Vv

L T IVERSIDAD JUAREZ DEL ESTADO DE DURANGO FACULTAP
&

il gl
CIENCIAS QUIMICAS

MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

“Obtencién de la proteina rE1 y ensayos de interaccién del complejo de inicio
de lareplicacion del VPH16”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA MOLECULAR Y
CELULAR

PRESENTA
Q.F.B. BIANCA NAYELI CAMPOS PARGA

Durango, Dgo. Noviembre 2017



o OE CIENCIAg

O
A —;;9/4,,
eV ERSIDAD JUAREZ DEL ESTADO DE DURANGO FACULTARSER ‘% o
o CIENCIAS QUIMICAS \ @jﬁé,rnlo
UJED

MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

“Obtencion de la proteina rE1 y ensayos de interaccion del complejo de inicio
de lareplicacion del VPH16”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA MOLECULAR Y
CELULAR

PRESENTA
Q.F.B. BIANCA NAYELI CAMPOS PARGA

Durango, Dgo. Noviembre 2017



—'3 oog CIENCIag

UNIVERSIDAD JUAREZ DEL ESTADO DE DURANGO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

“Obtencion de la proteina rE1 y ensayos de interaccion del complejo de inicio
de la replicacién del VPH16”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA MOLECULAR Y
CELULAR

PRESENTA
Q.F.B. BIANCA NAYELI CAMPOS PARGA

APROBADA POR EL DIRECTOR DE TESIS

g

DC. MARIA LETICIA SAUCEDO MENDIOLA

Durango, Dgo. Diciembre 2017



pE CIENCIqg

il '!H}{ UNIVERSIDAD JUAREZ DEL ESTADO DE DURANGO

= FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

“Obtencion de la proteina rE1 y ensayos de interaccién del complejo de inicio
de la replicacion del VPH16”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA MOLECULAR Y
CELULAR

PRESENTA
Q.F.B. BIANCA NAYELI CAMPOS PARGA

APROBADA POR EL COMITE DE TESIS

DC. MARIA LETICIA SAUCEDO MENDIOLA M

PRESIDENTE

X\

DC. GERARDO ALFONSO ANGUIANO VEGA

SECRETARIO //
DC. NORMA URTIZ ESTRADA , %Mﬁ/g/ ZZ%

VOCAL

Durango, Dgo. Diciembre 2017



DEDICATORIA

A Dios

Por permitirme superar los momentos dificiles que me han hecho valorar los buenos
momentos de mi vida.

A mis padres Rosa y Esteban
Por estar siempre presentes y darme su apoyo incondicional, por sus consejos y

valores que me han ayudado a ser la persona que soy ahora.

A mi hermano Abraham

Que siempre ha estado junto a mi a pesar de nuestras diferencias de opiniones.

Y a mis familiares y amigos que estuvieron conmigo y me apoyaron durante esta etapa.

vi



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer especialmente a mis padres, a mi mama que siempre me ha
ayudado cuando lo necesito y que ha tenido una palabra de motivacion para mi, a mi
papa que siempre se ha preocupado y estado pendiente de mis estudios. A mi
hermano por estar a mi lado siempre que lo he necesitado.

A la DC Ma. Leticia Saucedo Mendiola y al DC Gerardo Alfonso Anguiano Vega, mis
directores de tesis, por su guia y asesoramiento durante la elaboracién de este
proyecto.

A Rosa mi amiga de muchos afios con la cual he compartido toda mi experiencia
académica profesional y por supuesto la maestria no fue la excepcion. A mis amigas

Fatima y Yazmin que siempre me apoyaron para poder terminar con éxito la tesis.

A Diana, Paty, Marlenne y Alonso mis amigos compafieros de maestria, por lo que

hemos pasado juntos para terminar una etapa mas.

Gracias a todos los doctores y maestros que compartieron sus ideas vy

recomendaciones respecto a esta investigacion.

Agradezco sinceramente a aquellas personas que me ayudaron con la conclusion de
esta tesis.

vii



3D

A

ATP
C-terminal

CaCl2

CaCu
D.O
dNTPs
E
EDTA
EMSA
EtOH
F
GC%
GST
Hrs
HCI
ICO
IMAC
INEGI
IPTG
kb
kDa

L

LB
LCR
M
MBP
min
mg
MgCl2
mi
mM
N/A
N-terminal
NacCl
NIC
Ng

ABREVIATURAS

Tridimensional
Adenina

Adenosin trifosfato
Carboxilo terminal

Cloruro de calcio

Céancer cérvico uterino

Densidad optica

Desoxinucledtidos trifosfato

Early

Acido etilendianotetraacético
Electrophoretic mobility shift assay
Etanol

Oligonucledtido directo

Contenido guanina y citosina en porcentaje
Glutation S-transferasa

Horas

Acido clorhidrico

Institut Catala d’Oncologia
Cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
Kilobase

Kilodaltons

Late

Luria Bertani

Region larga de control

Molaridad

Proteina de union a maltosa
Minutos

Miligramo

Cloruro de magnesio

Mililitro

Milimolar

No aplica

Amino terminal

Cloruro de sodio

Neoplasia intraepitelial cervical
Nanogramo

viii



PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida

PaVE Papillomavirus Episteme (pagina de internet)
Pb Pares de bases

PBS Buffer de fosfato salino

PCNA Antigeno nuclear de células en proliferacion
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PE Promotor temprano

PL Promotor tardio

PV Papilomavirus

r Proteina recombinante

R Oligonucleétido reverso

RFC Factor de replicacion C

Rpm Revoluciones por minuto

S Segundos

SDS Dodecilsulfato sodico

T Timina

TAD Dominio de transactivacion

B Tris, Borato

TBE Tris, Borato, EDTA

m Temperatura de fusion

Tris Tris(hidroximetil)aminometano

U Unidades

uv Ultravioleta

VPH Virus del papiloma humano

Vv Voltios

X Veces

X g Fuerza centrifuga relativa

ML Microlitro

% Porcentaje

°C Grado centigrado



INDICE

DEDICATORIA oo et e e e e e ae e Vi
AGRADECIMIENTOS. .. e e e e e e e e e e e e eaan s Vii
ABREVIATUR A S . .o e e e e e e e e e e eaaas viil
INDICE ..ttt ettt ettt et X
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt s Xii
INDICE DE TABLAS. ......ootiteitett sttt ettt sttt s ae s anis xiii
L ST 11 Xiv
N = TS T I AN O XV
L INTRODUCCION ...ttt ettt ettt 1
1.1 Virus del papiloma NUMANO ..........cooiiiiiiiiiie e 2
IO O 1= o 1 o 1 1 - PSP 2

I I 1= o4 = TRV - | P ESRSPSUPRPR 4
1.1.2.1 Gen E1y su producto de eXPreSion .........cccceeeeivieeeeeinniieeeeessiiieee e e 5

1.2 INfECCION POI VPH it 5
1.2.1 REPHCACION VIFAI .....evviieiiiiie et et 7
1.2.2 CANCEN CEIVICOULEIIND ..uvvvviieeeeieiiiiieieeeseeetitieeaeeeeestaeanaee e s e ssnneenaeeeesasnnneeneenns 8

G R I =1 =101 =T 0 (o S SO PPPPRPR PP 9
1.4 VBCUNAS ...ttt ettt n e e e e e s 10
[ ANTECEDENTES ...ttt et e e s e e e e e 11
NI JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt sttt ne e, 13
V. OBJETIVOS. ..ottt e et e e e ee e e e s s ettt beeeeeeeens 14
V. MATERIALES Y METODOS.......ccieieeeeteeeeectete ettt ee et es et en e 15
5.1 Cepas bacterianas, plasmidos y medios de CUltivo ..........cccceeevveiiiiiiiiieniiinnnne, 15
5.2 Amplificacién de la LCR por PCR punto final .............ccooeeiiiiiiiiiieeeeeeeeees 15
5.2.1 Disefio de oligonucledtidos parala LCR .........cccvvvveviiiiiiiiiiiiiccciccieeeeieeee, 15
5.2.2PCR punto final para la amplificacion de la LCR del VPH16 ..................... 17
5.2.3 PUNFICACION ..eiiiiiiiiiiiieie ettt ettt e s 18

5.3 Amplificacion de la E1 por PCR punto final ..., 19
5.3.1 Disefio de oligonucleodtidos para el gen EL ......evvevviiiviiviiiiiiiiiieiiieeeeeeee, 19
5.3.2 Amplificacién del gen E1 por PCR punto final .............ccoovviiiiiiicieeen, 19
IRCIRC I o ¥ {Tor=Tod (o] o TP TTPPPPPRRP 21

5.4 Clonacion del gen E1 en vector pCR-Blunt II-TOPO ........ccoooiiiiiiiiiiiiiei, 22
5.4.1 Ligacién del gen E1 y el vector de clonacion pCR-Blunt II-TOPO ............. 22
5.4.2 Preparacion de células competentes y transformacion en E.coli DH5a ..... 22
5.4.2.1 Extraccion del ADN plasmidiCO ...........euvvviiiiieiiiiii e, 23
5.4.2.2 Digestion del ADN plasmidiCo...........cccoeeeiriiiiiiiiiiiicics e, 24
5.4.3 Secuenciacion del plasmido TOPO-EL ............cooooiiiiiiiiieeeeee e, 24
5.5 Subclonacion del gen E1 en vector de expresion pET-28a(+) .......veevvveeeeeennn. 25
5.5.1 Digestién y purificacion del vector pET-28a(+) .....cccooeeveeiiiviniiiieiiieiveeee 25



5.5.2 Digestion y purificacion del fragmento EL ........cooovieeeiiiiiiiiieece 25

5.5.3 Ligacion del fragmento E1 y el vector pET-28a .......cccooiuviiiieeiiiiiieiiiieeeene 26
5.5.4 Preparacion de células competentes y transformacion en E.coli DH5a ...... 27
5.5.4.1 Extraccion de ADN plasmidico y digestion BamHI y HindllI ............... 28
5.5.5 Preparacion de células competentes y transformacion en E.coli BLR ....... 28
5.5.5.1 Extraccion de ADN plasmidico y digestion con BamHI y HindllI ......... 29
5.6 Obtencidn de la proteina rEL purificada .........ccceeeeiiiiiiiiiieeiiiee e 30
5.6.1 Expresioén del gen E1 y extraccion de las proteinas .........cccccecvvvvvvvieennnnnn. 30
5.6.2 Purificacion de la proteina rEL del VPHI16 .......cccoooiiiiiiiiiiiiieee e, 31
5.7 Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) de las interacciones
EL-LCR Y EL-E2-LCR ..ttt e 32
VI RESULTADOS . ...ttt e e et e e e e e e e e et e e e e eaaeees 33
6.1 Amplificacion de la LCR por PCR punto final ...........cccociieiiiiiiiiiiieniiiee e 33
6.2 Amplificacion del gen E1 por PCR punto final ..........cccceeeiiiiiiiieee e, 33
6.3 Plasmido TOPO-E1 y digestion con BamHIy HINdl ... 34
6.4 Purificacion del producto de digestion del plasmido TOPO-E1L ...............uvueeeee. 34
6.5 Secuencia del plasmido TOPO-EL ......ccoooiiiiiiiiiiiiieiiee e 36
6.6 Linealizacion del plasmido PET-28a(F) ....ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 37
6.7 Plasmido pET-28a(+)/E1 y digestion con BamHI y Hindlll ...............ccoevvvieenes 38
6.8 Andlisis de los extractos de proteinas después de la induccion con IPTG ...... 39
6.9 Purificacion de la proteina rE1 por cromatografia de afinidad .......................... 39
6.10 Ensayos por cambio en la movilidad electroforética (EMSA) de LCR y la
proteina rE1 en ausencia y presencia de la proteina rE2 .........ccccccvvvvvvvciiiciieeeeenn. 41
VI DISCUSION ..ottt ettt ee ettt a et e aeeteaeateeteseeneeneans 43
VI CONCLUSION ..ottt ettt ettt ettt teaeate e e sae e eneane 47
IX. PERSPECTIVAS ..ottt e ettt e e st e e e e e s e sneeeeeeeeannneeees 48
IX. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt e e e e e s sne e e e e e ennnsnnnees 49

xi



INDICE DE FIGURAS

Figura

© 00O NO O WN P

S
N o

13

14

15
16

17

Cépside del VPH16

Genoma del VPH16

Dominios funcionales de la proteina E1

Ciclo de vida del VPH

Replicacion del ADN viral

Secuencia del LCR del VPH16

Marco de lectura abierto del gen E1 del VPH16
Electroforesis en gel de agarosa al 1% del amplicon LCR
Electroforesis en gel de agarosa al 1% del amplicén E1

Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plasmido TOPO-E1y
digestion con BamHI y Hindlll

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la purificacion de E1

Alineamiento de la secuencia deIEgen E1 ligado en el vector pCR-Blunt II-TOPO
y la secuencia reportada en PaV

Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plasmido pET-28a y digestion con
BamHI y Hindlll

Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plasmido pET-28a/E1 y
digestién con BamHI y Hindlll

Analisis de los extractos celulares inducidos con IPTG en SDS-PAGE al 10%

SDS-PAGE al 10% de las fracciones de rE1 obtenidas en la purificacion por
cromatografia de afinidad

Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ensayo de interaccion de E1-LCR y
E1-E2-LCR por EMSA

Paginas

o N o &~

20
33
34

35
35
36

38

39

41

42

Xii



Tabla Paginas
1 Oligonucleétidos disefiados para la amplificacién de la LCR 16
2 Condiciones de los componentes de la reaccion de PCR parala LCR 17
3 Condiciones de PCR para LCR 17
4 Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del gen E1 19
5 Condiciones de los componentes de la reaccién de PCR para E1 21
6 Condiciones de PCR para E1 21
7 Reaccion de ligacion TOPO-E1 22
8 Transformacién de cepa E.coli DH5a con TOPO-E1 23
9 Choque térmico de células competentes de E.coli DH5a 23

10 Condiciones de la restriccion de TOPO-E1 24
11 Condiciones de la restriccion del plasmido pET-28a(+) 25
12 Digestion de TOPO-E1 con Hindlll 26
13 Digestion de TOPO-E1 con BamHI 26
14 Reaccion de ligacion de pET-28a(+)/E1 27
15 Transformacion de E.coli DH5a con pET-28a(+)/E1 27
16 Choque térmico de células competentes de E.coli DH5a 28
17 Condiciones de restriccion del plasmido pET-28a(+)/E1 28
18 Transformacion de E.coli BLR con pET-28a(+)/E1 29
19 Condiciones de restriccion del plasmido pET-28a(+)/E1 29
20 CBZI(_)lr;diciones de induccion de la expresion de la proteina rE1 en E.coli 30
21 Reaccion del ensayo de interaccion E1-LCR 32
22 Reaccion del ensayo de interaccion E1-E2-LCR 32

INDICE DE TABLAS

Xiii



RESUMEN

Introduccion: El virus del papiloma humano (VPH) es un virus relativamente
pequefio compuesto por una molécula de doble cadena de ADN circular de
aproximadamente 8,000 pares de bases, que contiene generalmente de ocho marcos
de lectura abierto, divididos en tres regiones: la region larga de control (LCR), una
region temprana (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), y la region tardia (L1 y L2). La proteina
El es una helicasa hexamérica dependiente de ATP, que participa en la replicacién
del ADN viral. La interaccion entre E1 y E2 es un componente esencial de la
capacidad de E1 para estimular la replicacion del ADN viral y la infeccion causada
por el virus del papiloma humano (VPH) ha sido reconocido como el principal factor
etiolégico para el desarrollo del cancer cervicouterino (CaCu), el cual a nivel mundial
es uno de los tipos de cancer mas comunes en mujeres ocupando el segundo lugar
con un estimado de 265,000 muertes y 527,000 casos nuevos al afio. El objetivo de
este trabajo fue obtener la proteina rE1 del VPH16 y realizar ensayos de interaccion
de las proteinas virales E1-E2 y LCR in vitro.

Material y Métodos: El gen E1 del VPH16 fue amplificado por PCR punto final y
clonado con el vector pCR-Blunt 1I-TOPO y transformados en el fondo genético de
E.coli DH5a, después el gen E1 fue digerido, purificado y subclonado con el vector
pET-28a(+) en el fondo genético de E.coli BLR, la expresion del gen se indujo con
IPTG 0.5 mM por 10 horas a 37°C/200rpm y la proteina rE1 de 71kDa fue purificada
usando cromatografia de afinidad. Se realizaron los ensayos de interaccion por
cambio en la movilidad electroforética (EMSA) entre las proteinas virales E1, E2 y la
LCR del VPH16.

Resultados: El analisis en SDS-PAGE al 10% de la purificacion de proteinas mostro
una banda en cada fraccion correspondiente a 71kDa de peso molecular y los
ensayos EMSA mostraron una banda con retardo en comparacion al control.
Conclusion: Se obtuvo la proteina rE1 purificada y los ensayos EMSA mostraron la

interacciéon del complejo E1-E2-LCR.
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ABSTRACT

Introduction: The human papillomavirus (HPV) is a relatively small virus with a
single molecule of circular double-stranded DNA genome of aproximately 8,000 base
pairs, which contains eight open reading frames (ORF) divided into three regions: the
long control region (LCR), a early region (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) and the late region
(L1 y L2). E1 protein is an ATP-dependent hexameric helicase, who participates in
the viral DNA replication. The interaction between E1 and E2 is a essential element of
E1l capacity to stimulate the viral DNA replication and the infection with human
papillomavirus is the major etiological factor of the development of cervical cancer
(CaCu), which worldwide is one of the most common cancer on women, holding
second place with 265,000 deaths and 527,000 new cases a year. This research
work objective was to get the rE1 protein of HPV16 and to perform interaction assays
of E1-E2 viral proteins and LCR in vitro.

Material and Methods: the E1 gene of HPV16 was amplified by Endpoint PCR and
cloned into pCR-Blunt 1I-TOPO vector and transformed into the E.coli DH5a strain,
later the insert was digested, purified and subcloned into pET-28a(+) expression
vector and transformed into the E.coli BLR strain for gene expression, it was induced
with IPTG 0.5 mM for 10 hours at 37°C/200 rpm and the rE1 protein of 71kDa was
purificated using affinity chromatography. Interaction assays between E1-E2 viral
proteins and LCR were carried out by electrophoretic mobility shift assay (EMSA).
Results: SDS-PAGE 10% protein purification analysis showed a band on each
fraction of 71kDa of molecular weight and the EMSA showed a delayed band in
comparison to the probe.

Conclusion: Purified rE1 protein was obtained and the EMSA assays showed the

E1-E2-LCR complex interaction.
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l. INTRODUCCION

La infeccién causada por el virus del papiloma humano (VPH) esta reconocida como
el principal factor de riesgo para el desarrollo del cancer cérvicouterino (CaCu) y
como factor relevante para el desarrollo de otros tipos de céancer en el area
anogenital entre los cuales estan el cancer de ovario, colon y ano (Lépez, 2016;
Bernard, 2010; Zaldivar, 2012).

Los papilomavirus humanos pertenecientes a la familia Papillomaviridae son
clasificados en 92 tipos diferentes y aproximadamente 35 son los que infectan la
mucosa anogenital, estos tipos de VPH son divididos como de bajo y alto riesgo
dependiendo de su capacidad de causar lesiones benignas no oncogénicas o
lesiones malignas u oncogénicas respectivamente (Lizano 2009a; Zaldivar, 2012;
Van Doorslaer, 2013). De acuerdo al reporte del ICO information centre on HPV and
cancer en el 2017 los tipos 16 y 18 de VPH son responsables de alrededor del 70%

de los casos de cancer cérvicouterino del mundo.

El cancer cérvicouterino se encuentra entre los tipos de cancer mas comunes en mujeres
a nivel mundial, con 527,000 diagnésticos y 265,000 muertes al afio, el CaCu ocupa el
segundo lugar en mujeres de entre 15 a 44 afios (ICO HPV Information Center, 2017).
En México el INEGI report6 4,009 muertes por CaCu en mujeres en el 2015 ocupando el

segundo lugar como causa de muerte femenina (INEGI, 2015).

Aunque hay vacunas contra los tipos de VPH mas comunes, estas no funcionan en
mujeres que ya estan infectadas con el VPH y actualmente no hay tratamientos
antivirales para la infeccion por VPH. Para el desarrollo de un antiviral es necesario
conocer a detalle el ciclo de vida viral para asi comprender como se desarrolla la

enfermedad y su transmision (Carrillo, 2012; Lehoux, 2012).



El VPH esta compuesto por un genoma de ADN dividido en tres regiones, entre ellas,
la region temprana consiste en seis marcos de lectura abierto (E1, E2, E4, E5, E6 y
E7), los que codifican para proteinas no estructurales implicadas en la replicacion y
oncogeénesis (Beltran, 2014).

E1l es una proteina helicasa hexamérica dependiente de ATP, que participa en la
replicacién del ADN viral. La interaccion entre E1 y E2 es un componente esencial de la

capacidad de E1 para estimular la replicacién (Kasukawa et al, 1998; Beltran, 2014).

La interaccién de ambas proteinas es un importante blanco terapéutico para el posible
desarrollo de un antiviral en el tratamiento de la infeccion por VPH. Por lo anterior, en
este estudio se realizé la obtencion de la proteina recombinante E1 y los ensayos de
interaccion de las proteinas virales E1 y E2 con la LCR mediante la técnica de cambio en

la de movilidad electroforética (electrophoretic mobility shift assay EMSA).

1.1 Virus del papiloma humano

Los papilomavirus humanos son un grupo de virus pequefios de 52 a 55mm de
diametro con un genoma de ADN de doble cadena, no cuentan con envoltura si no
con una capside proteica icosaedrica con 72 capsomeros pentaméricos (Figura 1)
(Lizano, 2009a; Zaldivar, 2012).

