtipos con
propiedades biologicas diferentes [1]. En la practica, la clasificacion del cancer de mama
depende de la expresion de receptores nucleares de estrogenos y de progesterona, asi como
la expresion del receptor tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico (HERZ2; por las siglas en

inglés de Human Epidermal growth factor Receptor, type 2) [2,3].

Los receptores celulares son responsables de transducir las sefiales del exterior al interior de
la célula. Estas sefiales le indican a la célula que crezca, prolifere y sobreviva y su activacion
estd fuertemente regulada en las células normales [4]. La familia ErbB esta formada por
cuatro miembros estructuralmente relacionados, los cuales son EGFR (HER1), HER2, HER3
y HER4. Los miembros de esta familia son capaces de homo- o heterodimerizar, asi que son
posibles multiples combinaciones entre ellos (e.g. HER2-HER3, HER2-HER4, etc.). HER2 es
el compafero de dimerizacién preferido para todos los miembros de esta familia, ya que
existe en una conformacién abierta que esta dinamicamente accesible [4-6]. Adicionalmente,
HER2 esta implicado en muchos canceres humanos (e.g. mama, ovario, gastrico, colorrectal,

pancreas, endometrio) [7,8].

HER2 pertenece a la familia de receptores con actividad enzimatica de tirosina cinasa (RTKS)
y juega un rol esencial en el crecimiento, diferenciacién y motilidad celular, adicionalmente
median la transduccion de sefiales a través de la membrana plasmatica via dimerizacion, lo
gue regula su actividad [9]. Cabe senalar que HER2 es considerado receptor “huérfano”,

debido a que no se conoce su ligando y su activacion es independiente de éste.

La sobreexpresion de receptores HER2 (numero muy superior al normal), debido a una
amplificacion génica (mayor numero de copias de genes) aumenta la probabilidad de
interacciones causales y de la formacion de homo- o heterodimeros [10]. La expresion del
protooncogén HER2 en células epiteliales de mama da origen a una glicoproteina

transmembrana de 185 kDa cuya sobreexpresion se encuentra implicada en 20-30% de los
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diferentes subtipos de canceres de mama, adicionalmente, se correlaciona con tumores muy
agresivos y una pobre prognosis [11]. La sobreexpresion de HER2 es causada por la
amplificacion del gen c-erbB-2, el cual da lugar a 1-2 millones de receptores HER2 por célula,
comparado a los 20,000-50,000 receptores que se expresan sobre la superficie de células

epiteliales de mama normales [12].

Un biosensor es un dispositivo analitico que tiene un bioreceptor (e.g. anticuerpo) anclado
sobre su superficie, el cual al interactuar con una molécula denominada analito (e.g.
antigeno) lleva a cabo una reaccion bioguimica o union especifica, y mediante un transductor
de sefal (e.g. 6ptico) la interaccion bioreceptor-analito que resulta se convierte en una sefal
eléctrica medible. Para que el biosensor pueda ser util, la intensidad de la sefial generada
debe ser directamente proporcional a la concentracion del analito. Los bioreceptores pueden
ser inmovilizados sobre un soporte soélido a través de: fisisorcion (e.g. superficie
catiénica/aniénica o superficie hidrofilica/hidrofébica) o quimisorcion (e.g. monocapas

autoensambladas de moléculas heterobifuncionales) [13].

Un tipo de biosensor es el inmunosensor, que se basa en la habilidad de un anticuerpo para
formar un complejo estable con su correspondiente antigeno [14]. Nuevos métodos sensibles
y especificos para la deteccion de cancer, tales como los nanobiosensores con
biomarcadores moleculares confiables son utiles para lograr la deteccién temprana de la
enfermedad. Por ejemplo, Chandra et al. disefiaron un nanobiosensor amperométrico para la
deteccion de la “bomba” molecular llamada glicoproteina de permeabilidad (P-gp), la cual se
expresa sobre las membranas de células tumorales resistente a multiples farmacos y que
estd implicada en la expulsion de quimiofarmacos de las células [15]. Por otro lado, Soler et
al. construyeron un nanobiosensor plasmonico para la deteccion de los autoanticuerpos
séricos GTF2b (Factor de transcripcion general IIB) y EDIL3 (Proteina 3 con dominio
parecido a discoidina | y repeticiones parecidas al factor de crecimiento epidérmico), los
cuales estan implicados en el desarrollo del cancer de colon en etapas tempranas, mientras
gue Pallela et al. desarrollaron un nanobiosensor amperométrico para la deteccion de la
molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM), la cual se sobreexpresa en células

metastasicas de cancer (e.g. colorectal, tiroides, ovario, endometrio, gastrico) [16,17].
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El trastuzumab (anti-HER2) es un anticuerpo monoclonal recombinante (inducido en raton y
posteriomente humanizado para que no pueda ser reconocido por el sistema inmune humano
como algo extrafio), que se une selectivamente con alta afinidad al subdominio 1V del
dominio extracelular de HER2, bloquea la ruptura del dominio extracelular, lo que previene la
formacion de la forma truncada del receptor HER2 (p95-HER?2) la cual est4 asociada con
supervivencia libre de enfermedad muy corta, bloquea la heterodimerizacion HER2-HER3 (la
mas activa con respecto a la fosforilacion inducida por ligando y activacion de la cascada de
sefalizaciones corriente abajo), inhibe las rutas de transduccién de sefiales de HERZ2,
desencadena las respuestas mediadas por el sistema inmune contra las células que
sobreexpresan HER2 para producir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo,
inhibiendo asi la proliferacién celular y aumentando la supervivencia de mujeres con tumores

gue expresan HER2 [18].

La contribucidon del presente trabajo de investigacion es el disefio de placas
nanoestructuradas de plata funcionalizada (FSNPs) capaces de reconocer, bajo condiciones
pseudo-fisiologicas, el dominio extracelular de HER2 en cuatro lineas celulares de cancer de
mama (SKBR3, MCF-7, T47D, MDA-MB-231) que presentan expresion diferencial de HER2
superficial, tal reconocimiento molecular fue detectado por dispersion Raman mejorada por
efecto de la superficie (SERS). Varios reportes en la literatura cientifica han observado un
aumento en la intensidad Raman de los modos de vibracién asociados con el aminoacido
fenilalanina en muestras de cancer que fueron analizadas por espectroscopia Raman, por lo
gue en el presente estudio se propone que los picos Raman de fenilalanina podrian ser
usados como una etiqueta para la identificacién de la heterogeneidad de HER2 en células de

carcinoma de mama.
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Las diferentes técnicas usadas en el presente trabajo de investigacion se resumen en la

Tabla 1 para una mejor comprension de los motivos de su eleccion:

Técnicas usadas en el presente trabajo

Motivos por los cuales se usaron

PLD
CLSM
Z-stack
AFM

Espectroscopia Raman / SERS

FTIR

Embeber nanoestructuras de plata sobre un soporte de
Au(111).

Andlisis de la presencia y distribucion de HER2 en
células de carcinoma de mama.

Verificacion de receptores superficiales HER2 en
células de carcinoma de mama.

Andlisis de la rugosidad superficial de las membranas
plasméticas adheridas sobre los diferentes substratos.

Caracterizacion del FSNP y su interaccion con las
membranas plasméaticas adheridas sobre los diferentes
substratos.

Caracterizacion del sustrato comercial AuTR10
funcionalizado y su interaccibn con las membranas
plasméaticas adheridas sobre estos.

Tabla 1. Resumen de las diferentes técnicas experimentales usadas en el presente trabajo de investigacion.

Fuente: Elaboracion propia.

NOTA: Las imagenes que se usaron en la publicacién que se anexé al final de la presente
tesis fueron: Fig.: 13, 20, 23 a), 25 a), 27 a), 33, 38, 40 y Tabla 3.
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Trabajos previos reportados en la literatura
cientifica
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Técnica(s)

Conjugacion del trastuzumab con nanocristales de
MnFe,04 para la deteccién de células de cancer de
mama.

Conjugacion de puntos cuanticos de CulnZn(x)S(2+x)
con anti-HER2 como sondas para la deteccion de
células de cancer de mama HER2 positivas.

Conjugacion de nanoparticulas de 6xido de hierro
con anti-HER?2 para la deteccién de cancer de mama.

Terapia fotodinamica mediante hanocompadsitos para
la visualizaciébn teranostica de HER2 sobre-
expresado en células de cancer de mama.

Conjugacion de nanoparticulas de plata con anti-
HER2 para la deteccién de células de céncer de
mama.

Imagenologia por Resonancia Magnética

Microscopia Confocal

Imagenologia por Resonancia Magnética

Luminiscencia, Imagenologia por
Resonancia Magnética

SERS

Tabla 2. Algunos trabajos previos reportados en la literatura cientifica. Fuente: Elaboracion propia con base en las referencias [19-23].

A pesar de que los reportes de dichas investigaciones tienen como objetivo la deteccion de la

sobreexpresion de HER2 en células de cancer de mama, ninguna tiene la caracteristica de

un nanobiosensor, es decir, tener un soporte sélido. Por lo tanto, en el presente trabajo se

pretende el desarrollo de una plataforma nanoestructurada funcionalizada que sea selectiva

para células de cancer de mama HER2 positivas, haciendo uso de la dispersibn Raman

mejorada por efecto de la superficie (SERS), para obtener una “huella dactilar’

espectroscopica asociada a células HER2 positivas que permita distinguirlas.
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1.2 Hipotesis

El uso de una superficie nanoestructurada funcionalizada con el anticuerpo trastuzumab

incrementard la sensibilidad para la identificacion de HER2 en células de cancer de mama.

1.3 Justificacion

En 2012 se estimaron aproximadamente 1,676,600 de nuevos casos de cancer de mama en
mujeres a nivel global, de los cuales se esperaban 521,900 decesos debido a esta
enfermedad [24].

Mientras mas temprano se detecta el cancer de mama, mayor tiempo de supervivencia. En
México la deteccion del cancer se realiza en etapas avanzadas, principalmente mediante
mastografias, donde el grado de avance es mayor, es decir, se presentan tumores = 5 mm
de didmetro [25], ademas de que del 10-15% de los resultados son falsos negativos. De
acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer (ACS) los radi6logos certificados pueden
categorizar los resultados de las mastografias llamados mamogramas utilizando un sistema
de clasificacion discreto llamado BI-RADS (por las siglas en inglés de Breast Imaging
Reporting and Data System) que permite evaluar la densidad de la mama (descripcion de
qué tan glandular y fibroso es el tejido de las mamas respecto al tejido graso o adiposo). La
limitacién de esta técnica es que sélo se puede evaluar un area de muestreo muy grande que
es la mama, mientras que con un nanobiosensor seria factible analizar desde una sola célula

con la ayuda de la Dispersion Raman mejorada por efecto de la superficie (SERS).

Debido a las limitaciones de la mastografia, que es de facto la principal técnica de deteccién
de cancer de mama, es necesario investigar otras técnicas de identificacion de cancer de
mama, tal como una plataforma nanoestructurada funcionalizada, que sea capaz de
identificar la heterogeneidad del receptor HER2 que se sobreexpresa en algunos tipos de

cancer de mama debido a la progresion de la enfermedad.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Desarrollar sustratos nanoestructurados funcionalizados para la identificacion diferencial de

HER2 en células de cancer de mama humano por medio de diferentes técnicas.

1.4.2 Objetivos particulares

Funcionalizar las superficies de los sustratos nanoestructurados con el anticuerpo

trastuzumab para la deteccion de HER?2.

Analizar la presencia y distribucion del receptor HER2 en diferentes lineas celulares de

carcinoma de mama por CLSM y Z-stack.

Caracterizar a nivel nanométrico por AFM las rugosidades superficiales de las diferentes
membranas plasmaticas adheridas a las superficies (funcionalizadas y no

funcionalizadas).

Caracterizar por SERS la interaccion de los sustratos nanoestructurados funcionalizados

para la deteccion de células de cancer de mama que expresan HER2 en forma diferencial.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Reactivos

Las lineas celulares MCF-7 (Luminal B; HER2 +/-), T47D (Luminal A; HER2 +/-) y MDA-MB-
231 (HERZ2 -) fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA, EE.UU.), SKBR3 (HER2 +++) fueron donadas por la Dra. Maria Guadalupe lIsabel
Dominguez Gomez del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan). Se utilizaron los
siguientes materiales: medio de cultivo DMEM, medio de cultivo RPMI, medio de cultivo F12,
suero bovino fetal, aminoacidos no esenciales, L-glutamina, piruvato de sodio, placa de 6
pocillos de Nunclon, Alexa Fluor 594 (anticuerpo secundario) y penicilina/estreptomicina
(antibidtico/ antifungico) los cuales se compraron de Thermo Fisher Scientific, Ciudad de

México, México.

El clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC-HCI) se adquiri6 de Life
Technologies, Ciudad de Meéxico, Meéxico. Los anticuerpos contra HER2/ErbB2
(D8F12/4290P) se obtuvieron de Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE.UU. El
anticuerpo monoclonal anti-HER2/Neu (sc-33684) y el acido 4-mercaptobenzoico (4-MBA) se

adquirieron de Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE.UU.

