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1. Resumen

En los ultimos afios, la expresion y purificacion de la proteina L1 del virus del
papiloma humano (VPH) ha tomado un papel relevante en el ambito cientifico
y comercial, debido a su capacidad natural para formar particulas tipo virus
(VLPs), las cuales han sido utilizadas para crear vacunas contra diferentes
tipos de VPH. Ademas de este enfoque, trabajos recientes han descrito nuevas
moléculas capaces de unirse a la proteina L1 monomeérica e inhibir la
formacion de la capside viral, proponiéndose como posibles agentes

profilacticos y terapéuticos contra el VPH.

Los aptameros se definen como oligonucledtidos sintéticos de cadena sencilla,
los cuales se unen con gran afinidad y especificidad a una molécula blanco.
La obtencibn de aptameros se realiza mediante un método iterativo
denominado SELEX, el cual simula el proceso evolutivo para obtener los
mejores ligandos mediante un proceso de seleccion in-vitro. Durante las
ultimas décadas, una gran cantidad de aptameros se han aislado contra
diversos blancos, como iones, proteinas, virus, bacterias y células eucariontes;
revelando nuevas e interesantes propiedades de los acidos nucleicos mas alla

de sus funciones candnicas.

El objetivo de este trabajo fue obtener una poblacion de aptameros para la
proteina L1 monomérica de VPH-16. Para ello, se realiz6 un método SELEX
con una poza combinatoria de RNA con 30 posiciones aleatorizadas y la
proteina GST-L1 como molécula blanco. Se realizaron 5 ciclos SELEX, cada
uno de ellos compuesto por dos pasos de seleccidn positiva y un paso de

seleccion negativa. La union entre la proteina GST-L1 y las secuencias




Aislamiento de una poblacién de aptameros de RNA para la proteina de VPH-16
RESUMEN

seleccionadas se corroboré mediante ensayos de interaccion con la técnica de
Slot Blot, los cuales demostraron una union inespecifica entre el RNA
seleccionado y la proteina GST-L1. En consecuencia, es necesario plantear
nuevas condiciones en el método SELEX con el fin de obtener aptameros para

la proteina L1.
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2. Abstract

In recent years, production and purification of the Human Papillomavirus (HPV)
L1 major capsid protein gained scientific and commercial relevance due to its
intrinsic self-assembly into virus-like particles (VLPs), which have been used
for the development of vaccines against different HPV types. In addition, recent
reports have described two novel inhibitors against L1 monomers that preclude
capsid assembly, suggesting a new series of prophylactic and therapeutic

agents against HPV.

Aptamers are synthetic single-stranded oligonucleotides, that bind tightly and
specifically to target molecules; most aptamers are selected by SELEX, an
iterative process that mimics evolution to obtain the best ligands through an in-
vitro selection process. During the last two decades, a plethora of aptamers
have been isolated against a wide range of targets, such as ions, proteins,
virus, and eukaryotic cells; revealing new exciting properties beyond the

canonical functions of nucleic acids.

The aim of the present work was to isolate an aptamer population against the
L1 monomeric protein of HPV-16. Five SELEX rounds were performed using a
randomized RNA pool with 43° variants and the GST-L1 fusion protein as target
protein; each round was divided in two steps of positive selection and one step
of negative selection. Binding analysis were performed by Slot Blot assays,
proving unspecific interaction between the RNA isolated from the last selection
round and the target. Consequently, new SELEX rounds would have to be
modified to improve the probability of isolate aptamers against the monomeric
L1 HPV-16 protein.
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3.Introduccion

3.1. Aptameros.

El termino aptamero surge en 1990, del latin aptus y del griego meros, lo cual
se traduce como “particula capaz para”. A partir de ese momento, los
aptameros se definen como oligonucledtidos sintéticos de cadena sencilla
altamente estructurados, que se unen con gran afinidad y especificidad a una
molécula blanco (1). En afos recientes este término se ha extendido para

incluir péptidos cortos con las mismas caracteristicas (2).

Los aptameros de acidos nucleicos se obtienen mediante un método iterativo
denominado SELEX (acrénimo en inglés para Systematic Evolution of Ligands
by EXponential Enrichment), partiendo de una poza combinatoria de
oligonucledtidos sintéticos. Este método de alto flujo se compone de multiples
rondas de union a la molécula blanco, separacion de los aptameros unidos de
los no unidos, asi como su amplificacién por PCR vy la purificacion de aquellos

seleccionados (1) (3).

Desde la invencion del SELEX, diversos aptameros se han aislado y
caracterizado contra iones, moléculas inorganicas, proteinas e inclusive
células completas (4) (5). Los aptameros son de particular interés debido a sus
propiedades intrinsecas, las cuales los hacen distintos a moléculas analogas

tales como los anticuerpos:

e Los aptdmeros presentan una gran afinidad por sus blancos

moleculares, con constantes de disociacién (Ko) que en muchos casos

4
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caen en el rango picomolar, inclusive menor que la gran mayoria de
anticuerpos. (6)

e Su produccion es mediante métodos quimicos, en un proceso
facilmente escalable y sin la necesidad de un organismo viviente.

e En su estado nativo, poseen baja inmunogenicidad y baja toxicidad.

e Su tamano reducido permite una entrada facil en sistemas biolégicos.

e La molécula blanco puede ser intracelular, extracelular o de superficie
celular.

e Pueden ser desnaturalizados de manera reversible.

e Diversos grupos funcionales y moléculas reportero pueden ser
introducidas durante la sintesis, permitiendo aumentar su tiempo de
vida media en biofluidos y su compatibilidad con nuevas tecnologias

(microarreglos, microfluidica, plasmon superficial, etc.) (7).