1.1.1 Taxonomia

Los papilomavirus (PV), de acuerdo con el octavo reporte realizado por el Comité
Internacional de Taxonomia Viral, pertenecen a la Familia Papillomaviridae, dentro de
esta Familia los papilomavirus fueron clasificados en 92 tipos humanos y 24 tipos
animales. Ademas, fueron asignados en géneros y especies donde la variacion para su
clasificacion recae en la secuencia nucleotidica del gen L1 de los PV. El nombre de la

especie consiste en una letra griega combinada con un ndmero y corresponde a un



tipo de papilomavirus. Los virus del papiloma humano son miembros de cinco
géneros (Alfa, Beta, Gamma, Mu y Nu-PVs) (Bernard, 2010; Doorslaer, 2013).

Los alfa papilomavirus se dividen en tipos cutdneos y tipos mucosos y estos ultimos
gue son alrededor de 35 tipos de VPH se encuentran en lesiones benignas y
malignas de tracto anogenital tanto de hombres como de mujeres y estos a su vez se
dividen en los de alto riesgo y de bajo riesgo segun su potencial de malignidad. Se
consideran carcinogénicos o de alto riesgo a los tipos VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 67, 68, 73, 82; probables carcinogénicos a los tipos VPH 26, 53 y
66. Los de bajo riesgo a los VPH de tipo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 57, 61, 62, 64,
69, 70, 71, 72, 81, 83, 84.

El papilomavirus tipo 16 a nivel mundial es el mas prevalente de los VPH
oncogeénicos, responsable de mas de la mitad de los tumores, mientras que el
papilomavirus tipo 18 esta involucrado en el 20% de los mismos (Lizano, 2009a;
Doorbar, 2012; Castro, 2013).

Figura 1. Capside del VPH16. Modelo atémico de la capside del VPH16 formada por la proteina L1
(PDB:1LOT Modis, 2002).



1.1.2 Genoma viral

El genoma de ADN de doble cadena viral tiene aproximadamente 8,000 pares de
bases, contiene 8 marcos de lectura abierta divididos en tres regiones (Figura 2). La
primera es una regién larga de control (LCR, de sus siglas en inglés Long Control
Region) no codificante que contiene sitios de union para factores de transcripcion
celulares (como SP1) y para las proteinas virales. La segunda es la regién temprana
(E, de su sigla en inglés Early), que consiste en seis marcos de lectura abierto (E1,
E2, E4, E5, E6 y E7), los que codifican para proteinas no estructurales implicadas en
la replicacion y oncogénesis, la tercera es la regién tardia (L, de su sigla en inglés
Late) la cual codifica las proteinas estructurales L1 y L2 (Doorbar, 2012; Beltran,
2014). En el genoma también se encuentra el promotor temprano (PE) y el promotor
tardio (PL) (Figura 2).

SPI E2 E2 TATA PE

E1
i
Lt

7904/1

Figura 2. Genoma del VPH16. Esquema del genoma viral que muestra las tres regiones: LCR, E, L.
Se muestra la posicién en el genoma del promotor temprano (PE), promotor tardio (PL) y los sitios de
poliadenilacion temprana (PAE) y tardia (PAL) (Doorbar, 2012).



1.1.2.1 Gen E1y su producto de expresion

El gen E1 es el mas grande y uno de los mas conservados de los papilomavirus,
cuenta con casi 2 Kb de secuencia. El marco de lectura abierto de este gen empieza
en el nucleotido 865 y termina en el 2814 del genoma viral y codifica a la proteina E1.
La proteina E1 de 67.5 a 76.2 kDa tiene de entre 600 a 650 aminoacidos,
dependiendo del tipo de PV. Esta proteina es una ADN helicasa hexamérica que
realiza la replicacion del episoma viral en el nacleo de queratinocitos infectados, es la
Unica enzima y esta altamente conservada entre los PV. Tiene una débil afinidad por
su sitio de unién en la LCR, la secuencia de este (5’-ATTGTT-3’) se repite 6 veces en
el origen de replicacion viral (Lopez, 2006; Bergvall, 2013; PaVE, 2014).

La estructura se divide en tres dominios funcionales (Figura 3), el dominio amino
terminal que es la region reguladora y es esencial para la replicacion optima in vivo.
La region central de longitud variable que contiene el dominio de unién al origen
(DBD) reconoce sitios especificos en el ori aunque con baja afinidad, consiste en una
secuencia de aproximadamente 60 pb y esta secuencia contiene tres elementos, una
secuencia rica en Ay T, una secuencia palindromica que se encuentra en la LCR,
formando hexameros y dobles hexameros y una secuencia de 12 pb que constituyen
un sitio de union para la proteina E2, y la tercer region es el carboxilo terminal con la
actividad de helicasa/ATPasa que participa en la replicaciéon del ADN viral e incluye
secuencias involucradas en la oligomerizacion de la proteina (Enemark, 2000; Chen,
2001; Stenlund, 2003; Titolo, 2000 y 2003; Morin, 2011; Schuck, 2013).

1.2 Infeccién por VPH

El factor etiolégico para el desarrollo del cancer cérvicouterino es la infeccién por
VPH (zur Hausen, 2002) y esta es una enfermedad de transmision sexual y por esto
los factores de riesgo estan relacionados con el comportamiento sexual.

Las infecciones genitales por VPH pueden detectarse en cérvix, vagina y vulva en
mujeres; glande, prepucio y piel del pene y escroto en hombres; y en canal anal y

perianal tanto de mujeres como de hombres (Lizano, 2009a).



Figura 3. Dominios funcionales de la proteina E1. A) Se muestra la estructura 3D del dominio de
unién al ADN (PDB 1KSX, 2002). B) Estructura del dominio C-terminal (PDB 2GXA, 2006).

El VPH infecta las células de la capa basal del tejido epitelial cervical y depende de la
diferenciacion epitelial para que llegue a término el ciclo de vida viral (Figura 4). En
las células basales el virus puede permanecer de forma latente o replicarse como un
episoma expresando las proteinas E6, E7, E1 y E2 en las capas inferiores del tejido.
Los oncogenes virales (E6 y E7) retrasan el proceso de diferenciacion epitelial y
estimulan la proliferacion celular. En las capas intermedias y superficiales del tejido
se expresan los genes E1, E2, E4, y E5. Las proteinas E1 y E2 se unen al origen de
replicacion para la activacion de la replicacion del genoma viral. Las proteinas de la
capside L1 y L2 son sintetizadas y ensamblan con el genoma viral para formar las
particulas virales en las células completamente diferenciadas de las capas
superficiales del tejido epitelial cervical. Para que las lesiones causadas por la
infeccion pasen a cancer se requiere una expresion continua de los genes E6 y E7
(Lizano, 2009b).
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Figura 4. Ciclo de vida del VPH. Los VPH acceden a la capa basal del tejido epitelial a través de
microabraciones. Después de la infeccion, se expresan los genes tempranos y el genoma viral se replica
del ADN episomal. En las capas que siguen, el ADN viral sigue replicandose y en las capas
superficiales se expresan los genes L1 y L2 para formar los virones. Las infecciones de alto riesgo
progresan a neoplasias intraepiteliales cervicales. La integracion de los episomas virales al genoma de
la célula esté asociado al cancer (Crosbie, 2013).

1.2.1 Replicacion viral

La replicacién del ADN viral se inicia por la union cooperativa de E1 y E2 al origen de
replicacion viral (Figura 5). Para el ensamble del complejo E1-E2-ori se requiere la unién
al ADN de E1 y E2, asi como una interaccion entre las dos proteinas. La proteina E2 se
une al dominio de activacion N-terminal de la proteina E2 y se une al origen de
replicacion, a una secuencia palindromica de 18 pb rica en Ay T que se halla en la
region LCR, formando hexameros y dobles hexadmeros. El hexamero rodea al ADN de
modo que el sustrato pasa a través del centro del anillo hexamerico. La unién de E1 al

sitio de origen causa una curvatura, critica para el correcto ensamblaje del complejo



de iniciacion y para las primeras etapas del desenrollamiento de la doble hélice. E1
interacciona directamente con la ADN polimerasa a, mientras que esta necesita las
proteinas de replicacion A, que estabilizan la cadena sencilla del duplex abierto, las
topoisomerasas | y Il y los cofactores PCNA y RFC (factor de replicacion C) para que
se lleve a cabo la replicacion. La union de E1 a su sitio en la region LCR depende a
su vez, de su acomplejamiento con la proteina viral E2, la cual aumenta la
especificidad de E1 por su secuencia, asi como su capacidad para desenrollar la
doble hélice. Las interacciones E2-E1 hacen que E2 atraiga otras moléculas de E1 a
un complejo inicial E2-E1-ADN. Conforme se ensamblan oligémeros mas grandes de
El y E2 este es finalmente desplazado mediante una reaccion dependiente de ATP
(Acheson, 2007; Pittayakhajonwut, 2010).
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Figura 5. Replicacion del ADN viral. Se forma el complejo E1-E2-ori y se ensambla el doble trimero
de E1 con el reclutamiento de mas moléculas de E2. A través de la hidrdlisis de ATP se forma el doble
hexamero de E1 el cual coopera con los factores celulares (Proteina A de replicacion, Polimerasa o y
Topoisomerasas | y II) (Bergvall, 2013).

1.2.2 Cancer cervicouterino

El cancer de cérvix ocurre en dos formas predominantes: carcinoma escamoso Yy

adenocarcinoma. El tipo histolégico mas cominmente encontrado en las mujeres es



el carcinoma escamoso (80% de los casos) y esta mas frecuentemente asociado al
VPH 16. Los VPH de alto riesgo persisten en promedio mucho mas tiempo
infectando el epitelio en comparacién con otros tipos de VPH, de tal manera que
aquellas lesiones que la presentan podrian progresar a un cancer mas rapidamente

gue aquellas que no presentan VPH o tienen otro tipo viral.

La historia natural del cancer cervicouterino implica la progresion gradual de una
serie de etapas secuenciales en que las células del cérvix presentan ciertas
anormalidades histolégicas conocidas como Neoplasia Intraepitelial Cervical (Figura
4), NIC | (displasia leve), NIC Il (displasia moderada), NIC Il (displasia

severa/carcinoma in situ) y finalmente un cancer invasor (Lizano, 2009a).

1.3 Tratamiento

En la actualidad no existe algun farmaco especifico contra el VPH de uso sistémico,
gue presente un bajo perfil de toxicidad y con eficacia comprobada. La solucion ha
sido la utilizacibn de meétodos terapéuticos que destruyen las células infectadas

(fisicos, quimicos o quirdrgicos).

El podofilino es un extracto alcohdlico de rizomas y raices de plantas y el podofilotoxino
es el extracto purificado del Podophyllum peltatum que constituye la primera opcion
costo-beneficio en verrugas genitales. La primera y segunda linea incluye el tratamiento
quirargico y el uso de imiquimod, este es un analogo de nucledtidos que, aplicado en
forma topica, actia como un modificador de la respuesta inmune. La crioterapia y el
acido tricloro-acético son generalmente terapias de tercera linea, salvo en el caso de
verrugas del meato urinario y mujeres embarazadas, respectivamente. En las verrugas
recalcitrantes genitales, se recomienda emplear terapia de tercera linea, incluyendo
cirugia, en combinacion con imiquimod y cidofovir, este es un analogo de nucleétidos

gue actua sobre el ADN viral (Concha, 2007).



