OPEN G ACCESS dzanas

Estudio de la estabilidad de aptameros generados frente a la
proteina 4E-BP1.

Rebeca Carrién Marchante' 2, Ana Garcia Sacristan?, Celia Pinto Diez2, Maria Elena Martin?,
Victor M. Gonzélez2

1. Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular, Departamento de Biologia de Sistemas, Facultad de Medicina y Ciencias
de la Salud, Universidad de Alcala, 28871 Alcala de Henares, Madrid. 2. Departamento de Bioquimica-Investigacion,
Hospital Ramoén y Cajal-IRYCIS, 28034, Madrid, Espafa.

a. rebecacm93@gmail.com
Palabras clave: aptamero; cancer; estabilidad; SELEX; terapia; 4E-BP1
Resumen

El control de la sintesis de proteinas juega un papel importante en el crecimiento y proliferacion celular.
En la mayoria de los organismos eucariotas se lleva a cabo una traduccién dependiente de cap en la cual
el factor eucariotico de iniciacion (elF) 4E juega un papel muy importante. La actividad de este factor esta
regulada por la proteina 4E-BP1 (proteina de unién a elF4E), entre otras, cuya fosforilacion permite la
liberacion del factor y su participacion en la traduccion. La sobreexpresion del factor elF4E produce
irregularidades en el ciclo celular relacionadas con el cancer, enfermedad que produce 8.2 millones de
muertes anuales en el mundo. La actividad reguladora de la proteina 4E-BP1 la convierte en una posible
diana terapéutica, por lo que en el laboratorio se seleccionaron tres aptameros frente a dicha proteina a
través del método SELEX. Los aptameros se conocen como 1R, 1F y 20F y poseen estructuras
secundarias complejas y con posibilidad de formacion de G-cuadruplex, lo que les confiere una alta
estabilidad. Por ello en el presente trabajo se ha ampliado la caracterizacion estructural y funcional de
estos aptameros mediante parametros como susceptibilidad a nucleasas, IC50, niveles intracelulares,
efecto sobre la sintesis de proteinas y constante de disociacion. Los resultados posicionan a los
aptameros 1R y 20F como los mas estables y los principales candidatos como potenciales herramientas
terapéuticas. Sin embargo, es necesario realizar nuevos experimentos funcionales asi como estudiar la
especificidad de los aptameros frente a otras proteinas y otros aspectos importantes para su aplicacion
clinica.
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Introduccién

El papel de 4E-BP1 en la sintesis de proteinas

La sintesis de proteinas, también conocida como traduccion, es uno de los procesos mas importantes en el
ciclo vital de las células ya que mantiene su crecimiento y proliferacion. En la mayoria de los organismos
eucariotas, se lleva a cabo una traduccion dependiente de cap, en la cual se considera al factor de
iniciacion eucariotico (elF) 4E un factor limitante en el proceso debido a que recluta el ribosoma
facilitando el inicio de la sintesis proteica [1]. Su disponibilidad depende directamente de las proteinas de
union a elF4E (4E-BPs), entre las que destaca 4E-BP1 por su papel critico en el control de sintesis de
proteinas, supervivencia y proliferacion celular. Si 4E-BP1 se encuentra hipofosforilada interactia
fuertemente con elF4E, mientras que su hiperfosforilacion disminuye drasticamente la uniéon a dicho
factor, aumentando la tasa de traduccion [2]. La principal via de fosforilacion de la proteina 4E-BP1 es la
ruta PI3K/Akt/mTOR [3], en la que factores de crecimiento desencadenan una cascada de sefializacion
que acaba activando al complejo mTOR, serina-treonina-quinasa que fosforila a 4E-BP1, produciéndose
la liberacion del factor eIF4E.