3.1.1. Tecnologia SELEX.

La quimica combinatoria (QC) es una importante tecnologia que se utiliza
dentro de la industria biotecnolégica y farmacéutica para el descubrimiento de
nuevos materiales o0 moléculas con propiedades deseables, asi como nuevos
farmacos y catalizadores. La QC se caracteriza por la sintesis y tamizaje
simultaneo de grandes pozas de compuestos relacionados, pero
estructuralmente distintos, con el fin de identificar y aislar moléculas
funcionales. En 1990, Tuerk y Gold asi como Ellington y Szostak describen de
manera independiente un método basado en pozas combinatorias de RNA
para seleccionar aptameros contra proteinas y colorantes, nombrando a esta
variante de QC, SELEX (8).
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El proceso de seleccidon por el método SELEX comienza con una poza de
oligonucledtidos sintéticos de cadena sencilla con una longitud definida,
conformados por una region central aleatorizada, y regiones fijas que
flanquean a la region central. Durante la seleccidén de aptameros de DNA, esta
poza inicial puede usarse directamente. Por otra parte, en la seleccion de
aptameros de RNA, la region aleatorizada de DNA debe ser transformada en
una poza de RNA antes de empezar la primera ronda de seleccion. En este
caso, es necesario un cebador forward que contenga una extension en el
extremo 5" con la secuencia de un promotor para alguna RNA polimerasa
dependiente de DNA, lo cual permite que la poza de DNA sea transcrita,
resultado en una poza aleatorizada de RNA. El proceso de seleccion inicia con
la incubacion de la molécula blanco, inmovilizada en una matriz particular, y la
poza de oligonucledtidos (8); de los cuales, sélo los oligonucledtidos que son
capaces de unirse al blanco son recuperados para continuar con los siguientes
pasos de seleccion. Es importante mencionar que el uso de una matriz o
cualquier otro componente en el sistema puede ocasionar una seleccion
inespecifica, por lo cual, rondas de seleccién negativa, realizadas contra todo
el sistema excluyendo el blanco, son usadas para mejorar ampliamente la

especificidad durante el proceso de seleccion (9).

Posteriormente, la pequena cantidad de moléculas activas que son capaces
de unirse al blanco son amplificadas mediante PCR, gracias al uso de
cebadores que hibridan con las regiones constantes presentes en los extremos
5"y 3'. Para los aptameros de RNA, las secuencias seleccionadas tienen que
ser amplificadas por RT-PCR, a partir de la cual se genera una nueva poza
enriquecida de RNA para continuar con ciclos de seleccion posteriores. El
proceso finaliza con la amplificacion de los aptameros obtenidos en la ultima

ronda, lo cuales son clonados para su caracterizacion.
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Estos ciclos iterativos de seleccion y amplificacion enzimatica mimetizan un
proceso de seleccion darwiniano, que distingue motivos estructurales
relativamente raros como la solucion a un problema, en este caso, la molécula

blanco (8). Los procesos basicos de seleccion se resumen en la figura 1

Figura 1. Procesos basicos del método SELEX
(modificado de (10))

A pesar de presentarse como un método rapido y sencillo, seleccionar
aptameros mediante SELEX consume una gran cantidad de tiempo y recursos,
lo cual no siempre concluye en un resultado exitoso. Por este motivo, se han
utilizado diversas aproximaciones basadas en el uso de emulsiones,
electroforesis capilar, microarreglos o resonancia de plasmén superficial con

el fin de optimizar la amplificacion de la poza o el proceso de seleccién (10)
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(11). Sin embargo, aun no existe un protocolo SELEX infalible para obtener

aptameros que se unan a cualquier blanco.

3.1.2. Modificaciones.

En general, las moléculas de RNA son altamente susceptibles a la
degradacion por nucleasas, por lo que su tiempo de vida media en biofluidos
es de segundos o minutos (12). Para contrarrestar este problema, diferentes
RNA y DNA polimerasas capaces de incorporar nucleétidos modificados han
permitido introducir modificaciones que mejoran la estabilidad de los
aptameros. Estas polimerasas han sido utilizadas para producir aptameros que
son parcial o completamente sustituidos con nucleétidos modificados,
incluyendo: 2°-amino pirimidinas, 2’-fluoro pirimidinas, y 2°-O-metil ribosa
pirimidinas y purinas; de igual manera los enlaces internucleotidicos pueden
ser modificados, por ejemplo, con enlaces fosforotioato (figura. 2). Dichas
modificaciones también pueden realizarse post-seleccion mediante sintesis
quimica, generalmente en los extremos 5y 3 con el objetivo de disminuir la
degradacion por exonucleasas. Otras modificaciones importantes incluyen la
conjugacion de aptameros con polietilenglicol para disminuir su filtracion
glomerular; el uso de enantidmeros L de acidos nucleicos los cuales no pueden
ser reconocidos por nucleasas; o la implementacién de bases no naturales,
como la 7-(2-tienil)imidazo[4,5-b]piridina (Ds) y el 2-nitro-4-propinilpirrol (Px),
que expanden el codigo genético y aumentan la diversidad estructural de los
aptameros (figura. 2) (1) (13). No obstante, la modificacién no racional de
aptameros puede repercutir en la capacidad de estructuracién y afinidad por
su blanco (7) (12).
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Figura 2. Modificaciones comunes en aptameros.
A) 2’-deoxy-2 -fluorocitidina, B) 2°-deoxy-2"-aminocitidina, C) Enlace fosforotioato D)

2’-metoxiuridina, F) y G) Enantiomeros D- y L- ribosa respectivamente, H) Ds., |) Px.

3.1.3. Aplicaciones.

Dadas las caracteristicas y amplias ventajas de los aptameros, estos son

utilizados en diversos campos, dentro de los cuales destacan:
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Sistemas de deteccién. Aptameros conjugados con diversas moléculas
fluorescentes han permitido identificar y cuantificar de forma precisa
biomoléculas y multiples compuestos. Otra aproximacion se basa en el
uso complementario de aptameros y nanoparticulas de oro, lo cual ha
permitido la deteccidn visual y la cuantificacién colorimétrica de diversos

compuestos. (4) (14).

