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Resumen

Las inmunoglobulinas son dianas de gran interés para el desarrollo de aptameros por sus multiples
aplicaciones diagnédsticas y terapéuticas, pero la obtenciéon de ligandos frente a IgG con alta afinidad y
especificidad sigue siendo un reto. En este trabajo se abordé la seleccion de aptameros de ADN frente a
IgG de raton mediante una estrategia SELEX optimizada. Para ello, se empleé una mezcla de IgG murinas
nativas (IgG1, IgG2a e IgG2b) inmovilizadas en particulas magnéticas carboxiladas, con contraseleccion
frente a otras IgG y fragmentos F(ab’)2, y un esquema de seleccion con condiciones progresivamente mas
estrictas. El seguimiento por gPCR y curvas de melting mostré una disminucion de la heterogeneidad
poblacional y un desplazamiento de la Tm hacia 80 °C, patron compatible con enriquecimiento en
secuencias mas estables; con base en ello se secuenciaron por NGS rondas intermedias y finales. El
analisis bioinformatico permitio identificar familias enriquecidas y priorizar candidatos, de los que varios
mostraron contenido GC elevado, estructuras secundarias estables (AG entre —10.5 y —=19.70 kcal/mol),
potencial para formar motivos G-cuadruplex y valores de Kd en el rango nanomolar bajo. En conjunto, los
resultados indican que la estrategia empleada permite superar las limitaciones de aproximaciones previas
y obtener aptameros frente a IgG de ratén con propiedades prometedoras para su aplicacion como ligandos
alternativos en ensayos de inmunodeteccion.
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Introduccién

Los aptameros son secuencias de RNA o DNA monocatenarios, seleccionados y sintetizados por su
capacidad para reconocer moléculas diana de forma estable, especifica y con alta afinidad [1, 2]. Su
obtencion se basa en el método SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment), un
proceso iterativo de seleccion y amplificacion que enriquece progresivamente las secuencias con mayor
capacidad de unién a la diana. En esencia, los aptimeros son moléculas que adoptan estructuras
tridimensionales Uinicas en condiciones especificas de temperatura, pH y salinidad, lo que les permite unirse
a sus moléculas diana, e incluso interferir con su funcion biolégica [2].

Dentro de las dianas proteicas, las inmunoglobulinas han despertado un especial interés por su relevancia
biolégica, diagndstica y terapéutica. Se han desarrollado aptadmeros frente a IgE humana, debido a su
implicaciéon en la etiopatogenia de las enfermedades alérgicas, con el objetivo de emplearlos en el
tratamiento de las reacciones alérgicas bloqueando los receptores frente a la Fc de 1a IgE y/o por su potencial
utilidad diagndstica, cuantificando los niveles de IgE en fluidos humanos [3]. Estos aptameros presentan
una excelente afinidad, con valores de Kd (constante de disociacion) de 30 nM para el aptamero de RNA y
10 nM para el aptamero de DNA [3]. Asimismo, se han desarrollado aptameros frente a la IgG humana [4,
5] y la IgG de raton [6]; sin embargo, los resultados descritos indican un rendimiento inferior en términos
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de afinidad y especificidad con respecto a otros aptameros, como los mencionados frente a la IgE. La
obtencion de aptameros realmente eficientes contra la IgG continta siendo un desafio: la naturaleza
modular de las inmunoglobulinas, junto con su complejidad estructural y la presencia de regiones
conservadas e hipervariables, dificulta la seleccion de ligandos que combinen una elevada afinidad con una
alta especificidad y estabilidad. En este trabajo desarrollamos y caracterizamos aptameros de DNA frente
a la IgG de raton empleando estrategias metodologicas optimizadas orientadas a mejorar el enriquecimiento
de secuencias funcionales, con el objetivo de disponer de ligandos alternativos aplicables en ensayos de
inmunodeteccion.

Material y métodos

Como primera aproximacion, se sintetizaron cuatro variantes derivadas de secuencias de aptameros frente
a la IgG de raton descritas en estudios previos [6], conjugadas a digoxigenina (dos idénticas a las secuencias
publicadas y dos versiones truncadas), para su evaluacion en ensayos de inmunodeteccion.