La fosforilacion de 4E-BP1 es un proceso relevante ya que de ella depende el crecimiento celular. Se ha
visto que el incremento del factor eIF4E o la hiperfosforilaciéon de 4E-BP1 a través de mTOR estan
relacionados con procesos tumorales y progresion cancerigena [3, 4] debido a un aumento en la
produccion de proteinas. Es mds, se ha descrito en diferentes tipos de tumores [5] que la activaciéon de la
ruta PI3K/Akt/mTOR es una caracteristica frecuente que implica un aumento en la cantidad de 4E-BP1
fosforilado (p-4E-BP1). Se ha visto que la expresion de este factor es mayor en aquellas zonas que acaban
desarrollando un cancer que en las que no y que, ademas, esta asociado con un peor pronostico y grado de
malignidad del tumor [6-8]. Esto indica que 4E-BP1 se puede considerar como una buena diana



http://www3.uah.es/dianas?s=e20160909
http://www3.uah.es/dianas?e20160909
http://hdl.handle.net/10017/15181
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

terapéutica en procesos cancerigenos. De acuerdo con esto parece de especial importancia el desarrollo de
agentes terapéuticos que tengan como diana factores de iniciacion traduccional. Por este motivo se
seleccionaron moléculas que reconocen especificamente la proteina 4E-BP1, para su futura aplicacion en
terapia tumoral. Estas moléculas, descritas a continuacioén, se denominan aptameros.

Aptameros

Los aptameros son acidos ribonucleicos (ARN) o desoxirribonucleicos (ADN) sintéticos, de cadena
sencilla [9, 10] que, gracias a su habilidad para formar estructuras secundarias y terciarias son capaces de
unirse de forma especifica a un amplio rango de dianas. Se seleccionan a través de un proceso
denominado SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment), en el cual se parte de
una extensa libreria de oligonucleotidos de secuencia aleatoria que sera enfrentada a una diana
determinada. Las secuencias no unidas se eliminardn, mientras que aquellas que sean capaces de
reconocer dicha diana, se amplificaran, completando una ronda de seleccion. Gracias a estos sucesivos
ciclos, la libreria inicial es reducida a unas pocas secuencias especificas para su diana [11].

En el presente trabajo se han utilizado tres aptameros generados en el laboratorio frente a la proteina 4E-
BP1. Los tres provienen de una extensa libreria de oligonucle6tidos de ADN cuya region central consta
de 40 nucleotidos de secuencia aleatoria flanqueados por dos regiones de 18 nucledtidos de secuencia
conocida. Tras 9 rondas de seleccion, la poblacion final se clond y se secuencid. Las secuencias repetidas
con mas frecuencia, fueron analizadas para estudiar su afinidad individual por la diana y, de aquellas mas
afines, se analizaron sus estructuras secundarias predictivas y posibles G-cuadruplex, zonas ricas en
guaninas (G) que confieren gran estabilidad a la molécula [12]. A la vista de los resultados, se eligieron
los aptameros denominados 1R, 1F y 20F, los cuales presentan un porcentaje de GC superior al 50%.
Como se observa en la Figura 1, las tres secuencias muestran estructuras secundarias complejas como
tallos y bucles. De acuerdo con la energia libre de Gibbs (AG), 1R adoptaria la estructura mas estable de
los tres, seguido de 20F, y por Gltimo y menos estable, 1F. Ademas se vio que 1R podria formar dos
estructuras G-cuadruplex, una con tres planos y otra con dos, 20F formaria una con dos planos y 1F no
formaria dicha estructura [13].
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Figura 1.- Prediccion de la estructura secundaria de los aptdmeros y posibles estructuras G
cuadruplex. Las secuencias de los aptameros fueron analizadas mediante el programa mFold. Los
circulos rojos y azules en 1R y 20F indican la posicion de las G que muestran una alta probabilidad de
participar en la formacion de G-cuadruplex, basado en el algoritmo usado por el programa QGRS
mapper. A la derecha, una aproximacion de estas estructuras que formarian.

Los resultados identificaron a los tres oligonucleotidos como los mas prometedores, ya que, mostraban las
energias libres mas bajas, a la vez que la posibilidad de formacion de G-cuadruplex. Asi se ha visto
conveniente continuar su caracterizacion, por lo que el objetivo del presente trabajo es determinar
parametros relacionados con la estabilidad de los aptameros como la toxicidad, niveles intracelulares,
susceptibilidad a nucleasas, etc. El estudio de la estabilidad de los aptameros ofrece datos importantes que
permitiran clasificar a estas moléculas como las candidatas adecuadas en futuras nuevas terapias
anticancerigenas.