1.4 Vacunas

Tanto vacunas preventivas como terapéuticas se encuentran en actual desarrollo,
constituyendo una gran esperanza en el tratamiento del VPH.

Las primeras vacunas desarrolladas, con finalidad profilactica, estan conformadas por
sub-unidades de pseudo-capsides virales-PCV generadas por autoensamblaje de L1, la
principal proteina capsular (Concha, 2007),estas son: Cervarix, vacuna recombinante
producida por GlaxoSmithKline y comercializada desde el 2010, que protege contra los
tipos de alto riesgo del VPH 16 y 18; y Gardasil, vacuna cuadrivalente producida por
Merck y comercializada desde el 2006, que ademas de los tipos de anteriores confiere
proteccion contra los tipos de bajo riesgo del VPH 6 y 11, por lo que a diferencia de
Cervarix protege contra los condilomas benignos. Sin embargo, estas vacunas no tienen
efecto terapéutico contra la infeccibn ya establecida (Pang, 2012; Castle, 2015).
Actualmente esta en desarrollo por Merck una vacuna nonavalente que en adicion a los
tipos de VPH anteriores, protegera contra los tipos 31, 33, 45, 52 y 58 por lo que tiene el
potencial de prevenir un 20% mas de los canceres cervicales en comparacion a Gardasil
(Riethmuller, 2015; Drolet, 2014).

Las vacunas terapéuticas inducen inmunidad contra E6 y E7, y otros antigenos
expresados en el epitelio infectado post VPH, e inducen una respuesta antigeno
especifica mediada por linfocitos T. Estas vacunas serian capaces de inducir una

regresion tumoral y se utilizarian como terapia oncolégica (Concha, 2007).
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. ANTECEDENTES

El es la proteina principal encargada de la iniciacion de la replicacion viral y se ha
estudiado su participacion en las diferentes etapas del ciclo viral, en un estudio
realizado por Egawa y cols., en el 2012 se reporta que esta proteina es
indispensable en la etapa de establecimiento, pero no para la etapa de
mantenimiento de la replicacion viral. Para determinar el requerimiento de la proteina
E1l en las diferentes etapas de la replicacion viral se us6 genoma del VPH 16
deficiente de E1 y se monitoreé la habilidad del genoma VPH16 mutante para poder
replicarse como episomas nucleares con y sin expresion del E1 exdgeno y se
observo que el genoma mutante VPH16 se establecio en los queratinocitos solo en
presencia del E1 exdgeno, ya establecido se pudo replicar de manera eficiente aun
cuando se removié el E1 exdgeno, pero al monitorear la replicacion en queratinocitos
diferenciados se observo que vuelve a ser dependiente del E1 exdgeno. Por lo tanto,
la proteina E1 es esencial para las etapas de establecimiento y la etapa productiva

de la replicacion, pero necesario para el mantenimiento de la misma.

La proteina E1 esta encargada de la iniciacion de la replicacion del ADN viral pero se
ha demostrado que la E1 requiere de la union con la proteina E2 para llevarse a cabo
la replicacion, y esto es porque la proteina E1 se une con baja especificidad de
secuencia a la LCR, esto se ve demostrado en un trabajo realizado por Dixon y cols.,
en el 2000, donde la cantidad de E1 que se une al ori se ve aumentada con la
adicion de E2 y la interaccion de las proteinas es mediante los dominios N-terminal
de E2 y C-terminal de E1 lo cual ya estaba descrito en el estudio de Yasugi y col., en
1997, en el cual se caracterizd los dominios de las proteinas E1 y E2 que

interaccionan para formar el complejo E1-E2.

Es por esto que la interaccion de estas proteinas es un importante blanco terapéutico
en la bausqueda de inhibidores para el desarrollo de un farmaco contra la infeccién del

VPH. Actualmente ya se han reportado estudios donde realizan la interaccién de las
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proteinas, usando diferentes sistemas de expresion y purificacion, asi como de
técnicas para evaluar la interaccion. En el 2002, Chen y Stenlund para expresar el
gen E1 usaron el vector de expresion pET11C-GST vy la cepa E.coli BL21 (DE3),
induciendo con 0.4 mM de IPTG y obtuvieron una proteina de fusiéon con una cola de
Glutation S-transferasa (GST) que les permitid purificar con cromatografia de afinidad
GST y adicionalmente removieron la cola de GST con trombina, de igual manera
obtuvieron la proteina E2. La LCR que tiene los sitios de unidn a estas proteinas fue
amplificado y para los ensayos de interaccion fue marcado con [y-32P]ATP, para
estos ensayos usaron la técnica EMSA, donde hicieron una reaccion con las
proteinas, el ADN y buffer de union. Otros autores también usaron esta estrategia,
como en los trabajos de Titolo y cols., en el 2003, y en 2013 por Schuck y cols., que
de igual manera usaron un vector que expresa una proteina con cola GST y la

técnica EMSA usando como marcador de ADN un radioisotopo.

Una estrategia diferente fue la realizada por Kantang y cols., en el 2016 donde realizaron
un estudio para disefiar péptidos que funcionaran como inhibidores del complejo E1-E2
del VPH16, y para esto utilizaron el vector pMAL-c5x que expresa una proteina de
fusion, que le adiciona una cola de proteina de unidon a maltosa (MBP) a la proteina E1 y
para la proteina E2 usaron el vector pET-28b que adiciona una cola de histidinas, la
purificacién la hicieron a través de cromatografia de afinidad, con sus respectivas
resinas: amilosa-sefarosa para E1 y niquel-sefarosa para E2 y realizaron de manera
exitosa la interaccion del complejo mediante la técnica ELISA.

En comparacion con otras técnicas, EMSA ha sido usada mas ampliamente en trabajos
donde realizan ensayos de interaccién proteina-acidos nucleicos, y por lo tanto se han
desarrollado variantes de esta técnica, una de ellas es el uso geles de agarosa en vez de
poliacrilamida y el marcaje no radioactivo, como esta reportado en el trabajo realizado
por Ream y cols., en el 2016 donde ellos buscan mejorar la técnica en geles de agarosa,
aumentando el voltaje y reduciendo el tiempo de electroforesis, ellos logran establecer
estas condiciones usando un buffer de corrida TB 0.5X (Tris 40mM, Acido bérico 45mM),

gue les da como resultado una alta resolucion de banda.
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I1l. JUSTIFICACION

El cancer cérvicouterino representa un problema de salud publica a nivel mundial,
produciendo aproximadamente 265,000 muertes y 527,000 casos nuevos al afio. El
CaCu ocupa el segundo lugar como causa de muerte por cancer en mujeres

mexicanas, su principal agente etiolégico es el VPH.

Actualmente no existe cura para la infeccién por el VPH, lo que hace imperante la
necesidad de un antiviral VPH para el tratamiento del CaCu.

La interaccion de las proteinas virales E1/E2, que da inicio a la replicacion del virus,

es un importante blanco terapéutico para la busqueda de moléculas lider que puedan
ser utilizadas en el desarrollo de un antiVPH.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener la proteina rE1 del VPH16 y realizar ensayos de interaccion de las proteinas
virales E1-E2 y LCR in vitro.

Objetivos especificos

=

Amplificar la region larga de control (LCR) del VPH 16.

2. Amplificar el gen E1 del VPH 16 y clonar el vector pCR-Blunt II-TOPO.

3. Subclonar el gen E1 en el vector de expresion pET-28a y obtener la proteina E1
purificada.

4. Realizar ensayos de interaccion entre las proteinas E1, E2 y la LCR por cambio

en la movilidad electroforética (electrophoretic mobility shift assay EMSA).
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V. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo es un estudio descriptivo, que se desarrolldé en la Facultad de Ciencias
Quimicas de la UJED, campus Durango en un periodo comprendido de Agosto del
2015 a Noviembre de 2017.

5.1 Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo

Se usaron las cepas de Escherichia coli (InvitrogenTM): (E.coli DHb5a), genotipo F—

®80lacZAM15, A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—,mK+) phoA supE44
A— thi-1 gyrA96 relAl. (E.coli BLR), genotipo F— ompT gal dcm hsdSB(rK—mB-) A(srl-
recA)306::Tn10(TetR). Asi como los plasmidos: pCR-Blunt II-TOPO y pET-28a+.

Para el crecimiento y mantenimiento de la cepa se utilizé el medio Luria Bertani (LB)
el cual contiene (p/v). extracto de levadura (0.5%); peptona de caseina (1.0%);
cloruro de sodio (1.0%); agar bacteriologico (2%). Cuando se requirid los medios
fueron suplementados con kanamicina a una concentracion final de 50ug/mL. Las
cepas se cultivaron a 37°C en medio LB liquido y/o solido. Los cultivos en medio

liquido se mantuvieron en agitacion a 200 rpm.

5.2 Amplificacién de la LCR por PCR punto final

5.2.1 Disefio de oligonucleétidos parala LCR

Se disefié un par de oligonucledétidos, uno directo y otro reverso con el programa
Primer3 y se analizaron en el programa IDT Olygoanalizer. Las caracteristicas de los
oligonucleétidos disefiados se muestran en la Tabla 1. La secuencia de la LCR del
VPH 16 (Figura 6) se obtuvo de la pagina Papillomavirus Episteme

(https://pave.niaid.nih.gov/).

15



Tabla 1. Oligonucleotidos disefiados para la amplificacion de la LCR

_ . Posicion en la .
Oligonucleadtidos _ Tamafio | GC% Tm
secuencia

F 5'CAC CCA CCA CCT CAT CTA

1 20 60 57.2°C
CC3'

R 5'CCT GTG GGT CCT GAA ACA

928 20 50 55.1°C
TT3

CACCCACCACCTCATCTACCTCTACAACTGCTAAACGCAAAAAACGTAAGCTGTAAGTATTGT
ATGTATGTTGAATTAGTGTTGTTTGTTGTGTATATGTTTGTATGTGCTTGTATGTGCTTGTAAAT
ATTAAGTTGTATGTGTGTTTGTATGTATGGTATAATAAACACGTGTGTATGTGTTTTTAAATGCT
TGTGTAACTATTGTGTCATGCAACATAAATAAACTTATTGTTTCAACACCTACTAATTGTGTTG
TGGTTATTCATTGTATATAAACTATATTTGCTACATCCTGTTTTTGTTTTATATATACTATATTTTG
TAGCGCCAGCGGCCATTTTGTAGCTTCAACCGAATTCGGTTGCATGCTTTTTGGCACAAAAT
GTGTTTTTTTAAATAGTTCTATGTCAGCAACTATGGTTTAAACTTGTACGTTTCCTGCTTGCCA
TGCGTGCCAAATCCCTGTTTTCCTGACCTGCACTGCTTGCCAACCATTCCATTGTTTTTTACA
CTGCACTATGTGCAACTACTGAATCACTATGTACATTGTGTCATATAAAATAAATCACTATGCG
CCAACGCCTTACATACCGCTGTTAGGCACATATTTTTGGCTTGTTTTAACTAACCTAATTGCAT
ATTTGGCATAAGGTTTAAACTTCTAAGGCCAACTAAATGTCACCCTAGTTCATACATGAACTGT
GTAAAGGTTAGTCATACATTGTTCATTTGTAAAACTGCACATGGGTGTGTGCAAACCGTTTTG
GGTTACACATTTACAAGCAACTTATATAATAATACTAAACTACAATAATTCATGTATAAAACTAAG
GGCGTAACCGAAATCGGTTGAACCGAAACCGGTTAGTATAAAAGCAGACATTTTATGCACCA
AAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGT

Figura 6. Secuencia del LCR del VPH16. Se muestra la secuencia del LCR del VPH16 (PaVE,
HPV16REF.1), donde la secuencia en amarillo corresponde al oligonucle6tido directo y en azul al
oligonucledtido reverso.
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5.2.2 PCR punto final parala amplificacion de la LCR del VPH16

Los oligonucleétidos fueron diluidos con agua libre de nucleasas a una concentracién
de 100 mM para usar una solucién de trabajo de 10 mM, el ADN gendémico utilizado
fue donado por el Dr Gerardo Alfonso Anguiano Vega. La LCR fue amplificada en un
SureCycler 8800 Thermal Cyclayer de Agilent Technologies, la mezcla de la reaccion
de PCR se muestran en la Tabla 2 y las condiciones de amplificacion en la Tabla 3.