Se adquirieron hidrocloruro de etanolamina, N-hidroxisuccinimida (NHS) y 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) de Sigma-Aldrich, Toluca de Lerdo, Estado de México, México. Se utilizd
agua ultrapura de un sistema Milli-Q (Millipore, Burlington, MA, EE.UU.), Herceptina
(trastuzumab, nombre genérico) de Roche-México, membrana de didlisis de corte molecular
de 3.5 kDa (Spectrum Labs, Rancho Dominguez, CA, EE.UU.) y otros reactivos de grado
analitico. Se obtuvieron placas de Au(111) para mediciones de AFM y SERS de Arrandee
Co., Werther (Westfalen, Alemania). EIl blanco de plata puro al 99.99% (1.00 diametro x
0.259 espesor) para la deposicion por laser pulsado (PLD) se obtuvo de Kurt J. Lesker Co.,
Jefferson Hills, PA, EE.UU.
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2.2 Funcionalizacién de placas nanoestructuradas de plata

2.2.1. Objetivo particular 1

Funcionalizar las superficies de los sustratos nanoestructurados con el anticuerpo

trastuzumab para la deteccion de HER2.

2.2.2 Materiales y Métodos

2.2.2.1 Disefio de placas nanoestructuradas de plata funcionalizada (FSNP)

En una investigacion previa se describieron las condiciones Optimas para la inmovilizacion
orientada del trasztuzumab sobre una superficie nanoestructurada con nanoparticulas de

plata [26], mismas que se presentan a continuacion:

La adsorcion de las monocapas autoensambladas (SAMs) de la molécula heterobifuncional
acido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMSs) sobre una superficie nanoestructurada se logré
bajo las siguientes condiciones: 10 mM de 4-MBA disuelto en alcohol etilico absoluto e
inmersion del sustrato durante 15 segundos, seguida de la adicion una solucion de acido

acético, a pH 1.8, para la protonacion del acido carboxilico.

Una vez formadas las monocapas autoensambladas de acido 4-mercapto benzoico (4-MBA-

SAMSs) se dejan desecar para que la superficie se deshidrate.

Los reactivos de acoplamiento N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida clorhidrato
(EDC-HCI) y N-Hidroxisuccinimida (NHS) forman un éster parcialmente estable que permite
el acoplamiento del anticuerpo monoclonal anti-HER2. Dichos reactivos se utilizaron bajo las
siguientes condiciones: 0.4 M de EDC-HCI y 0.1 M NHS se disolvieron en agua, se
separaron en alicuotas y se congelaron a -20 °C [27]. Previo a su utilizacién, se
descongelaron a temperatura ambiente y se mezclaron inmediatamente en una relacion 1:1
(v/v). Dicha solucion se deposité durante 10 minutos para la activacion de las 4-MBA-SAMSs.
Una vez formado el intermediario semiestable se procedio a variar el tiempo de adsorcion del
trastuzumab (10, 20 y 30 minutos) manteniéndose su concentraciéon constante (0.1 mg mL™)

en todos los casos.
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Finalmente, una solucion de 1.0 M de cloruro de etanolamina a pH 8.5 se deposito durante 7
minutos para desactivar los ésteres reactivos sobrantes y posteriormente se enjuag6 con
PBS pH 7.4 con antibiético/antimicético (penicilina/estreptomicina) al 1%. Se encontré que la
condicién de adsorcion del trastuzumab (20 minutos) era la Unica que mantenia una

conformacion similar a la de la solucién.

La Fig. 1 engloba todo el proceso de funcionalizacion de sustratos nanoestructurados. Dicho
proceso de funcionalizacion se usé en el presente trabajo de investigacion para la deteccién
de receptores de membrana HER2 en diferentes lineas celulares de carcinoma mamario
humano. Asimismo, en la Fig. 2 se muestra la representacion esquematica para ilustrar como
seria la adhesion celular sobre un sustrato plano de Au(111) y un sustrato nanoestructurado

de plata funcionalizada (FSNP).

o NH
Oy OH 0:=C 0:C
O, OH
EDC:NHS HN%
w0000 S | 00000 1, 00000 TR
[ Auw >, —_— >, —_—
(a) (b) (c) (d)

Fig. 1 a) sustrato nanoestructurado, b) formacién de las monocapas autoensambladas de acido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMs),
c) formacién de un éster intermediario semiestable y d) inmovilizacién orientada del anti-HER2 (trastuzumab). Au=Sustrato de oro,
Au(111); AgNPs=nanoparticulas de plata.
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Fig. 2 Esquema de la adhesion de una célula de carcinoma de mama sobre un a) sustrato nanoestructurado de
plata funcionalizada (FSNP) y b) sustrato plano Au(111) que llamamos “control”.

2.2.2.2 Deposicion por Laser Pulsado (PLD)

Se prepararon nanoestructuras de plata sobre sustratos de Au(111) a temperatura ambiente
al ablacionar un blanco de plata de alta pureza. La deposicion de nanoparticulas se llevé a
cabo en una camara de vacio a una presion de fondo cercana a 2.7 x 10 torr, obtenida con

una bomba turbomolecular.

El tercer armonico (A = 355 nm) de un laser Q-switched Nd:YAG, que entregaba 10 mJ en
pulsos de 10 nanosegundos de duracion, trabajando a una tasa de repeticién de 10 Hz, se
utilizé6 como energia fuente. El haz laser se enfoc6 sobre la superficie de un blanco de plata
usando una lente de cuarzo de 50 cm de distancia focal, que produjo un spot de 0.80 mm de

didmetro medio y una fluencia laser promedio cercana a 2.0 J/cm?.

Las placas de Au(1l1ll) descritas anteriormente se usaron como sustratos para PLD,
colocadas a una distancia de 6.0 cm directamente en frente del blanco de plata v,
posteriormente, 3000 pulsos de laser se utilizaron para producir nanoestructuras de plata

(45.0 + 16.7 nm) sobre una superficie de aproximadamente 0.5 cm?.
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2.2.3 Resultados y Discusion

2.2.3.1 Andlisis de PLD y FSNP

Por otro lado, los sustratos nanoestructurados de plata preparados por PLD tienen un
diametro de (45.0 + 16.7) nm que esta de acuerdo con lo reportado por Stamplecoskie et al.
acerca de que un didmetro de 50 nm es adecuado para favorecer el fenobmeno SERS en

nanoparticulas en solucion [28].

Es importante sefialar que para obtener un diametro semejante al ya reportado en la
literatura cientifica se requirié variar las condiciones experimentales (e.g. substrato, nimero
de pulsos laser, blanco irradiado) para la formacion de peliculas nanoestructuradas en
soporte solido. Por ejemplo, sobre diferentes substratos se irradiaron de 500-3,000 pulsos de
energia laser, encontrdndose que el diametro de las nanoestructuras es dependiente del
namero de pulsos de energia laser, asi como del substrato irradiado. Se encontré que la
mejor adhesion ocurrié entre el substrato Au(111) y las nanoestructuras de plata porque no
requiriéo de una enorme cantidad de pulsos de energia laser para obtener nanoestructuras de
didmetro adecuado. Es menester destacar que se usa una superficie nanoestructurada de

plata para incrementar la sensibilidad de deteccion del analito-muestra.

A fin de controlar al maximo la variabilidad que pudiera existir en el anticuerpo inmobilizado
(del cual se desconocia la establidad) y que posiblemente afectaria el disefio experimental, el
procedimiento para el disefio de un FSNP se realizé lo méas rapido posible. Se decidié que
las diferentes lineas celulares se incubarian durante 24 h sobre los FSNP y los substratos
planos de Au(111), porque a este tiempo se lograba una mejor adhesion en todas las lineas

celulares usadas.
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2.3 Andlisis de la presencia de HER2 en células de cancer de mama

2.3.1. Objetivo particular 2y 3

Analizar la presencia y distribucion del receptor HER2 en diferentes lineas celulares de

carcinoma de mama por CLSM y Z-stack.

Caracterizar a nivel nanométrico por AFM las rugosidades superficiales de las diferentes

membranas plasmaticas adheridas a las superficies (funcionalizadas y no funcionalizadas).

2.3.2 Materiales y Métodos

2.3.2.1 Cultivos de lineas celulares de carcinoma de mama

Los diferentes medios de cultivo se suplementaron con aminoacidos no esenciales,
antibidtico/antimicético (Penicilina/Estreptomicina), L-glutamina y piruvato de sodio al 1%.
Los medios de cultivo y sus suplementos son de grado analitico y fueron adquiridos de
Thermo Fisher Scientific, Ciudad de México, México. La linea celular MCF-7 se cultivd en
medio de cultivo DMEM, libre de rojo de fenol, y se le agreg6 suero fetal bovino (SFB) al
2.5% (vIv).

Las lineas celulares T47D y MDA-MB-231 se cultivaron en medio de cultivo RPMI y se les
agreg6 SFB al 2.5% (v/v). La linea celular SKBR3 fue donada por la Dra. Maria Guadalupe
Isabel Dominguez Gomez del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) de México; se
utilizé el medio de cultivo DMEM-F12 en una relacion 3:1 (v/v) y se le agregd SFB al 10%
(V/v).

Las cuatro lineas celulares se incubaron a condiciones pseudofisioldgicas (37°C en una
atmosfera humeda con CO:2 al 5%). Cuando las células alcanzaban mas del 90% de
confluencia se tripsinizaban, y posteriormente se centrifugaban a 1,500 rpm durante 5
minutos y se resuspendian con el mismo medio de cultivo. El protocolo estandarizado antes

sefialado es el que comunmente se usa en el laboratorio en que se desarrollo el proyecto.
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2.3.2.2 Andlisis de expresion de HER2 por Inmunocitoquimica

Los cubreobjetos para la inmunocitoquimica se lavaron previamente con SDS al 10%, alcohol
etilico al 70% y agua destilada. Posteriormente, se secaron con una gasa, se envolvieron en
papel, se metieron en una bolsa de plastico y se esterilizaron mediante autoclave. En una
caja Nunclon de 6 pozos se colocaron 4 cubreobjetos por linea celular y se depositaron de
150,000-200,000 células sobre cada uno, se incubaron durante 2 horas, se retiré el medio de

cultivo y se agreg6 nuevo medio de cultivo atemperado y se dejé incubar durante 24 horas.

Posteriormente se retiré el medio de cultivo, se enjuagd con PBS pH 7.4 atemperado y se
agreg6 1 ml de formalina neutra al 4% y se dejo reposar durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Cada pozo que contenia a los cubreobjetos se enjuagd dos veces con PBS Tween
20 al 1%, se coloco 35 pl del anticuerpo monoclonal primario previamente disuelto en PBS
Tween 20 al 1% en una relacion volumétrica 1:100 sobre cada cubreobjetos. Se dejo reposar

durante 1.5 horas.

Después cada pozo se enjuagd dos veces con PBS Tween 20 al 1%, se colocé 35 pl del
anticuerpo monoclonal secundario conjugado a Alexa Fluor 594 sobre cada cubreobjetos. Se

dej6 reposar durante 1.5 horas en oscuridad, ya que el fluorocromo es fotodegradable.

Sobre un portaobjetos limpio se colocaron dos gotas de 25 pl de DAKO DAPI (2 ng/ml),
posteriormente se puso un cubreobjeto sobre cada gota, se removieron todas las posibles
burbujas entre los espacios y se dejo reposar durante 10 minutos. Finalmente se sellaron las
orillas con barniz transparente, se dejo secar y se refrigeré a 4 °C hasta usarlo para CLSM.
El protocolo estandarizado antes sefialado es el que comunmente se usa en el laboratorio en

el que se desarroll6 el proyecto.
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2.3.2.3 Analisis por Microscopia Confocal de Barrido Laser (CLSM) y Z-stack

El Microscopio Confocal de Barrido Laser fue conceptualizado y patentado en 1957 por
Marvin Minsky, aunque su implementacion y comercializacion fue hasta finales de 1980
cuando se convirtid en algo ordinario en la investigacion biolégica [29,30]. El desarrollo de
instrumentos robustos y confiables, el uso de espejos de escaneo rapido y la habilidad para
remover objetos borrosos fuera de enfoque de cada seccién de imagen, lo cual es crucial
para visualizar una serie de cortes O6pticos delgados de un espécimen en 3D, ha
revolucionado la técnica de imagenes de fluorescencia. Imagenes de un solo plano de
muestras muy delgadas (< 5 ym), de espesor intermedio (~ 20 um), y de gran espesor (~ 50
Mm) requieren de la técnica de Microscopia Confocal [31]. La CLSM ha evolucionado durante
las ultimas décadas hasta el punto de ser esencial en todas las instituciones de investigacion
biomédica. Ademas de ser el fundamento de tecnologias mas nuevas tales como la

Microscopia Multifoténica y muchas técnicas de super resolucion [32,33].

La CLSM es una herramienta invaluable para una gran cantidad de investigaciones médico-
biolégicas que requieren obtener imagenes de secciones Opticas de especimenes vivos 0
fijados que presentan un espesor de hasta 100 ym. Esta técnica es capaz de examinar la

emision de fluorescencia de sondas moleculares fluorescentes desde 400-750 nm [34].

Esta herramienta provee imagenes nitidas muy detalladas en 2D o reconstrucciones en 3D al
ensamblar una serie de cortes delgados tomados a lo largo del eje vertical del espécimen,
que, a través de métodos convencionales como la Microscopia Optica, podrian ser borrosas.
Ambas técnicas no pueden proveer resolucion espacial debajo del limite de difraccién de la
luz (0.2 uym), aunque la deteccién de moléculas fluorescentes debajo de tal limite se logra
facilmente con un microscopio confocal equipado con sistemas de 3-5 laseres controlados
con filtros sintonizables acusto-oOpticos de alta velocidad (AOTFs) acoplados con
fotomultiplicadores (detectores electronicos) de alta eficiencia cuantica, ya que los AOTFs
permiten una regulacion muy precisa de la longitud de onda e intensidad de excitacion [34].