Uso terapéutico. Una gran cantidad de aptameros han sido aislados
contra proteinas que presentan potencial relevancia para la salud
humana, como son: a-trombina, la reverso transcriptasa del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), la integrasa de VIH, P-selectina,
proteina C reactiva, el factor nuclear NF-kB, antigeno prostatico
especifico, proteina prion bovina, etc (7).

De forma interesante, aptameros contra bacterias y parasitos completos
también han sido caracterizados, proponiéndose como posibles

agentes antimicrobianos y antiparasitarios (15) (5).

3.2. Virus del papiloma humano.

Los virus del papiloma humano (VPH), que pertenecen a la familia
Papillomaviridae, son virus icosaedricos pequefios no envueltos de dsDNA,
que infectan epitelio y mucosas. En la actualidad, mas de 120 tipos de VPH
han sido clasificados, de los cuales, la gran mayoria infectan epitelio cutaneo,
causando verrugas simples. De todos los tipos de VPH, sdélo 40 infectan
mucosas y se subclasifican de acuerdo a su asociacion epidemioldgica con la

generacion cancer ceérvico-uterino (CaCu). La infeccidbn con tipos no

10
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oncogeénicos o de bajo riesgo, como los tipos 6 y 11, pueden causar verrugas
genitales, papilomas laringeos y anormalidades benignas en mucosas. Sin
embargo, los tipos de alto riesgo u oncogénicos pueden actuar como
carcindbgenos en el desarrollo de cancer cervical y diversos tumores
anogenitales. En particular, VPH-16 y VPH-18 pueden causar lesiones
cervicales de alto grado, que se categorizan como precursoras de CaCu. A
pesar de que la infeccion por VPH es considerada como una condicién
necesaria para el desarrollo de cancer cervical, esta no es suficiente para
generarlo; lo cual ha sido evidenciado gracias a mujeres infectadas con VPH

que nunca desarrollan una lesion maligna (16).

3.2.1. Genoma y replicacion de VPH.

El genoma de VPH, de aproximadamente 8,000 pares de bases, contiene 8
marcos abiertos de lectura (ORF por sus siglas en ingles) y se divide en tres
regiones principales: la regién larga de control (LCR por sus siglas en inglés)
involucrada en la regulacion transcripcional; la region temprana o “E” que
consiste en seis ORFs (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) los cuales codifican para
proteinas no estructurales relacionadas en la replicacion viral; y la tercera
region, denominada tardia o “L”, que codifica para las proteinas estructurales
L1y L2 de la capside viral (17) (18).

Las funciones de las proteinas tempranas y tardias se resumen en la siguiente
tabla:
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Proteina

Funciones

E1

Se une al origen de replicacién, evento necesario para la
replicacion viral. Contiene sitios de unién para E2 y la
subunidad a de la DNA polimerasa. Presenta actividad de

helicasa.

E2

Controla la replicacion de DNA, su transcripcion y la
segregacion del virus a células hijas. Evita la formacion de

nucleosomas en el origen de replicacion viral.

E4

Favorece la amplificaciéon genémica de VPH, asi mismo regula
la expresidon de genes tardios, controla la maduracion del virus

y facilita la salida de los viriones.

E5

Intensifica la actividad de E6 y E7; promueve la fusién entre

células vecinas y contribuye a la evasion del sistema inmune.

E6

Inhibe a la proteina p53 y bloquea la apoptosis. Permite la
expresion de la proteina telomerasa. Inhibe la transcripcién de
TLR9 y la activacion de IRF3. Inhibe vias de reparaciéon del

DNA vy la adhesién celular; promueve el crecimiento celular.

E7

Promueve la degradacion de pRB. Inhibe la actividad de p21 y
p27, asi como la muerte celular programada tipo anoikis. Altera
la trascripcion. Promueve la sintesis aberrante de centriolos y

el rompimiento de DNA.

L1

Proteina principal de capside, contiene los determinantes

requeridos para la unién a los receptores celulares

L2

Proteina de capside necesaria para la unién del virion con
receptores celulares, la entrada a la célula hospedero y su

transporte al nucleo.

Tabla 1. Funciones de las proteinas de VPH (17) (19) (20).
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El ciclo replicativo del VPH comienza con el movimiento del virion a la capa
basal del epitelio gracias a una abrasion leve o microtrauma de la epidermis.
Establecido en esta porcion del epitelio, diversas moléculas en la superficie de
queratinocitos se han propuesto como receptores necesarios para el proceso
de adsorcion, como son: integrina a-6 para VPH-6, y heparan sulfato para
VPH-16 y VPH-33; asi mismo, la unién puede favorecerse por proteoglicanos
o algun otro receptor secundario presente en la célula. Sin embargo, los

factores exactos para la entrada del virus aun son desconocidos (21).

Una vez dentro de la célula, el virus pierde la capside y es transportado al
nucleo. En este momento, el virus requiere la expresion de los genes E71y E2
los cuales permiten que el genoma viral sea replicado entre 20 y 100 copias
por célula, segregandose a las células hijas por medio de la proteina E2. Se
piensa que E1 y E2 son expresadas inicialmente para establecer y mantener
un bajo numero de copias gendmicas; no obstante, las proteinas E6 y E7
también se detectan durante etapas iniciales de la infeccion. Es importante
sefalar que los modelos actuales para el estudio de VPH no han permitido
seguir el curso infectivo natural, por lo cual, la linea temporal exacta de los

eventos infectivos no ha logrado ser evaluada (17).