Materiales y Métodos

Ensayo de estabilidad de aptameros

Se incubaron 300 ng de cada aptamero (previamente estructurados durante 10 minutos a 95°C y 10
minutos a 4°C en tampon I (Tris-HCI 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl, 1mM, KC1 5SmM)) con 0.05
U de la endonucleasa DNAsa I (Thermo Scientific) durante 30 minutos. Durante este tiempo se
recogieron alicuotas a los 0, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos, incubandolas a 65°C durante 10 minutos para
parar la reaccién de degradacion. Posteriormente se realizo una electroforesis en gel de agarosa (Conda)
al 2.5% en tampon TAE 1x (Tris-HCl 40 mM, pH 7.4; acido acético 0.112% y etilendiaminotetracético
(EDTA) 1mM) y Gel Red (Biotium) 1x. Las muestras se prepararon en tampoén de carga (azul de
bromofenol y glicerol al 30%) y el marcador de peso molecular empleado fue pUC19 DNA/Msp I (Hpa
IT) (Thermo Scientific). La electroforesis se resolvié en tampén TAE 1x durante 30-45 minutos a 120 V.



Cultivos celulares

La linea celular epitelial SW480, derivada de adenocarcinoma colorectal humano (ATCC® CCL-228™),
se mantuvo en cultivos monocapa en frascos de 75 cm? con medio DMEM: Ham’s F12 (PAA) 1:0.8, 1%
de piruvato, 1% de glutamina (Invitrogen), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 25
pg/ml de anfotericina y 10% de suero bovino fetal en un incubador con ambiente saturado de humedad a
37°C y 5% CO02/95% O,. Las células se levantaron con tripsina 1x (Gibco) y fueron lavadas con PBS
(tampon fosfato salino) (PAA). Para la prevencion de la contaminacion por micoplasma se afadid
Plasmocin 1:5000 (Invitrogen) al medio de cultivo durante el mantenimiento de las células.

Transfeccion de células

Las células se sembraron en diferentes placas a una densidad apropiada en funcion del ensayo, 10*
células/pocillo en placas de 96 pocillos (p96) y 5x10* en placas de 24 pocillos (p24). A las 24 horas
fueron transfectadas con los aptameros estructurados en tampén I a distintas concentraciones (segun el
ensayo correspondiente), mediante Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) segun las indicaciones del
fabricante, y acondicionando los reactivos a cada densidad celular, tipo de placa y ensayo realizado. Las
células se lavaron dos veces con medio sin antibidtico y posteriormente se afiadieron los complejos
lipofectamina-ADN en medio Opti-MEM I (Gibco). Las células transfectadas se incubaron a 37°C el
tiempo necesario hasta la realizacion del ensayo correspondiente.

Determinacion de la reduccion de las sales de tetrazolio (MTT)

Las células se sembraron en placas p96 y 48 horas después de la transfeccion se retird el medio y se
afiadieron 100 pl /pocillo de sales de metiltiazol tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml en medio
de cultivo, incubando durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente se afiadieron a cada pocillo 100 pl de
solucion de lisis (10% de dodecil sulfato sddico (SDS) y 10 mM de HCI). Tras 16-24 horas a 37°C se
determind por espectrofotometria la reduccion de MTT a 540 nm en el SPECTRA FLUOR. Los
resultados son expresados como porcentaje de viabilidad con respecto al control.

Estudio de los niveles intracelulares de los aptameros en células transfectadas

Se llevo a cabo a las 24 y 48 horas post-transfeccion. Las células fueron lavadas con PBS, levantadas y
lisadas en 30 pl de agua durante 5 minutos. Posteriormente, los lisados se incubaron durante 10 minutos a
90°C y se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos. El sobrenadante se recogio y se realizdo PCR a
tiempo real (qQPCR) empleando Quantimix Easy Kit (Biotools) siguiendo las indicaciones del fabricante,
en un equipo iQ5. El sedimento fue resuspendido en 10 pl de NaOH 0.1M y cuantificado mediante el
ensayo BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific) segtin las indicaciones del fabricante.
Para la realizacion de la qPCR se emplearon los cebadores de los aptimeros denominados F3 (5’-GCG
GAT GAA GAC TGG TGT-3’) y R3 (5’-GTT GCT CGT ATT TAG GGC-3’) a 0.125 pM, 1 ul de
molde, tamp6n Quantimix Easy Mater Mix 1x y agua hasta completar un volumen final de 20 pl/tubo. El
programa de PCR usado fue: 5 minutos a 95°C en 1 ciclo y, 10 segundos a 95°C, 15 segundos a 55°C y 20
segundos a 72°C durante 40 ciclos. Posteriormente y durante 81 ciclos, se pasé de una temperatura inicial
de 55°C hasta una temperatura final de 95°C cada 30 segundos. Para cuantificar las cantidades
intracelulares de aptamero, se hizo una recta patrén con cantidades conocidas de cada aptamero entre 100
fmol y 10 amol. Los valores de aptamero intracelular fueron corregidos por la cantidad de
proteina/pocillo, y son expresados en fmoles de aptamero por pug de proteina.

