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Abstract

Fragments of the al chain of collagen XI have been found to be secreted into the extracellular
matrix in response to disease processes, particularly metastatic stages of some types of cancer.
Therefore, studies have been conducted to detect collagen XI and its use as a tumour biomarker.
Until now, most assays have used antibodies as recognition molecules for these collagen
fragments, but more and more studies are using aptamers as synthetic receptors due to their

greater stability and their reproducibility and low production cost.

In the present work, we have selected six aptamers that in previous assays have shown affinity
for a 16-nucleotide peptide belonging to collagen XI, demonstrating that the region that usually
binds these aptamers is the one corresponding to the 10 nucleotides at the N-terminus. Therefore,
herein the characterization assays were carried out with the 10mer peptide, using the six
aptamers chosen based on the stability of their secondary structure and the presence of recurrent
motifs. The binding curves show that the B4T aptamer presents the highest affinity for the

peptide, obtaining a value of Kp 15 nM and it was used in different types of competitive assays.

The competitive assay performed with MPs - 10mer and increasing concentrations of 10mer in
solution, allows the detection of the peptide from 6.3 nM to 1000 nM with a LOD of 4.8 nM and
an RSD range of 16.5 to 24%. However, when MPs — 16mer were used, the analytical useful
interval is unexpectedly shifted to larger peptides concentrations, suggesting higher affinity for
the 16mer peptide. Therefore, more assays should be performed to elucidate this aspect and to

test the feasibility of detecting the intact collagen from biological samples.




Lista de abreviaturas

Abreviatura Significado
Ab Anticuerpo
CE Contraelectrodo
COL11A1 Gen que codifica la cadena al del colageno XI
ELISA Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
GAG Glicosaminoglicano
HRP Peroxidasa de rabano picante
LC-MS Cromatografia liquida con deteccién por espectrometria de masas
LOD Limite de deteccion
mADb Anticuerpo monoclonal
MEC Matriz extracelular
MMP Metaloproteinasas de la matriz extracelular
MPs Particulas magnéticas
pAb Anticuerpo policlonal
PBS Solucion salina tamponada con fosfato
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PDAC Adenocarcinoma ductal pancreatico
RE Electrodo de referencia
SELEX Evolucién sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial
SPCE Electrodo serigrafiado de carbono
SPE Electrodo serigrafiado
TMB 3,3°,5,5’-tetrametilbencidina
WE Electrodo de trabajo




1. Introduccion

1.1. La matriz extracelular asociada al cancer

La matriz extracelular (MEC) estd formada por proteinas entrecruzadas que proporcionan
soporte estructural a los 6rganos y tejidos y anclaje a las células. Ademaés, presenta una
remodelacion controlada y continua ®. Las proteinas que constituyen la MEC intervienen en
procesos importantes de diferenciacion, proliferacion, supervivencia y migracion celular. Por lo
tanto, la MEC ademas de proporcionar sefiales biofisicas de deformabilidad o rigidez, también

proporciona sefiales bioquimicas que regulan el comportamiento celular 2.

Existen dos tipos de MEC en los mamiferos que se diferencian en la composicion y en el lugar
donde estan ubicadas. La primera es la matriz de tejido conjuntivo intersticial que se encuentra
alrededor de las células y estructura los tejidos y, por otro lado, la membrana basal, que se trata

de una forma especializada de MEC que separa el epitelio del estroma 3.

Entre los principales componentes de la MEC caben destacar tres grupos de proteinas principales

con diferentes funciones:

- Los colagenos: son las principales proteinas estructurales que componen la MEC y se
clasifican en formas fibrilares, que comprenden los colagenos I, II, 1ll, V y XI, y formas
no fibrilares. Los colagenos que forman fibras proporcionan resistencia a la traccion de la

MEC y limitan la tension de los tejidos 3.

- Los proteoglicanos: son proteinas que constan de cadenas laterales de
glicosaminoglicano (GAG) unidas que se intercalan entre las fibrillas de coldgeno. Estas
uniones confieren a los proteoglicanos propiedades de hidratacién, ya que su

conformacion extendida les permite captar el agua y cationes divalentes como Ca(ll) 4.

- Las glicoproteinas (lamininas, elastinas, fibronectinas, tenascinas, trombospondinas): se
trata de proteinas unidas a uno o varios glucidos, presentan varias funciones, entre las
mas importantes se encuentran el ensamblaje de la MEC, actian como ligandos de los
receptores de la superficie celular mediando en la interaccion célula — matriz, también

funcionan como reservorio de factores de crecimiento *.




Existen otras proteinas asociadas a la MEC que no forman parte del matrisoma, fraccion de
proteinas reguladoras, pero que son importantes en la remodelacion de la MEC. Se trata de
factores de crecimiento, citocinas, mucinas, lectinas de tipo C secretadas y enzimas

modificadoras de la MEC que intervienen en el entrecruzamiento .

El estudio de la MEC es importante para comprender el desarrollo celular normal, pero también
se ha descubierto que la remodelacion desregulada de la MEC estd asociada con condiciones
patoldgicas y puede aumentar el desarrollo de la enfermedad . Hay estudios que demuestran que
los depdsitos anormales de MEC y la rigidez son caracteristicos de la fibrosis y el cancer y que la
degradacion excesiva de la MEC esta relacionada con la osteoartitris 2.

En los ultimos afios se ha descubierto la contribucién de la MEC en la progresién tumoral,
debido a modificaciones en la estructura de la matriz y en las propiedades biofisicas. Ademas, un
depdsito excesivo de MEC, conocido como desmoplasia, es caracteristico de tumores con mal
prondstico 1. El colageno es una de las principales proteinas que constituyen la MEC que se
altera y sobre-expresa durante la progresion del tumor acumulandose en el estroma °. Por ello el
estudio del contenido de coldgeno en la MEC puede ser crucial como posible indicador de
algunos tipos de cancer que se caracterizan por el desarrollo de la desmoplasia, asi como
organizacion irregular y presencia de modificaciones postraduccionales, como es el caso del

adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) ©.

1.2.  Elcolageno

Los colagenos son las proteinas mas abundantes en los mamiferos. Hay 28 tipos atendiendo a la
existencia de diferentes isoformas moleculares y estructuras. La caracteristica estructural comdn
de todos los colagenos es que constan de un dominio de triple hélice con secuencias repetidas

formadas por Gly-XY, siendo X e Y frecuentemente prolina y 4-hidroxiprolina, respectivamente
7

La familia del colageno se divide en tres grupos: colagenos fibrilares, que son los mas
abundantes de esta familia y forman fibrillas ordenadas dentro de la MEC; colagenos que no
forman fibrillas, incluyen al colageno tipo 1V que se encuentra en la membrana basal, no forman
ni se asocian a fibrillas; y colagenos asociados a fibrillas, que contienen triples hélices

interrumpidas, se asocian y ayudan a la regulacion de los colagenos fibrilares &,




En el presente trabajo nos centraremos en el coldgeno Xl el cual se ve implicado en diversos
procesos relacionados con enfermedades humanas y, mas recientemente, se ha relacionado con

procesos de transformacion neoplasica dando lugar al cancer.

El colageno Xl es un tipo de colageno fibrilar que estd formado por tres subunidades o cadenas
polipeptidicas designadas como al, a2 y a3 codificados por diferentes cromosomas (figural),
expresandose como procolagenos, es decir, precursores del colageno, que posteriormente se unen
para producir trimeros maduros, en los que se han fortalecido los enlaces intermoleculares °. Las
cadenas al y a2 son genéticamente distintas a otros colagenos, mientras que la a3 es una forma
hiper-glucosilada de la cadena al del colageno II. El coldgeno XI polimeriza con los colagenos
I1'y IX, manteniendo el didmetro y funcién de las fibrillas del tejido conjuntivo. Ademas, la
mutacion o ausencia de la cadena o da como resultado fibrillas de cartilago engrosadas. El gen
que codifica la cadena al del colageno XI (COL11A1) puede presentar mutaciones que se ven

envueltas en multitud de enfermedades 8.