A temperaturas ordinarias, la mayoria de las moléculas estan en su mas bajo estado de

energia (estado basal). Las moléculas, al absorber un foton de luz (i.e. luz azul) incrementan
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su energia, lo que causa que un electron salte a un estado discreto de singulete excitado
[35]. Tipicamente, estas moléculas disipan algo de la energia absorbida a través de
colisiones con moléculas circundantes que causan que el electrén caiga a un nivel energético
mas bajo. Si las moléculas circundantes no son capaces de aceptar la gran diferencia de
energia necesaria para adicionalmente bajar las moléculas a su estado basal, éstas pueden
llevar a cabo emision espontanea, de este modo pierden la energia faltante al emitir luz de
una longitud de onda mayor (i.e. luz verde) [36]. La luz, al incidir sobre una molécula, puede
ser absorbida y posteriormente emitida en el orden de 10-°-10® segundos a una longitud de
onda diferente a la incidente, dicho proceso es conocido como fluorescencia y su

representacion esquematica se muestra en la Fig. 3 para su mejor comprension.

La obtencion de imagenes nitidas con alto contraste y alta resolucion de la seccion
transversal delgada de un espécimen se logra al rechazar la luz no incidente desde el plano
focal, por lo que solamente a la luz del punto focal que alcance la apertura del laser se le

permite pasar y la que se aleja de este se rechaza.

La mayoria de las imagenes de los microscopios confocales se obtiene al reflejar la luz del
espécimen o estimular la fluorescencia de los colorantes (fluor6foros) aplicados al

espécimen, siendo este Ultimo el mas comun usado en aplicaciones bioldgicas [37].

Adicionalmente, con la Microscopia Confocal se pueden tomar secciones Opticas y crear
representaciones o reconstrucciones de un espécimen sin necesidad de cortarlo o
seccionarlo. Las muestras con un espesor de 5 pm produciran imagenes mejoradas con
otras técnicas (e.g. microscopia confocal, microscopia multifotbnica, deconvolucion,
iluminacién estructurada, etc.). Aun cuando los especimenes de 5 pm de espesor son
considerados delgados, el 80% de la luz puede venir de regiones fuera del foco, lo cual
resultara en una imagen de bajo contraste, ya que esta compuesta de luz muy intensa, pero

con fondo borroso [38].

En cambio, los especimenes que presentan un espesor de 5-30 um reciben una enorme
cantidad de luz que se origina en regiones fuera del foco, por lo que para ser mejor

visualizados se requieren técnicas tales como Confocal o Multifoténica [38]. La
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representacion esquematica del funcionamiento de un microscopio confocal se muestra en la

Fig. 4 para su mejor comprension.

La técnica Z-stack es un método de procesamiento de imagen digital que combina las
imagenes tomadas desde multiple distancias o planos focales Opticos para proveer una
imagen reconstruida con una mayor profundidad que cualquiera de las imagenes individuales

per se, permitiendo visualizar el volumen de un espécimen completo [39,40].

Las areas a lo largo de los ejes (x,y) se mantienen intactas, pero la distancia a lo largo del eje
z es diferente para cada imagen individual, por lo tanto, puede ser usada para crear una
imagen 3D detallada de un espécimen completo. El espesor de la rebanada Optica es
controlado por la apertura numérica del objetivo y el diametro del colimador.
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Fig. 3 Representacion esquematica del diagrama de energia de Jablonski para el fenémeno de fluorescencia [41].
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Fig. 4 Representacion esquematica del principio de operacion de un microscopio confocal [42].
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Fig. 5 Imagenes de Microscopia Confocal de Barrido Laser para detectar HER2, mediante inmunocitoquimica, en células SKBR3 a)
campo claro, b) tincién del nucleo celular mediante el fluoréforo DAPI, c) deteccién indirecta de HER2 mediante un anticuerpo primario
anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoréforo Alexa Fluor 594 y d) localizacién celular del receptor HER2
mediante la superposicion de las imagenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x.
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Fig. 6 Amplificacién de la colocalizacidn del receptor HER2 mediante la superposicién de las imagenes (DAPI+HER?2) en células
SKBR3.
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Fig. 7 Imagenes de Microscopia Confocal de Barrido Laser para detectar HER2 mediante inmunocitoquimica, en células MCF-7 a)
campo claro, b) tincién del nucleo celular mediante el fluoréforo DAPI, c) deteccién indirecta de HER2 mediante un anticuerpo primario
anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoréforo Alexa Fluor 594 y d) localizacién celular del receptor HER2
mediante la superposicion de las imagenes (DAPI+HER?2). Aumento: 63x.
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Fig. 8 Amplificacién de la colocalizacién del receptor HER2 mediante la superposicién de las imagenes (DAPI+HER2) en células MCF-7.
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Fig. 9 Imégenes de Microscopia Confocal de Barrido Laser para detectar HER2, mediante inmunocitoquimica, en células T47D a)
campo claro, b) tincién del nucleo celular mediante el fluoréforo DAPI, c) deteccién indirecta de HER2 mediante un anticuerpo primario
anti-HER?2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoréforo Alexa Fluor 594 y d) localizacién celular del receptor HER2
mediante la superposicion de las imagenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x.
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Fig. 10 Amplificacién de la colocalizacién del receptor HER2 mediante la superposicion de las imagenes (DAPI+HER2) en células T47D.
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Fig. 11 Imagenes de Microscopia Confocal de Barrido Laser para detectar HER2, mediante inmunocitoquimica, en células MDA-MB-231
a) campo claro, b) tincion del nlcleo celular mediante el fluoréforo DAPI, c) deteccién indirecta de HER2 mediante un anticuerpo
primario anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoréforo Alexa Fluor 594 y d) localizacion celular del receptor
HER2 mediante la superposicién de las imagenes (DAPI+HER?2). Aumento: 63x.
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Fig. 12 Amplificacién de la colocalizacién del receptor HER2 mediante la superposicién de las imagenes (DAPI+HER2) en células MDA-
MB-231.
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Fig. 13. Imagenes de inmunofluorescencia por Microscopia Confocal de Barrido Laser de cuatro lineas celulares: SKBR3, MCF-7,
T47D y MDA-MB-231 a) campo claro, b) tincion del nicleo celular mediante el fluoréforo DAPI (color azul), ¢) deteccion indirecta de
HER?2 mediante un anticuerpo primario anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluordforo Alexa Fluor 594 (color
rojo) y d) localizacion celular del receptor HER2 mediante la superposicion de las imagenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x.
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Fig. 14 Imégenes bidimensionales de 15 cortes 6pticos de 100 nm sobre células SKBR3 mediante el procedimiento Z-stack
implementado por Microscopia Confocal de Barrido Laser.
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Fig. 15 Reconstruccion tridimensional de los 15 cortes dpticos de 100 nm sobre células SKBR3 mediante el procedimiento Z-stack
implementado por Microscopia Confocal de Barrido Laser.
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Fig. 16 Imagenes bidimensionales de 15 cortes Opticos de 100 nm sobre células MCF-7 mediante el procedimiento Z-stack
implementado por Microscopia Confocal de Barrido Laser.
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Fig. 17 Reconstruccion tridimensional de los 15 cortes dpticos de 100 nm sobre células MCF-7 mediante el procedimiento Z-stack
implementado por Microscopia Confocal de Barrido Laser.
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Fig. 18 Imagenes bidimensionales de 15 cortes dpticos de 100 nm sobre células T47D mediante el procedimiento Z-stack implementado
por Microscopia Confocal de Barrido Laser.
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Fig. 19 Reconstruccion tridimensional de los 15 cortes opticos de 100 nm sobre células T47D mediante el procedimiento Z-stack
implementado por Microscopia Confocal de Barrido Laser.
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2.3.2.4 Analisis por Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Todas las imagenes AFM se caracterizaron a temperatura ambiente, en el modo tapping con

un NanoScope llla (Veeco Instruments, Santa Barbara, CA, EE.UU.).

Las sondas de silicio dopado con antimonio(n) tenian una frecuencia de resonancia media de
317-382 kHz con una constante de resorte de 20-80 N/nm que se usaron a una velocidad de
escaneo de 0.4-0.7 Hz. El valor de amplitud del cantilever se mantuvo constante a
aproximadamente 3000 mV y a un voltaje fijo de 1.5 V. Las imagenes de AFM fueron
obtenidas manualmente con un tiempo medio de 45 minutos por muestra; los modos de
adquisicion fueron altura y fase y sus analisis se realizaron a través del software AFM
NanoScope llla. Cada célula fue examinada en cinco lugares diferentes sobre su superficie
en dos series diferentes de muestras. Generalmente, para un analisis de este tipo se realizan
de 3 a 5 mediciones puntuales y se calcula su desviacion estandar debido a que estos no
pretenden ser exhaustivos. En la Fig. 20 se muestra la caracterizacion por AFM desde el

disefio de una superficie nanoestructurada de plata hasta su funcionalizacion.
12

10

Porcentaje
» ) )

N

20 40 60 80
Diametro (nm)
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0.0 nm

Fig. 20 Imagenes AFM de a) un sustrato nanoestructurado de plata b) analisis estadistico del diametro promedio (45.0 + 16.7 nm) de
las nanoestructuras de plata mediante el software SPIP 3D Image Processmg v6.2.4, c) formacién de las monocapas autoensambladas
de acido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMSs), y d) inmovilizacion orientada del trastuzumab sobre las 4-MBA-SAMs para formar un
FSNP.
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Fig. 21 a) Morfologia bidimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP.

X 10,000 pm/div
K Z 4000.000 nm/div

Fig. 21 b) Morfologia tridimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 22 a) Morfologia bidimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 22 b) Morfologia tridimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 23 a) Morfologia bidimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.

X 10.000 pm/div
Z 4000.000 nm/div

Fig. 23 b) Morfologia tridimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 24 a) Morfologia bidimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un sustrato Au(111).

40 X 10.000 pm/div
Hm Z 3000.000 rm/div

Fig. 24 b) Morfologia tridimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un sustrato Au(111).
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0 1055 20.0 30.0

Fig. 25 a) Morfologia bidimensional de una célula T47D adherida sobre un FSNP.

30 X 10.000 pm/div
k0 Z 4000.000 nm/div

Fig. 25 b) Morfologia tridimensional de una célula T47D adherida sobre un FSNP.
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Fig. 26 a) Morfologia bidimensional de una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111).

X 10.000 um/div
40 pm Z 4000.000 nm/div

Fig. 26 b) Morfologia tridimensional de una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 27 a) Morfologia bidimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP.

X 10.000 pm/div
K Z 4000.000 nm/div

Fig. 27 b) Morfologia tridimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 28 a) Morfologia bidimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111).

X 10.000 pm/div
K Z 5000.000 nm/div

Fig. 28 b) Morfologia tridimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111).
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2.3.2.5 Cuantificacion de la rugosidad superficial (RMSrq)) de las membranas

plasmaticas de células cancerosas por AFM

La raiz cuadratica media de la expresada con factor de rugosidad RMS [rq (RMS; por las
siglas en inglés de Root Mean Square) es una funcion que toma los cuadrados de las alturas
(2) de las mediciones de cada pixel (x,y,z). La rugosidad superficial o textura superficial es
similar a la rugosidad promedio, siendo la Unica diferencia los valores absolutos cuadrados
medios del perfil de rugosidad superficial.

De acuerdo con Colton et al. [43] los puntos clave que se deben tomar en cuenta a la hora de
determinar la rugosidad superficial o textura superficial por AFM son:

v" Delimitar el intervalo apropiado para el analisis superficial

v" Minimizar las interacciones entre sonda y la muestra

v Minimizar los artificios debidos a la sonda (e.g. vibraciones, velocidad de escaneo)

El andlisis de la rugosidad superficial RMS [rq; permite encontrar las variaciones topogréaficas
que presentan las muestras al ser “barridas” por una sonda. Esta técnica permite estimar la
rugosidad superficial basandose en lo siguiente: en un terreno con poca textura superficial,
los vectores perpendiculares a la superficie del mismo seran aproximadamente paralelos por
lo que, presentaran una altura (Z-escala) baja. Por otro lado, en un terreno con gran textura
superficial, los cambios vectoriales de pendiente y orientacion haran que estos presenten una
altura mayor [44]. El andlisis textural superficial realizado a través de AFM se representa de

manera esquematica en la Fig. 29.
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Fig. 29 Representacion esquematica del anélisis de la rugosidad superficial por AFM [45].

Una imagen de AFM tiene tres ejes (X,y,z) que es cubierta por 512 lineas que conforman la
imagen tridimensional por lo que una imagen bidimensional (512 lineas x 512 lineas) da lugar
a una resolucion espacial de 262,144 pixeles. Esto ultimo quiere decir que al escanear una
pequefia area se obtiene mejor resolucion. El nimero de pixeles es siempre mismo para
diferentes areas de escaneo. Por lo tanto, para comparar RMS [rq] S€ requiere siempre de

una misma area de escaneo.