Tras la entrada del virus, las células troncales de la capa basal y sus células
hijas presentan una infeccion persistente por VPH durante un largo periodo de
tiempo, inclusive anos. Eventualmente, algunas células amplificadoras
transitorias se generan a partir de la division de células troncales, las cuales
tienen la capacidad de diferenciarse en capas epiteliales superiores. En un
tejido sin infeccion, las células detienen su replicacion y comienzan una
diferenciacion terminal. De manera importante, las células infectadas con VPH

reactivan la division celular, inhiben la apoptosis y abolen la diferenciacién
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mediante las oncoproteinas E6 y E7. Esta division descontrolada en las capas
epiteliales diferenciadas da lugar a las manifestaciones fisicas de una
infeccion: las verrugas. De forma importante, el numero de copias del genoma
viral aumenta durante la reactivacion de la division hasta generar miles de
copias por célula. Eventualmente, la expresion de la proteina E2 inhibe la
expresion de las proteinas E6 y E7, permitiendo la diferenciacion de la célula
hospedero. Las proteinas tardias L1 y L2 se expresan tras la diferenciacién en
la zona superficial y promueven la encapcidacion del genoma viral (17) (22).
Finalmente, los nuevos viriones necesitan algun evento de ruptura mecanica
que permita su salida a través de las células desprendidas de la ultima capa

del epitelio (23). El ciclo de replicacion de VPH-16 se ilustra en la figura 3.
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Dermis

Figura 3. Ciclo replicativo de VPH-16.

El ciclo replicativo de VPH-16 esta estrictamente ligado a las etapas de diferenciacion de los
queratinocitos infectados, comenzando la infeccion en la membrana basal mediante su
interaccién con el proteoglicano de heparan sulfato. Las proteinas tempranas E1 y E2
mantienen la replicacién viral en un bajo nimero de copias. Tras la replicacion, células hijas
son desplazadas a estratos superiores y comienza la diferenciacién. Posteriormente, las
proteinas E6 y E7 estimulan el crecimiento celular, asi como un incremento en la expresion
de los genes tempranos. Los altos niveles de E2, eventualmente, inhiben la expresion de E6
y E7, permitiendo a la célula diferenciarse y entrar a la etapa proliferativa en el ciclo de VPH,;
la alta expresién de E4 es caracteristica de esta fase. Finalmente, las proteinas tardias son

expresadas y el ensamble de los nuevos viriones se da en los ultimos estratos del epitelio (64).

Infecciones persistentes de VPH por largos periodos han correlacionado con
una mayor probabilidad de desarrollar de CaCu, lo cual se acomparia de una

integracion del DNA viral dentro del genoma de la célula hospedera (24).
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Aunque no existen puntos de ruptura preferentes del genoma de VPH, los
ORFs de E1y E2 son interrumpidos frecuentemente, lo cual evita el control de
E2 a las oncoproteinas E6 y E7. A pesar que la coexistencia del genoma de
VPH en forma episomal e integrada es posible en una sola célula, la expresion
continua de los genes E6 y E7 provee una ventaja de proliferativa a la célula
infectada, promoviendo que episomas restantes sean perdidos. En resumen,
la integracion del genoma de VPH resulta en una aumentada y desregulada
expresion de los oncogenes E6 y E7, los cuales son responsables de la
transformacion celular. Asi mismo, se cree que la integracion de VPH
interrumpe genes celulares criticos, lo cual podria contribuir a la formacién de

una lesién neoplasica (25).

3.2.1. Proteina L1.

La capside viral del VPH, compuesta por las proteinas L1 y L2, consta de 72
pentameros (capsémeros) de la proteina L1 en asociacion con 12 o mas
unidades de la proteina L2. La proteina L1 (figura 4) es una proteina de
aproximadamente 55 kDa con un plegamiento de tipo remolino barril beta,
también referido como tipo plasmina, constituido por cuatro pares de laminas
beta antiparalelas (cadenas B-l) y cinco alfa-hélices (h1 a la h5). La proteina
L1 presenta la capacidad natural de unirse en pentdmeros y auto-ensamblarse
espontaneamente en “particulas tipo virus” o VLPs, que son indistinguibles
inmunologicamente a los viriones nativos. En afos recientes, la proteina de
fusién GST-L1 ha permitido la obtencion de mondémeros artificiales de L1, los
cuales han sido utilizados para el estudio y ensamble de L1 a gran escala (26)
(27) (28).
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Figura 4. Subunidad del pentamero de L1.

Caricatura de la proteina L1 en el contexto de un pentamero. Las estructuras secundarias
estdn marcadas con letras B-l para las laminas B y h1-h5 para las cinco a-hélices. Los
extremos N- y C- terminal estan marcados como N (20) y C respectivamente. Los bucles entre

cada cadena se marcan como B-C, C-D, etcétera (modificado de (29)).

La estructura cristalografica de la particula T=1 o VLP pequefia, compuesta
por 12 pentameros, ha permitido conocer las interacciones pentamero-
pentamero en la capside viral. Cada pentamero contiene 5 proyecciones
laterales compuestas por la hélice 4 anclada al centro de la estructura
mediante las hélices h2 y h3. Estas uniones se rigen por interacciones
hidrofébicas entre la hélice 4 de un pentamero y las hélices h2 y h3 del
capsomero adyacente. El resto del extremo C-terminal regresa al centro de la

proteina L1 formando una hélice extra, hS (figura 5). Esta ultima porcion
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contiene una sefal de localizacién nuclear rica en residuos basicos, los cuales
podrian interactuar con el DNA viral para su encapsidacion (30). Cabe sefalar
que el DNA de VPH no cuenta con una sefal de encapsidacion, por lo que
cualquier DNA circular covalentemente cerrado (cccDNA) de un tamafo menor

a 8 kb puede ser introducido en la capside viral.

Figura 5. Elementos estructurales de L1 para el ensamble de papilomavirus.