La sobreexpresion del COL11A1 es un importante marcador del cambio neoplasico como de la
progresion del céncer. Se han desarrollado técnicas computacionales para identificar genes
comunes en algunos tipos de cancer, como el cancer de mama, colon o pulmén, entre los que se

encuentra el gen COL11A1 en etapas avanzadas de la enfermedad asociadas a metéstasis *°.
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Figura 1: Estructura del colageno XI donde se diferencian las regiones que presenta y las cadenas al, a2 y a3.
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1.3. Meétodos analiticos para la deteccion de colageno

Los coldgenos o fragmentos de éstos se han medido en diferentes fluidos biologicos,
principalmente sangre y orina, como posibles biomarcadores de diagndstico del cancer o incluso
para conocer el prondstico y realizar un seguimiento del tratamiento recibido por el paciente. El
hecho de que se mida en fluidos biolégicos es debido al dinamismo de la MEC que esté en
constante remodelacion. Estos fluidos se consideran de desecho y pueden indicar una actividad
anoémala de remodelacion que suele asociarse al cancer. La mayoria de los ensayos realizados
hasta ahora se basan en anticuerpos monoclonales (mAb) o policlonales (pAb) que reconocen la
region repetida del colageno, pero no reconocen el colageno desnaturalizado. La deteccion de
epitopos, region de la molécula reconocida por el sistema inmunitario, tras la degradacion se ha
conseguido mediante el aislamiento y caracterizacion de mAb por inmunizacion sustractiva 12,
técnica empleada para producir mAbs especificos para antigenos que estan presentes en baja

proporcion en una mezcla de proteinas o similares en secuencia y estructura a otras proteinas 3.

Los primeros ensayos de reconocimiento de los fragmentos de coldgeno fueron ensayos de
inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), como el desarrollado para la deteccion en suero de
pacientes con melanoma de un epitopo especifico (HU177) del colageno IV. Este consiste en un
ensayo ELISA tipo sandwich en el que se emplea un mAb como receptor de captura, un Ab anti-
colageno 1V biotinilado como receptor secundario y un conjugado mAb antibiotina con HRP. La
reaccion enzimatica da lugar a un producto coloreado detectable mediante espectroscopia UV-
Visible medida a 400 nm 4. Otros ensayos ELISA tipo sandwich se emplearon para la deteccion
de matriquinas, fragmentos generados por la escisién proteolitica de los colagenos, que regulan
la actividad celular 2. Algunos tipos de matriquinas presentan funcion protectora contra el
crecimiento tumoral como la endostatina del colageno XVI1II ¥y la tumstatina de colageno 1V 16,
compuestos importantes debido a su funcion antiangiogénica y antitumoral ya que previenen la
formacion de nuevos vasos sanguineos necesarios para el crecimiento del tumor 2. Otro tipo de
matriquinas presentan el efecto contrario, ya que se liberan a la circulacion como respuesta a

procesos de cancer 2,

En los afios posteriores se desarroll6 un ensayo ELISA competitivo que permitio medir los
niveles del dominio NC1 del colageno IV, conocido como tetrastatina, en fluidos humanos
(suero, fluidos de aspiracion bronquial, lavado broncoalveolar y extractos de tejido pulmonar)
determinando que los niveles eran mayores en pacientes con cancer de pulmén que en los

controles sanos y concluyendo que este tipo de ensayos podria ser util para el diagnostico de




enfermedades relacionadas con la alteraciéon del metabolismo de la membrana basal, como son

los casos de progresion tumoral 7.

Hay empresas también centradas en el desarrollo de nuevos bioensayos que puedan ser
empleados para la deteccion de marcadores tumorales, como es el caso de la empresa Nordic
Bioscience (Dinamarca) que ha desarrollado ensayos competitivos que emplean péptidos
especificos de ciertos colagenos marcados con biotina para anclarlos a placas modificadas con
estreptavidina. Los mAbs se obtienen in vivo para cada nuevo epitopo seleccionado a través de
un proceso que requiere la escision enzimatica del colégeno, identificacion de los fragmentos
enlazados al Ab mediante LC-MS y seleccion de la secuencia 8. Este tipo de ensayos se
emplearon para la deteccidn de fragmentos de proteina que estan relacionados con la formacion
del colageno Il (PRO-C3), el colageno Ill degradado con metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP) y IV (C3M y C4M) detectados por espectrofotometria en muestras de suero
de pacientes con melanoma metastasico empleando una terapia novedosa surgida para este tipo
de cancer. El colageno IV degradado con granzima B, proteasa de serina, (C4G) se detectd
mediante un ensayo de electroquimioluminiscencia competitivo. Debido a que PC3X se libera al
torrente sanguineo durante la formacion excesiva de coldgeno y el entrecruzamiento entre
moléculas del péptido se realiza un ensayo tipo sandwich, en vez del habitual ensayo

competitivo. *°.

Otro potencial biomarcador no invasivo es el colageno Xl, desarrollandose ensayos ELISA
dirigidos a sitios especificos de escision enziméatica (PRO-C11-253 y PRO-C11-511) en
muestras de pacientes con PDAC, siendo el primer estudio hasta el momento llevado a cabo en

esta linea de investigacion %°.

Como se ve, los ensayos desarrollados se han centrado en el empleo de anticuerpos para la
deteccidn de diferentes fragmentos de colagenos como biomarcadores de la progresion tumoral,
pero las nuevas tendencias se dirigen al empleo de aptdmeros como receptores de estas proteinas.
Los aptdmeros presentan mayor sensibilidad a las variaciones del medio, por lo que las
expectativas se centran en desarrollar dispositivos de diagndstico in vivo 2. Presentan estructuras
sencillas capaces de plegarse tridimensionalmente con facilidad de forma que su unién a la
molécula diana es muy estable, se pueden obtener de forma muy reproducible por sintesis

quimicay a bajo coste.




1.4. Aptdmeros como elemento de reconocimiento molecular

La palabra aptdmero proviene del latin aptus que significa “encajar” ?? y del sufijo griego mer
que significa “particula” 2%, hace referencia a secuencias cortas de oligonucledtidos especificas
de ADN o ARN que son capaces de unirse a moléculas diana distintas de los acidos nucleicos
con una alta afinidad y especificidad 22. Los aptameros son estables quimica y térmicamente, su

desnaturalizacion es reversible y se pueden sintetizar de forma reproducible y barata.

El método de obtencién de aptdmeros conocido como evolucion sistemética de ligandos por
enriquecimiento exponencial (SELEX, Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment) fue propuesto en 1990 con el fin de poder conocer las secuencias de unién

preferidas a partir de secuencias aleatorias de ARN 242,

El proceso SELEX (figura 2) tiene lugar inicialmente con una coleccion de acidos nucleicos,
conocida como genoteca, que contiene 10**— 10 secuencias individuales distintas obtenidas por
sintesis quimica aleatoria. Esta genoteca se incuba con la molécula diana de interés y se lleva a
cabo la separacion de las secuencias individuales que se unen a la diana mediante técnicas de
separacion teniendo en cuenta las propiedades tanto quimicas como fisicas del complejo formado
entre diana — aptamero y el resto de los acidos nucleicos libres. La separacion se puede llevar a
cabo mediante dos estrategias. Por un lado, separacién homogénea en la que tanto la diana como
la genoteca se encuentran en disolucién, en cuyo caso la técnica de separacion mas empleada es
la electroforesis capilar. Por otro lado, cuando la separacion es heterogénea, es decir, la diana se
encuentra inmovilizada sobre un soporte sélido, se suelen emplear particulas magnéticas debido
a que permiten su separacion facilmente del sobrenadante al aplicar un campo magnético
externo, ya que Unicamente presentan magnetismo cuando se aplica este campo magnético. Una
vez eliminadas las secuencias no unidas, se procede a la recuperacién de las enlazadas mediante
un proceso de elucion donde se desnaturalizan los complejos formados diana — aptdmero y se
realiza la amplificacion por PCR (polymerase chain reaction) para obtener una genoteca de
secuencia afines a la diana que se empleara en los siguientes ciclos de seleccion/amplificacion.
De esta forma se obtienen &cidos nucleicos de doble hebra. Como sélo una de las hebras tiene
afinidad por la molécula diana hay que separarla en una etapa de acondicionamiento antes de
volverlas a incubar con ésta para comenzar un nuevo ciclo. En cada ciclo las condiciones de

interaccion y separacion son cada vez mas restrictivas para obtener secuencias de alta afinidad,




sabiendo que es necesario llevar a cabo de 8 a 15 ciclos para su obtencién. Finalmente, los

aptameros potenciales se identifican mediante procesos de clonacion y secuenciacion 2°.