RMS rg = R(f (O (Zi—Zwom) 2, Ny) Ecuacion (1)

Zprom: Célculo del valor promedio en Z en cierta area
Zi: Valor corriente de Z

N: Numero de puntos en el area dada

Para obtener una mayor resolucion se debe escanear un area pequefia. Por ejemplo, si el
tamafio de una imagen es de 10 um (10,000 nm), entonces se obtendria una resolucién de

19.53 nm/pixel, es decir, 19.53 nm representa la distancia entre dos pixeles adyacentes, por
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lo tanto, objetos debajo a 19.53 nm no se logran resolver (resolucién baja). Ahora si nuestra
area de muestreo es una lum, entonces, la distancia entre dos pixeles es de 1.953 nm. Esto

altimo quiere decir que la resolucién en ese caso especifico se mejord 10 veces.

En cada pixel existe informacion en las dimensiones x,y,z donde z representa la altura. Los
valores en el eje Z se pueden tratar estadisticamente para calcular la textura o rugosidad
superficial de la muestra en cuestion mediante la diferencia absoluta de los valores z
elevando dicha diferencia al cuadrado dividiendo entre el nimero de puntos (N) y obteniendo
su raiz cuadrada correspondiente. El factor RMS [rq Se usa para la interpretacion y

evaluacion de la textura o rugosidad superficial de las muestras analizadas.

El resultado del analisis cuantitativo de la rugosidad superficial de las diferentes lineas

celulares usadas en el presente estudio se muestra en la Tabla 3.

Linea celular de

carcinoma de mama RMS [rq) (NM)
SKBR3/ FSNP 48.9 +15.2
SKBR3/Au(111) 39.3+7.2
MCF-7 /| FSNP 43.0+6.8
MCF-7 / Au(111) 58.9+9.3
T47D / FSNP 50.1 +10.7
T47D / Au(111) 88.4 +27.8
MDA-MB-231 / FSNP 40.2 +13.3
MDA-MB-231 / Au(111) 43.4+8.1

Tabla 3. Mediciones de la rugosidad superficial por AFM de las diferentes
membranas plasmaticas de células de carcinoma de mama. Los resultados
se muestran como: media + Desviacion Estandar.
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RMS (p,;de las diferentes lineas celulares
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Func Control
Fig. 30 Andlisis de la rugosidad (mediante el factor RMS [rq) por AFM de las membranas plasmaticas de las diferentes lineas celulares
adheridas sobre un FSNP y un sustrato Au(111). Las barras de errores representan el error estandar. Nota: Los asteriscos representan
el par de muestras [Funcionalizada y No Funcionalizada (control)] que fueron estadisticamente significativas a un p-valor < 0.05.
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N Mean StDev SE Mean N Mean StDev SE Mean
MCF-7 Func 7 42.95 6.75 2.55 SKBR3 Func 10 48.87 15.19 4.80
MCF-7 Control 7 65.36 11.96 4.52 SKBR3 Control 10 57.10 18.24 5.77
Difference 7 -22.40 8.22 3.11 Difference 10 -8.23 25.43 8.04
p-value = 0.000 p-value = 0.333

N Mean StDev SE Mean N Mean StDev SE Mean
T47D Func 9 50.09 10.73 3.58 MDA-MB-231 Func 6 40.16 13.27 5.42
T47D Control 9 88.37 27.82 9.27 MDA-MB-231 Control 6 43.35 8.03 3.28
Difference 9 -38.30 30.10 10.00 Difference 6 -3.19 15.35 6.27
p-value= 0.005 p-value = 0.632

Fig. 31 Prueba t pareada para encontrar la diferencia de medias entre las rugosidades de las membranas plasmaticas adheridas sobre
un FSNP y un sustrato Au(111). El area de medicion de la rugosidad superficial fue de 5 um x 5 um. N representa el nimero de
mediciones o repeticiones.
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2.3.3 Resultados y Discusion

2.3.3.1 Andlisis de la presencia de HER2 por CLSM y Z-stack

Nuestro principal interés son los receptores superficiales HER2 (es importante sefialar que el
anticuerpo monoclonal traztuzumab tiene una alta afinidad por los receptores superficiales
HER?2), ya que nuestra superficie nanoestructurada funcionalizada solo interaccionaria con
estos y dicha respuesta se mediria a través de dispersion Raman mejorada por efecto de la
superficie (SERS). Esta respuesta esta correlacionada con la expresion diferencial de HER2
en las diferentes lineas celulares de cancer de mama y es de mucho interés para asumir que
el sustrato nanoestructurado funcionalizado trabaja de manera adecuada y puede ser usado
para el desarrollo de un biosensor nanoestructurado para la deteccion de células de cancer

de mama basado en SERS.

De acuerdo con las Fig. 5 y 6 la linea celular SKBR3 presenta alta expresion del receptor
superficial HER2 (alta inmunopositividad) en 80% al 90% de las células analizadas, mientras
gue el resto lo presentan disperso en el citoplasma. En el caso de las células MCF-7 y de
acuerdo con las Fig. 7 y 8, el receptor superficial HER2 se presenta en el 40% al 60% del
total de las células analizadas y también se puede observar en el nicleo, especialmente en
las células donde hay mas expresion, efecto que no se observa en las células SKBR3. La
expresion de HER2 en la superficie de las membranas de células T47D se observa en menos
del 20% de las células analizadas, de acuerdo con las Fig. 9 y 10, con menor intensidad que
las otras dos lineas celulares y preferentemente en el citoplasma. Por ultimo, en el caso de
las células MDA-MB-231, y de acuerdo con las Fig. 11 y 12, la inmunopositividad para HER2
es muy débil, ya que a través de la literatura cientifica se sabe que es una linea celular que
no expresa HER2 [46]. Estas aseveraciones se basan en el andlisis visual de la tincién del
fluoréforo Alexa Flour 594 (intensidad de color rojo) de las imagenes (Figs. 5-12). Para un
mejor andlisis visual, las imagenes de CLSM “representativas” de las cuatro diferentes lineas

celulares de carcinoma de mama se muestran en la Fig. 13.

Las células T47D presentan receptores superficiales HER2, asi como receptores HER2
translocados al nucleo, ya que sus imagenes presentan “spots” color rosa (Fig. 9-10), lo cual

sugiere gue la emision de fluorescencia en el espectro del azul del DAPI y del Alexa Fluor
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594 (rojo) se traslapan. Adicionalmente, se sabe que el receptor HER2 migra al nucleo

(translocacion nuclear) donde actia como factor de transcripcion [47-52].

Para corroborar si los receptores HER2 se encuentra en la membrana plasmatica, citoplasma
0 nucleo (localizacién extracelular o intracelular de HER?2), se procedio a hacer cortes de 100
nm de espesor oOptico (Fig. 14, 16 y 18) sobre tres diferentes lineas celulares v,
posteriormente, mediante el procedimiento llamado Z-stack, dichos cortes se reconstruyeron

para formar una imagen 3D (Fig. 15, 17 y 19).

Por lo tanto, los resultados permiten establecer la cantidad de HER2 presente en las
membranas celulares de la siguiente manera: SKBR3>MCF-7>T47D>MDA-MB-231. Estos
resultados son congruentes con lo previamente reportado en la literatura cientifica: SKBR3
es una linea celular que sobreexpresa HER2 [53], MCF-7 y T47D son lineas celulares de
baja expresion de HER2 [54] y MDA-MB-231 se considera triple negativo ya que no expresa
receptores HER2, de progesterona ni de estrogeno [55]. Cordo Russo et al. reportaron que el
HER2 expresado en la linea T47D es predominantemente citosdlico [48]. Por lo tanto, la linea

celular MCF-7 presenta mas receptores superficiales HER2 que la linea celular T47D.
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2.3.3.2 Andlisis de larugosidad superficial por AFM

Al hacer un andlisis visual de las imdgenes de AFM se puede observar que las Fig. 21 a-b y
Fig. 22 a-b (SKBR3), Fig. 23 a-b y Fig. 24 a-b (MCF-7), Fig. 25 a-b y Fig. 26 a-b (T47D) y Fig.
27 a-b y Fig. 28 a-b (MDA-MB-231) muestran la rugosidad de sus membranas plasmaticas
en 2D y 3D, respectivamente. De manera visual se observaron cambios morfolégicos entre
las células adheridas sobre un FSNP y un sustrato plano Au(111), aunque de manera
estadistica no se pudo establecer una diferencia significativa entre las lineas celulares
SKBR3 y MDA-MB-231 respecto a si el FSNP afectaba o no la rugosidad de las membranas
celulares adheridas sobre estos. El proceso para el célculo de la rugosidad superficial ha sido
reportado en un trabajo previo sobre la incorporacion de nanoparticulas en células de

carcinoma de mama [56].

La Fig. 29 es una representacion esquematica del funcionamiento de una punta de AFM al
escanear la superficie de una muestra. El analisis de las rugosidades superficiales de las
diferentes membranas plasméticas adheridas sobre los diferentes substratos -FSNP vy
Au(111)- nos permitiria conocer cualquier cambio en sus morfologias y poder
correlacionarlas con la interaccion entre los receptores superficiales HER2 expresados en las

diferentes lineas celulares y los substratos probados (funcionalizado y no funcionalizado).

Al analizar las diferentes rugosidades de las membranas plasmaticas se evitaron las zonas
gue tenian poros prominentes, ya que, de lo contrario sus valores de rugosidad superficial se
dispararian, por lo que se escogieron zonas cuasi-homogéneas sobre las diferentes células
analizadas para evitar lo antes mencionado. En la Fig. 30 se muestra el analisis cuantitativo

de las rugosidades superficiales de las diferentes lineas celulares de carcinoma de mama.

Por otro lado, a partir de la prueba estadistica t pareada (Fig. 31) se puede inferir que las
rugosidades superficiales de las membranas plasmaticas de las células MCF-7 y T47D
adheridas sobre un FSNP y sobre un sustrato Au(111) son significativas, ya que muestran un
p-value < 0.05. En cambio, las demas rugosidades superficiales de las lineas celulares

SKBR3 y MDA-MB-231 resultaron estadisticamente no significativas.
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2.4 Caracterizacion por dispersién Raman mejorada por efecto de la superficie (SERS)
y por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

2.4.1. Objetivo particular 4

Caracterizar por SERS la interaccién de los sustratos nanoestructurados funcionalizados

para la deteccién de células de cancer de mama que expresan HER2 en forma diferencial.

2.4.2 Materiales y Métodos

2.4.2.1 Visualizacién por microscopia Optica de las células adheridas al FSNP

Fig. 32 Imagenes de Microscopia Optica de las diferentes lineas celulares adheridas sobre un FSNP a) células SKBR3,
b) célula MCF-7, ¢) células T47D, y d) células MDA-MB-231. Las células se incubaron durante 24 h a condiciones
pseudofisioldgicas (37°C en una atmosfera humeda con CO al 5%) y posteriormente se fijaron por medio de un

tren de alcohol etilico. Aumento: 100x.
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2.4.2.2 Caracterizacion por SERS

La espectroscopia Raman es una técnica espectroscopica rotovibracional que se basa en la
dispersion inelastica de la luz de una fuente de excitacibn monocromatica. Por otro lado, la
espectroscopia Raman mejorada por efecto de la superficie (SERS) es una técnica
espectroscopica rotovibracional que permite una deteccion selectiva y altamente sensible
mediante la amplificacion de los campos eléctricos localizados sobre la superficie de un
material plasmonico (tales como el oro y plata nanoestructurada) cuando se excitan con una
fuente de excitacibn monocromatica. Esto da como resultado una mejora de la sefial Raman,
gue permite la deteccion de analitos de baja concentracién, dando lugar al uso de SERS

como una herramienta de diagnéstico [57].

Los espectros Raman se calibraron usando el nimero de onda localizado en 521 cm™ del
silicio monocristalino. Con la finalidad de obtener espectros Raman espacialmente similares,
éstos fueron tomados cerca del ndcleo de las diferentes células analizadas. Todos los
espectros Raman se registraron al menos tres veces en tres diferentes puntos de la muestra,
a temperatura ambiente, con un sistema micro-Raman Horiba Jobin-Yvon LabRam HR 800,
gue estaba acoplado con microscopio confocal Olympus BX40, equipado con un detector
CCD.

Las condiciones para la obtencién de los espectros Raman fueron:
Modelo: Sistema micro-Raman Horiba Jobin Yvon LabRam HR 800
Excitacion laser: 532.1 nm

Objetivo del haz: 50x

Potencia: 7 mW

Tiempo de integracion de la sefial: 100 acumulaciones de 10 s por cada espectro.