Tabla 2. Condiciones de los componentes de la reaccion de PCR para la LCR

Reaccion de PCR
Reactivo Concentracion |Volumen

Buffer 5X 1X S UL

MgCl 0.065 mM 3 uL
dNTPs 0.25 mM 0.5 yL
Oligonucledtidos 0.02 uM 1puL
Taq Polimerasa 05U 0.1 uL
ADN gendmico 100 ng 0.4 uL
Agua libre de nucleasas N/A 15 uL

Tabla 3. Condiciones de PCR parala LCR

. Tamafio de
Condiciones de .
Etapas amplicén
PCR
(pb)
Desnaturalizacion |94°C 5 min
inicial
40 ciclos:
Desnaturalizacion |94°C 1 min, 913 pb
Alineacion 57.6°C 30 s
Elongacion 72°C 1 min
Elongacion final | 72°C 5 min
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Los fragmentos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
1% con buffer TAE 1X (Tris 40Mm, Acido acético 20Mm, EDTA 1mM) y tefiidos con
bromuro de etidio para su visualizacion bajo luz UV en un fotodocumentador ChemiDoc

de Bio-Rad. Se utilizé marcador de tamafio molecular de 1kb de Invitrogen.

5.2.3 Purificacion

La digestiéon fue corrida en una electroforesis en gel de agarosa a 1% tefiido con
bromuro de etidio, después el gel fue visualizado bajo luz UV en un transiluminador y
la purificaciéon se realiz6 con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Se
cortaron las bandas correspondientes a la LCR, se transfirieron a un microtubo de
1.5 mL estéril. Al tubo se le afladié 100uL de la solucién de unidon a membrana y se
mezcld en vortex, posteriormente la mezcla fue incubada a 80°C hasta que se fundi6
el gel y este se transfirio a una columna insertada en un tubo recolector, se incubo
por 1 min a temperatura ambiente, se centrifugo por 1 min/13,000 rpm y se desecho
el filtrado luego se afiadieron 700uL de la solucion de lavado, se centrifugd por 1
min/13,000 rpm y se desecho el filtrado, después 500 pL de la solucion de lavado fue
agregado, se centrifugd por 5 min/13,000 rpm y se desecho el filtrado. Se centrifugo
la columna por 1min/13,000 rpm, se pasoé la columna a un microtubo de 1.5 mL
estéril y se afiadio 30 pL de agua libre de nucleasas, la columna se incub6 a
temperatura ambiente por 1 min, se centrifugé por 1min/13,000 rpm y el amplicon

LCR purificado se guardé a - 20°C.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio y
después el gel fue visualizado bajo luz UV en un fotodocumentador ChemiDoc de

Bio-Rad. Se utilizé marcador de tamafio molecular de 1kb de Invitrogen.
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5.3 Amplificacion del gen E1 por PCR punto final

5.3.1 Disefio de oligonucleotidos para el gen E1

Se disefid un par de oligonucledtidos, uno directo y otro reverso con el programa
Primer3 y se analizaron en el programa IDT Olygoanalizer. Las caracteristicas de los
oligonucledtidos disefiados se muestran en la Tabla 4. La secuencia del gen E1 del
VPH 16 (Figura 7) se obtuvo de la pagina Papillomavirus Episteme
(https://pave.niaid.nih.gov/). Se afadieron los sitios de corte para Hindlll
(Oligonucledtido directo) y BamHI (Oligonucledétido reverso)

Tabla 4. Oligonucleotidos disefiados para la amplificacion del gen E1

' . Posicion en la .
Oligonucleotidos _ Tamafio GC% Tm
secuencia

F 5’GGATCC GCT GAT CCT

865 23 60.9 | 61.5°C
GCA GGT ACZ
R 5AAGCTT TCATAATGT
GTT AGT ATTTTG TCC TGA 2814 34 32.4 | 57.5°C
Cc3

5.3.2 Amplificacion del gen E1 por PCR punto final

Los oligonucleétidos fueron diluidos con agua libre de nucleasas a una concentraciéon
de 100 mM para usar una solucién de trabajo de 10 mM, el gen E1 fue amplificado
en un SureCycler 8800 Thermal Cyclayer de Agilent Technologies, la mezcla de PCR

se muestran en la Tabla 5 y las condiciones de amplificacion en la Tabla 6.
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Los fragmentos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
1% con buffer TAE 1X (Tris 40Mm, Acido acético 20Mm, EDTA 1mM) vy tefiidos con
bromuro de etidio para su visualizacion bajo luz UV en un fotodocumentador ChemiDoc

de Bio-Rad. Se utiliz6 marcador de tamafio molecular de 10,000 pb de Invitrogen.

CTGATCCTGCAGGTACCAATGGGGAAGAGGGTACGGGATGTAATGGATGGTTTTATGTAGAGGCT
GTAGTGGAAAAAAAAACAGGGGATGCTATATCAGATGACGAGAACGAAAATGACAGTGATACAGGTGAAGATTT
GGTAGATTTTATAGTAAATGATAATGATTATTTAACACAGGCAGAAACAGAGACAGCACATGCGTTGTTTACTGC
ACAGGAAGCAAAACAACATAGAGATGCAGTACAGGTTCTAAAACGAAAGTATTTGGGTAGTCCACTTAGTGATA
TTAGTGGATGTGTAGACAATAATATTAGTCCTAGATTAAAAGCTATATGTATAGAAAAACAAAGTAGAGCTGCAAA
AAGGAGATTATTTGAAAGCGAAGACAGCGGGTATGGCAATACTGAAGTGGAAACTCAGCAGATGTTACAGGTA
GAAGGGCGCCATGAGACTGAAACACCATGTAGTCAGTATAGTGGTGGAAGTGGGGGTGGTTGCAGTCAGTAC
AGTAGTGGAAGTGGGGGAGAGGGTGTTAGTGAAAGACACACTATATGCCAAACACCACTTACAAATATTTTAAA
TGTACTAAAAACTAGTAATGCAAAGGCAGCAATGTTAGCAAAATTTAAAGAGTTATACGGGGTGAGTTTTTCAGA
ATTAGTAAGACCATTTAAAAGTAATAAATCAACGTGTTGCGATTGGTGTATTGCTGCATTTGGACTTACACCCAG
TATAGCTGACAGTATAAAAACACTATTACAACAATATTGTTTATATTTACACATTCAAAGTTTAGCATGTTCATGGG
GAATGGTTGTGTTACTATTAGTAAGATATAAATGTGGAAAAAATAGAGAAACAATTGAAAAATTGCTGTCTAAACT
ATTATGTGTGTCTCCAATGTGTATGATGATAGAGCCTCCAAAATTGCGTAGTACAGCAGCAGCATTATATTGGTAT
AAAACAGGTATATCAAATATTAGTGAAGTGTATGGAGACACGCCAGAATGGATACAAAGACAAACAGTATTACAA
CATAGTTTTAATGATTGTACATTTGAATTATCACAGATGGTACAATGGGCCTACGATAATGACATAGTAGACGATA
GTGAAATTGCATATAAATATGCACAATTGGCAGACACTAATAGTAATGCAAGTGCCTTTCTAAAAAGTAATTCACA
GGCAAAAATTGTAAAGGATTGTGCAACAATGTGTAGACATTATAAACGAGCAGAAAAAAAACAAATGAGTATGA
GTCAATGGATAAAATATAGATGTGATAGGGTAGATGATGGAGGTGATTGGAAGCAAATTGTTATGTTTTTAAGGT
ATCAAGGTGTAGAGTTTATGTCATTTTTAACTGCATTAAAAAGATTTTTGCAAGGCATACCTAAAAAAAATTGCAT
ATTACTATATGGTGCAGCTAACACAGGTAAATCATTATTTGGTATGAGTTTAATGAAATTTCTGCAAGGGTCTGTA
ATATGTTTTGTAAATTCTAAAAGCCATTTTTGGTTACAACCATTAGCAGATGCCAAAATAGGTATGTTAGATGATG
CTACAGTGCCCTGTTGGAACTACATAGATGACAATTTAAGAAATGCATTGGATGGAAATTTAGTTTCTATGGATG
TAAAGCATAGACCATTGGTACAACTAAAATGCCCTCCATTATTAATTACATCTAACATTAATGCTGGTACAGATTCT
AGGTGGCCTTATTTACATAATAGATTGGTGGTGTTTACATTTCCTAATGAGTTTCCATTTGACGAAAACGGAAAT
CCAGTGTATGAGCTTAATGATAAGAACTGGAAATCCTTTTTCTCAAGGACGTGGTCCAGATTAAGTTTGCACGA
GGACGAGGACAAGGAAAACGATGGAGACTCTTTGCCAACGTTTAAATGTGTGTCAGGACAAAATACTAACACA
TTATGATTCGAA

Figura 7. Marco de lectura abierto del gen E1 del VPH16. Se muestra el marco de lectura abierto
del VPH16 (PaVE, HPV16REF.1) de 1,950pb. Donde la secuencia en amarillo corresponde al
oligonucledtido directo y en azul al oligonucle6tido reverso, y la secuencia en verde al sitio de corte de
BamHI y el gris al sitio de corte de HindllI.
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Tabla 5. Condiciones de los componentes de la reaccion de PCR para E1

Reaccion de PCR
Reactivo Concentracion |Volumen
Buffer 5X 1X S5 UL
dNTPs 0.10 mM 0.5 L
Oligonucleétidos 0.02 uM 1puL
Vent ADN Polimerasa 05U 0.2 yL
ADN genémico 100 ng 0.4 uL
Agua libre de nucleasas N/A 17.9 pL

Tabla 6. Condiciones de PCR para E1

Condiciones de Tamar_wolde
Etapas amplicon
PCR
(pb)

Desnaturalizacion |94°C 1 min
inicial

30 ciclos:
Desnaturalizacion |95°C 1 min, 1,950 pb
Alineacion 64.3°C 45 s
Elongacion 72°C 2 min
Elongacion final | 72°C 5 min

Los fragmentos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
1% con buffer TAE 1X (Tris 40Mm, Acido acético 20Mm, EDTA 1mM) y tefiidos con
bromuro de etidio para su visualizacion bajo luz UV en un fotodocumentador ChemiDoc
de Bio-Rad. Se utilizé6 marcador de tamafio molecular de 10,000 pb de Invitrogen.