Genoteca de acidos nucléicos

’\/ Diana
Separacién écudos 7,
nuclelcos Ny k
Interaccién de la
genoteca con la diana
NS
Clonaciény SELEX N N\
secuenciacion R n ciclos
"Qu f’%u
Amplificacién por
PCR "'%u
Separacion de secuencias
que no presentan afinidad
v
AV Ny
Elucién N
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Figura 2: Esquema del proceso SELEX para la obtencion de aptdmeros.

Los aptameros completos que forman la genoteca presentan una longitud de entre 80 a 100
nucledtidos, divididos en tres regiones funcionales. Los aptameros estan formados por una zona
central aleatoria y dos regiones cortas y constantes en los extremos que actla como zona de
hibridacion de los cebadores en la etapa de amplificacion por PCR. Las regiones centrales
aleatorias de los aptdmeros suelen ser las que mayor interés presentan al ser la zona donde se
espera que se una la diana. Si esto es asi se puede truncar el aptdmero para quedarnos con estas
zonas centrales, eliminando los nucleotidos no esenciales lo que, ademas, puede aumentar la
afinidad del aptamero por la diana ?’. Ademas, los aptameros formados por un menor niimero de
nucleotidos presentan mayor libertad para la formacion de estructuras mas pequefias que puedan

ser empleadas en dispositivos de biodeteccion con mayor sensibilidad y menor tamario 8,

Cada vez estd mas extendido el uso de los aptameros en ensayos de diagndstico clinico debido a

sus caracteristicas de receptores de alta afinidad y selectividad, ya que son capaces de distinguir




entre pequefias diferencias moleculares, como diferencias en un grupo funcional ?°, e incluso
pueden presentar enantioselectividad, lo que permite su uso como selectores quirales en estudios
que emplean cromatografia de afinidad *°. Ademas, los aptameros son facilmente modificables
para mejorar sus propiedades y se desnaturalizan de forma reversible, aspecto que los hace aln

mas atractivos para su uso como receptores en bioensayos de afinidad 3.

En los Gltimos afios ha habido un enorme crecimiento en el descubrimiento de aptameros afines a
multitud de moléculas y la descripcidén de sus aplicaciones en ensayos in vitro, permitiendo
reflexionar sobre los grandes logros conseguidos en el empleo de aptdmeros como receptores de
afinidad sintéticos en comparacion con los anticuerpos 32. El primer ensayo conocido para la
deteccidn de colageno mediante el empleo de aptameros se llevd a cabo seleccionando aptameros
afines a un péptido de 26 aminoacidos de la cadena a1 del colageno I. Este aptdmero se marcé en
un extremo con un fluoréforo y en el otro extremo con un quencher para que pueda ser detectado

mediante la técnica de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET) 12,

El grupo de investigacion de Electroanalisis de la Universidad de Oviedo (GEUQ) ha obtenido
secuencias afines a un péptido de 16 aminoacidos perteneciente a la cadena al del colageno XI
en solo 4 ciclos de enriquecimiento. Tras clonar y secuenciar 44 secuencias se encontraron ocho
motivos repetidos en varias de ellas tras su analisis con técnicas bioinformaticas, lo que permitio
su agrupamiento. Se procedio a seleccionar algunas secuencias que presentaban mayor nimero
de motivos repetidos con el fin de caracterizarlos todos y ademas que presentasen estructura
secundaria estable. De este modo se probaron nueve secuencias (B2, B3, C1, C2, C10, D1, D8,
G8 y H1), siendo la D1 la que mostré mejores resultados con un valor de constante de afinidad
(Kb), que da informacién sobre la afinidad de unidn entre las biomoléculas, proximo a 25 nM 1,

Cuanto menor sea el valor de Kp mayor seré la afinidad del aptdmero por la diana.

GEUO también ha desarrollado el primer ensayo competitivo electroquimico basado en
aptameros para el mismo péptido 16mer del colageno XI, empleando particulas magnéticas con
marcaje enzimatico y el aptdmero D1 caracterizado anteriormente. En primer lugar, se
selecciond la marca més apropiada para el aptamero (biotina o 6-carboxifluoresceina) obteniendo
con la primera marca sefiales mas elevadas por deteccion electroquimica y fue la que se empled
en los ensayos competitivos. Debido a los prometedores resultados obtenidos se aplico el ensayo
competitivo a la deteccion del colageno Xlal en lisados celulares. Estos ensayos demostraron la
capacidad del aptamero para detectar este fragmento del coldgeno XI en muestras complejas,

comprobando que la region de la diana con la que interacciona el aptamero es la formada por los

10



10 aminoacidos del extremo N-terminal (10mer), siendo posible su utilizacién en un futuro como

biomarcador del cancer .

1.5. Medida electroquimica

1.5.1. Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica electroquimica de pulso en la que tanto el electrodo como
la disolucién se mantienen en estado estacionario. En un primer lugar se aplica un pulso desde un
potencial (Ei) hasta un valor de potencial final (Es), figura 3a, y durante este pulso de potencial se
genera una corriente (figura 3b) debido a la transferencia de electrones teniendo lugar la reaccion
redox correspondiente en la superficie del electrodo. Se produce un gradiente de concentracion
debido a la difusion de la especie oxidada o reducida (dependiendo del tipo de reaccion redox
que se produzca) desde el seno de la disolucién hasta la superficie del electrodo con su
correspondiente transporte de masa 34. La medida se produce al final del pulso de potencial, ya
que en este momento la corriente capacitiva (ic) es minima y, por lo tanto, la relacién entre
corriente faradaica (if) y corriente capacitiva es maxima (if/ic), de esta forma aumenta la

sensibilidad respecto a otras técnicas electroquimicas.

a) A b) A

| %
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Figura 3: a) Sefial de excitacion de la medida cronoamperométrica; b) Corriente registrada en funcion del tiempo 3.
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La sefial analitica es la corriente faradaica que se registra en funcién del tiempo descrita por la

ecuacion de Cottrell para un electrodo plano y difusion lineal *.

_ nFAD'/2c*
if = ——F—
f (rt) /2
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Donde is es la corriente faradaica registrada en amperios (A), n el nimero de electrones que
intervienen en la reaccion electrodica, F la constante de Faraday (C/mol), A es el area del
electrodo en cm?, D el coeficiente de difusion de la especie electroactiva en cm?/s, C* la
concentracion de la especie electroactiva en disolucion en mol/cm?®, y t el tiempo en el que

trascurre el pulso de potencial.