Pagina |57

4-MBA-SAMs 1585 048 Trastuzumab acoplado a 4-MBA-SAMs

1075

1064

864
1180

1357
{630 d

Intensidad Raman (unidades arbitrarias)
4 " 1 " L
Intensidad Raman (unidades arbitrarias)

600 ' B(IJO ' 10'00 ' 12'00 ' 14'00 ' 16IOO ' 18|00 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Desplazamiento Raman (cm™) Desplazamiento Raman (cmi')

Fig. 33 Espectros Raman de a) monocapas autoensambladas de acido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMs), y b) inmovilizacion

orientada del trastuzumab sobre las 4-MBA-SAMs para formar un FSNP.
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Fig. 34 Espectros Raman de a) una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP y b) una célula SKBR3 adherida sobre un
sustrato Au(111).
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Fig. 35 Espectros Raman de a) una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP y b) una célula MCF-7 adherida sobre un
sustrato Au(111).
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Fig. 36 Espectros Raman de a) una célula T47D adherida sobre un FSNP y b) una célula T47D adherida sobre un
sustrato Au(111).
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Fig. 37 Espectros Raman de a) una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP y b) una célula MDA-MB-231 adherida
sobre un sustrato Au(111).
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y b) los cuatro controles, superficie plana de Au(111), de las diferentes lineas celulares respectivamente.
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Fig. 39 Espectros Raman de a) afuera de las células y b) trastuzumab en solucién a una concentracién de 0.1 mg mL".
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Desplazamiento

Asignamiento Molecular
Raman (cm?) &

DNA/RNA Proteinas Lipidos
620 C-Ctw Phe
642 C-Ctw Tyr
726 A
757 Trp ring br
781 U, C, T br (anillo) /O-P-O str bk
827 O-P-O asym str
850 Tyr br (anillo aromatico)
936 (c-c)
948 PO4
1000 Phe sym br (anillo aromatico)
1030 C-H Phe
1080 C-N str C-C str (cadena)
1127 C-N str C-C str (cadena)
1173 C-H Tyr, Phe
e TPy
1320 C Amida Il (hélice a)
1340 A G CH def
1607 oy, e CH def
1615 C=CTyr, Trp
1654 Amida | (hélice a)
1668 Amida I (Plegamiento azaroso)

Tabla 4. Asignamientos Raman a las diferentes células adheridas sobre un sustrato nanoestructurado funcionalizado y sobre un sustrato
Au(111) [58-63]. Abreviaciones:,(A) adenina, (C) citosina, (G) guanina, (T) tirosina, (O-P-O) fosfato, (br) respiracion, (bk) esqueleto,
(def) deformaciénn, (tw) giro, (asym) asimétrico, (str) estiramiento.
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a - -
W FsnP b Il FSNP
' W Au(111) W Au(111)
SKBR3 MCF-7 TATD  MDA-MB-231 d se= MCF-7 TA7TD  MDA-MB-231
C
W FSNP 1 W FSNP

B Au(111) ] B Au(111)

SKBR3 MCF-7 T47D MDA-MB-231 SKBR3 MCF-7 T47D MDA-MB-231

Fig. 40 Intensidades Raman a diferentes desplazamientos Raman: a) 1002 cm-, b) 1030 cm, ¢) 1667 cm', y d) cociente de intensidad
Raman 1002 cm' / 1667 cm' de las diferentes lineas celulares. Nota: Las unidades de intensidad Raman son arbitrarias.
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2.4.2.3 Caracterizacion por FTIR

FTIR es una técnica analitica que usa radiacion infrarroja (generalmente de 4000 cm™ a 400
cm?) para identificar el analito bajo estudio por medio de su “huella dactilar” caracteristica. La
radiacion infrarroja que es absorbida se convierte en energia rotovibracional por las
moléculas de la muestra. En este caso particular, con la finalidad de poder comparar la
versatilidad de las técnicas espectroscopicas FTIR y espectroscopia Raman, se decidié usar
el intervalo desde 600 cm™ a 1800 cm™.

AUTR10 + MDA-MB-231
AUTR10 Func + MDA-MB-231
AUTR10 + T47D

AUTR10 Func + T47D
AUTR10 + SKBR3

AUTR10 Func + SKBR3
AUTR10 + MCF-7

AUTR10 Func + MCF-7
AuTR10
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A/\["’\ﬁ
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Fig. 41 Espectros de FTIR de las diferentes lineas celulares sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado (control) y un funcionalizado.
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Fig. 42 Espectros de FTIR de células MCF-7 sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado y funcionalizado.
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Fig. 43 Espectros de FTIR de células MCF-7 sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado y funcionalizado.
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AuTR10
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Fig. 44 Espectros FTIR en modo ATR (reflectancia total atenuada) de las diferentes lineas celulares sobre un sustrato AUTR10 no
funcionalizado (control) y un funcionalizado.
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Fig. 45 Espectros FTIR en modo ATR (reflectancia total atenuada) de células MCF-7 sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado y
funcionalizado.
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2.4.3 Resultados y Discusion

2.4.3.1 Andlisis de la visualizacion celular por microscopia Optica

De las imagenes de Microscopia Optica (Fig. 32) se puede observar que las células SKBR3 y
MCF-7 muestran un nucleo celular muy definido, en cambio, las células T47D muestran que
tanto el ndcleo como la membrana plasmética se aplanan sobre la superficie
nanoestructurada funcionalizada y, por ultimo, las células MDA-MB-231 muestran un nucleo
celular abultado y desarrollan extremidades (extensiones citoplasmaticas) para hacer
contacto entre si, es decir, son extremadamente adherentes a cualquier superficie, aunque
no se esperaba afinidad hacia la superficie nanoestructurada funcionalizada, debido a que
son HER2 negativas. En este punto es importante sefialar que en estudios previos se
incubaron células de carcinoma de mama sobre un FSNP a tiempos relativamente cortos (de
4 a 6 h de incubacion) y en esos experimentos se observé que las células T47D y MDA-MB-
231 presentaban una morfologia redonda, probablemente por la poca o nula afinidad sobre el
FSNP (imagenes no mostradas). Por lo tanto, se decidi6 establecer en 24 h el tiempo de
incubacion de las células de carcinoma de mama sobre el FSNP para evitar tanta variabilidad

experimental.

2.4.3.2 Andlisis por SERS

La Fig. 33 a) muestra el espectro Raman de las monocapas autoensambladas de 4-MBA (4-
MBA SAMSs) sobre un sustrato nanoestructurado de plata que presenta una densidad de 538
nanoestructuras / um? y un diametro de 45.0 + 16.7 nm. Los picos Raman se localizaron a
630 cm™? (C-S), 1075 cm™ (C-H), 1180 cm™ (C-H), 1357 cm™* (COO-) y 1585 cm (C=C).
Assimismo, la Fig. 33 b) muestra la inmovilizacién del trastuzumab sobre 4-MBA SAMs
(FSNP) y presenta los picos Raman caracteristicos a 864 cm™ (Tyr), 948 cm™* (N-Cs-C), 1064
cm?y 1139 cm? (C-C o alquil C-N), 1324 cm™ (Trp, Cs-H) y 1609 cm™ (Tyr, Trp, Phe). Todos
los picos fueron asignados de acuerdo a la literatura cientifica y se resumen en la Tabla 4
[58,59].
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Las bandas Raman que son constantes (Fig. 34-37) en los diferentes espectros Raman estan
a 1002, 1030, 1340, 1450 y 1667 cm™. Dichas bandas Raman corresponden al anillo
aromatico de la fenilalanina, C-H de la fenilalanina, C-H de deformacion de las proteinas;
adenina y guanina, C-H de deformacion de las proteinas, y plegamiento aleatorio de la amida

| respectivamente.

De los diferentes espectros Raman (Fig. 34-37) se puede observar que el uso de una
superficie nanoestructurada funcionalizada mejora el cociente sefal ruido inherente a la
dispersiéon Raman normal. Tomando como referencia el pico Raman ubicado a 1002 cm?, se
observa gue existe una relacion casi lineal en su intensidad Raman. Tanto para la linea
celular MCF-7 y SKBR3 (Fig. 34-35) se puede observar que tienen la misma magnitud de
intensidad a 1002 cm™.

Las células T47D muestran un pico Raman Unico a 948 cm (Fig. 36) asociado a la vibracion
del grupo fosfato de los acidos nucleicos y tentativamente podria servir para discriminar a
esta linea de carcinoma de mama de las demés. Se sabe que las células T47D muestran el
receptor HER2 distribuido principalmente en el citoplasma y el nucleo por lo que hace a estas
células muy agresivas, ya que la terapia de anticuerpo monoclonal humanizado,

trastuzumab, so6lo actla sobre los receptores HER2 superficiales.

En las lineas celulares SKBR3, MCF-7 y T47D (Fig. 34-36) se observa la activacion de
bandas Raman a 1601 cm?® y 1615 cm™ asociadas a la vibracion C=C de los anillos
aromaticos de los aminoécidos fenilalanina y tirosina. La linea celular SKBR3 presenta la
activacion de bandas Raman a 641 cm™, 780 cm?, 850 cm?, 1245 cm?t y 1320 cm?
asociadas a las vibraciones de C-C de la tirosina, acidos nucleicos, anillo de respiracion de la
tirosina, amida Il (plegamiento B y plegamiento azaroso) y amida Il (hélice a),
respectivamente. Estas bandas Raman son distintivas para la linea celular SKBR3 bajo
nuestro estudio particular. Para un mejor analisis visual, los diferentes espectros Raman de
las cuatro lineas celulares de carcinoma de mama analizadas en el presente trabajo se

muestran en la Fig. 38.
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La Fig. 39 a) muestra que el espectro Raman fuera de una célula (sobre la superficie
nanoestructurada) presenta un cociente sefial ruido muy bajo, ya que no se pueden distinguir
ninguna banda Raman apreciable y la Fig. 39 b) muestra las bandas Raman caracteristicas

del trastuzumab en solucion.

Del analisis de las intensidades Raman (Fig. 40) se puede observar que existe una
correlacién similar a la encontrada por CLSM. En caso de la dispersion Raman, se sabe que
la intensidad de sefial es directamente proporcional a la concentracion del analito bajo
estudio. Dado que no se puede cuantificar la concentracion de HER2, se asume que la
técnica es semicuantitativa y adecuada para la deteccion de receptores superficiales HER2

expresados de forma diferencial en las diferentes lineas celulares analizadas.

Por lo tanto, los resultados encontrados por SERS estan de acuerdo con los resultados
encontrados por CLSM ya que, a mayor grado de expresion diferencial de HER2, mayor
intensidad Raman. En consecuencia, se asume que existe una correlacion parecida entre los
resultados de SERS vy los resultados por CLSM en la discriminacion de las diferentes lineas
celulares con base en la expresion diferencial del receptor HER2. Por lo que, la combinacion
de SERS y el uso de un FSNP aportan otra herramienta de discriminacion de células de
carcinoma de mama que expresan HER2 de manera diferencial y podria ser complementaria
a la técnica de CLSM. Todos los espectros Raman fueron realizados sobre los nucleos de las
diferentes lineas celulares analizadas y adicionalmente se les corrigi6 la linea base a través
del algoritmo airPLS [64].
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2.4.3.3 Andlisis por FTIR

Se decidié comparar el substrato preparado por PLD en el Laboratorio de Fisicoquimica de
Nanoestructuras del Departamento de Fisica de la UAM-I versus el sustrato serigrafiado
comercial AuTR10 (electrodo de oro 6pticamente transparente) de la comparfia DropSens
(Asturias, Espafna). Esto se hizo con la finalidad de demostrar la versatilidad del substrato

preparapo por PLD.

Dado que los electrodos serigrafiados AuTR10 se comercializan como sustratos
transparentes de oro, se supuso que serian aptos para ser analizados por FTIR, por lo tanto,
se procedi6 a funcionalizarlos siguiendo el protocolo ya mencionado, se depositaron
diferentes lineas celulares de carcinoma de mama, se dejaron incubar durante 24 horas con
suficiente medio de cultivo, se fijaron por un tren de alcohol etilico (deshidratacion gradual) y

finalmente se analizaron por FTIR y Reflectancia Total Atenuada (ATR).

Aunque FTIR se considera una técnica adecuada para caracterizar muestras transparentes,
el electrodo comercial AUTR10 no permiti6 que las nuestras fueran analizadas por esta
técnica espectroscopica, debido a que el plastico que esta debajo de la pelicula o cubierta de
oro del electrodo era el que absorbia predominantemente a esos intervalos de nimeros de
onda, debido a que los espectros de FTIR (Fig. 41-45), tanto de las muestras como de sus
respectivos controles (superficie no funcionalizada con trastuzumab) son muy similares a lo
largo del nimero de onda de barrido (600-1800 cm™), por lo tanto, se concluye que el
electrodo AUTR10 es el que principalmente absorbe esos intervalos de nimeros de onda y
por ende no es un buen sustrato para la identificacion de la heterogeneidad de HER2, ya que
sus espectros no muestran diferencias espectroscépicas apreciables para poder discriminar

entre una muestra y su control.
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3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se comprobdé que el uso de un FSNP, en comparacion con una superficie plana, Au(111),
incremento la sensibilidad para la identificacion de HER2 por medio de SERS.

En general, las tendencias del efecto SERS con la placa FSNP y Au(111) son muy similares;
sin embargo, en el caso de FSNP, la sefial esta muy bien definida e intensa y tiene un
cociente sefial/ruido de mas alta proporcion. Por lo tanto, creemos que el FSNP es una mejor
opcion para SERS que la placa Au(111) para identificar la heterogeneidad de HER2 en las

diferentes células de carcinoma de mama analizadas en el presente trabajo.

El andlisis de picos SERS muestra que las lineas celulares con mayor expresion de HER2
(SKBR3 y MCF-7) presentan mayor intensidad Raman a 1002 cm que T47D y MDA-MB-
231, es decir, se encontrd que existe cierta correlacién entre las dos técnicas usadas: CLSM
y SERS; por lo que se puede asumir que la seflal SERS mas intensa se debe
probablemente, al acoplamiento entre el FSNP y los receptores HER2 diferencialmente
expresados en las diferentes lineas celulares de carcinoma de mama analizadas en el

presente trabajo.