Para desarrollar nuevos aptdmeros, se empled como diana principal una mezcla de IgG murinas completas
y nativas purificadas (mezcla equimolar de IgG1/IgG2a/IgG2b). Para la seleccion negativa se emplearon
IgG de conejo, humana y de rata, asi como fragmentos F(ab")2 para eliminar secuencias con afinidad por
la region Fab. La poblacion inicial fue una libreria ssDNA denominada RND40. Esta libreria contiene una
region central aleatoria de 40 nucledtidos, flanqueada por dos regiones constantes de 18 nucledtidos
destinadas a la union de cebadores (5'-GCGGATGAAGACTGGTCT-40N-GTTGCTCGTATTTAGGGC-
3"). El tampoén general fue PBS suplementado con 1 mM de MgCl. (PBS-Mg), modificado en algunas
rondas con aditivos para aumentar la astringencia.

Las inmunoglobulinas se inmovilizaron covalentemente sobre particulas magnéticas Dynabeads MyOne
carboxiladas (Invitrogen, 1 pm) mediante activacion con EDC (con o sin NHS). Antes de iniciar la seleccion
se realizd una contraseleccion frente a particulas magnéticas recubiertas con BSA para reducir uniones
inespecificas al soporte.

Se aplic6 un esquema de SELEX réapido inspirado en conceptos de los métodos “no-selex” y “selex rapido”,
combinando incubacion inicial prolongada y lavados extensos, con amplificacion solo cuando procedia
segun la cuantificacion del DNA remanente/no unido. En la ronda 1 se incubd la libreria con la diana en
PBS-Mg + 0,01% Tween-20 a un ratio proteina:aptamero 1:4, seguida de un ciclo inicial de lavados de 24
h; se estim6 el DNA remanente en sobrenadante (=70% del inicial). La fraccién unida se amplificod sin
disociar previamente las particulas magnéticas (las particulas se retiraron del producto de PCR con iman).
En la ronda 2 se redujo la incubacion a 1 h y se aplicaron 3 lavados de 15 min; en rondas sucesivas se
incremento la astringencia reduciendo tiempos de incubacion, aumentando nimero/duracion de lavados y
elevando el ratio proteina:aptamero (hasta 1:10 a partir de la ronda 5). Se incorpord dextran sulfato como
competidor polianionico en los lavados (de 2 a 5 mM) para favorecer la seleccion de secuencias con cinética
de disociacion lenta.

Tras cada ronda, el DNA unido se recuper6 mediante PCR y se generd ssDNA por digestion con A-
exonucleasa a partir de un amplicon con el cebador correspondiente fosforilado. Para mejorar el
rendimiento de la digestion, se empled un cebador con marcaje 5-Cy3 en la cadena F, lo que ademas
permitié una potencial monitorizacion por fluorescencia. La cuantificacion de ssDNA se realizd por
NanoDrop, Qubit y densitometria en gel (Imagel), empleandose la densitometria como aproximacion mas
consistente.

El enriquecimiento se monitorizd por gPCR y curvas de melting. La secuenciacion se realizo por NGS. Se
usaron los programas AptaSUITE y FASTAptamer para el cribado de las secuencias y QGRS Mapper y
mPFold para analizar las caracteristicas de los candidatos mas prometedores. La estructura tridimensional se
modelo usando el software Chimera.

Resultados

Ninguna de las secuencias sintetizadas frente a la IgG de raton, basadas en estudios previos [6], mostrd
utilidad experimental en inmunocitoquimica, inmunohistoquimica o Western blot, ya que no se detectd
sefial compatible con la unién a los anticuerpos primarios evaluados. En conclusion, no se evidencié
interaccion aptamero-diana en las condiciones ensayadas.