Esta corriente contiene un componente de corriente capacitiva o no faradaica que, durante el
pulso de potencial, cae exponencialmente con el tiempo *. Este comportamiento se describe a

continuacion mediante la siguiente ecuacion:

AE —t

e R—Sexp (Rstl

)

Donde Rs es la resistencia de la disolucion en ohmios (Q) y Ca la capacidad de la doble capa en

faradios (F).

1.5.2. Electrodos serigrafiados

En los afios 90 se empez6 a extender el uso de electrodos serigrafiados (SPE) ya que son
transductores electroquimicos capaces de producirse en masa, desechables, suponen bajo coste
de produccidn, son reproducibles y sensibles a la determinacién de analitos a niveles traza
incluso en fluidos bioldgicos cuando se modifican adecuadamente %6, El proceso de serigrafiado
presenta ciertas ventajas como el facil control del area del electrodo, el grosor y la composicion;
ademas permiten la comparacion estadistica de los resultados por la gran reproducibilidad en su
fabricacion e incorporar modificaciones afiadidas a la tinta de serigrafia, pero presentan una
desventaja y es la limitacion de que la serigrafia Unicamente se puede emplear en sustratos

planos .

Los conocidos habitualmente como SPE son en realidad celdas electroquimicas miniaturizadas
ya que contienen los tres electrodos (electrodo de trabajo, de referencia y contraelectrodo) que se
encuentran impresos en el material plastico o cerdmico empleado para su fabricacion. Los
diferentes tipos de SPE hacen referencia al material del que se compone el electrodo de trabajo,
siendo los mas habituales los de carbono, oro, plata, y platino; determinando la selectividad y

sensibilidad que se busca en cada tipo de analisis %,
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Uno de los SPE maés utilizados son los electrodos serigrafiados de carbono que actualmente
encuentran grandes aplicaciones en el ambito electroquimico y bioquimico, ademas se pueden
emplear para el almacenamiento de energia y la microelectronica, permitiendo la incorporacion

de materiales quimicamente funcionalizados de forma sencilla *'.
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2. Objetivos

El colageno es una de las principales proteinas que forma la matriz extracelular v,
concretamente, el coldgeno XI se ve envuelto en varios procesos de sobreexpresion tumoral
asociados a metastasis. Para la deteccion de este tipo de proteinas existen pocos receptores
especificos que tengan gran afinidad por los mismos, la mayoria basados en anticuerpos. El
objetivo del presente trabajo Fin de Master es comparar varios aptameros de ADN descritos
anteriormente por el Grupo de Electroanalisis de la Universidad de Oviedo (GEUQ) para un
fragmento del colageno XI humano, el cual se ha descubierto que es un potencial biomarcador

tumoral para algunos tipos de céncer, y su uso en ensayos analiticos.
El objetivo general se pretende lograr mediante los siguientes objetivos més especificos:

- Seleccién de los aptdmeros de entre los descritos previamente en base a los motivos

recurrentes.

- Caracterizacion de la afinidad de los aptdmeros mediante ensayos de union empleando
particulas magnéticas modificadas y medida electroquimica para la comparacién de los

resultados.

- Disefio y evaluacion de ensayos competitivos que permitan cuantificar el colageno XI.

Ademas de estos objetivos especificos, el principal objetivo académico propuesto durante el
desarrollo del presente Trabajo Fin de Master es poner en practica los conocimientos adquiridos
tedricamente en las asignaturas Métodos Avanzados de Deteccion Electroquimica y Sensores y
Biosensores al disefio y evaluacion de bioensayos electroquimicos, conocer la dificultad que
conlleva el trabajo realizado en un laboratorio de investigacion, asi como adquirir la capacidad

de interpretar los resultados obtenidos de forma auténoma.

14



3. Experimental

3.1. Reactivos

Los aptdmeros de ADN marcados con biotina empleados en los diferentes ensayos llevados a
cabo en el presente trabajo se detallan en la tabla 1, todos ellos fueron sintetizados por la casa

comercial Metabion (Alemania). Los motivos recurrentes se han marcado en azul y gris.

Tabla 1: Aptameros caracterizados con su energia libre de Gibbs (AG) y secuencia correspondiente con los motivos
azul y gris sefialados.

Nombre | AG (Kcal/mol) Secuencia (5’ — 3’)
B4 -4,97 GAC GCA AGA AAT TCA GGG CACCTG GAACGACGC GTCGGC T
BAT -4,97 TTTTTATTC AGG GCA CCT GGA ACG ACG CGT CGG CT
D4 -0,66 GGA CGT GGA GTC GGC GCA ATT AAT CGT GAG GGG TGT TGC C
F3 0,21 GTA AGC GCC TAG TCT GTG TCC AAATCG AGT CGT CCC GA
C3 -1,57 CGC AAG CGGATG TCCCCATCGTTAGTCAGTTTGGACTTGG
D1 -3,17 GGT TGA CGG CAG TCG GCG GTATGC GCA TAT CGT GTT GGT A

Los péptidos 10mer y 16mer pertenecientes a la cadena de colageno XIal humano marcados con
biotina con los que se han empleado en estos estudios fueron sintetizados quimicamente por
Biomedal (Espafia). Las particulas magnéticas modificadas con el péptido correspondiente en
cada caso Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1, el conjugado estreptavidina — HRP y Tween-

20 (70%) fueron suministrados por Thermo Fisher Scientific (Espaia).

El sustrato 3,3°,5,5’-tetrametilbencidina (TMB), asi como la solucidon salina tamponada con

fosfato 10x (PBS) se adquiri6 a Sigma-Aldrich (Espafia).

Todas las disoluciones se prepararon con agua ultrapura purificada con un sistema Milli-Q® Lab

Waters Solutions suministrado por la casa comercial Merck (Espafia).
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3.2. Instrumentaciéon

Las medidas electroquimicas se llevaron a cabo con un potenciostato PAUTOLAB Type I
controlado por un ordenador con el software Nova 2.1.4 (Metrohm Autolab, Paises Bajos). Las
celdas serigrafiadas de carbono (SPCE), figura 4, son de la marca comercial Metrohm DropSens
(Espafna) modelo DRP-110, en el que el electrodo de trabajo (WE) es de carbono de 4 mm de
didmetro, al igual que el contraelectrodo (CE) y el electrodo de referencia (RE) es de plata. Para
realizar las conexiones entre el potenciostato y el SPCE se emplea un conector DSC (Metrohm

DropSens) que actta como interfase, las dimensiones son de 6,5x6,5x4 cm.

Contraelectrodo

(CE)
Electrodo de
trabajo (WE)

Conexion CE

Electrodo de
referencia (RE)

Conexiéon WE

Conexion RE

Figura 4: Celda serigrafiada de carbono (SPCE) donde WE: carbono, CE: carbono y RE: plata. Imagen modificada
obtenida de la pagina web de la casa comercial Metrohm DropSens

(https://www.dropsens.com/screen_printed electrodes pag.html).

Las operaciones de lavado e incubacion que requieren una temperatura determinada se llevaron a
cabo con un ThermoMixer Comfort (Eppendorf, Espafa) para tubos de 1,5 mL de capacidad. Los
procedimientos de mezclado a temperatura ambiente se realizaron con una rueda mezcladora
Dynabeads™ MX de 12 tubos de la marca Thermo Fischer Scientific. Para la separacion del
sobrenadante de las particulas magnéticas modificadas (MPs) se empled un iman DynaMag™-2

(Thermo Fischer Scientific) después de cada etapa de lavado.
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3.3.  Procedimientos experimentales

3.3.1. Modificacidon de particulas magnéticas con los péptidos

Para la modificacion de las particulas magnéticas (MPs) con el péptido biotinilado
correspondiente (16mer o 10mer) se transfieren 50 pL de la disolucion comercial de MPs
modificadas con estreptavidina a un eppendorf y se dispersan en 0,5 mL de PBS 1x con 0,01%
Tween-20. Después se lavan dos veces con la misma disolucién de PBS 1x con 0,01% Tween-20
y se procede a realizar la inmovilizacion del péptido biotinilado 2 uM disuelto en PBS 1x con
0,01% Tween-20. La disolucién obtenida se incuba 30 minutos bajo agitacién a 1300 rpm a 30
°C. Posteriormente se realiza otro lavado de la misma manera y se realiza el bloqueo de los sitios
no modificados afiadiendo una disolucion de biotina 500 uM en 0,5 mL de PBS 1x con 0,01%
Tween-20 y se incuba 30 minutos bajo rotacion en rueda. A continuacion, se lava de nuevo dos
veces con disolucion de PBS 1x con 0,01% Tween-20 y una tercera vez con disolucion PBS 1x.