A) Vista superior del pentdmero L1, mostrando las proyecciones laterales de cada monémero
(cada uno en diferente color). B) Acercamiento de las proyecciones laterales de dos
mondmeros, mostrando las posiciones de h2, h3, h4, y h5. C) Interacciones interpentaméricas
entre dos pentameros de la particula T=1. La hélice h4 de un pentdmero (amarillo) interacciona

con las h2 y h3 de otro pentdamero (en rosa) (30).

En las VLPs pequefias no se forma algun puente disulfuro entre pentameros,

lo cual contradice evidencia experimental obtenida de VLPs completas.
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Basado en esto, un modelo atomico construido a partir de la estructura del
virion del papilomavirus bovino y las VLPs pequefias se ha propuesto para
explicar la formacion del virion. En el modelo del “brazo invasor”, los extremos
C-terminales forman los contactos interpentaméricos, mediante su extension
fuera de cada subunidad, invadiendo la subunidad de un pentamero
adyacente. Cada pentamero recibe cinco brazos, uno de cada pentamero
vecino, y dona cinco brazos a los pentameros adyacentes; la hélice 4, del
brazo invasor, se inserta en el espacio entre los bucles B-C y E-F, que
conectan las estructuras secundarias intermonoméricas (figura 4). Los
residuos 430-446 se extienden alrededor del pentamero blanco, conectando
la hélice h4 con el segmento C-terminal, mientras que los residuos 447-474
son desplazados del pentamero (en la VLP pequefia) a una posicion
equivalente en el pentamero adyacente (en el virién), formando la hélice 5
(figura 6). En este modelo la cisteina 428 del C-terminal y la cisteina 175 de la
subunidad invadida se encuentran en una posicion capaz de formar un puente
disulfuro, el cual se ha comprobado que es necesario para la maduracion del
virion. En este modelo se considera que el extremo N-terminal podria llenar

los huecos existentes en la superficie viral (29) (31).
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G

Figura 6. Modelo del brazo invasor.

A) Vision estereoscoépica del pentamero de VPH-16 con extremos C-terminales rodeando los
pentdmeros vecinos. El extremo C-terminal en color naranja representa la porcién modelada,
mientras que la porcién roja indica la misma conformacién que en las VLPs pequenas. B)
Representacion esquematica del rearreglo requerido para el cambio conformacional de VLPs

pequefas a VLPs completas y viriones (modificado de (29))

La interaccion inicial de la capside de VPH con la célula hospedero es
altamente atribuida a las interacciones de L1 con los residuos de heparan
sulfato (HS) que son expuestos en los proteoglicanos de la membrana. Dicha
interaccion resulta en un cambio conformacional que expone la porcion amino
terminal de la proteina L2, la cual es escindida por la proteasa Furina. Dicho
corte favorece un segundo cambio conformacional que disminuye la afinidad
de L1 por el HS y permite una probable interaccién con un posible receptor
secundario (27). Tras el proceso de entrada, dependiente de clatrina y
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claveolina (32), el bajo pH dentro de los compartimentos endosomales en
coordinacion con ciclofilina B (33) permite la completa exposicion del DNA
viral. La contribucion de la proteina L1 en el ciclo del virus finaliza en el trafico

del virién a través de los compartimentos endosomales (27).

El estudio de la proteina L1 y la generacion de VLPs purificadas a partir de
cultivos celulares han permitido generar vacunas contra los tipos 6, 11, 16,18,
31, 33, 45, 52 y 58 de VPH; sin embargo, su eficacia, seguridad y proteccion
han sido ampliamente cuestionadas. Aunado a esto, el alto precio de las
vacunas es el principal factor que ha detenido su adherencia a esquemas de

vacunacion publica. (34) (35).

Por otra parte, la busqueda de L1 en lesiones cervicales ha sido importante
para detectar y pronosticar los efectos de la infeccion por VPH. En este
sentido, se ha demostrado que lesiones displasicas en las cuales no se detecta
a la proteina L1 tienen una mayor probabilidad de progresién, debido a que la
integracion del genoma de VPH al hospedero también puede eliminar la
expresion de L1 (36) (37) (38).

3.2.2. Expresién de la proteina L1 en sistemas procariontes.

El gran valor comercial de la proteina L1, dada su capacidad de generar VLPs
altamente inmunogénicas (39), ha propiciado su expresion en distintos tipos
de bacterias (40), lo cual prometia disminuir el tiempo de produccion y reducir
los altos costos derivados del uso de cultivos celulares eucariontes (41) (42)
(43). A pesar de los esfuerzos realizados, la cantidad de proteina L1 generada
es pobre debido a diversos factores, dentro de los que destacan: formacién de
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péptidos incompletos, alta degradacion, baja solubilidad de la proteina y la
formacion de cuerpos de inclusion. Ademas de estos inconvenientes, la
proteina L1 copurifica con una proteina llamada GroEl (44), una chaperona
altamente conservada en distintas especies que ayuda al plegamiento de
proteinas relacionadas con la replicacién celular de E. coli. Se sabe que GroEl
es una proteina totalmente necesaria para el plegamiento correcto de L1; sin
embargo, el complejo formado por L1 y GroEl no se desensambla
eficientemente, por lo cual es necesario la adicion de ATP y MgClz2 para
purificar totalmente la proteina L1 (44) (45). A pesar de la amplia investigacion,
expresar y purificar la proteina L1 a gran escala es un reto biotecnoldgico sin

solucion.
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4. Antecedentes

Diversos aptameros se han caracterizados contra proteinas importantes de
VPH, siendo de especial interés las proteinas E6 y E7 de VPH-16 debido a sus
efectos oncogénicos y por su relevancia como posibles biomarcadores (46)
(47) (48). Ademas de este enfoque, en el grupo de trabajo del Dr. Luis Marat
Alvarez Salas, la Dra. Leija Montoya aislé y caracterizo el aptamero Sc5-c3, el
cual es capaz de unirse con gran afinidad y especificidad a VLPs de L1 de
VPH-16. De forma particular, el aptamero Sc5-c3, presenta una Kp ~0.05pM y
la capacidad de reconocer particulas virales aun en mezclas complejas de
proteinas. Dada su alta afinidad, mayor que la reportada entre VPH-33 y la
superficie celular, el aptamero Sc5-c3 se ha propuesto como un posible

competidor capaz de bloquear la infeccion por VPH-16 (49).