En consecuencia, se procedio a la seleccion de nuevos aptameros frente a las dianas. El andlisis de las
curvas de melting evidencid una disminucion progresiva de la heterogeneidad poblacional y un
desplazamiento significativo de la Tm hacia 80 °C. En las rondas iniciales se observaron picos a 68 °C y
75 °C, mientras que en las rondas finales aparecié un nuevo pico a 80 °C, cuya intensidad aumento en la
ultima ronda a medida que desaparecia el pico de 75 °C (Figura 1). Este desplazamiento sugiere un
enriquecimiento en secuencias con mayor contenido en GC (>40 %), asociado a mayor estabilidad
estructural y, potencialmente, a una mayor afinidad. Con base en estos resultados, se secuenciaron por NGS
las dos ultimas rondas y dos rondas intermedias. Como control positivo del patrén esperado, se empled un



aptamero previamente desarrollado frente a otra diana, cuyo pico de melting se situa a 80 °C, coherente con
la region de Tm en la que se concentraron las rondas finales seleccionadas para secuenciacion. Las rondas
intermedias se incluyeron para recuperar y comparar las secuencias asociadas a los picos de 68 °y 75 °C
con las mismas secuencias presentes en las rondas finales, y descartar dichos aptameros no enriquecidos
durante el proceso de analisis de datos.
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Figura 1. Curvas de melting de las poblaciones de aptameros durante la seleccion. Se observa un
desplazamiento progresivo de la Tm desde un pico inicial correspondiente a la libreria (en torno a 68—
70 °C) y un pico adicional a 75 °C, hacia un pico predominante a 80 °C en las rondas finales.

Los archivos resultantes de la secuenciacion se analizaron para evaluar la evolucion de las poblaciones de
aptameros a lo largo del proceso de seleccion. El analisis se llevo a cabo con RStudio y PyCharm, con el
fin de ordenar las secuencias por abundancia y aplicar un cribado de calidad previo al alineamiento. Las
secuencias se ordenaron y se reorientaron a sentido forward, y se realizé un cribado para eliminar secuencias
artefactuales, como duplicidades, concatimeros de cebadores y otras secuencias no representativas.
Adicionalmente, se efectué una comparacion entre rondas intermedias y rondas finales para descartar
familias que no mostraran enriquecimiento a lo largo de la seleccion. Tras este primer filtrado, se empled
un script personalizado en Python para alinear las secuencias y cuantificar las similitudes intra- e inter-
poblacionales entre rondas. Las secuencias de cada ronda se agruparon por similitud, identificando clusteres
con alta similitud intra-grupo y baja similitud inter-grupo, conservados a lo largo de la seleccion, lo que
permitié inferir qué familias se estaban enriqueciendo (y cuales podrian estar asociadas a una mayor
afinidad por la diana). Este enfoque, basado en clustering y comparacion longitudinal entre rondas, permitio
detectar secuencias convergentes y priorizar las candidatas mas prometedoras.

Como parte de la caracterizacion estructural, se calculo la riqueza en GC (%GC) de los candidatos
priorizados (11R8: 38.7%, 69RS8: 48.1%, 18R8: 51.4%) y se empled6 QGRS Mapper para evaluar la
capacidad potencial de las secuencias para adoptar motivos G-cuadruplex, en coherencia con el
enriquecimiento observado en guaninas. De forma complementaria, los aptadmeros seleccionados se
analizaron con mFold para predecir las estructuras secundarias mas estables (menor energia libre),
obteniéndose valores de AG de —10.5 kcal/mol (11R8), —19.70 kcal/mol (69R8) y —17.3 kcal/mol (18R8)
(Figura 2). Se estimaron los valores de Kd de los aptameros seleccionados, que se situaron en el rango
nanomolar bajo. Finalmente se estimaron las estructuras secundarias y terciarias de los mejores aptameros
(Figura 2) con el objetivo de analizar, mediante docking, las caracteristicas de la union aptamero-IgG.