Finalmente se reconstituye en 0,5 mL de PBS 1x y se almacena en nevera.

En la figura 5 se muestra un esquema de este protocolo seguido para la modificaciéon de las

particulas magnéticas con el péptido correspondiente.

MPs funcionalizadas € Péptido 16mer/ 10 mer ® Biotina
con estreptavidina s biotinilado

Figura 5: Esquema del protocolo seguido para la modificacion de MPs con péptido 16mer o 10mer biotinilado, en
el que se detallan las siguientes etapas 1) Inmovilizacion del péptido 16mer o 10mer a la superficie de las MPs; 2)

Bloqueo de la superficie libre de las MPs con biotina.
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3.3.2. Obtencidén de la curva de enlace

Se toman 10 pL de MPs modificadas previamente con péptido biotinilado, se afiade el volumen
correspondiente de aptdmero en cada caso para obtener concentraciones crecientes del mismo en
un volumen total de 0,5 mL y se incuba durante 30 minutos a 37 °C y 650 rpm en thermomixer.
Se lava dos veces con 0,5 mL de PBS 1x con 0,01% Tween-20 y se procede a realizar el marcaje
enzimatico afadiendo 0,5 mL de 2,5 pug/mL del conjugado estreptavidina — HRP incubando
durante 30 minutos a temperatura ambiente y 650 rpm. Una vez hecho esto se elimina el
sobrenadante y se lava dos veces de la misma forma explicada anteriormente y una ultima vez
con disolucion PBS 1x. Finalmente se reconstituye en 15 puL de PBS 1x para proceder a la
realizacion de la medida cronoamperométrica, empleando TMB como sustrato de la reaccién

enzimatica como se indicara més adelante.

3.3.3. Ensayo competitivo

En primer lugar, se transfieren 10 uL de MPs modificadas con péptido 10mer o 16mer a un
eppendorf y se mezclan con una disolucién que contiene una concentracion fija de 25 nM de
aptdmero B4T y concentraciones crecientes de péptido 10mer o 16mer, en un volumen total de
0,5 mL de PBS 1x. La disolucién se lleva a incubacion durante 30 minutos a 37 °C y 650 rpm en
thermomixer y posteriormente se lava dos veces con 0,5 mL de PBS 1x con 0,01% de Tween-20.
El marcaje enzimatico con estreptavidina — HRP se realiza afiadiendo 0,5 mL de 2,5 pg/mL del
conjugado, como se describe en el protocolo anterior, asi como los lavados y la reconstitucion en

15 uL de PBS 1x para la posterior medida cronoamperométrica de la reaccién con TMB.

En la figura 6 se puede ver representado el esquema del ensayo competitivo con cada una de las
etapas descritas anteriormente.
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Xt H,0
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. . QQ ’ o 5 TMB + H,0, . ‘ MBo,

\ 30 min, 37 °C » 30 min, R.T. . r‘)( 1 min, R.T. i y SPCE
'*‘ 4 0 magnet
2, ® Aptamero z )
; ‘ . MPs —10mer o 16mer Péptido 10mer o 16mer biotinilado X ' Conjugado Strep — HRP

Figura 6: Esquema de los ensayos competitivos llevados a cabo en el presente trabajo, donde se detallan las
siguientes etapas: 1) Incubacion de péptido biotinilado libre con MPs modificadas con péptido correspondiente para
la competicion del aptdmero BAT biotinilado; 2) Marcaje enzimético con strep — HRP; 3) Inmovilizacién de MPs
sobre electrodo serigrafiado de carbono, reaccion enzimatica de TMB + HO, y deteccion mediante

cronoamperometria. Imagen adaptada de *.

3.3.4. Deteccién cronoamperométrica

La deteccidn electroguimica tanto para la obtencion de las curvas de enlace como para los
ensayos competitivos fue realizada mediante cronoamperometria. Con esta técnica se puede
monitorizar la extension de la reaccion de oxidacion del TMB en presencia de H.O2 empleando

como catalizador la enzima estreptavidina — HRP.

La medida cronoamperométrica se realiza en electrodos serigrafiados de carbono en los que se
ha afiadido por detras del WE un pequefio iman que mantenga adheridas las MPs que se
depositan sobre él. Por lo tanto, se depositan 15 puL de MPs, tras un minuto se afiaden 40 uL del
sustrato enzimatico, dejando que tenga lugar la reaccion durante un minuto. Una vez transcurrido
ese tiempo tiene lugar la medida cronoamperométrica durante 60 s a un potencial fijado de 0 V al
que se produce la reduccion del TMB previamente oxidado. La sefial de corriente generada
durante la reaccion de reduccién del TMB es una medida de la actividad enzimética

inmovilizada sobre las MPs y, por tanto, de la cantidad de aptdmero enlazado.

Las reacciones que tienen lugar durante este proceso son las siguientes:

Strep - POD
TMB,oq + H,0, 7— TMB,,+ Hy0 + 2e”

TMB,, + 26~ — TMByeq
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4. Resultados vy discusion

4.1. Seleccién de los aptameros

En primer lugar, se procede a la seleccion de los aptameros que posteriormente se caracterizan

de entre los descritos previamente atendiendo a los motivos recurrentes que presentan. Como se

ha comentado anteriormente, en ensayos previos se encontré que el aptdmero que presenta

menor Kp y por tanto mayor afinidad por la diana (péptido 16mer) es el denominado D1 . Se

observa que este aptamero presenta dos motivos recurrentes marcados como motivo azul y gris

(figura 7). En base a esto se eligen otros aptameros que presentan alguno de estos motivos o los

dos para estudiar la afinidad de estos nuevos aptameros por el péptido 10mer, zona del péptido

16mer por la que los aptdmeros ya estudiados presentan mayor afinidad.

En la tabla 2 se encuentran todas las secuencias en las que se presentan los motivos recurrentes

azul y gris.

Tabla 2: Secuencias que presentan los motivos recurrentes azul y gris, con su AG correspondiente y representacion
de secuencia consenso de cada motivo. Datos obtenidos de .