5.3.3 Purificacion

El protocolo que se uso es el mismo empleado en 5.2.3.
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5.4 Clonacién del gen E1 en vector pCR-Blunt II-TOPO

5.4.1 Ligacion del gen Ely el vector de clonacion pCR-Blunt [I-TOPO

El fragmento de PCR E1 fue ligado en el vector de clonacion pCR-Blunt 1I-TOPO, la
reaccién de ligacién se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Reaccion de ligacion TOPO-E1

Reactivos Volumen |Concentracion | Incubacién
pCR-Blunt Il-
TOPO Lub 10ng 16°C/Toda la
Fragmento E1 4 L 40 ng noche
Solucion salina 1L 24 mM

5.4.2 Preparacion de células competentes y transformacién de
E.coli DH5a

Se inocul6 con una colonia de E.coli DH5a 3 mL de medio LB y el cultivo se incubé toda
la noche a 37°C/200 rpm. 300 pLdel preinéculo fueron afiadidos a 25 mL de medio LB y
el cultivo se incubd a 37°C/200rpm hasta que se llegd a una D.O soonm de 0.5. Después el
in6culo se incubd en hielo por 10 minutos y se transfiri6 a un tubo de policarbonato
estéril, se centrifugé por 10 min/4,500 rpm a 4°C, el sobrenadante fue decantado y la
pastilla se resuspendié con 10 mL de CaClz 50 mM /Tris-HCI 10 mM pH8, se incubd por
15 min en hielo y se centrifugd por 15 min/4,500 rpm a 4°C, se decant6 el sobrenadante
y la pastilla se resuspendié en 1.3 mL de la solucion de CaCl2 50 mM /Tris-HCI 10 mM
pH8. En tubos de ensaye estériles se llevo a cabo la transformacion de las células con la
ligacion previa (Tabla 8) y estas fueron sometidas a choque térmico (Tabla 9). Se
afiadieron a cada tubo 800 pL de medio LB y se incubaron a 37°C/200 rpm durante 90

min. De cada tubo se tomaron 500 pL y se
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sembraron en placas con LB estéril adicionado con kanamicina (50 pg/mL) y se
incubaron por 18 hrs a 37°C.

Tabla 8. Transformacion de cepa E.coli DH5a con TOPO-E1

Células
Tubo Muestra ADN (L)
competentes (uL)
Control
) 200 pL - -
negativo
Control
N 200 pL pET-28a 10
positivo
El 200 pL TOPO-E1 6 ul

Tabla 9. Choque térmico de células competentes de E.coli DH5a.

Incubacién Tiempo
Hielo 30 min
Bafio maria 42°C 30s
Hielo 1 min

5.4.2.1 Extraccion de ADN plasmidico

De la placa con transformantes TOPO-E1, se picaron colonias con las cuales se
prepararon perinéculos cada uno en 3mL de LB adicionado con kanamicina (50

pg/mL) se incubd toda la noche a 37°C/200rpm.

La extraccion del ADN plasmidico se realiz6 con el kit Wizard® Plus Minipreps DNA

Purification System. El in6culo se transfirié a un microtubo de 1.5 mL estéril, se
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centrifugd por 3 min/14,000 rpm y se decantdé el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié con 250 pL de la solucién de resuspencion de células y se mezclé con
vortex, se afladié 250 L de la solucion de lisis, se mezcl6 invirtiendo el tubo 4 veces,
se afiadio 10 pL de proteasa alcalina, se mezcld invirtiendo 4 veces y se incub6 por 5
min a temperatura ambiente. Se agregaron 350 pL de la solucion de neutralizacién,
se mezclé invirtiendo 4 veces el tubo y se centrifugd por 10 min/14,000 rpm. Se
ensamblé la columna en el tubo colector, se pasoé el sobrenadante a la columna, se
centrifugd por 1 min/14,000 rpm y se descarto el filtrado en el tubo recolector. Se
afiadié 750 pL de la solucién de lavado y se centrifugé por 1 min/13,000 rpm, se
repiti6 con 250 pL de solucion de lavado. La columna se pas6 a un microtubo de
1.5mL estéril y se centrifugd por 1 min/13,000 rpm y se agregaron 50 pL de agua
libre de nucleasas. EI ADN plasmidico se guardo a -20°C

5.4.2.2 Digestion del ADN plasmidico

El ADN plasmidico TOPO-EL1 se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll.

Las condiciones de la restriccion se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones de la restricciéon de TOPO-E1

Reactivo Volumen [Concentracion | Incubacion
Buffer E 1.5 uL 10X
TOPO-E1 0.5 uL 155 ng
Enzima BamHI 0.5 puL 5U
37°C/3 hrs
Enzima Hindlll 0.5 uL 5U
Agua libre de 7uL N/A
nucleasas

5.4.3 Secuenciacion del plasmido TOPO-E1

El plasmido TOPO-E1 fue secuenciado en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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5.5 Subclonacion del gen E1 en vector de expresion pET-28a(+)

5.5.1 Digestién y purificacion del vector pET-28a(+)

Para linealizar el plasmido se realizd una digestion con las enzimas de restriccion
BamHlI y Hindlll. Las condiciones de la restriccibn se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de la restriccion del plasmido pET-28a(+)

Reactivo Volumen [Concentracién | Incubacion
Buffer E 10 pL 10X
pET-28a(+) 5uL 1,500 ng
Enzima BamHI 2 pL 20U 37°C/Toda
Enzima Hindlll 2L 20 U la noche
Agua libre de 31 L N/A
nucleasas

Para la purificacion del pET-28a(+) linealizado se uso el kit Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System siguiendo el mismo protocolo descrito en 5.2.3.

5.5.2 Digestiéon y purificacion del fragmento E1

Para la digestion del ADN plasmidico TOPO-E1 se le agregé la enzima Hindlll (Tabla
12), y el ADN se precipité agregando 7 pL de acetato de sodio 3 M y etanol 96% hasta la
marca de 1.5 del microtubo, se mezcl6 en vértex y se dejo precipitando toda la noche a -
20°C después se centrifugd por 20 min/14,000 rpm a 4°C y cuidadosamente se decantd
el sobrenadante, nuevamente se le agregé 1mL de etanol 96% y se decantd. La muestra
se dejo secar y se resuspendid en 30uL de agua libre de nucleasas. Para verificar la
recuperacion del ADN se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1% con buffer
TAE1X (Tris 40Mm, Acido acético 20Mm, EDTA 1mM) tefiido con bromuro de etidio y

después el gel fue visualizado bajo luz UV en un fotodocumentador
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ChemiDoc de Bio-Rad. Se utiliz6 marcador de tamafio molecular de 1kb de
Invitrogen. Posterioirmente se le agregd la enzima BamHI (Tabla 13). Para la
purificacion del fragmento E1 liberado se uso el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System siguiendo el mismo protocolo descrito en 5.2.3.

Tabla 12. Digestion de TOPO-E1 con Hindll1

Reactivo Volumen [Concentracion | Incubacion
Buffer E 10 pL 10X
TOPO-E1 5 uL 1,750 ng
Enzima Hindlll 2 uL 20U 37°Cl4 hrs
Agua libre de 83 L N/A
nucleasas

Tabla 13. Digestién de TOPO-E1 con BamHI

Reactivo Volumen [Concentracion | Incubacién
Buffer E 8 ul 10X
TOPO-E1 27 uL 890 ng
Enzima BamHI 2 uL 20U 37°Cl4 hrs
Agua libre de 13 L N/A
nucleasas

5.5.3 Ligacién del fragmento E1 y el vector pET-28a(+)

El fragmento E1 fue ligado con el vector de expresion pET-28a(+), la reaccion de
ligacion se muestra en la Tabla 14.
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Tabla 14. Reaccion de ligacion de pET-28a(+)/E1

Reactivos Volumen |Concentraciéon Incubacién
pET-28a(+) 2 uL 20 ng
E1 5 L 55 ng
Buffer 10x T4 ADN
: 1.5puL 10X 4°C/Toda la
Ligasa
noche
T4 ADN Ligasa 1.5puL 3U
Agua libre de 5 L N/A
nucleasas

5.5.4 Preparacion de células competentes y transformacion de

E.coli DH5a

Se preparo un preinoculo de E.coli DH5a y el protocolo usado para la preparacion de

las células competentes fue descrito en 5.4.2. Los controles, la muestra para la

trasformacion se muestran en la Tabla 15 y las condiciones del choque térmico se

muestran en la Tabla 16.

Tabla 15. Transformacion de E.coli DH5a con pET-28a(+)/E1

Células
Tubo Muestra ADN (uL)
competentes (uL)
Control
_ 200 pL - -
negativo
Control
N 200 pL TOPO-E1 10ul
positivo
El 200 pL pET-28a(+)/E1 15pl

27



Tabla 16. Choque térmico de células competentes de E.coli DH5a

Incubacion Tiempo
Hielo 30 min
Bafio maria 42°C 2 min
Hielo 2 min

5.5.4.1 Extraccion de ADN plasmidico y digestion con BamHI y Hindlll

Se inocul6 una colonia de E.coli DH5a transformada con pET-28a(+)/E1 en 3mL de

medio LB adicionado con kanamicina (ug/mL) y el cultivo se incubo6 durante toda la

noche a 37°C/200rpm. Para la extraccion del plasmido se usé el protocolo descrito

en 5.3.2.1. El plasmido pET-28a(+)/E1 se digirid con las enzimas de restriccion

BamHI y Hindlll. Las condiciones de la restriccidn se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Condiciones de restriccion del plasmido pET-28a(+)/E1

Reactivo Volumen [Concentracion | Incubacion
Buffer E 1.5 puL 10X
pET-28a(+)/E1 0.5 uL 157 ng
Enzima BamHI 0.5 puL 20U
37°C/3 hrs
Enzima Hindlll 0.5 uL 20U
Agua libre de 7 uL N/A
nucleasas

5.5.5 Preparacion de células competentes y transformacion de

E.coli BLR

Se prepard un preindculo de E.coli BLR, el protocolo fue el descrito en 5.4.2. Las
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condiciones del choque térmico y la transformacion de las células competentes
muestran en las Tabla 16 y 18 respectivamente

Tabla 18. Transformacion de E.coli BLR con pET-28a(+)/E1

Células ADN
Tubo Muestra
competentes (uL) (uL)
Control
) 200 pL - -
negativo
Control
N 200 pL TOPO-E1 10 pl
positivo
El 200 pL pET-28a(+)/E1 | 15l

5.5.5.1 Extraccion de ADN plasmidico y digestion con BamHI y Hindlll

Se inoculd una colonia de E.coli BLR transformada con pET-28a(+)/E1 3 mL de medio
LB adicionado con kanamicina (ug/mL) y el cultivo se incub6 durante toda la noche a

37°C/200 rpm. Para la extraccion del plasmido se uso el protocolo descrito en 5.4.2.1

El plasmido pET-28a(+)/E1 se digiri6 con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll.