La combinacion de la técnica espectroscOpica SERS y el uso de un FSNP podrian
complementar a las técnicas convencionales para la identificacion de HER2 en células de
carcinoma de mama. Por lo tanto, basandonos en los resultados obtenidos, se propone una
nueva plataforma capaz de reconocer con alta selectividad y sensibilidad células de cancer
de mama con expresion diferencial de HER2 mediante el uso de un FSNP con la técnica
SERS. Esta plataforma podria usarse para células con diferentes niveles de expresion de
HER2 y se basa principalmente en la identificacién del pico Raman mas prominente a 1002

cm, que esta asociado con el residuo de aminoacido fenilalanina.
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En cuanto a las perspectivas, una posible aplicacion a mediano plazo podria ser la
implantacion de células MCF-7 en un modelo murino, extraerle sangre periférica e intentar

identificar la presencia de células tumorales circulantes a través del FSNP.

Adicionalmente, la metodologia disefiada también podria adecuarse para identificar otros
biomarcadores moleculares (e.g. MUC1, EpCAM) implicados en el desarrollo del cancer de
mama. Por ejemplo, MUC1 y MUC3 se han propuesto como potenciales indicadores de
prognosis, siendo MUC1 el que presenta la mayor correlacion [65]. MUC1 esta
aberrantemente sobreexpresado en casi 90% de casos de cancer de mama triple negativos y
Su sobreexpresion esta fuertemente asociada con la quimioresistencia en cancer de mama
[66-68].
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5. APENDICE

La presente seccion es una continuacion del punto 2.3.2.4 Analisis por Microscopia de
Fuerza Atomica (AFM). La informacion cualitativa y cuantitativa obtenida de las presentes
imagenes de AFM fueron consideradas en el texto.

Células SKBR3 adheridas sobre un FSNP
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Fig. 21 ¢) Corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 21 d) Corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 21 e) Analisis de la rugosidad superficial sobre una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP.



Células SKBR3 adheridas sobre un sustrato Au(111)
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Fig. 22 ¢) Corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 22 d) Analisis de un corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 22 e) Analisis de la rugosidad superficial sobre una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 23 c) Corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 23 d) Analisis de un corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 23 e) Analisis de la rugosidad superficial sobre una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.



Células MCF-7 adheridas sobre un sustrato Au(111)
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Fig. 24 c) Corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida un sustrato Au(111).
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Fig. 24 d) Analisis de un corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida un sustrato Au(111).
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Fig. 24 ) Analisis de la rugosidad superficial sobre una célula MCF-7 adherida un sustrato Au(111).



Células T47D sobre un FSNP
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Fig. 25 c) Corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un FSNP.
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Fig. 25 d) Analisis de un corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un FSNP.
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Fig. 25 e) Andlisis de la rugosidad superficial sobre una célula T47D adherida sobre un FSNP.



Células T47D adheridas sobre un sustrato Au(111)
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Fig. 26 c) Corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 26 d) Analisis de un corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 26 e) Analisis de la rugosidad superficial sobre una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111).



Células MDA-MB-231 adheridas sobre un FSNP
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Fig. 27 c) Corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 27 d) Analisis de un corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP.
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Fig. 27 e) Andlisis de la rugosidad superficial sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP.



Células MDA-MB-231 adheridas sobre un sustrato Au(111)
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Fig. 28 c) Corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111).

Fig. 28 d) Corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111).
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Fig. 29 e) Andlisis de la rugosidad superficial sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111).
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Abstract: Biosensor technology has great potential for the detection of cancer through
tumor-associated molecular biomarkers. In this work, we describe the immobilization of the
recombinant humanized anti-HER2 monoclonal antibody (trastuzumab) on a silver nanostructured
plate made by pulsed laser deposition (PLD), over a thin film of Au(111). Immobilization was
performed via 4-mercapto benzoic acid self-assembled monolayers (4&-MBA SAMs) that were activated
with coupling reagents. A combination of immunofluorescence images and z-stack analysis by
confocal laser scanning microscopy (CLSM) allowed us to detect HER2 presence and distribution in
the cell membranes. Four different HER2-expressing breast cancer cell lines (SKBR3 +++, MCF-7 +/ —,
T47D +/—, MDA-MB-231 —) were incubated during 24 h on functionalized silver nanostructured
plates (FSNP) and also on Au(111) thin films. The cells were fixed by means of an ethanol dehydration
train, then characterized by atomic force microscopy (AFM) and surface-enhanced Raman scattering
(SERS). SERS results showed the same tendency as CLSM findings (SKBR3 > MCF-7 > T47D >
MDA-MB-231), especially when the Raman peak associated with phenylalanine amino acid (1002
cm~1) was monitored. Given the high selectivity and high sensitivity of SERS with a functionalized
silver nanostructured plate (FSNP), we propose this method for identifying the presence of HER2
and consequently, of breast cancer cells.

Keywords: atomic force microscopy; surface-enhanced Raman scattering; HER2; breast cancer cells

1. Introduction

Breast cancer is the second cancer cause of death in the United States and it is estimated that
1.7 million new cancer cases will be diagnosed and 609,640 Americans will die of cancer in 2018 [1].
In Mexico, breast cancer is the fifth most common cause of death (n = 4496 average annual deaths
from 2000-2013) and the leading cause of cancer mortality in Mexican women [2]. Tumor-associated
antigens have been used as molecular biomarkers for cancer diagnosis; these biological molecules can
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be detected in or on tumor cells, blood, serum, urine, or cerebrospinal fluids, which are overexpressed
due to cell cancer and growth [3].

HER?2 is a member of the human epidermal growth factor receptor family, which regulates cell
growth and differentiation and is also involved in some human cancers, such as breast and colon
cancer [4,5]. The expression of HER2 proto-oncogene in normal breast epithelial cells that gives rise to
a 185 kDa trans-membrane glycoprotein and its overexpression, found in 20%—-30% of human breast
cancers, correlates with more aggressive tumors and a poorer prognosis [6,7]. HER2 overexpression
is caused by amplification of the c-erbB-2 gene, which results in 1 to 2 million receptors per cell,
compared to 20,000-50,000 receptors in normal breast epithelial cells [8]. Trastuzumab is a recombinant
humanized anti-HER2 monoclonal antibody that selectively binds with high affinity to HER2
extracellular domain, inhibits cell proliferation, attacks HER2-dependent tumors and blocks shedding
of HER2 extracellular domain [2,10]. HER2 detection has been used in different biosensors for breast
cancer diagnosis and prognosis [11,12].

The surface plasmon resonance (SPR) refers to the collective oscillations of conduction electrons
in metal nanostructures and this effect has been used in chemosensors and biosensors. SPR occurs
in two different forms: localized surface plasmon resonance (LSPR) and surface plasmon polaritons
(S5PPs). The LSPR concentrates the incident electromagnetic field around the nanostructured films and
this local electromagnetic field can influence processes, such as: plasmon enhanced fluorescence (PEF),
surface-enhanced Raman scattering (SERS) and surface-enhanced infrared absorption spectroscopy
(SEIRAS) and its associated evanescent electromagnetic field that extends to the surrounding medium
around 30 nm of distance. In contrast, the SPI’s concentrate the incident electromagnetic field around
continuous or flat films and their evanescent electromagnetic field decays approximately to 200 nm of
distance [13].

Surface-enhanced Raman scattering (SERS) turns the weak inelastic scattering effect of photons
on vibrational quantum states into a structurally sensitive single-molecule and nanoscale probe [14].
SERS ‘hotspots’ are located at the junctions of nanoaggregates, where the local electromagnetic field
amplitude is increased by plasmonic field confinement, enabling Raman amplifications up to 1010,
Furthermore, the existence of the chemical effect due to chemisorption of molecules on surfaces enables
Raman intensity enhancements up to 104, taking into account that, both effects (electromagnetic
and chemical) can produce an enhancement of the order of 10 [15,16]. SERS has been used as a
technique for biomarker biosensing in yeast, H. pylori, E. coli and hemoglobin Alc the authors propose
a new hyper-spectral imaging system in order to resolve the intrinsic spatial inhomogeneity of SERS
spectra [17]. Some of the different merits of SERS are the multiplicity of analyzed molecules against the
fluorescence technique, as well as its sensitivity and robustness against laser radiation due to energy
transfer from excited molecules to metal surfaces.

New methods for cancer detection, such as biosensors and more reliable molecular biomarkers,
are needed for attaining the challenge of an early detection of the disease. A biosensor is an analytical
device with a bioreceptor attached on its surface, which, when interacting with the analyte molecule,
carries out a biochemical reaction or a specific union and by means of a signal transducer the resulting
(bio)chemical signal is converted into an electric one. The intensity of the generated signal is directly
proportional to the analyte concentration [18]. One type of biosensors is the immunosensor, which relies
on the ability of an antibody to form a stable complex with its corresponding antigen [19].

Increased Raman peaks that correspond to phenylalanine (Phe) vibrational modes have been
found in various cancer types, such as prostate, lung, breast, oral and esophageal tissue samples.
In this regard, different researches were reported in the scientific literature. Li et al. [20] observed a
considerable increase in Raman peaks at 1217 em~! (C-CgHs bending mode of phenylalanine and
tryptophan) and 1586 cm™! (C=C bending mode of Phe, acetoacetate and riboflavin) in serum of
prostate cancer patients when analyzed by SERS. Huang et al. [21] showed higher Raman signals
for nucleic acids, tryptophan (Trp) and Phe in lung malignant tissue when analyzed by Raman
spectroscopy. Zhu et al. [22] found Raman bands at 1004 and 1030 cm— ! (assigned to the symmetric
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ring breathing mode of Phe) remarkably enhanced in human breast cancer cells when analyzed by
SERS. Girish et al. [23] reported intense SERS Raman peaks due especially to aromatic amino acids (Phe,
Trp and tyrosine [Tyr]) in oral malignant tissue. Rekha et al. [24] have found marked differences in the
Raman spectra of blood plasma from oral cancer patients with respect to healthy subjects, in particular,
for the Raman peaks related to Phe and Trp, among others. Gonzalez et al. [25] observed that Phe
band intensity at 1002 cm—! depends on the stage of breast cancer and finally, Feng et al. [26] found
increased Raman signals at 1211 cm™1 (Phe) and 1583 em~! (Phe, riboflavin) in esophageal malignant
tissue when analyzed by SERS.

In addition to the aforementioned examples, Chaturvedi et al. [27] monitored the biomolecular
changes associated with the transformation of a normal cell into an invasive breast cancer cell using
Raman microspectroscopy and showed the suitability of this technique as non-invasive and label-free,
having the potential to probe changes in the biomolecular composition of living cells as well as fixed cells.

All these data demonstrate that Raman spectroscopy has potential for cancer sample diagnostics
and reduces times, cost and traumas of surgical operations. However, the lack of high sensitivity and
Raman peak definition, as well as interpretation, are still problems that must be addressed.

In the present work, we designed a FSNP that is able to recognize under pseudo-physiological
conditions the HER2 extracellular domain in four breast cancer cell lines with differential expression
of surface HER2 and such molecular recognition was detected by SERS. Although we are not the first
to point out an increase in Raman intensity of the vibrational modes associated with phenylalanine, to
the best of our knowledge, we are the first to point out that phenylalanine Raman peak could be used
as a label associated with cancer cells and monitored by SERS through a FSNP, for their identification.

2. Experimental Section

2.1. Materials

MCF-7 (Luminal B), T47D (Luminal A) and MDA-MB-231 (HER2 negative) cell lines acquired from
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), SKBR3 (overexpressing HER?2) cell
line was a gift from Dr. Maria Guadalupe [sabel Dominguez Gomez from INCan, Mexico City, Mexico.
The following materials were used: Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), fetal bovine
serum (FBS), RPMI medium, F12 medium, non-essential amino acids, L-glutamine, sodium pyruvate,
nunclon 6-well multidish, Alexa Fluor 594 dye (secondary antibody) and Penicillin/Streptomycin
(antibiotic/antifungal) were purchased from Thermo Fisher Scientific, Mexico City, Mexico.

N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC-HCI) was purchased
from Life Technologies, Mexico City, Mexico. Antibodies against HER2/ErbB2 (D8F12/4290P)
were obtained from Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA. HER2/Neu MAD (sc-33684)
and 4-mercapto benzoic acid (4-MBA) were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA. Ethanolamine hydrochloride, N-Hydroxysuccinimide (NHS) and 4’,6-dia1nid_ino-2-phenylindole
(DAPI) were purchased from Sigma-Aldrich, Toluca, Mexico. Ultrapure water was used from a Milli-Q
system (Millipore, Burlington, MA, USA), Herceptin (trastuzumab, generic name) was purchased
from Roche-Mexico, 3.5 kDa MWCO dialysis membrane (Spectrum Labs, Rancho Dominguez, CA,
USA) and other reagents were analytical grade. Au(111) plates for AFM and SERS measurements were
obtained from Arrandee Co., Werther (Westfalen), Germany. 99.99% pure silver target (1.00 diameter
x 0.259 thick) for PL.D was obtained from Kurt J. Lesker Co., Jefferson Hills, PA, USA.

2.2. Methods

Pulsed Laser Deposition (PLD). Silver nanostructures on Au(111) substrates were prepared at
room temperature by ablating a high purity silver target. Laser deposition was carried out in a vacuum
chamber at a background pressure close to 2.7 x 107 torr, obtained with a turbomolecular pump.
The third harmonic (A = 355 nm) of a Q-switched Nd:YAG laser (Spectra Physics), delivering 10 m]
in pulses of 10 nanoseconds of duration, working at a repetition rate of 10 Hz, was used as energy
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source. The laser beam was focused on the silver target surface using a quartz lens of 50 cm of
focal length, which produced a spot of 0.80 mm mean diameter and an average laser fluence close to
2.0]/cm?. Au(111) plates described above were used as substrates for PLD, placed at a distance of
6.0 cm directly in front of the silver target and subsequently, 3000 laser pulses were used to produce
silver nanostructures (45.0 £ 16.7 nm) on a surface of approximately 0.5 cm?.