Nombre AG Secuencia (5’ - 3°) Motivos
(Kcal/mol)
B4 -4,97 GAC GCA AGA AAT TCA GGG CAC
CTG GAA CGA CGC GTC GGC T
BAT -4,97 A TTC AGG GCA CCT GGA ACG
ACGCGTCGGCT
C2 -2,19 ACC AGC CGT TAT TAC CI&i
CCC TAG AGC Alelelclololclcofe
C3 -1,57 CGC AAG CGG ATG TCC CCA TCG
TTAGTC AGT TTG GAC TTG G i C A .l. C
C9 -0,73 GCC AGA TTT TAC ATG TCC GTG I QA¢ W, :[" I
TCG CGT TAG CCG TTGCAT C fro o sr e HBAY
D1 -3,17 GGT TGA CGG CAG TCG GCG GTA ,
TGC GCA TAT CGT GTT GGT A 3 C
D4 -0,66 GGA CGT GGA GTC GGC GCA ATT | 2 &x
AAT CGT GAG GGG TGT TGC C
F1 0,02 GGG ATT GTA GTT CAA AGA TTA
GTTCTC ACACTCGGE TTTC
F3 0,21 GTA AGC GCC TAG TCT GTG TCC
AAA TCG AGT CGT CCC GA
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F9 1,35 CAA TGC CCA TGT TCC GGC GGC
AAT TTT TTAACA TTAGCA G

G8 -3,54 CCC GGG TAC ATT AGA ATG GTT
TAC CGC CCC GCG GCG CCC T

H3 -0,08 GGG CAA TGT GCGAAG GGT GTC
TAG TCT AAT ATA TGC GGC C

H8 0,10 GGC ATATTG TCG CTC TTATGT

CAA AGT CAT GTT TTG GGT C

Los aptameros elegidos para la realizacion de los ensayos de caracterizacion con 10mer son el
B4 y D1 que han sido probados con el péptido 16mer obteniendo buenos resultados; el B4T, es
el aptdmero B4 truncado en el extremo 5’ eliminando 10 nucle6tidos de la secuencia debido a
que en calculos computacionales preliminares se vio que estos nucleétidos no forman estructura
secundaria y, por tanto, la probabilidad de que estén involucrados en la interaccion con el
péptido es mucho menor; el D4 que también presenta el motivo azul y las secuencias C3 y F3
que presentan el motivo gris. Todos ellos son elegidos atendiendo también a la estabilidad de su

estructura secundaria, eligiendo los més estables.

La estructura secundaria mas estable para los aptameros objeto de estudio, asi como los motivos
comunes en ellos se encuentran representados en la figura 7. Observando las estructuras de cada
uno de los aptdmeros e identificando los motivos azul y gris en cada uno de ellos se puede
apreciar que éstos siempre se encuentran en zonas donde se forma un bucle, lo que puede indicar
que el motivo de enlace es debido a la zona estructurada, es decir, la presencia de estructura
secundaria se asocia a una mayor interaccion entre aptamero y diana debido a que la union de
afinidad se caracteriza por complementariedad quimica y geométrica entre los dos compuestos
que se unen. Por este motivo, es llamativo que los motivos sefialados se encuentren en zonas de
bucle y parece indicar que los motivos encontrados bioinforméaticamente, sin conocer
previamente su disposicion geométrica, estan en zonas identificadas como posibles zonas de

interaccion.
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F3(0,21) C3(-1,57) D1 (-3,17)

Figura 7: Estructura secundaria méas estable de los aptdmeros. Entre paréntesis se indica su AG en Kcal/mol, en azul
y gris oscuro se indican los motivos comunes. Datos obtenidos de mfold a 37 °C y [Na*]= 0,154 M. Extrayendo la
notacion VIENNA se obtienen las estructuras con el software VARNA GUI 3.8.

4.2. Caracterizacidon de aptameros

Estudios previos han demostrado la afinidad de algunos aptdmeros biotinilados por el péptido
16mer de la cadena al de coldgeno XI por contar con motivos comunes que podrian ser
importantes en la union. Se probé la capacidad de los aptdmeros para unirse al péptido, para ello
se inmoviliz6 el péptido 16mer biotinilado con estreptavidina — MPs y se incub6 con

concentraciones crecientes de cada aptamero .

22



Para la caracterizacion de los seis aptameros se inmoviliza el péptido biotinilado 10mer, de
secuencia mas corta que el 16mer ya que Unicamente presenta la zona de mayor afinidad hacia
los aptdmeros, sobre estreptavidina — MPs. Una alicuota de dichas particulas modificadas se
incuba con concentraciones crecientes de cada uno de los aptdmeros, realizando el marcaje
enzimatico con el conjugado estreptavidina — HRP. Sobre el electrodo de trabajo se atrapan las
MPs con ayuda de un iman y se afiade el sustrato TMB para que tenga lugar la correspondiente
reaccion enzimatica. Se registra la corriente cronoamperomeétrica medida a 0 V generada por la
reduccion de la especie oxidada de TMB (figura 8, como ejemplo representativo) que esta
relacionada con la cantidad de aptédmero que se ha unido al péptido. La corriente catodica
registrada es proporcional a la cantidad de aptdmero en superficie, que aumenta conforme

aumenta la concentracion de aptamero afadida.

1
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Figura 8: Cronoamperograma obtenido registrando la sefial de corriente del TMB oxidado medida a 0 V obtenida

tras la interaccion del péptido 10mer inmovilizado sobre MPs y concentraciones crecientes de aptamero B4.

De esta forma se pueden construir las curvas de enlace para cada uno de los aptdmeros
representando la intensidad de corriente () frente a la concentracion de aptamero. Los resultados

se ajustan a los modelos de enlace de Langmuir y Hill de los que se pueden obtener los valores
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de las constantes de afinidad (Kp). En la figura 9 se muestran las curvas de enlace para cada uno

de los aptdmeros ensayados.
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Figura 9: Curvas de enlace obtenidas para cada uno de los aptameros objeto de estudio, a) B4; b) B4T; c) D4; d) F3;

e) C3; d) D1, con los valores de Kp y del coeficiente de correlacion.
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Para los aptameros B4, D4, C3 y D1 el mejor ajuste se obtiene con el modelo de Langmuir cuya

ecuacion describe una hipérbola equilatera:

_ Pl'x
Pt x

y

siendo y la intensidad de corriente medida a cada concentracion en microamperios (HA), P1
intensidad de corriente maxima o de saturacion en pJA, P2 es la concentracion en nM a la cual se
alcanza el 50% de la intensidad de corriente maxima y corresponde al valor de la constante de

afinidad (Kp) y x la concentracion de aptamero correspondiente en nM.

El modelo de Langmuir implica que la sefial de corriente registrada aumenta conforme aumenta
la concentracion de aptdmero afiadida hasta que Ilega un momento en el que se satura, es decir, el
aptamero se ha unido a todas las MPs modificadas con el péptido y ya no puede unirse mas. En

este modelo la estequiometria siempre es 1:1.

A continuacion, en la tabla 3 se muestran los pardmetros de ajuste obtenidos para estos

aptameros con el modelo de Langmuir.

Tabla 3: Datos de ajuste al modelo de Langmuir.

Aptamero P1 (MA) P2 (NM) R?
B4 16+0,2 146 + 45 0,97
D4 2,55+0,08 39+4 0,99
C3 0,34 £0,03 24+8 0,94
D1 44+0,1 15+2 0,99

Por el contrario, las curvas de enlace obtenidas para los aptdmeros B4T y F3 presentan forma

sigmoidal ajustandose a la funcién de Hill.

Pl'xn
T kn 4 xn

y

La intensidad de corriente en microamperios (LA) se representa como y, P1 es la sefial analitica
maxima en PA, n es la cooperatividad, k es la constante de afinidad y x la concentracion de

aptamero en cada caso en nM.

El modelo de Hill mide el grado de cooperacion de los aptameros que se unen a las MPs

modificadas con el péptido, ya que la union del aptdmero a la diana aumenta si ya existen otros
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enlazados, es decir, se produce una unién cooperativa. Por lo tanto, el modelo de Hill asume

cualquier estequiometria, es decir, se pueden unir varios aptdmeros a una misma molécula.

En la tabla 4 se muestran los datos obtenidos para los dos aptameros que se ajustan mejor a la

ecuacion de Hill.

Tabla 4: Datos de ajuste al modelo de Hill.

Aptamero P1 (MA) Kb (nM) n R?
BAT 3,602 15+£2 1,7+£0,3 0,98
F3 0,86 £ 0,04 24+ 3 16+0,3 0,99

Como se puede observar en las tablas 3 y 4 el aptdmero que presenta un menor valor de Kp vy,
por lo tanto, mayor afinidad por el péptido 10mer es el B4T. La afinidad mejora respecto al
aptdmero B4 al eliminar los nucledtidos superfluos de éste, lo que confirma la prediccion
computacional de que la regibn monocatenaria, es decir, sin estructura secundaria no interviene
en el enlace. Ademas de presentar un menor valor de Kp, las sefiales de intensidad obtenidas son

bastante altas, por lo que facilitara trabajar con él en ensayos analiticos.