Los aptameros recogidos en los lisados celulares se amplificaron también mediante PCR semicuantitativa,
con los cebadores a 0.4 pM cada uno, desoxinucledtidos trifosfato (AINTPs) a 0.2 uM, MgCl, 3 mM y 1U
de Taq Polimerasa (Biotools) en tampon de PCR 1x en un volumen final de 20ul. El programa de PCR
empleado fue el mismo de la qPCR durante 15 ciclos. La amplificacion se comprobd mediante
electroforesis en gel de agarosa en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. El gel fue
cuantificado mediante el programa Image Quant ™. Los resultados fueron corregidos por la cantidad de
proteina/pocillo y se expresan en unidades arbitrarias (U.A.) por pg de proteina.

Cuantificacion de sintesis de proteinas con ensayo SUnSET®

Las células transfectadas en placas p24 fueron tratadas con puromicina a las 24 horas [14]. Como control
se afiadio cicloheximida 25 pM en medio de cultivo a células sin transfectar y se incub6é 5 minutos a
37°C. Tras esto, se retir6 el medio del resto de pocillos y se afiadié puromicina 2 pM en medio de cultivo
incubando 30 minutos a 37°C. Posteriormente se cambid el medio y se incubé 1 hora a 37°C. A
continuacion se levantaron las células afiadiendo a cada pocillo 500 pl de tampoén de lisis celular (TLC)
(Tris-HC1 20 mM, pH 7.6; ditiotreitol (DTT) 1mM; EDTA 1 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
ImM; pepstatina A 1pg/ml; antipaina 10 pug/ml; leupeptina 1 mg/ml; molibdato sédico 10 mM, B-
glicerofosfato 10 mM; ortovanadato sdédico 1 mM; KCI1 120 mM y benzamidina 1 mM) y centrifugando a
400 g durante 10 minutos a 4°C. El sedimento de células fue lisado con TLC/Tritén 1% en una proporcion



1:2 y centrifugado 10 minutos a 12000 g y 4°C. La proteina presente en el sobrenadante se valord
mediante el ensayo BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific) segin las instrucciones
del fabricante.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se llevé a cabo mediante el empleo de un sistema de electroforesis analitica vertical de proteinas de
BIORAD (Miniprotean II Cell) utilizando geles de poliacrilamida del 12% en condiciones reductoras y
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Como agentes polimerizantes se utilizaron N-N-N’-N’-tetrametilen-
diamina (TEMED) al 0.86% y persulfato amonico a una concentracion final de 0.45 pg/ul. La
electroforesis se realizé en presencia de SDS al 10%, en un tampoén de electroforesis (Tris-HCI 250 mM,
pH 8.3; Glicina 192 mM y SDS al 10%). Como marcador de peso molecular se usdé PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Las muestras se prepararon en tamp6n de carga (Tris-HCI
180 mM, pH 6.8; 9% de SDS; 6% de P-mercaptoetanol; 15% de glicerol y 0.025% de azul de
bromofenol) en un volumen final de 30 pl y se resolvieron a 200 V durante 45 minutos-1 hora.