Las condiciones de la restriccidon se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Condiciones de restriccion del plasmido pET-28a(+)/E1

Reactivo Volumen [Concentracion | Incubacion
Buffer E 1.5 L 10X
pET-28a(+)/E1 0.5 uL 160 ng
Enzima BamHI 0.5 uL 20U
_ _ 37°C/3 hrs
Enzima Hindlll 0.5 uL 20U
Agua libre de 7 uL N/A
nucleasas
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5.6 Obtencién de la proteina rE1 purificada

5.6.1 Expresién del gen E1y extraccion de las proteinas

Se prepar6 un preindéculo de E.coli BLR transformado con pET-28a(+)/E1 en 3 mL de
medio LB adicionado con kanamicina (ug/mL) y se dej6 crecer toda la noche a
37°C/200rpm. Se inocularon 6 matraces con 300 pL del preindculo por cada 25 mL
de medio LB/Kanamicina (50 pug/mL), se incubaron hasta llegar a una D.O soonm de
0.5, y se tomé una muestra de 1 ml para control negativo. La induccion de la proteina
rE1l se hizo a diferentes concentraciones de IPTG y a diferentes tiempos de
incubacion como se muestran en la Tabla 20, la temperatura de incubacion fue de
37°C. Luego se tom6 una muestra de 1 mL de cada inoculo para el control positivo y
el resto se transfirié a tubos conicos de 50 mL el cual se centrifug6 por 10 min/13,000
rpmy los controles a 5min/13,000 rpm. Se lavo con 5y 1mL de Tris/NaCl 50 mM pH8
respectivamente, se centrifugd por 10min/13,000 rpm 4°C y por 5min/13,000 rpm los
controles, el sobrenadante se eliming, y los controles fueron resuspendidos en una
proporcion 3:1 (muestra:buffer) en buffer de carga (4x Laemmli sample buffer, B-
mercaptoetanol 355mM) y se lisaron por calor por 8 minutos, después se enfriaron a

temperatura ambiente y se analizaron en un gel de electroforesis de poliacrilamida al

10% tefido con azul de Coomassie (Bio-SafeT'vI Coomassie G-250 Stain).

Tabla 20. Condiciones de induccién de la expresion de la proteina rE1 en E.coli BLR

) Tiempo
In6culo [IPTG (mM)
(Hrs)
I 0.25
4
Il 0.50
0l 0.25
6
v 0.50
Y, 0.50
10
\ 1.00
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Posteriormente se hizo una induccion con un volumen inicial de inéculo de 200 mL,
con 0.5 mM IPTG y se incub6 a 37°C/200 rpm por 10 horas. Se transfirié a tubos
conicos de 50 mL esteriles y se centrifug6é por 10 min/13,000 rpm. La pastilla se lavo
con 10 mL de Tris/NaCl 50 mM pH8 y se centrifugd por 15 min/13,000 rpm 4°C, el
sobrenadante se eliminé y las pastillas obtenidas fueron resuspendidas en un
volumen final de 9 mL de Tris/NaCl 50 mM pH8, después en agitacion se agrego el
buffer de lisis (Lisozima 100 mg/ml, Tris-NaCl 50 mM pH8) y se incubo6 toda la noche
a 37°C/200 rpm. El extracto celular lisado se centrifugd por 20 min/4,000 rpm y
después se separo el sobrenadante.

Para visualizar las proteinas se hizo una electroforesis en gel de poliacrilamida al

10% y se tifio con azul de Coomassie (Bio-SafeT'VI Coomassie G-250 Stain).

5.6.2 Purificacion de la proteinarEl de VPH16

La proteina recombinante E1 se purificO por cromatografia de afinidad IMAC-
Cobalto, utilizando el kit TALON Metal Affinity Resin (Clontech), el procedimiento se

llevo a cabo a 4°C.

2 mL de la resina previamente resuspendida se agregé a la columna (TALON 2 ml
Disponsable Gravity Columns) y el buffer de almacenamiento de resina se drend por
flujo de gravedad, después la columna fue equilibrada con 20 mL del buffer de
equilibrio (HiISTALON Buffer Set). La muestra de proteinas se agregoé a la columna y
luego se lavo con 16mL de buffer de equilibrio seguido de 14 mL de buffer de lavado
(660 pL del buffer de elucion HiSTALON mezclado con 9.34 mL del buffer de
equilibrio HiISTALON). Al final la proteina recombinante se eluy6 con 10 mL de buffer

de elucion (HisTALON Buffer Set) y se recolectaron en microtubos de 1.5 mL
fracciones de 1 mL. La concentracion de la proteina fue medida en el NanoDlropT'VI

2000 de Thermo Fisher Scientific.
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Para visualizar las fracciones de la proteina recombinante purificada se hizo una

electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% y se tifi6 con azul de Coomassie (Bio-

safe ™ Coomassie G-250 Stain).

5.7 Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) de las
interacciones E1-LCR y E1-E2-LCR

Se realizaron reacciones de union entre la LCR y la proteina rE1 en presencia (Tabla

21) y ausencia de la proteina rE2 (Tabla 22). Las reacciones se corrieron por

electroforesis en gel de agarosa al 1% con buffer TAE 1X (Tris 40Mm, Acido acético

20Mm, EDTA 1mM), a 90V por 40min.

Tabla 21. Reaccion del ensayo de interaccion E1-LCR

Reactivo | Volumen | Concentracion | Incubacién
Proteina
(E1 15 pL 60 ng
LCR 5L 25 ng 25°C/15 min
Bufferde | 14 N/A
unién
Tabla 22. Reaccion del ensayo de interaccion E1-E2-LCR
Reactivo | Volumen | Concentraciéon | Incubacion
Proteina
(E1 15 pL 60 ng
Proteina
(E2 8 uL 64 ng
25°C/15 min
LCR 5uL 25ng
Bufferde | 4, N/A
unién
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VI. RESULTADOS

6.1 Amplificacién de la LCR por PCR punto final

La LCR fue amplificada por PCR y purificada como se describié en los Materiales y
Métodos. La presencia del amplicon LCR se comprobd por electroforesis al
visualizarse una banda de aproximadamente 913 pb correspondiente a la LCR
(Figura 8).

6.2 Amplificacidon del gen E1 por PCR punto final

El gen E1 fue amplificado por PCR vy purificado como se describié en los Materiales y
Métodos. La presencia del amplicon E1 se comprobd por electroforesis, al visualizarse

una banda de aproximadamente 1,950 pb correspondiente al gen E1 (Figura 9).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del amplicén LCR. Carril 1. Marcador de tamafio
molecular de 10kb. Carril 2. Amplicon de LCR de 913 pb.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del amplicon E1. Carril 1. Marcador de tamafio
molecular 10kb. Carril 2. Amplicén del gen E1 de 1,950 pb.

6.3 Plasmido TOPO-E1 y digestion con BamHI y Hindlll

Se obtuvieron transformantes de E.coli DH5a con el plasmido TOPO-E1 como se
describié en Materiales y Métodos, se analizé una de las colonias transformadas y se
visualizé la presencia del plasmido, corroborando la presencia del inserto E1 por
digestion con las endonucleasas BamHI y Hindlll por electroforesis en gel de agarosa
al 1%. Se observo para el vector pCR-Blunt II-TOPO una banda de
aproximadamente 3,519 pb y para el gen E1 una banda de 1,950 pb (Figura 10).

6.4 Purificacion del producto de digestion del plasmido TOPO-E1

El inserto de E1 liberado en la digestion fue purificado como se describe en
Materiales y Métodos. En un gel de electroforesis se observdO una banda de

aproximadamente 1950pb correspondiente al gen E1 (Figura 11).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plasmido TOPO-E1 y digestion con BamH]
y Hindlll. A) Carril 1. Marcador de tamafio molecular 10 kb. Carril 2. Plasmido TOPO-EL1. B) Carril
1. Marcador de tamafio molecular 10 kb. Carril 2. Vector pCR-Blunt 1I-TOPO de 3,519pb y gen E1 de
1,950pb.
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10,000
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2,000 1,950 pb
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la purificacion de E1. Carril 1. Marcador de
tamafio molecular 10 kb. Carril 2. Producto de 1,950 pb del gen Elpurificado.
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6.5 Secuenciacién del plasmido TOPO-E1

El amplicon E1 ligado en el vector pCR—Blunt 1I-TOPO fue secuenciado en ambos
sentidos (directo y reverso) y alineado con la secuencia reportada en PaVE con el
programa GGSEARCH/GLSEARCH, La alineacion con la secuencia directa
(1,090pb) mostro un 93.5% de identidad (Figura 12A), y con la secuencia reversa
(252pb) 99.6% (Figura 12B).
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia del amplicon E1 ligado en el vector pCR-Blunt II-TOPO
y la secuencia reportada en PaVE A) Alineamiento con la secuencia directa, mostrando 93.5% de
identidad B) Alineamiento con la secuencia reversa mostrando 99.6% de identidad.

6.6 Linealizacion del plasmido pET-28a(+)

El plasmido pET-28a(+) fue linealizado como se describe en Materiales y método. En
la Figura 13 se muestra el patrén electroforético de la digestion con BamHI y Hindlll,

observando una sola banda de un tamafio molecular aproximado de 5,369 pb.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plasmido pET-28a(+) linealizado con BamHl
y HindlIll. Carril 1. Marcador de tamafio molecular 10kb. Carril 2. Vector pET-28a(+) linealizado de
5,369pb.

6.7 Plasmido pET-28a(+)/E1 y digestion con BamHI y Hindlll

Se obtuvieron transformantes de E.coli BLR con el plasmido pET-28a(+)/E1 como se
describiod en la seccion 5.3 de Materiales y Métodos, se analiz6 una de las colonias y
se visualizo la presencia del plasmido y se comprobo la presencia del inserto E1 por
digestion con BamHI y Hindlll por electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefido
con bromuro de etidio. Se observé para el pET-28a(+) una banda de

aproximadamente 5,369pb y para el gen E1 una banda de 1,950pb (Figura 14).
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plasmido pET-28a(+)/E1 y digestion con BamHlI
y Hindl11. A) Carril 1. Marcador de tamafio molecular 10kb. Carril 2. Plasmido pET-28a(+)/E1.

B) Carril 1. Marcador de tamafio molecular 10kb. Carril 2. Vector pET-28a(+) linealizado de 5,369 pb
y gen E1 de 1,950 pb.

6.8 Analisis de los extractos de proteinas después de la

induccion con IPTG

En la Figura 15 se muestra el andlisis de los extractos celulares tras induccion en
SDS-PAGE al10%, se observo la banda correspondiente a rE1 de 71 kDa (Figura 15
Ay B). No se observa diferencia en la expresion de la proteina cuando fue inducida
con IPTG 0.5 mMy 1 mM por 10 horas (Figura 15 B).