Atomic Force Microscopy (AFM). All AFM images (substrates, cell plasma membranes and
surface analysis of cell plasma membranes) were characterized at room temperature under atmospheric
conditions, in the tapping mode with a NanoScope Illa (Veeco Instruments Inc., Santa Barbara, CA,
USA). Probes of antimony (n) doped silicon that had an average resonance frequency of 317-382 kHz
with a spring constant of 20-80 N/nm were used at a scan rate of 0.4-0.7 Hz. The amplitude values of
the cantilever remained constant at approximately 3000 mV and at 1.5 V set point. AFM images were
manually obtained with a mean time of 45 min per sample; the acquisition modes were height and
phase and their analyses were performed through the AFM NanoScope III software. Each sample (cell)
was examined at five different places over the cell surface in two different series of samples.

Raman and Surface-enhanced Raman scattering (SERS) measurements. All Raman and SERS
spectra were recorded at least three times in three different points of the sample, at room temperature
with a Horiba Jobin-Yvon LabRam HR 800 micro-Raman system, equipped with an Olympus BX40
confocal microscope (Edison, NJ, USA) and a CCD detector (Edison, NJ, USA). Measurements were
performed using an excitation wavelength of 532.1 nm, a 50 x objective, at a power close to 7 mW on
the sample and 100 accumulations of 10 s per spectrum to improve the signal-to-noise (5/N) ratio.
The spectra were calibrated using the 521 cm~! line of monocrystalline silicon. In order to take spatially
similar Raman spectra, these were taken near the cell nuclei in all the cases.

Breast cancer cell line cultures. MCFE-7 was seeded in Petri dishes containing phenol red-free
DMEM supplemented with 2.5% (v/v) FBS. T47D and MDA-MB-231 were cultured with RPMI medium
and 2.5% (v/v) FBS. SKBR3 was cultured with DMEM-F12 medium (3:1 v/v) and 10% (v/v) FBS.
All culture media were supplemented with non-essential amino acids (100 mM), antibiotic/antifungal
(Penicillin 100 U/mL/Streptomycin 100 mg/mL), L-glutamine (2 mM) and sodium pyruvate (100 mM)
at 1% (v/v). Breast cancer cell lines were cultured in a humidified atmosphere (5% CO; and 37 °C)
until 100% confluence, removed by means of trypsin-EDTA, centrifuged at 1500x ¢ during 10 min and
re-suspended in new culture medium.

Trastuzumab antibody purification. One mg of Herceptin was dissolved in 1 mL of 10 mM of PBS
buffer at pH 8.3 and subsequently dialyzed overnight, using a dialysis membrane of 3.5 kDa MWCO
against 1 L of the same buffer. The concentration of trastuzumab was calculated using the Beer-Lambert
law, taking into account the following constants: €2gonm = 2.25 % 10° M—lem—1, MW = 145.53 kDa
and measuring its absorbance at 280 nm with a BioDrop spectrophotometer [28,29]. Dilutions of
trastuzumab at 100 ugIanl were used for its immobilization on 4-MBA SAMs. Trastuzumab shows
an isoelectric point at pH 8.8, so a pH at 0.5 units below its isoelectric point is optimum for amine
coupling via NHS-ester intermediates [30].

4-Mercapto Benzoic Self-Assembled Monolayers (-MBA SAMs) preparation. Fresh silver
nanostructured substrates produced by PLD (3000 laser pulses of silver irradiated on an Au(111) thin
film) were immersed for 15 s into an ethanol solution of 10 mM of 4-MBA, then cautiously rinsed in an
acetic acid solution at pH 1.8 and gently dried [31]. Before use, the substrates were autoclaved.

Functionalized Silver Nanostructured Plate (FSNP) Design. Solutions of 0.4 M of EDC-HCI,
0.1 M of NHS and 1.0 M of ethanolamine hydrochloride (adjusted with HCI at pH 8.5) were prepared
using water as solvent, separated in small aliquots, frozen at —20 °C and used until required [32].
4-MBA S5AMs were activated during 10 min with 15 pL of EDC/NHS (1:1 v/v) coupling reagents
and afterwards, gently dried; 10 uL of trastuzumab at 100 p.gmL_l was deposited for 20 min and
again gently dried; 15 uL of ethanolamine hydrochloride solution was deposited for 7 min for surface
deactivation and finally FSNP was rinsed with PBS and immediately used.



Nanomaterials 2018, 8, 549 50f14

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). The coverslips for immunocytochemistry were
previously washed and autoclaved. In a 6-well multidish cell culture plate, 4 coverslips were placed
for each cell line; approximately 150,000 cells were dropped on each coverslip and incubated for
24 h. After this time, the culture medium was withdrawn, coverslips were rinsed 3 x with tempered
PBS-Tween 20 at 1% (v/v), 1 mL of 4% neutral buffered formalin was added and left to stand for 20 min
at room temperature.

Once again, coverslips were rinsed 3x with tempered PBS, primary anti-HER2 monoclonal
antibody from mouse dissolved in PBS at 1:100 (v/v) was dropped on each coverslip and incubated
during 1.5 h, then rinsed 3 x with tempered PBS. One more time, coverslips were incubated with an
aliquot of anti-anti-HER2 secondary antibody from mouse, bound to Alexa Fluor 594 fluorophore
dissolved in PBS at 1:100 (v/v) that was dropped on each coverslip and incubated during 1.5 h.
Finally, nuclei were counterstained with a solution of DAKO DAPI (2 ng/mL) that was placed on each
coverslip for 10 min, then coverslips were sealed and refrigerated at 4 °C until use.

3. Results and Discussion

In order to find a method for simple and direct detection of breast cancer, we designed a platform
for the identification of HER2 surface receptor on plasma membranes. As was mentioned in the
introduction, the overexpression of HER2 is found in 20%—-30% of human breast cancers and it correlates
with more aggressive tumors and a poorer prognosis [6]. See Scheme 1.
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Scheme 1. Schematic representation of (a) silver nanostructures deposited by pulsed laser detection
(PLD) on Au(111) substrate; (b) formation of 4-mercapto benzoic acid self-assembled monolayers
(4-MBA SAMSs) on the silver nanostructured substrate; (¢) formation of the reactive intermediate
(NHS-ester) for amine coupling; (d) formation of a functionalized silver nanostructured plate (FSNP)
with anti-HER2 (trastuzumab); (e) a breast cancer cell attached on a FSNI” and (f) a breast cancer cell
attached on a plain Au(111) substrate (control).

In the present work, we studied four cell lines: SKBR3, MCF-7, T47D and MDA-MB-231,
with different HER2 expression levels (from high to low). Figure Ta—d shows the results of CLSM
analysis revealing the presence and distribution of HER2 surface receptors in different breast cancer
cell lines (red color due to Alexa Fluor 594 fluorophore), previously identified by immunofluorescence
technique. The analysis of CLSM images from Figure 1d corroborated that the SKBR3 cell line exhibited
high expression of HER2 surface receptor, being 809%—-90% of the total cells analyzed on the surface of
the membrane and the rest dispersed in the cytoplasm. In MCF-7 cells, HER2 surface receptor was
on the membrane in 40%—60% of the total cells analyzed and could also be observed in the nucleus,
especially in cells with higher expression; this effect was not observed in SKBR3 cells but its location in
these cells was corroborated by the Z-stack analysis (not shown).
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T47D MCF-7 SKBR3

MDA-MB-231

Figure 1. Images of immunofluorescence by confocal laser scanning microscopy (CLSM) of four
different breast cancer cell lines: MCF-7, SKBR3, T47D and MDA-MB-231 (a) bright field; (b) staining of
the cell nucleus by the fluorophore DAFI (blue); (¢) indirect detection of HER2 by a primary anti-HER2
antibody and an anti-anti-HER2 secondary antibody bound to Alexa Fluor 594 fluorophore (red) and
(d) cell localization of HER2 receptor by overlapping of images (DAPI + HER2). Magnification: 63x.

The expression of HER2 on the membrane surfaces of T47D cells was observed in less than 20%
of the total cells analyzed, with less intensity than in the other two cell lines and preferably, in the
cytoplasm and nucleus; and lastly, no HER2 expression was found in MDA-MB-231 cells. These results
allow us to establish the differential expression of HER2 present on the cell membranes in the following
way: SKBR3 > MCEF-7 > T47D > MDA-MB-231.

In general, these results are in good agreement with the findings already documented in the
scientific literature that SKBR3 is a HER2-overexpressing cell line [33], MCE-7 and T47D are low
HER2-overexpressing cell lines [34] and MDA-MB-231 is considered triple negative (no expression of
HER?2, progesterone and estrogen receptors) [35]. Russo et al. reported that HER2 expressed at T47D is
predominantly cytosolic [36]. Therefore, MCF-7 cell line presents more HER2 surface receptors than
T47D cell line. It is worthwhile mentioning that for immuno-fluorescence investigations, the substrates
have to be transparent (glass plates) due to the optical configuration. Furthermore, the glass plates
have, in this case, a transparent polymer thin film that enables cell adhesion. Such substrates were not
suitable for AFM and SERS studies.

In order to find a substrate with high affinity and selectivity for breast cancer cells, based on
their HER2 expression, we designed a special functionalized silver nanostructured plate (FSNI?) with
an anti-HER2 layer on a flat Au(111) substrate. This surface is good for AFM analysis and the silver
nanoparticle layer is essential to produce SERS, since it requires a nanostructured surface to enhance the
Raman signal and, at the same time, improve the S/N ratio of the adsorbate. Note, glass substrates are
significantly rougher than Au(111) surface, making difficult the analysis by AFM. Our functionalized
silver nanostructured plate (FSNP) is highly defined (homogeneous) with AgNPs of a defined size that can
be used as a reference. In the case of glass substrates, it is very difficult to obtain the same characteristics.

Search for the optimum FSNP was carried out as a large and detailed study (not shown), however here
we present only the most relevant results. In short, we used PLD technique, with 3000 nanosecond laser
pulses to deposit silver nanoparticles of the desired size onto the flat Au(111) substrate. According to
Stamplecoskie et al., the silver nanoparticles of 50 nm diameter are favorable for SERS phenomena [37].
A great number of experiments was performed on different substrates by varying the number of laser
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pulses, from 500-3000, until finding the best experimental conditions that provided the highest signal
intensity and the highest SERS effect, that is, the highest S/N ratio.

Our nanostructured films were characterized and optimized for SERS, using sodium dodecyl sulfate
(SDS) as a test molecule (20 mM of SDS dissolved at 1:2 v/v chloroform-ethanol). Figure 2a shows an AFM
image of the silver nanostructured film prepared by PLD on a flat Au(111) substrate. Figure 2b shows the
statistical analysis performed by SPIP 3D Image Processing v6.2.4. (Image Metrology, Horsholm, Denmark)
whose results were: density of 538 silver nanostructures/ urrl2 and 45.0 + 16.7 nm of diameter. In the
process of further modification of 4-MBA SAMs, a layer with NHS-esters was formed and trastuzumab
was deposited on the nanostructured silver/gold substrate. For more details, see methodology section
of this paper. Each step of modification was followed by a detailed characterization (AFM, SERS) of the
morphology and optical properties. Figure 2c shows an AFM image of 4-MBA SAMs formed on the
nanostructured silver/gold substrate in which some features of the nanostructured surface are clearly
observed. Figure 2d exhibits the Raman spectrum of 4-mercapto benzoic acid self-assembled monolayers
(4-MBA SAMs), which is characterized by Raman peaks at 630 cm ! (C-S), 1075 cm ! (CH in-plane
bending), 1180 cm~— 1 (CH bending), 1357 cm—1 (COO~ stretching) and 1585 cm~1 (C=C stretching).
Figure 2e shows an AFM image of trastuzumab oriented-immobilized on 4MBA SAMs to form a FSNP;
again, the nanostructured characteristics of the substrate are observed. Figure 2f shows the Raman spectrum
of FSNP, which is characterized by Raman peaks at 864 cm™! (Tyr), 948 cm™! (N-C«-C), 1064 cm™— ! (C-Cor
alkyl C-N), 1139 cm™! (C-Cor alkyl C-N), 1324 cm™! (Trp, C«-H) and 1609 cm™! (Tyr, Trp, Phe). All Raman
peaks were assigned according to the literature [38,39]. The disappearance of the 4-MBA Raman signals
after adding the anti-HER?2 layer could be due to a screening effect of the latter.

30.0 ran

B

-
0 j=]

Percentage
@

[T Y

20

40 B0
Diameter (nm)

0.0 nm

b

w

— 4 MBA SAMS

Trastuzumzb coupled to AMBA SAMs|
1585 a8
|

1o75

1084
854 |

|
T g2 be
| .
Wil Y\
o0 8O0 000 1200 1400 1600 1800

Faman shiff {om'}

Raman intensity (arbitrary units)
Raman infensity (arbitrary units)

1180

| 1357

6‘30 ] | | IR
R VIV Y W NN
© o e 1200 MO0 1600 180q)
Raman shift (em’]

d e f

2

Figure 2. (a) Atomic force microscopy (AFM) image of a silver nanostructured substrate prepared by
PLD at vacuum; (b) statistical analysis of the diameter of silver nanostructures; (¢) AFM image of 2D
morphology of 4-MBA SAMs formed on the silver nanostructured substrate; (d) Raman spectrum of
4-MBA SAMs formed on the silver nanostructured substrate; (e) AFM image of 2D morphology of
FSNP with an anti-HER2 layer and (f) Raman spectrum of FSNP. AFM images are (1 pm x 1 pm) and
share the same height scale (z-scale: 0-30 nm).