Transferencia de proteinas e inmunodeteccion (Western blot)

Las proteinas resueltas mediante electroforesis fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
mediante un sistema continuo y hiimedo en solucion de transferencia TrisGlicina/Metanol (Tris-HCl 25
mM, pH 8.3; glicina 192 mM y metanol 20%). La transferencia se llevé a cabo a 100 V durante 1 hora.
Las membranas fueron bloqueadas 1 hora en PBS-Blotto (o leche en polvo desnatada) al 5% a
temperatura ambiente antes de incubarlas con el anticuerpo primario. Los anticuerpos se diluyeron en
PBS-BSA (albiimina de suero bovino) al 1% o en PBS-Blotto al 1%. Los anticuerpos primarios se
incubaron toda la noche a 4°C, y los secundarios, 1 hora a temperatura ambiente. El revelado se llevo a
cabo de dos maneras diferentes en funcion del anticuerpo empleado: para los anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa se emple6 un sistema de quimioluminiscencia con Clarity™ Western ECL
Substrate (BIO RAD), mientras que para los anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina se emplearon
reactivos para ensayos colorimétricos. Entre anticuerpos y revelado se realizaron lavados de 10 minutos
con PBS-Tween 0.05%. La cuantificacion de bandas se realizé en un analizador de imagenes equipado
con el programa Image Quant ™. Los datos fueron obtenidos en unidades de densidad dptica/mm?.

Ensayo enzimatico en placa con aptameros (ELONA).

Se emplearon placas de 96 pocillos Maxisorp Nunc (Thermo Scientific) en las cuales se afiadid 50 ng de
la proteina 4E-BP1 y 250 ng/pocillo de BSA diluidos en solucion coating (KPL) en un volumen final de
100 pl/pocillo. La placa se incubd toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia siguiente se realizaron 4
lavados de 200 pl/pocillo de tampdén I con BSA 0.2% y Tween 0.1%. Se bloqued durante 1 hora a
temperatura ambiente con tampon I con BSA al 5%. Posteriormente se afiadieron cantidades crecientes de
aptamero previamente estructurado y marcado con biotina, en un volumen final de 100 pl de tampoén I y
se incubaron durante 1 hora a 37°C. El exceso de aptamero no unido se retird mediante 4 lavados iguales
a los anteriores. Para detectar la union del aptamero a la proteina se afiadieron 100 pl/pocillo de
estreptavidina conjugada con peroxidasa diluida 1:1000 en tampén I con BSA 0.2%, incubando a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizaron 4 lavados y se afiadieron 100 pl/pocillo de solucion
ABTS (Roche) para su revelado. Se incub6 a temperatura ambiente y oscuridad realizando medidas a una
longitud de onda de 405 nm cada 10 minutos durante 1 hora en el SPECTRAFLUOR.

Resultados

Sensibilidad de los aptameros a nucleasas

La alta susceptibilidad de los aptameros a ser degradados por nucleasas limita su aplicacion en clinica.
Con el fin de analizar su estabilidad, los aptameros seleccionados se incubaron con la endonucleasa
DNAsa I a diferentes tiempos. Los resultados muestran que el aptamero 1F es el mas sensible a la
actividad de la enzima debido a que se degrada mas rapidamente que los otros dos, alcanzandose una
degradacion del 50% a los 5 minutos de incubacion. Por otra parte, 1R y 20F son menos susceptibles a ser
degradados por la enzima, siendo éste tltimo el mas resistente ya que se observa una cantidad superior al
90% del aptamero inicial incluso a los 30 minutos de incubacion (Figura 2).
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Figura 2.- Gel de agarosa de los aptameros incubados con DNAsal. Los aptameros se incubaron con
la enzima y se recogieron alicuotas cada 0, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos. nts: nucleétidos.

Efectos de los aptameros seleccionados en células SW480

Con el objetivo de estudiar el efecto de los aptameros en la viabilidad de las células, se realizaron ensayos
en los que células SW480 fueron transfectadas con los aptameros 1R, 1F y 20F a las concentraciones de
50, 100, 150 y 200 nM. La viabilidad celular se midi6 a las 48 horas mediante la reduccion de MTT como
se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados revelaron que los aptameros 1R, 1F y 20F inhibian el
crecimiento celular con valores de ICso de 75, 150 y 87 nM respectivamente (Figura 3).
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Figura 3.- ICso de los aptameros IR, 1F y 20F. La gréafica representa la media + SEM de tres
experimentos independientes. (¥p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 respecto al control).