6.9 Purificacion de la proteina rE1 por cromatografia de afinidad

Las condiciones finales de induccion fueron usando 0.5 mM de IPTG por 10 Hrs a
37°C y la purificacion de la proteina rE1 se hizo por cromatografia de afinidad como
se describié en Materiales y Métodos, las diferentes fracciones fueron analizadas en
SDS-PAGE al 10%, como se observa en la Figura 16, la fraccion correspondiente al
carriil 6 presentd la mayor pureza de la proteina rEl (71 kDa), dando una

concentracion de 4ng/uL a 280 nm.
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Figura 15. Analisis de los extractos celulares inducidos con IPTG en SDS-PAGE al 10% A) Carril
1. Marcador de peso molecular de proteinas de 10 a 250 kDa. Carril 2. Control negativo: extracto celular sin
induccion con IPTG. Carril 3. Induccién con IPTG 0.25 mM /4 horas. Carril 4. Induccién con IPTG

0.5 mM /4 horas. Carril 5. Induccién con IPTG 0.25mM /6 Hrs. Carril 6. Induccién con IPTG 0.5 mM /6
Hrs. B) Carril 1. Marcador de peso molecular de proteinas de 10 a 250 kDa. Carril 2. Control negativo.
Carril 3. Induccién con IPTG 0.5mM /10 Hrs. Carril 4. Induccién con IPTG 1mM/10 Hrs.
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Figura 16. SDS-PAGE al 10% de las fracciones de rE1 obtenidas en la purificacion por
cromatografia de afinidad. A) Carril 1. Marcador de peso molecular de proteinas de 10 a 250 kDa.
Carril 2. Control negativo. Carril 3. Control positivo. Carril 4-7 fracciones de proteina rE1 inducida
con 0.5 mM de IPTG a 37°C/10 Hrs.

6.10 Ensayos por cambio en la movilidad electroforética (EMSA) de

LCR Yy la proteina rE1l en ausenciay presencia de la proteina rE2

Las reacciones de interaccion E1-LCR y E1-E2-LCR se llevaron a cabo por la técnica
EMSA en gel de agarosa 1% a través del retardo en la corrida tomando como control
a la LCR. Las Figuras 17 A y B muestran la interaccion de E1-LCR en presencia y
ausencia de la proteina E2, como se puede observar en ausencia de la proteina E2
no se observé banda correspondiente a la interaccion de la proteina rE1 y la LCR
(Figura 17 A), en presencia de la proteina E2 se observo interaccion del complejo
E1-E2-LCR (Figura 17 B).
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ensayo de interaccion de E1-LCR y E1-E2-LCR
por EMSA. A) Carril 1. Marcador de tamafio molecular 10 kb. Carril 2. LCR 913 pb. Carril 3. No se
observa banda correspondiente a E1-LCR, la banda inferior corresponde al LCR no unido a proteinas.

B) Carril 1. Marcador de tamafio molecular 10 kb. Carril 2 LCR 913 pb. Carril 3. Banda superior
correspondiente al complejo E1-E2-LCR, y la banda inferior corresponde al LCR no unido a proteinas.

42



VII. DISCUSION

El VPH es el agente causal de una de las infecciones de transmision sexual mas
comunes en todo el mundo, que afectan principalmente a la poblacion femenina. La
infeccién persistente con VPH de alto riesgo esta reconocida como factor de riesgo
para el desarrollo del cancer cervicouterino, el cual se encuentra entre los tipos de
cancer mas comunes en mujeres a nivel mundial (Castro y Pérez, 2013; Beltran,
2014). De entre los diferentes tipos de VPH el 16 es el mas prevalente alrededor del
mundo encontrandose de entre el 50% al 70% de los casos de CaCu (ICO HPV
Information Center, 2016).

La necesidad del desarrollo de un nuevo farmaco antiVPH viene de la falta de un
tratamiento especifico contra la infeccion y actualmente solo se han desarrollado
vacunas con finalidad profilactica (Concha, 2007). En respuesta a esta necesidad, el
uso de blancos terapéuticos esta siendo implementada en la busqueda de moléculas
lider para el desarrollo de un farmaco. Un atractivo blanco terapéutico de estudio es
la interaccion de las proteinas virales E1-E2, que conforman el complejo del inicio de
la replicacion, siendo la proteina E1 la enzima encargada de la replicaciéon viral
(Acheson, 2007; Pittayakhajonwut, 2010).

En este trabajo de investigacion se tuvo como objetivo la obtencion de la proteina
recombinante E1 del VPH16 como una futura aplicacién en la busqueda de moléculas
lider. Con base a este objetivo se realizd la amplificacidn, clonacion y secuenciacion del
gen E1 del VPH16 y se hizo el andlisis molecular mediante el programa
GGSEARCH/GLSEARCH confirmandose la secuencia del gen E1 del VPH16.

Para la expresion de la proteina E1 recombinante, se utilizé el vector pET-28a(+), en
el que esta es expresada como proteina de fusioén con una cola de histidinas en su
extremo N-terminal. Existen diversos trabajos en los que se han utilizado otros

vectores de expresion como el vector pGEX-4T-1 (Benson et al., 1995 y Titolo et al,
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2003), o el vector pMAL-c5x (Kantang et al., 2016) para obtener la proteina
recombinante E1. Sin embargo los vectores pET que cuentan con el promotor T7,
son frecuentemente usados para expresion de proteinas recombinantes, por producir

altos niveles de transcripcion en E.coli (Rosano et al, 2014).

La induccién de la expresion de la proteina se llevé a concentraciones de 0.25, 0.5y
1mM de IPTG; con IPTG 0.25 mM la expresion fue muy baja, con IPTG 0.5 mMy 1
mM no se observo diferencia en la expresion. Titolo et al. en el 2003 expresaron la
proteina E1 del VPH 11 utilizando IPTG 1mM, mientras que Kantang et al. en el 2016
expresaron la proteina E1 del VPH 16 con IPTG 0.3 mM. Con base a lo anterior, la
concentracion de IPTG utilizada en este trabajo fue de 0.5 mM.

La fusion de una cola de afinidad a la proteina recombinante de interés permite la
purificacion de esta por medio de cromatografia de afinidad y este es un método
ampliamente usado para la purificacion de proteinas. En este trabajo se emple¢ este
método para la purificacién de la proteina rE1 usando una resina cobalto-sefarosa.
Dependiendo de la cola de afinidad fusionada a la proteina de interés es la resina
gue se usa, en otros trabajos donde se presentaba el caso se usaron resinas con
GST-sefarosa (Benson et al., 1995; Titolo et al, 2003; Schuck et al., 2013) o amilosa-
sefarosa (Kantang et al., 2016). Es relevante mencionar que el tamafio pequefio y la
carga de la cola de histidinas asegura que raramente afecte la funcion de la proteina
(Bornhorst y Falke, 2000). A pesar que existe la resina de niquel para proteinas
fusionadas a una cola de histidinas, la resina de cobalto en comparaciéon se une con
mas especificidad a esta y las eluye con menor concentracion de imidazol (Clontech,
2017).

Con el objetivo de determinar si la proteina rE1 podia unirse a la proteina rE2 (obtenida
en otro trabajo de investigacion) y a la LCR, se empled la técnica EMSA, utilizando geles
de agarosa al 1%. La técnica EMSA se ha realizado en diversos trabajos para el analisis
de interaccion entre proteinas y ADN, si bien el protocolo usado generalmente es con

geles de poliacrilamida, en estos trabajos usaron para el marcaje del ADN
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radioisotopos (Chen et al., 2002; Titolo et al., 2003; Schuck et al., 2013) o bien pueden
ser usados compuestos quimioluminiscentes, en ambos casos es un proceso mas lento
gue el usado en este trabajo, donde se usé un gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio, dicho protocolo también fue reportado en el trabajo realizado por Valdés en el
2015 y Ream et al., en el 2016. En este trabajo la proteina rE1 se usé como proteina de
fusion, tal como en los ensayos realizados por de Frattini et al., 1994, donde reportan
gue la proteina E2 del VPH 31 se asocié eficientemente con la proteina de GST-E1,
resultado consistente con observaciones previas con BPV-1 E1 y E2 (Blitz y Laimins,
1991, Lusky y Fontaine, 1991). En la reaccién de unién no se observo una interaccion
entre la proteina E1 y la LCR (relacion 3:1) en ausencia de E2, estos resultados
concuerdan con los reportados por Sedman et al., en 1997 y Bergvall et al., en el 2013
en donde la interaccién de E1 del VPB 1 y LCR mostré una débil afinidad por su sitio de
unién en la LCR. Dixon et al., en el 2000, mostraron que la proteina E1 del VPH11 se
une con baja especificidad de secuencia a la LCR. Acheson en el 2007 vy
Pittayakhajonwut en el 2010 comprobaron que la unién de E1 a su sitio en la region LCR

depende a su vez, de su acomplejamiento con la proteina viral E2.

En la interaccion E1-LCR en presencia de E2 se pudo observar una banda retrasada
correspondiente a la interaccion (E1-E2-LCR) y otra banda correspondiente a la LCR
no unida, de mayor intensidad a la banda de interaccién. La concentracion de ADN
en la reaccion de unioén en otros trabajos fue variada (Seo et al., 1993) o fija (Titolo et
al., 2003) en ambos casos probaron diferentes concentraciones de proteina E1, y
reportaron que a mayor concentracion de E1, observaban una banda de interacciéon
mas intensa, en el caso de Seo et al., en 1993, al bajar la concentracion de LCR la
interaccién no ocurria, pero en ambos casos la banda correspondiente al ADN no
unido seguia igual de intensa en las diferentes concentraciones de proteina y ADN,
igualmente era mas intensa que la banda de interaccién, y muy parecida a tamafio

con la del control, estos resultados concuerdan con los obtenidos en este trabajo.

Otros factores que afectan la interaccion ADN-proteinas son el tiempo y la temperatura

de incubacion de la reaccion, asi como el voltaje de electroforesis, encontrdndose que
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a tiempos mayores de 30 min y temperaturas arriba de los 30°C no se observaba
interaccion, estos resultados concuerdan con los reportados por Chen et al., en 1998
y Titolo et al., en el 2003 donde manejaron tiempos de 20 a 30 min e incubaron a
temperatura ambiente. En cuanto al tiempo y voltaje de electroforesis, se observo a
90V/45 min la banda de interaccion que, en lo referente en otros trabajos, son
condiciones que varian segun el tamafio aproximado del complejo Proteina-ADN.
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VIIl. CONCLUSION

Con base en los resultados de la secuenciacion (mayor a 93% de identidad) del
plasmido TOPO-E1 y el peso molecular (71 kDa) en los ensayos electroforéticos
SDS-PAGE, la proteina recombinante obtenida es la proteina E1 del VPH16.

El ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) mostré que la
interaccion de E1 en la LCR requiere de la proteina viral E2.
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IX. PERSPECTIVAS

Se cuenta con la técnica EMSA y con las proteinas recombinantes necesarias para
realizar estudios de inhibicion de la interaccion E1-E2-LCR del VPH16 in vitro con el
fin de encontrar moléculas lider que puedan ser utilizadas en el desarrollo de un

tratamiento contra la infeccion del VPH16.
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