En la actualidad, pocos trabajos se han enfocado en impedir la formacion de
la capside viral mediante el uso de antagonistas capaces de inhibir la
estructura cuaternaria de la proteina L1. En 2014, Dong-Dong y colaboradores,
utilizaron derivados de carboxipilareno y p-sulfoncalixareno capaces de
interactuar con residuos de arginina y lisina en la interface del monémero de
L1 e inhibir la formacion de capsémeros de VPH-16 (50). Aunado a esto, Ding-
Yi Fu en 2015, describié un péptido de 14 aminoacidos dirigido contra el
mondémero de L1, el cual esta esencialmente constituido por la hélice 5 de la
proteina L1 de VPH-16. El péptido “pep15”, compite con el resto de los
monomeros de L1, inhibiendo la formacion espontanea de los capsémeros lo
cual evita la formacién de VLPs tanto de VPH-16 como de VPH-58 (51). Ambos

trabajos presentan un nuevo paradigma en el cual inhibidores del ensamble
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de capsdémeros pueden ser usados como agentes profilacticos o terapéuticos

dirigidos contra la formacién de la capside de VPH.
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5. Justificacion

En México, durante el ano 2013, la tasa de morbilidad por CaCu fue de 23.3
casos por cada 100,000 mujeres, con una mortalidad del 50%, lo cual se
traduce en 12 muertes cada 24 horas. Aunado a esto, estudios recientes han
estimado que cerca del 50% de los hombres y mujeres sexualmente activos
son portadores de VPH. En este sentido, el uso de moléculas capaces de
unirse especificamente a las proteinas de capside y que impidan la formacion
de su estructura cuaternaria destacan por su posible capacidad para inhibir al
VPH.
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6. Hipétesis

Es posible obtener una poblacion de aptameros que interactuen con la
proteina L1 monomérica de VPH-16 utilizando un disefio adecuado del método
SELEX, en conjunto con pozas aleatorizadas de oligonucledétidos sintéticos de

cadena sencilla.
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7. Objetivos

7.1. Objetivo General

Aislar una poblacion de aptameros de RNA para la proteina L1 monomérica
de VPH-16.

7.2. Objetivos particulares.

e Expresar y purificar la proteina de fusion GST-L1 de VPH-16.

e Generar una poza de RNA a partir de una poza de DNA.

e Realizar el método SELEX para la proteina L1 monomérica de  VPH-
16.

o Verificar la union de las secuencias seleccionadas con la proteina L1

monomeérica de VPH-16.
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8. Metodologia

8.1. Transformacion bacteriana

Aproximadamente, 200 ng de DNA plasmidico de las construcciones pGST vy
pGST-FSL1a (ver Anexo) se mezclé con 50 uL de bacterias Escherichia coli
quimicamente competentes de la cepa Codon Plus [FrompT hsdS(rsms")
dcm*TetRgalA(DE3) endA Hte [argU proLCam'] [argU ileY leuW Strep/Specr]']
o la cepa Rosetta™ [FrompT hsdS s(rsms~) gal dcm pRARE)?(CamR)] las
cuales se incubaron por 30 minutos a 4°C. Tras la incubacion, la mezcla se
sometié a un choque térmico a 42°C por 2 minutos e inmediatamente fueron
trasladadas a 4°C por tres minutos. Posteriormente, se adiciond 1 mL de medio
SOC (ver Anexo) y se incubaron a 37°C por 2 horas. Al término de la
incubacion, la mezcla se centrifugd a 15,900 RCF por 1 minuto. El exceso de
medio se elimind y el boton de células se resuspendid en un volumen
aproximado de 100 uL. Las células recuperadas fueron propagadas en cajas
Petri con agar LB (ver Anexo) con 200 pg/mL de ampicilina y 50 pg/mL de

cloranfenicol. Finalmente, las cajas se incubaron a 37 °C por 18 horas.

8.2. Induccién de proteinas

Una colonia de bacterias transformadas se inoculé en medio LB liquido (ver
Anexo) suplementado con 200 pg/mL de ampicilina y 50ug/mL de

cloranfenicol. El pie de cultivo se diluyé en una proporciéon 1:10 en medio LB
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adicionado con 50 ug/mL de ampicilina y 15 pug/mL de cloranfenicol, el cual se
incubé por 2 horas a 30° C. Posteriormente, se afadio IPTG a una
concentracion final de 1mM y se incub6 a 30°C por dos horas. Sucesivamente,
las bacterias se recuperaron en tubos de 50mL, se centrifugaron a 380 RCF
durante 15 minutos y fueron resuspendidas en 300 pL de “pbuffer de lisis

bacteriana” (ver Anexo).

8.3. Lisis bacteriana

Con el fin de recuperar la proteina producida, las bacterias fueron lisadas
mediante sonicacion con el equipo Cole-Parmer® Ultrasonic Processor, cinco
veces durante 30 segundos a 80% de amplitud. Tras la lisis, el extracto celular
se centrifugd a 15,900 RCF durante 3 minutos; la fraccién soluble se recupero

y almacend a 4°C hasta su uso.