Uno de los aspectos mas importantes a la hora de poder utilizar los aptdmeros para regular la actividad de
dianas intracelulares es conocer su vida media en el interior celular, que puede estar afectada tanto por su
estructura como por su naturaleza molecular. Con el fin de estudiar la estabilidad intracelular de los
aptameros, se realizaron ensayos en los que células SW480 fueron transfectadas con IR, 1F y 20F a una
concentracion de 50 nM, a la que se produce una muerte celular inferior al 50% para todos los aptameros.
Después de 24 y 48 horas, se procesaron las células y se cuantificaron los niveles de aptamero intracelular
mediante qPCR y PCR a tiempo final semicuantitativa.

Los resultados de la qPCR (Figura 4) muestran que el aptamero 1R es el mas estable en el interior celular
ya que es el que muestra mayores concentraciones a ambos tiempos. El aptamero 20F es menos estable
que 1R ya que se observa que a ambos tiempos sus niveles son inferiores y, ademas, se reduce mas de un
50% a las 48 horas de transfeccion. Por ultimo, el aptamero 1F es el menos estable en el interior celular
ya que sus niveles intracelulares son casi inexistentes.
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Figura 4.- Estudio de los niveles de los aptameros en células SW480 mediante qPCR.



Por otra parte, la amplificacion por PCR a tiempo final y electroforesis en gel de agarosa muestran los
mismos resultados (Figura 5), confirmando que los niveles intracelulares de 1R son los mas altos en
comparacion con el resto de aptameros, mientras que los niveles de 20F siguen siendo inferiores en
comparacion con 1R y se aprecia una disminucion del 50% al tiempo de 48 horas. Por ultimo, 1F se sigue
considerando el menos estable ya que sus niveles son practicamente inexistentes ya a las 24 horas.
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Figura 5.- Estudio de los niveles intracelulares de los aptameros en las células SW480 mediante PCR
a tiempo final. (A) Gel de agarosa en el que se muestra la amplificacion por PCR de los aptameros a
24 y 48 horas post-transfeccion. (B) Cuantificacion intracelular de aptamero a partir del gel de
agarosa. (U.A.: Unidades Arbitrarias).

A continuacion, se estudi6 el efecto de los aptameros sobre la sintesis de proteinas. Para ello, las células
fueron transfectadas con la concentracion de aptdmero correspondiente a la ICso determinada en el ensayo
de MTT (Figura 3). A las 24 horas, se trataron con puromicina, antibidtico que a la concentracion
utilizada reprime parcialmente la sintesis de proteinas. Como control de valoracion de la sintesis de
proteinas, se empled el antibidtico cicloheximida (CH) en altas concentraciones para producir una
inhibicion total en la sintesis. Las proteinas truncadas por puromicina quedan marcadas para su posterior
deteccion mediante anticuerpos. Ademads, debido a las diferencias entre las ICso, se emplearon dos
controles de transfeccion: C, como control de los aptdmeros 1R y 20F con ICso similares, y C’, como
control del aptdmero 1F con una ICso superior. La cuantificacion de proteinas sintetizadas se realizd
mediante ELISA (datos no mostrados) y Western blot, el cual indicé una disminucién de la sintesis
proteica de células transfectadas con todos los aptameros, siendo mayor el efecto producido por el
aptamero 1R (Figura 6).
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Figura 6.- Efecto de los aptameros sobre la sintesis de proteinas en células SW480. (A) Western blot
de células transfectadas tratadas con puromicina. C: control de transfeccion de los aptdmeros 1R y
20F. C’: control de transfeccion del aptamero 1F. CH: cicloheximida. (B) Cuantificacion de la sintesis
total de proteinas normalizada frente a f-actina en las células SW480. Las barras representan la media
+ SEM de dos experimentos independientes.

Caracterizacioén de la afinidad del aptamero 20F

Los aptameros 1R, 1F y 20F, fueron seleccionados frente a la proteina 4E-BP1 en el laboratorio,
previamente a la realizacion de este estudio, mediante el método SELEX. Después de diferentes ensayos,
el aptamero 20F se posiciona como el mas afin por la proteina 4E-BP1 por lo que se selecciona para
caracterizar su constante de disociacioén (Kd) por la proteina diana mediante el ensayo ELONA.

