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INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

Los métodos de inmunohistoquimica (IHC) se basan en el uso de anticuerpos frente a una molécula de
interés. La aptahistoquimica (AHC) es una técnica relativamente nueva que se basa en el uso de aptameros,
ADN o ARN de cadena sencilla de 20-80 nucledtidos de longitud que forman estructuras tridimensionales
unicas, lo que les permite unirse a una amplia gama de dianas quimicas y bioldgicas con alta afinidad vy
especificidad. Para comparar los resultados con ambas técnicas, analizamos la expresion de la proteina HAT1
en tumores cerebrales. HAT1 es una histona acetiltransferasa de tipo B, de la que, por splicing alternativo,
existen dos isoformas: a (nuclear y mitocondrial) y b (nuclear y citosdlica). Su funcién mas conocida es la
acetilacion de las lisinas 5y 12 de la histona H4 en el citoplasma previo a su transporte al nucleo, pero se han
descubierto mas de 100 sustratos no histonicos. Se ha relacionado con infecciones virales, inflamatorios,
alteraciones metabdlicas y con la progresion resistencia a la terapia en muchos tipos de cancer.
Recientemente se ha implicado en la progresion de tumores cerebrales, especialmente en glioblastomas,
donde se ha planteado su utilidad como nueva diana terapéutica (Wang y cols., 2023).

Para la deteccion de HAT1, hemos empleado un anticuerpo comercial de uso habitual en nuestro laboratorio,
y dos aptameros descubiertos por el Grupo de Aptameros del IRYCIS, Hospital Ramoén y Cajal, Madrid (Klett
Mingo vy cols., 2023).

Material bioldgico: muestras parafinadas de neoplasias intracraneales (afos 1983- 2006).

Deteccion: anticuerpo policlonal anti-HAT1 (AbHAT1; GeneTex), dilucion 1:800; aptameros apHAT610 vy
apHAT63 marcados con digoxigenina (Kd=28,11nM vy 38,01nM resp. Grupo de Aptameros, IRICYS).

Procedimiento: técnicas habituales de IHC, con recuperaciéon antigénica (RA) mediante olla express (4 min., a
45-55 KPa de presion y 1002C de temperatura; rutina para AbHAT1: tampodn Tris-EDTA pH9 (TE); primeras
pruebas con aptameros: el mismo tampodn; pruebascon AbHAT1 y aptameros para utilidad con diferentes
tampones: TE y tampon citrato pH5). Deteccidon del anticuerpo: sistema de amplificacion basado en
polimeros Master Polymer Plus Detection System Peroxidase (Master Diagnodstica, Espaina). Deteccion de los
aptameros: anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa (Sigma-aldrich, Ref.11207733910) a una
concentracion 1:200.

Analisis: mediante Image) sobre micrografias a 400x. Se emplearon dos extensiones: "IHC profiler" para la
deconvolucion 6ptica de la imagen RGB, y, en segundo lugar, la extension "InmunoRatio" para el calculo de |la
superficie nuclear marcada con respecto a la superficie nuclear total. El analisis estadistico se realizo
mediante el software Prisma.

Ab (1:800)

1.-AbHAT1 vs AptHAT610, tampones de RA

ApHAT610 (12,5 nM)
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Figu ra 1. Seleccion del tampén de RA. Se empleé el AptHAT610 por su

menor Kd para esta prueba. Los mejores resultados se obtuvieron con el
tampon TE a pH9 , aunque el aptamero ofrece buenos resultados con

tampon citrato. Aumentos: 40x y 400x.

Incubacion 2h

Incubacion 18h

4.-AptHAT610, R.A. e incubacion
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Fig ura 4. Resultados con tiempos de incubacion de 2 horas (A, B) y toda

la noche (C, D); resultados con recuperacion antigénica (B, D) o sin
recuperacion antigénica (A, C). Al igual que con el Ab, para el empleo de los
Aptameros en aptahistoquimica es necesaria la recuperacion antigénica.
Excelente senal con 2h de incubacion vs 18h. Aumento: 400X.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

1. Aptamero = buena sefial con Tris-EDTA vy Citrato
Anticuerpo = buena senal con Tris-EDTA
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Aptahistoquimica: ventaja para dobles
marcajes con marcadores que requieran
diferentes tampones de recuperacion
antigénica. Se selecciono el tampon TE

2.-AptHAT63 vs AptHAT610

ApHAT610

2. ApHAT610 - sefial similar entre 6,25y 12,5 nM
ApHAT63 —>sefial similar entre 18 y 25 nM, menor: 12,5 nM

!

Aptameros anti HAT1: amplio rango de
concentraciones ofrecen senales similares,
sin ruido de fondo. Se selecciono el
AptHAT610 para el resto del estudio (mejor
sefial a menor concentracion)

ApHAT63

Figura 2. comparacion de los resultados obtenidos con los aptdmeros
apHAT610 (A-C) y apHAT63 (D-F) a diferentes diluciones (400X).

3. AptHAT610: sefial similar al anticuerpo (1:800, ver panel 1) 3"AptHAT6101 seleccion de dilucion optima

a 3nM; senal intensa entre 6,25y 12,5nM
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Figura 3. comparacién de los resultados obtenidos con diferentes diluciones

4' Aptamero: buena senal a 2 horas de incubacion del aptamero apHAT610. Aumentos: 40X (A-D) y 400X (E-H).

Anticuerpo: requiere incubacion 18 horas (datos previos)

Ambos requieren recuperacion antigénica.

Sefal nuclear obtenida con el aptamero >> senal nuclear 5.- HAT1 CitOSOIiCO, Ab vs AptHATGlO

obtenida con anticuerpo A B
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Aptahistoquimica: mas sensible

5. HAT1 citosdlico: sefial obtenida con el aptamero >> sefal
obtenida con el anticuerpo

! :

Aptamero: mas util para detectar la
P P -

localizacion citosolica de HAT1
Figu ra 5. Deteccién de HAT1 citosélico. A, anticuerpo; B, aptamero. Se

observa un patron de localizacion de HAT1 difuso y en puntos concretos del
citoplasma, mas evidente con el aptamero.
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