8.4. Purificacion de la proteina GST

La fraccién soluble previamente obtenida se incub6 con perlas de glutation
agarosa (Sigma-Aldrich®) en una proporcion 1:5 durante 1 hora a 4°C en
agitacion constante. Al finalizar la incubacion, la mezcla se centrifugé a 15,900
RCF durante un minuto y el sobrenadante se eliminé. Las perlas se lavaron
cinco veces con 500 pyL de PBS con el fin de eliminar cualquier interaccion
inespecifica (ver Anexo). Enseguida, las perlas se trataron con 300 pL de

“buffer de glutation” (ver Anexo) con el cual se incubaron 5 minutos a
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temperatura ambiente en agitacion constante. Enseguida, la mezcla se
centrifugd a 15,900 RCF durante un minuto para recuperar la proteina GST
purificada, la cual se dializé contra PBS para eliminar el exceso de glutation.

Finalmente, la proteina GST se almacend a 4°C hasta su inmovilizacién.

8.5. Purificacién de la proteina GST-L1

La fraccion soluble que se obtuvo tras la lisis celular se adicion6 con ATP y
MgClz, a una concentracion final de 2mM y 5mM respectivamente. La mezcla
se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante. A
continuacion, se afadieron perlas de glutation agarosa en una proporcion 3:1;
la mezcla se incubd durante 1 hora a 4°C en agitacion constante. Al finalizar,
se centrifugd a 15900 RCF durante un minuto y el sobrenadante fue
eliminado; las perlas recuperadas se lavaron cinco veces con 500 uL de PBS.
Enseguida, las perlas se trataron con 300 pL de “buffer de glutatién” con el
cual se realizd una incubacién por 5 minutos a temperatura ambiente en
agitacion constante; la mezcla se centrifug6 a 15,900 RCF durante un minuto
para recuperar la proteina GST purificada, la cual se dializé contra PBS para
eliminar el exceso de glutation. Finalmente, la proteina GST se almacend a

4°C hasta su inmovilizacion
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8.6. SDS-PAGE

La proteina GST y GST-L1 se evalué a partir de 1 ug de la fraccién soluble o
a partir de 200 ng de proteina purificada; la cual se mezclé con un volumen de
“Buffer Laemmli” 2X (ver Anexo). La mezcla se incubd a ebullicién durante 5
minutos, y la proteina desnaturalizada se resolvié en geles desnaturalizantes
para proteinas (ver Anexo) por 90 minutos a 100 V. Finalmente, los geles

obtenidos se tiferon con Azul de Coomasie.

8.7. Western Blot

Posterior a la electroforesis, los geles se incubaron en “buffer de transferencia”
(ver Anexo) durante 10 minutos. Tras la incubacion, las proteinas se
inmovilizaron en membranas de PVDF (Millipore®) con el equipo TransBlot
Turbo®, utilizando tres veces la programacion “Turbo protocol”. Al finalizar la
transferencia, las membranas se incubaron a temperatura ambiente hasta
deshidratarse completamente, se reactivaron con metanol y se incubaron en
“solucidon de bloqueo” (ver Anexo) durante 2 horas en agitacion constante. Al
terminar, las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con 3 mL del

anticuerpo primario correspondiente (ver Anexo).

Terminada la incubacion, se realizaron 3 lavados con 25 mL de “solucion de
lavado” (ver Anexo) y se incubd con 3 mL de anticuerpo secundario (ver
Anexo), por una hora a temperatura ambiente. Finalmente, se lavd 3 veces

con 25 mL de “solucion de lavado”.
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Las membranas hidratadas se incubaron con “solucion de revelado” (ver
Anexo) por 2 minutos a temperatura ambiente y se leyo en el equipo cDiGit®

con ayuda del software Image Studio Digits Ver 4.0, en la programacién “High”.

8.8. Inmovilizacién de la proteina GST

La proteina GST purificada se resolcio en geles nativos para proteinas (ver
Anexo) durante 2 horas a 120V. Al concluir la electroforesis, los geles se
incubaron en “buffer de glicina” (ver Anexo) por 10 minutos. Finalizada la
incubacion, las proteinas se inmovilizaron en una membrana de PVDF con el
equipo TransBlot Turbo®, utilizando tres veces la programacion “Turbo
protocol”. Por utimo, las membranas se lavaron con 25mL de PBS, se recortd
la porcion que contenia a la proteina GST y se almacend en PBS a 4°C hasta

Su USO.

8.9. Tamizaje e inmovilizaciéon de la proteina GST-L1

La proteina GST-L1 purificada se resolvid en geles nativos para proteinas
durante 2.5 horas a 120V. Al concluir la electroforesis, los geles se incubaron
en “buffer de glicina” (ver Anexo) por 10 minutos. Finalizada la incubacion, la
proteina se inmoviliz6 en membranas de PVDF (Millipore®) con el equipo
TransBlot Turbo® utilizando tres veces la programacion “Turbo protocol”. Al

terminar, las membranas se lavaron con 25mL de PBS, la porcién de
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membrana que contenia a la proteina GST-L1 se recort6 y se almacend en

PBS a 4°C.

8.10. PCR convencional

La PCR de

condiciones.

la poza “30NLib” (ver Anexo) se realiz6 con las siguientes

Reactivo Cantidad
Agua libre de nucleasas 12.2 uL
Buffer de reaccion 10X 2 uL
MgCl2 50mM 12uL
dNTPs 2.5mM 1L
Cebador Fwd7 9.3 uM 0.7 uL
Cebador Rev6 16.1 uM 0.7 uL
dNTPs 2.5 mM 1L
Taq Pol 5U/uL 0.5 uL
Poza “30NLib” 24mM 0.7 uL
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Programa de termociclado

95°C

5 minutos

95°C

65°C

72°C

30 segundos

30 segundos

30 segundos

ciclos

72°C

3 minutos

8.11. PCR en emulsién

METODOLOGIA

La fase acuosa de la PCR en emulsidn se realizdé con los mismos componentes

y concentraciones previamente descritas. La fase oleosa de la PCR en

emulsidn se genero de la siguiente manera:
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Reactivo Volumen
Span 80 2.25 mL
Tween 80 200 pL
Triton X-100 25 uL
Aceite Mineral cbp. 50 mL

METODOLOGIA

Una alicuota de 200 uL de la reaccién de PCR se gote6 en un lapso de 5

minutos a 400 uL de fase oleosa, en un microtubo de 2 mL, en agitacion

constante. Formada la emulsion, esta se dividio en 6 tubos de PCR a los cuales

se les agregd 30 pL de aceite mineral en la superficie de la mezcla.