Los datos obtenidos, fueron analizados usando una regresion no lineal, mostrando que responden a una
curva hipérbola cuya ecuacion es y = (X x Bméx)/(X + Kd), donde Bmax es la uniéon maxima y Kd es la
concentracion de aptamero requerida para alcanzar la mitad de la unién maxima. El aptamero 20F es
capaz de detectar la proteina 4E-BP1 de forma dependiente de la concentracién, con una Kd de
254+44.02 nM (Figura 7).
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Figura 7.- Caracterizacion de la interaccion del aptamero 20F con 4E-BP1 mediante ELONA. El
aptamero unido a biotina a 8, 20, 40, 80, 320 y 560 nM se incub6 con 4E-BP1 previamente dispuesta
en placa a 50 ng/pocillo. En el cuadro se representa la media = SEM para la Kd del aptdmero 20F de 3
experimentos independientes. U.R.F. (Unidades Relativas de Fluorescencia). Abs (absorbancia).

Discusion

Los aptdmeros, gracias a su capacidad para formar estructuras terciarias definidas, son capaces de
reconocer determinadas dianas de forma especifica, demostrando un enorme potencial como herramientas
biotecnolégicas y biomédicas. Asi, se han desarrollado aptdmeros con el objetivo de diagnosticar o tratar
distintas patologias [15]. El cancer es una enfermedad que produce 8.2 millones de muertes al afio en todo
el mundo [16]. A rasgos generales, se caracteriza por una proliferacion descontrolada y una capacidad
invasiva por parte de las células cancerigenas [17]. Este aumento en la proliferacion celular se sostiene,
entre otras causas, debido a una sintesis elevada de proteinas, originada por la expresion aberrante de

factores implicados en el proceso de traduccion. Por todo esto, y dada la implicacion de 4E-BP1 en
procesos tumorales, se seleccionaron aptameros que reconocen dicha proteina con fines terapéuticos.

El proceso de seleccion de aptameros constd de 9 rondas e identifico a los aptameros 1R, 1F y 20F como
los mas prometedores en futuros estudios, debido a la estabilidad que muestran sus estructuras
secundarias, asi como la posible formacion de G-cuadruplex.

Continuando en esta linea de trabajo, se prob6 la susceptibilidad de estos oligonucledtidos a ser
degradados por la nucleasa DNAsal, con el objetivo de corroborar la estabilidad estructural. Los
resultados coinciden con los datos que ofrecen las estructuras secundarias predichas, ya que muestran el
aptamero 1F como el mas susceptible a degradacion, lo que indica que su estructura es la menos estable,
coincidiendo con la ausencia de estructuras G-cuddruplex y energia libre mas alta de los tres. Los
aptameros 1R y 20F se posicionan como los mas estables estructuralmente, confirmando los resultados
mostrados por los programas predictivos de estructura, siendo éste ultimo aptamero el mas resistente de
los tres, por lo que, a primera vista, es el mejor candidato.

Como se puede observar en la Figura 2, los aptdmeros tienen un tamafio de 76 nucleétidos. Es interesante
sefialar que a medida que aumenta el tiempo de incubacion con la DNAsa I desaparece la banda de este
tamafio en el caso de los aptameros 1R y 20F, los cuales poseen estructuras G-cuadruplex, observandose
la aparicion de una banda de menor tamafio. Estos resultados sugieren que las estructuras G cuadruplex
podrian ser mas resistentes a la accion de la DNAsa I, formandose estructuras mas pequefias y estables.
Ademas, en el caso del aptamero 1R se observan unas bandas superiores a 76 nucleodtidos, lo que puede
explicarse por la formacion de dimeros. Ademas dichos dimeros se comportarian igual que la estructura
de 76 nucleotidos, degradandose a medida que aumenta el tiempo de incubacion con la enzima.

Una vez confirmados los resultados estructurales, se estudio la toxicidad de los aptimeros en la linea
celular SW480. Se hizo un ensayo de viabilidad celular a las 48 horas post-transfeccion para establecer la
concentracion de aptamero a la que se producia una muerte celular del 50% (ICsp). Los resultados
mostraron ICsp de 75 nM y 87 nM para los aptameros 1R y 20F respectivamente, y de 150 nM para el
aptamero 1F, lo que indica que se necesita mas cantidad de este aptamero que de 1R y 20F para producir
una muerte celular del 50%, debido probablemente, a su menor estabilidad y/o posible degradacién en el
interior celular.