Atendiendo a los resultados de Kp obtenidos para los aptdmeros B4 (171 + 19 nM) y D1 (190
15 nM) en los ensayos anteriores realizados con el péptido 16mer y comparandolos con los
valores de Kp para los ensayos con 10mer, que son 146 + 45 nM y 15 £ 2 nM respectivamente,
se puede determinar que es preferible trabajar con 10mer ya que el truncamiento del hexamero
hace que disminuya los valores de Kp en el caso de D1, pero las sefiales obtenidas en ambos
casos para este ensayo fueron mas altas, hecho que favorece también el uso del péptido 10mer

con el aptamero B4 %,
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4.3.  Ensayos competitivos

De acuerdo con los resultados presentados en el apartado anterior, para la realizacion del ensayo
competitivo se elige una concentracion fija de aptdmero B4T de 25 nM, ya que es la que produce
una sefal aproximadamente del 50% de la sefial maxima segun la curva de enlace (figura 9b).
Esta concentracion de aptdmero se pone en disolucién con las MPs modificadas con el péptido y
se mezcla con concentraciones crecientes de péptido 10mer durante 30 minutos. Se realiza el
marcaje enzimético con el conjugado estreptavidina — HRP y todo ello se deposita sobre el
electrodo serigrafiado de carbono recubriéndolo con el sustrato TMB para que tenga lugar la
reaccion enzimatica. Se obtienen sefiales decrecientes (figura 10) lo que significa que, cuanto
mayor es la cantidad de 10mer en disolucién, menor es la concentracion de aptamero B4T que se
une al péptido 10mer inmovilizado sobre las MPs. Por lo tanto, el péptido 10mer en disolucion
compite con el 10mer sobre las MPs, comportamiento esperado en vista a los resultados

obtenidos en los ensayos de afinidad.
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Figura 10: Ensayo competitivo realizado con particulas magnéticas modificadas con 10mer. Representacion de la
intensidad de corriente frente a la concentracion de péptido 10mer en disolucion en presencia de 25 nM de aptdmero
B4T.
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La gréfica obtenida presenta forma de curva sigmoidal mostrando un buen ajuste a la ecuacion

logistica de cuatro pardmetros cuya ecuacion se muestra a continuacion.

(A1 — 43)

y=&+t —5_
1+ G
Xo

donde y es la intensidad de corriente medida a cada concentracion de péptido en pHA, Az es la
intensidad maxima correspondiendo con el blanco o ausencia del péptido en disolucion, Az el
valor de intensidad minimo, x la concentracion de péptido 10mer afiadida en disolucién (nM), xo
es el valor de concentracion de péptido que corresponde al 50% de la méxima sefial (IC50), y p
es la pendiente de la curva en el punto de inflexion.

La ecuacion con los datos obtenidos para el ajuste del ensayo competitivo realizado es la
siguiente:

[10mer] (M) | (32108
1+ (Tggzoe )Y

I (1) = (0,52 + 0,05) +

r? =0,993

El intervalo analitico atil definido como el intervalo de concentraciones que corresponde al
intervalo de sefiales entre el 20% y el 80% de la maxima sefal, es de 6,3 nM a 1000 nM, esta
ultima es la maxima concentracion ensayada ya que no se alcanza el valor del 20% de la méxima
sefial por no ensayar concentraciones mayores, y el LOD se fij6 en 4,8 nM definido como el 90%
de la méaxima sefial obtenida. El intervalo de valores de RSD obtenido para el intervalo analitico
util es de 16,5 — 24%.

En estudios anteriores se observa que el aptamero D1 tienen mayor afinidad por el péptido
10mer que por el 16mer 33, Por ello se realizan dos ensayos competitivos “mixtos”, es decir,
combinando los péptidos 10mer y 16mer en disolucién o sobre las MPs, pero siempre siendo
distintos. EI comportamiento que cabria esperar si se confirmasen los estudios previos seria que
no hubiera competencia, al menos a concentraciones bajas de 16mer en disolucién. Por tanto, la
sefial analitica seria la maxima, es decir, el aptamero no tiene afinidad por el péptido en
disolucién y se une todo al peptido sobre las particulas. Pero a concentraciones mas elevadas de
16mer cabria esperar una disminucion en la sefial. Sin embargo, los resultados obtenidos (figura

11) muestran un comportamiento inusual ya que a concentraciones bajas de 16mer la sefial es
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decreciente, y muy similar a la obtenida con 10mer en disolucion (figura 10), pero a partir de una
concentracion de 50 nM del péptido la sefial vuelve a subir cuando las concentraciones son

elevadas.
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Figura 11: Ensayo competitivo realizado con particulas magnéticas modificadas con 10mer. Representacion de la
intensidad de corriente frente a la concentracion de péptido 16mer en disolucion en presencia de 25 nM de aptamero
B4T.

Teniendo en cuenta la irreproduciblidad, en parte debidos a variaciones importantes de
temperatura en el laboratorio durante los dias de ensayo, los resultados obtenidos realizando el
ensayo competitivo de esta forma no son concluyentes y no representan una curva sigmoidal con
buen ajuste a la funcion logistica, por lo que no se ha calculado el intervalo analitico util ni el

LOD, ya que no tienen utilidad analitica.

Cuando se realiza un ensayo competitivo en formato inverso, es decir, se emplearon MPs
modificadas con péptido 16mer y se pone en disolucion concentraciones crecientes de péptido

10mer, se obtiene la curva sigmoidea representada en la figura 12, que corresponde al
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comportamiento que se esperaba en el ensayo anterior. Aparentemente el aptdmero B4T tiene
mas afinidad por el péptido 16mer unido a las MPs que por el 10mer en disolucion. Esto no es lo
que cabria esperar comparando las Kp obtenidas para los ensayos de afinidad para 16mer y
10mer con el aptdmero B4, ya que se esperaba que tuviera mayor afinidad por el péptido 10mer

en disolucién.

Los datos presentan forma de curva sigmoidal cuyo ajuste a la funcion logistica es el siguiente:

[(1,52 4 0,06) — (0,31 + 0,09)]

[10mer] (nM))MiZ)
82+ 11

I (nA) = (0,31 + 0,09) +

1+

r? =0,972
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Figura 12: Ensayo competitivo realizado con particulas magnéticas modificadas con 16mer. Representacion de la
intensidad de corriente frente a la concentracion de péptido 10mer en disolucion en presencia de 25 nM de aptamero
BA4T.
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El intervalo analitico Gtil y el LOD definidos como se indica anteriormente es de 54 — 204 nM y

28 nM respectivamente. El intervalo de valores de RSD para el intervalo analitico Gtil obtenido
es menor del 20%.

En la figura 13 se muestra una comparativa de los resultados obtenidos para las tres variantes de
ensayos competitivos realizados. En este caso se representa la intensidad en porcentaje respecto
de la sefial maxima, para corregir las posibles fluctuaciones existentes entre medidas realizadas

en distintos dias debidas a las diferencias de temperatura, frente a la concentracion de péptido
biotinilado.

® MPs 10mer - 10mer
1 - PS B MPs 10mer - 16mer
100 - = R — @ MPs 16mer - 10mer
1 = AN
90 3 ®
] \
80 A
S
2 70 4 \ o
8 ' \
© \ ,
B 60~ \
g . .
2 50 ¢ 9
1= ] \ "
X 40 .
30 - \ o,
20 1 Nt s L
] o ¢
10
0,1 1 10 100 1000

[10mer/ 16mer] (nM)

Figura 13: Comparacion de los tres tipos de ensayos competitivos realizados. En azul se representa el ensayo con
MPs 10mer y 10mer en disolucién, en rojo MPs 10mer y 16mer, y en verde MPs 16mer y 10mer.