Discusidn

En la seleccidn realizada se utilizaron como dianas inmunoglobulinas completas, purificadas de sueros de
ratones (IgG1, IgG2a e IgG2b). Nuestra hipotesis fue que, al realizar unas primeras rondas de seleccion con
dianas multiples, podriamos obtener una subpoblacion de aptdmeros enriquecida frente a IgGs, que
posteriormente se emplearia como sub-libreria para realizar las selecciones correspondientes a las dianas
especificas (aptameros isotipo/subclase-especificos), para obtener aptdmeros con capacidad para unirse a
las tres subclases de IgG de interés (aptdmeros polivalentes frente a IgG murina). Este método es una
adaptacion de los métodos conocidos como “Toggle-Selex” y “Target-Switch Selex”, con los que pueden

obtenerse aptameros con reactividad tanto especifica inter-especie como cruzada intra- como inter-especie,
alternando entre dos o mas dianas en rondas consecutivas [6, 7, 8].
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Figura 2. Secuencias, estructura secundaria, energia libre y modelos estructurales 2D/3D de los
aptameros seleccionados con mejor desempefio (11R8, 69R8 y 18R8). Se muestran la secuencia de
ADN, el patrén de plegamiento secundario y el valor de energia libre (kcal/mol) para cada aptamero.
Por motivos de patentabilidad/proteccion de la propiedad intelectual, no se muestran las secuencias
completas de los aptdmeros en este manuscrito.

Se han realizado esfuerzos para generar aptameros frente a inmunoglobulinas (IgA, IgM, IgG e IgE) por
sus posibles aplicaciones diagndsticas y terapéuticas. En este sentido, se han seleccionado aptdmeros para
la deteccion de sIgA (para identificar infecciones del tracto respiratorio superior), para el reconocimiento
de células cancerosas mediante IgM de membrana, para aplicaciones relacionadas con reacciones
hemoliticas transfusionales y enfermedades autoinmunes mediadas por IgG, y para la deteccion de IgE en
enfermedades alérgicas [9]. Hasta la fecha, los aptameros frente a IgG desarrollados han mostrado, en su
conjunto, baja afinidad y una limitada especificidad, por ejemplo, el aptamero de RNA frente a la region
Fc de IgG humana desarrollado por Miyakawa y cols. [4] presenté una Kd de 117 nM. En cambio, los
aptameros desarrollados frente a IgE presentan valores de Kd en el rango nanomolar bajo [3], comparables
a los obtenidos en este trabajo para los aptameros frente a la IgG de raton.

En 2013, Ma 'y cols. [6] publicaron la secuencia de un aptimero de DNA frente a la region Fc de la IgG de
raton. Dicho estudio proponia un procedimiento basado en la exposicion secuencial a multiples dianas
durante ocho rondas de SELEX. A diferencia del SELEX clasico, en el que se seleccionan secuencias frente
a una diana concreta mediante rondas sucesivas con condiciones progresivamente mas restrictivas, el
método de Ma y cols. empled de forma secuencial multiples dianas (IgG1, 1gG2a, Fc de IgG de raton y
anti-HBs IgG). Este enfoque pretendia obtener un aptdmero con capacidad de unién amplia a diferentes
subclases de IgG; sin embargo, el resultado fue un aptamero con baja afinidad (Kd = 1 uM), cuya union
tuvo que demostrarse mediante marcaje radiactivo. Nuestro equipo sintetizd cuatro variantes basadas en las
secuencias propuestas [6], y ninguna mostré utilidad como sustituto de anticuerpos secundarios en
inmunocitoquimica, inmunohistoquimica o Western blot, ya que no se detectd sefial que evidenciara union
a los anticuerpos primarios evaluados. En otros estudios [10], tampoco se detectd union aptamero-diana
usando las secuencias publicadas de este aptamero frente a IgG de raton. En conjunto, nuestros resultados
y los de Schmidt y cols. [10] sugieren que el aptamero publicado presenta una afinidad insuficiente para
aplicaciones practicas, o incluso una capacidad de union no reproducible en condiciones no radiactivas. En
este contexto, los resultados presentados en este trabajo contribuyen a cubrir este vacio, mediante aptameros
frente a IgG de ratdn con comportamiento robusto, validado y reproducible.
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