Para los ensayos en células, se eligioé una linea celular tumoral debido a la implicacion de la proteina
diana en los procesos tumorigénicos. Dada la importancia de la especificidad en las terapias
antitumorales, seria necesario ampliar los ensayos a otras lineas celulares no tumorales con el objetivo de
analizar la toxicidad inespecifica de estos aptameros.

Los estudios de cuantificacion intracelular de los aptameros confirman los resultados anteriores
observandose que los niveles de 1R y 20F son superiores a los de 1F, siendo estos préacticamente
indetectables a los tiempos estudiados. El hecho de que el 20F disminuya a las 48 horas casi a la mitad
respecto a las 24 horas indicaria que es menos estable que el 1R. Por tanto estos resultados demuestran
que el aptamero 1R es el mas estable en el interior celular. Aunque los niveles de 1F a 24 y 48 horas eran
inexistentes, si se producia muerte celular, lo que sugiere que el aptdmero entra en el interior celular y



produce su efecto, pero se degrada muy rapido. Para comprobar esto seria necesario cuantificar sus
niveles intracelulares a tiempos mas cortos, ademas de repetir los experimentos mas veces para poder
obtener resultados estadisticamente significativos.

En cuanto al efecto de los aptameros en la sintesis total de proteinas, se observa una disminucion de la
sintesis en células transfectadas con todos los aptdmeros, siendo del 25% en aquellas células transfectadas
con el aptamero 1R. Aun asi, habria que corroborar estos resultados con nuevos ensayos.

Por tanto, los resultados de este trabajo confirman los obtenidos a partir del analisis de estructuras
secundarias de los aptameros: 1R es el aptdmero mas estable ya que posee la energia libre de Gibbs (AG)
mas baja de los tres, puede formar dos estructuras G cuadruplex y es el que mas tiempo permanece en el
interior celular, produciendo ademas, una muerte celular del 50% a la concentracion mas baja de los tres.
El segundo aptamero mas estable es 20F, su AG es superior a la de 1R, posee una estructura muy estable
con posible formacion de una G-cuadruplex y es la estructura menos susceptible a degradacion por la
DNAsal. Al ser menos estable, se degrada antes en el interior celular y a las 48 horas de transfeccion sus
niveles descienden mas del 50% en comparacion a las 24 horas. El aptamero menos estable es 1F, su AG
es la mas alta y no tiene posibilidad de formacion de G-cuadruplex, por lo que la ausencia de estas
estructuras hace que sea el mas susceptible a degradacion por endonucleasas y el que antes se degrade en
el interior celular, impidiendo asi su cuantificacion a nivel intracelular.

Por otra parte, datos preliminares del laboratorio mostraron que de los tres aptameros, 20F era el que
muestra mayor afinidad por la proteina 4E-BP1. A la vista de todos estos resultados, se determind su
constante de disociacion a través del ensayo ELONA obteniéndose un valor de 254 + 44 nM. Aunque este
valor esta en el rango nanomolar, es superior al de otros aptameros obtenidos en el laboratorio [18]. Esto
sugiere que se podria tratar de optimizar el aptamero con objeto de aumentar su afinidad por la diana,
probablemente eliminando regiones de secuencia que puedan estar desestabilizando la interaccion [19].

El hecho de que los aptameros formen estructuras G-cuadruplex que confieren una estabilidad importante
a la molécula, puede suponer una gran ventaja para el desarrollo de terapias frente a patologias como el
cancer, las cuales exigen tratamientos a largo plazo [20]. Sin embargo, ¢l hecho de que un aptamero no
forme G-cuadruplex, como es el caso de 1F, puede ser til para tratamientos de enfermedades agudas, ya
que ejerce el efecto en la célula produciendo su muerte y se degrada en menos de 24 horas. De esta forma,
produce menos toxicidad que otra molécula que permanezca mas tiempo en las células, como es el caso
del aptamero 1R, cuyos niveles permanecen atn a las 48 horas de transfeccion.

En resumen, en el presente trabajo se amplia la caracterizacion estructural y funcional de estos aptameros
demostrandose que estas moléculas podrian ser utilizadas como herramientas en futuras terapias
antitumorales. Sin embargo, es necesario realizar nuevos experimentos funcionales asi como estudiar la
especificidad de los aptameros frente a otras proteinas o las regiones de 4E-BP1 implicadas en la
interaccion.
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