En la grafica se puede apreciar que cuando se utilizan MPs — 10 mer da igual el péptido que se
ponga en disolucion, ya que las curvas son casi superponibles hasta una concentracion de 50 nM.
A partir de ese momento aparece el comportamiento anémalo en presencia de 16mer que no se

entiende en profundidad, pero se repite en las réplicas del ensayo realizadas.
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Observando el ensayo competitivo con MPs — 16mer se puede apreciar que es mas dificil y
menos interesante desde el punto de vista analitico, ya que el intervalo Gtil se desplaza a valores

mas elevados y lo 6ptimo es detectar la menor cantidad posible.
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5. Conclusiones vy perspectivas futuras

Se seleccionaron seis aptameros de los obtenidos previamente mediante SELEX para el péptido
16mer de la cadena o del colageno XI, atendiendo a la presencia de los motivos recurrentes
analogos a los que presentaba el aptdmero con mayor afinidad (D1) y a la estabilidad de su

estructura secundaria.

Se caracterizo la afinidad de los seis aptameros por el péptido 10mer. El aptamero que presenta
una mayor afinidad es el B4T (Kp = 15 + 2 nM), que es una version truncada del aptamero B4
fundamentada en estudios estructurales computacionales. Este resultado apunta a que los
estudios computacionales pueden ser muy Utiles en el refinamiento de los aptdmeros que
conlleva una reduccion de su longitud y, consecuentemente, de su coste. Ademas, las
intensidades de corriente obtenidas con este aptdmero fueron bastante elevadas, por lo que fue el

elegido para ensayos competitivos realizados posteriormente.

El ensayo competitivo con MPs — 10mer permite la deteccion del péptido 10 mer en un intervalo
de 6,3 a 1000 nM con un LOD de 4,8 nM. Sin embargo, cuando se puso en disolucion el péptido
16mer, los resultados no fueron concluyentes debido a que la sefial analitica aumenta en lugar de

disminuir a concentraciones elevadas de péptido.

El ensayo competitivo con MPs — 16mer y péptido 10mer en disolucién parece indicar que el
aptamero B4T tiene mayor afinidad por el péptido 16mer contrariamente a lo que indican las Kp
estimadas. Esto puede ser debido al efecto de “avidez” que se produce cuando existe una elevada

concentracion superficial de analito sobre las particulas magnéticas.

Para completar este estudio seria interesante realizar el ensayo con MPs — 16mer y péptido
16mer en disolucion y también realizar el ensayo competitivo con la molécula de colageno

completa obtenida de lisados celulares.
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Anexo: Datos correspondientes a las figuras presentadas

Tabla I (figura 9a): Datos correspondientes a la curva de enlace del aptamero B4.

[Aptamero B4] (nM) | Intensidad Promedio (WA) | Sefial neta (LA) Desv.
0 0,2117 0 0,01
25 0,4337 0,2221 0,04
50 0,6392 0,4276 0,07
100 0,7470 0,5353 0,2
200 1,2754 1,0638 0,4
500 1,4017 1,1901 0,08
Tabla Il (figura 9b): Datos correspondientes a la curva de enlace del aptamero B4T.
[Aptamero B4T] (nM) | Intensidad Promedio (WA) | Sefal neta (MA) Desv.
0 0,1912 0 0
5 0,9078 0,7165 0,6
10 1,1093 0,9181 0,06
25 2,8957 2,7044 0,7
50 3,3958 3,2045 0,1
100 3,3615 3,1703 0,4
200 3,7672 3,5760 0,9
500 3,8727 3,6815 0,2
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Tabla 11 (figura 9c): Datos correspondientes a la curva de enlace del aptamero DA4.

[Aptdmero D4] (nM) | Intensidad Promedio (MA) | Sefial neta (LA) Desv.
0 0,2544 0 0,04

5 0,4596 0,2053 0,2

10 0,8426 0,5883 0,2

25 1,3073 1,0529 0,3

50 1,6653 1,4109 0,04

100 1,9593 1,7049 0,5

200 2,4726 2,2182 0,4

500 2,6136 2,3592 0,4

Tabla IV (figura 9d): Datos correspondientes a la curva de enlace del aptamero F3.

[Aptamero F3] (nM) | Intensidad Promedio (uA) | Sefal neta (LA) Desv.
0 0,2310 0 01
10 0,3838 0,1529 0,07
25 0,7103 0,4793 0,07
50 0,8607 0,6297 0,1
100 0,9706 0,7396 0,03
200 1,1330 0,9021 0,5
500 1,0518 0,8208 0,3
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Tabla V (figura 9e): Datos correspondientes a la curva de enlace del aptamero C3.

[Aptamero C3] (nM) | Intensidad Promedio (LA) Sefial neta (HA) Desv.
0 0,1660 0 0,03

10 0,2641 0,0981 0,08

25 0,3373 0,1712 0,08

50 0,3919 0,2258 0,08

100 0,4421 0,2761 0,1

200 0,5313 0,3653 0,04

500 0,4485 0,2825 0,04

Tabla VI (figura 9f): Datos correspondientes a la curva de enlace del aptamero D1.

[Aptamero D1] (nM) | Intensidad Promedio (MA) | Sefial neta (LA) Desv.
0 0,1442 0 0,05

1 0,4981 0,3538 0,02

5 1,2811 1,1368 0,08

10 1,8960 1,7518 0,2

25 2,7085 2,5642 0,07

50 3,6633 3,5190 0,7

100 4,1208 3,9766 0,4

200 4,1316 3,9874 0,9
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Tabla VII (figura 10): Datos correspondientes al ensayo competitivo con MPs modificadas con 10mer y

10mer en disolucion.

[Aptdmero B4T] = [10mer] (nM) | Intensidad Promedio = Sefial neta Desv.

(M) (LA) (HA)

0 0 0,1783 0 0,03
25 0,1 2,7780 2,5998 04
25 1 2,8006 2,6223 0,8
25 5 2,5238 2,3455 0,06
25 10 1,5571 1,3788 0,09
25 50 0,8477 0,6694 0,2
25 100 0,7784 0,6001 0,02
25 500 0,6014 0,4231 0,07
25 1000 0,5980 0,4197 0,001

Tabla VIII (figura 11): Datos correspondientes al ensayo competitivo con MPs modificadas con 10mer y

16mer en disolucion.

[Aptamero B4T] | [16mer] (nM) | Intensidad Promedio | Sefial neta Desv.

(M) (LA) (WA)

0 0 0,3567 0 0,08
25 0,1 2,2393 1,8826 0,3
25 1 2,4031 2,0465 0,4
25 5 2,0783 1,7217 0,6
25 10 1,1634 0,8067 0,4
25 50 0,9322 0,5755 0,2
25 100 1,2583 0,9017 0,4
25 500 1,7517 1,3950 0,4
25 1000 1,4442 1,0875 -
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Tabla IX (figura 12): Datos correspondientes al ensayo competitivo con MPs modificadas con 16mer y

10mer en disolucion.

[Aptamero B4T] | [10mer] (nM) | Intensidad Promedio | Sefial neta Desv.

(NM) (MA) (HA)
0 0 0,2011 0 0,02
25 0,1 1,6808 1,4797 0,2
25 1 1,8730 1,6718 0,09
25 5 1,5404 1,3392 0,1
25 10 1,7758 1,5747 0,2
25 50 1,5861 1,3849 0,3
25 100 0,8714 0,6702 0,1
25 500 0,5545 0,3534 0,09
25 1000 0,4685 0,2674 0,09
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