The analysis of the surface roughness of 4~-MBA SAMs and FSNP by AFM showed a slight change,
which demonstrates that the film morphology was quasi-preserved. The surface roughness values
(RMS5igq)) were 4.83 £ 0.28 nm and 3.96 + 0.83 nm, respectively. The process for calculating the surface
roughness is reported in the work of Lara-Cruz et al. [40]. At this point, we consider that the FSNTP
prepared in this work accomplished all requirements to be employed as substrate for identification of
breast cancer cells.
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In the process of testing the affinity of breast cancer cells for FSNP, four cell lines with different
HER2 expression (MCEFE-7, SKBR3, T47D and MDA-MB-231) were used. The following procedure was
carried out: FSNPs were placed in duplicate for each cell line in 4-well multidish cell culture plates,
an aliquot containing around 30,000 breast cancer cells (MCF-7, SKBR3, T47D, or MDA-MB-231) was
dropped and incubated during 24 h in pseudo-physiological conditions (5% CO; and 37 °C) and then
fixed by ethanol dehydration train. Since our personal experience with formaldehyde is that it builds
up a polymeric layer, which prevents the surface from being probed by an AFM tip, we performed
fixation with ethanol dehydration train (ethanol-water solution) using solutions at 30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 96% and 100% (v/v) for 3 min in each step.

The same process was carried out in parallel, using a clean Au(111) substrate, which supposedly
lacks affinity for the cancer cell lines employed in this study. Both substrates were analyzed by
AFM imaging that revealed morphological changes due to presumably different cell attachment.
Nevertheless, to our surprise, the cell populations on both substrates were very similar for all cell
lines, which could be attributed to a rather long time of cell incubation. As a further attempt to
distinguish the difference between the four cell lines with differential HER2 expression, we studied the
morphology and surface roughness of the cells attached to FSNPs.

AFM images shown in Figure 3a—d revealed different morphology for each cell line attached
on FSNPs. Despite the imaged cells are of the same size, in many cases they possess two or more
nuclei (typical for cancer cell lines) as well as cytoplasmic prolongations, which indicates a similar
attachment to the surface. All AFM images are given in 2D top-view, however, for illustration a small
segment (insert) is presented in 3D mode. Surface roughness of the parts obtained exclusively at
the surface of the plasma membrane, was evaluated quantitatively and expressed as RMS[Rq] factor.
We calculated a paired t-test using the R statistical software [41] v3.4.1 in order to find the difference of
means between the roughness of the plasmatic membranes adhered on a FSNP and on a flat Au(111)
substrate. We only found significant differences (p-value < 0.05) in the surface roughness analysis of
the plasma membranes of MCE-7 and T47D breast cancer cells. Note that RMS [Rq] and cellular height
observed at AFM images are very low, probably due to the ethanol dehydration train.
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Figure 3. AFM image of (a) SKBR3 cells attached on a FSNP (image size: 55.5 uym x 55.5 pm,
with z-scale: 0-3.0 um); (b) MCEFE-7 cell attached on a FSNP (image size: 35.0 um x 35.0 um, with z-scale:
0-3.0 um); (c) T47D cell attached on a FSNP (image size: 35.1 um x 35.1 pm, with z-scale: 0-2.1 um)
and (d) MDA-MB-231 cell attached on a FSNP (image size: 50.0 pm x 50.0 um, with z-scale: 0-3.0 um).
3D images of the insert (5.0 um x 5.0 um) show a segment of the plasma membrane of each cell selected

for surface roughness analysis.
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Table 1 shows the results of the surface roughness analysis. In conclusion, we believe that AFM
analysis did not satisfy our expectations and is not sufficiently good to discriminate different cell
attachments or different cell lines with different HER2 expression.

Table 1. Measurements of the surface roughness by AFM of the different breast cancer cell plasma
membranes. The results are shown as: mean = S.D.

Breast Cancer Cell Line RMS[RqJ (nm)
SKBR3/FSNP 489 £+ 15.2
SKBR3/Au(111) 303472
MCEF-7 /FSNP 43.0 & 6.8
MCF-7/Au(111) 58.9 4 9.3
T47D/FSNP 50.1 &+ 10.7
T47D/Au(111) 88.4 4+ 27.8
MDA-MB-231/FSNP 40.2 £ 13.3
MDA-MB-231/Au(111) 43.4 4 8.1

Additionally, cellular samples were analyzed by SERS technique. Two types of substrates were
used: a clean Au(111) substrate and our specially prepared FSNP with high affinity for HER2 expressed
by the breast cancer cell lines analyzed. All Raman measurements were performed at least 30 times
in the range of 600-1800 cm~1, where the main peaks were observed. In all spectra, the peaks at
1002 ecm~" (Phe), 1030 cm~! (Phe), 1340 cm~! (Amide III), 1450 cm~! (CH and CHj3 asymmetric) and
1667 cm 1 (Amide I) were found. Figure 4 shows the obtained SERS spectra of four different breast
cancer cell lines (SKBR3, MCEF-7, T47D and MDA-MB-231) attached on FSNP (a) and on a flat Au(111)
substrate (b), respectively.
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Figure 4. Raman spectra of four different breast cancer cell lines: SKBR3, MCF-7, T47D and
MDA-MB-231 (a) attached on a FSNP and (b) attached on a flat substrate of Au(111).

A considerable difference was obtained in the spectra between the two substrates used. All spectra
were taken through the cells, preferentially on the nucleus part. Raman spectra obtained on FSNP have
higher peak intensity, better peak definition and higher S/N ratio. We believe this improvement is due
to SERS phenomena, despite the fact that our cell layer is several times thicker than the theoretically
predicted length evanescent electromagnetic field for a nanostructured surface, which is confined to
less than 30 nm. Therefore, using FSNP provides specific attachment of the breast cancer cells with
differential HER2 expression and better Raman spectra, which is a great advantage in comparison
with the plain gold substrate. All Raman spectra shown were baseline-corrected using the adaptive
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iteratively reweighted penalized least squares algorithm by Zhang et al. [42] and their assignments are
in accordance with scientific literature [43-46] and are summarized in Table 2.

Table 2. Tentative Raman assignments. Abbreviations: (tw) twist, (U) uracil, (A) adenine, (G) guanine,
(C) cytosine, (T) thymine, (br) breathing, (str) stretching, (bk) backbone, (sym) symmetric, (def) deformation,

(p) protein.
Raman Shift (em~1) Tentative Assignment

1667 T, G, C, p: Amide I random coil
1615 Tyr, Trp, p: C=C
1601 Phe, Tyr, p: C=C
1578 A, G
1450 CH, def

1335-1340 A, G, p: CH def
1245 Amide ITI 3-sheet
1030 C-H Phe
1002 Phe sym ring br
948 N-Co-C
850 Tyr ring br

780-783 U, T, C ring br; O-P-O str bk

641 C-C Tyr tw
620 C-C Phe tw

The most prominent peaks identified in the Raman spectra for all cell lines are at: 1002 em™L,

1030 em~! attributed to the phenylalanine symmetric ring breathing and the phenylalanine C-H,
respectively. The band at 1667 cm™! is due to the amino acid Amide I vibration. According to the
scientific literature, the Raman band at 1667 cm 1 is mainly attributed to protein Amide I probably
from the cell membrane. Some Raman bands can show an overlap of vibrations and others can be
Raman inactive. Therefore, using FSNP with high affinity and specificity for breast cancer cells will be
of great advantage in the process of detection of such illness by SERS.

The optical image in Figure 5a shows a T47D breast cancer cell attached on a FSNP (just as an
example). This breast cancer cell line was incubated during 24 h on a FSNP under pseudo-physiological
conditions (37 °C, 5% CQO») and then fixed with an ethanol dehydration train. Raman spectra were
taken at two positions: one on the cell nucleus (Figure 5b) and another, on FSNP after cell fixation
(Figure 5¢). The Raman spectrum (Figure 5¢) on the surface of FSNP does not present any features,
which clearly shows that the above obtained spectra were originated from the cell material.

FSNP after fixation
TA7D / FSNP
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Figure 5. (a) Optical image of a T47D cell attached on a FSNP; (b) Raman spectrum of the T47D breast
cancer cell attached on a FSNP and (¢) Raman spectrum of the FSNP after cell fixation by an ethanol
dehydration train. Scale bar: 2 nm.

It means that the prepared FSNP could lead to the development of a biosensor for rapid, direct and
highly sensitive identification of breast cancer cells.
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At this point, it is interesting to compare spectral peak characteristics between the four cell
lines with differential HER2 expression. The obtained Raman peak positions are the same in all
spectra, however the intensity ratio between the peaks within each cell line is different. Note that for
comparisons, spectra with same S/N were used. The comparison was carried out between the ratio of
the two prominent Raman peak intensities: 1002 cm~! and 1667 cm~1. The ratios were determined
at each spectrum independently and then compared as a function of HER2 expression (Figure 6a—d).
The 1002 cm~1/1667 cm~! ratio is proposed because these peaks are the most prominent in our Raman
spectra. Furthermore, a direct relation between this ratio and the HER2 expression was seen in the
different cell lines with the exception of SKBR3.
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Figure 6. Raman intensities at (a) 1002 em 1 (b) 1030 cm L (¢) 1667 cm 1 and (d) the ratio 1002
cm 1 /1667 cm ! of the different breast cancer cell lines.

By means of this analysis, we found a tendency of the Raman intensity at 1002 em—1 1030 em—1,
1667 cm™1 and 1002 cm~1/1667 cm™1 for the different breast cancer cell lines used in the present work.
In Figure 6a—b, the Raman bands at 1002 cm—! and 1030 cm—! show a relationship similar to that found
through CLSM. The Raman peaks located at 1002 cm ! and 1030 cm ! (associated with phenylalanine
amino acid) for cell lines: SKBR3 and MCF-7 are of higher intensity than T47D and MDA-MB-231,
which is in clear agreement with differential expression of HER2 surface receptor. These was observed
for both surfaces: Au(111) and FSNP. Thus, using FSNP, the signal is very well defined and intense and
has a higher signal-to-noise ratio. Therefore, FSNP is better option for SERS than the Au(111) plate.
Based on the obtained results, we propose a new platform Figure 6¢ does not show any trend. We have
evaluated Figure 6d that shows the ratio between the Raman intensity at 1002 cem— 1 and 1667 ecm—1,
except for the data of SKBR3 cell line showing an unusual intensity at 1667 cm~1. We considered
that it follows the same tendency mentioned before. The data presented here clearly show that SERS
technique with a FSNP could be a powerful platform for cancer cell detection and identification of
breast cancer cells with differential HER2 expression. A further development of this new platform
includes its evaluation under physiological conditions.

4. Conclusions

Four breast cancer cell lines with different HER2 expression were studied by means of three
different techniques: CLSM, AFM and SERS. The goal was to develop a platform for possible cancer
cell identification and distinction between cells with different HER2 expression. Results obtained by
CLSM show differences in the presence and distribution of HER2 on the cell surface membranes. HER2
expression from high to low was found to follow the order: SKBR3, MCF-7, T47D and MDA-MB-231,
respectively. The obtained results are in agreement with the previous literature and knowledge.
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AFM images obtained at nanometric level with high resolution show differences in surface
morphology of the investigated cell lines but without significant changes in surface roughness to
be used as a basis for development of a new platform. In order to use highly sensitive SERS,
a new type of substrate was developed: functionalized silver nanostructured plate (FSNP) with a
preadsorbed anti-HER2 (trastuzumab) layer, which provides a specific interaction between FSNP and
HER?2 expressed at the cancer cell surface. Indeed, our SERS results revealed that breast cancer cells
show high affinity for the FSNP substrate, higher than for the bare gold samples. The SERS spectra
of higher quality (higher S/N ratio and the excellent peak definition) were obtained with FSNPs.
Among the different peaks identified in the spectra for different cell lines, peaks of higher intensity
appear at: 1002 cm~! and 1030 ecm 1, associated with the phenylalanine amino acid.

The analysis of SEARS peaks shows that cell lines with higher HER2 expression (SKBR3 and
MCE-7) exhibit higher Raman intensity at 1002 cm ! than T47D and MDA-MB-231. These findings are
in agreement with our results obtained by immunofluorescence, so there is some correlation between
the two techniques. We can say that the most intense SERS signal is probably due to the coupling
between trastuzumab and the silver nanostructured surface.

In general, the tendencies of the SERS effect with the FSNP and Au(111) plate are very similar;
however, in the case of FSNP, the signal is very well defined and intense and has a higher signal-to-noise
ratio. Therefore, we believe that the FSNP is better option for SERS than the Au(111) plate. Based on
the obtained results, we propose a new platform capable of recognizing breast cancer cells with HER2
expression by using a FSNP with SERS technique. This platform could be used for cells with different
HER?2 expression levels and is mostly based on the identification of the most prominent Raman peak
at 1002 em~1.
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