La reaccion de PCR se realizd con el siguiente protocolo de termociclado:

95°C

5 minutos

95°C

65°C

72°C

30 segundos

30 segundos 35

ciclos
30 segundos

72°C

3 minutos
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Tras la amplificacion, las reacciones se recolectaron en un microtubo de 1.5
mL y se centrifugaron a 15,900 RCF por 5 minutos. El sobrenadante se
recuperé en un nuevo tubo de 1.5 mL al cual se afiadi6 500 pL de
diclorometano, se mezclé vigorosamente y se centrifugdé a 15,900 RCF por 5

minutos. La fase acuosa se recuperé y se almacend a -20°C hasta su uso.

8.12. Transcripcion in-vitro

La poza de RNA se obtuvo mediante transcripcion in-vitro a partir de la PCR

convencional, la PCR en emulsién, o el producto de RT-PCR con el siguiente

protocolo.
Reactivo Volumen
Agua libre de nucleasas 15 pL
Buffer de transcripcion 10X 6 uL
rNTPs 2.5 mM 12 pL
DTT 10mM 5puL
Ribolock 4 U/uL 1L
T7 RNA Pol 20 U/uL 1L
Producto de PCR 40 pL
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La reaccion se incubd a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se agrego
5 unidades de RQ1-DNAse y se incubd a 37°C durante 1 hora con el fin de

eliminar el molde de DNA.

8.13. Purificacion de RNA

El producto de transcripcion se cargd en un gel desnaturalizante para acidos
nucleicos (ver Anexo) durante 30 minutos a 120 V. La banda correspondiente
al producto completo se recortd del gel, se trituré con ayuda de una jeringa y
se incub6 en una proporcién 1:1 con “buffer de elucion” (ver Anexo) a 4°C
durante toda la noche. Posteriormente, la mezcla se separd mediante filtracion,
recuperado solo la fase acuosa. Al volumen recuperado se afiadio TriZol® en
una proporcion 1:1 y cloroformo en una proporcion 1:5, se agité hasta formar
una mezcla homogénea y se centrifugé a 14,700 RCF por 15 minutos. La fase
acuosa se recuperoé y se afadid 1TmL de isopropanol para precipitar el RNA;
inmediatamente se centrifug6 a 14,700 RCF por 2 horas. El boton obtenido se
lavé con 1 mL de etanol al 85% y se centrifugd a 14,700 RCF por 5 minutos.
Finalmente, el botdn se resuspendié en, 30 pL de agua libre de nucleasas y

se cuantificd con un equipo NanoDrop 2000™.
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8.14. SELEX

Partiendo de 10ug de la poza de RNA se inicié cada ciclo SELEX, el cual se
dividié en tres pasos de seleccion secuenciales. Los pasos realizados se

resumen en la siguiente tabla:

Tipo de | Proteina | Condiciones Secuencias

Paso Lavados
selecciéon | blanco | interaccién Recuperadas*

5 con PBS

1 Positiva GST-L1 Unidas™*

37 °C1hora | 1X

2 Negativa | GST PBS Ninguno No unidas
Agitacién 5 con PBS

3 Positiva GST-L1 1x Unidas™*

* Las secuencias recuperadas se utilizaron para iniciar el siguiente paso de
seleccion. ** Las secuencias unidas se recuperaron calentando la membrana
en PBS a 65°C por 5 minutos.

El RNA recuperado después del tercer paso de seleccidén se concentré a un

volumen final de 10 uL para realizar la RT-PCR.

8.15. RT-PCR

Las secuencias de RNA concentradas tras cada ciclo SELEX se utilizaron

como molde para la reaccion de RT-PCR:
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Reactivo Volumen
Agua libre de nucleasas 1.6 pL
Buffer de reaccion 2X 15 uL
Cebador Fwd7 9.3 uM 0.7 uL
Cebador Rev6 16.1 uM 0.7 uL
RNA concentrado 10 yL
SuperScript lI® 200U /uL 0.5 L

La reaccion se llevo a cabo con el siguiente protocolo de termociclado:

15

ciclos

50°C 30 minutos
94°C 5 minutos
94°C 30 segundos
65°C 30 segundos
68°C 30 segundos
68°C 3 minutos
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El DNA generado se utiliz6 como molde para producir una nueva poza de RNA

enriquecido e iniciar otro ciclo SELEX

8.16. Transcripcion in-vitro marcada radiactivamente

A partir de DNA de doble cadena procedente del quinto ciclo de seleccion o de
la poza inicial “30NLib”, se sintetizo RNA marcado con [a3?P]-UTP (3000

Ci/mmol) con el siguiente protocolo:

Reactivo Volumen
Buffer RNAPol 10X 2L
rAGC 25mM 1L
DTT 100mM 3L
Ribolock 8 U/uL 1L
T7 RNAPol 20 U/uL 1L
Producto de PCR 11 uL
a32P-UTP 10 pCi/uL 1L
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La reaccion se incubd a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se agregd
5 unidades de RQ1-DNAse y se incubd a 37°C durante 1 hora con el fin de

eliminar el molde de DNA.

El RNA producido se purifico de acuerdo con el protocolo previamente

descrito.

8.17. Ensayos de interaccion

Para conocer la interaccion entre las secuencias seleccionadas y la proteina
GST-L1, 2ug de proteina se incubaron con 300 com de RNA marcado con
[a®2P]-UTP (3000Ci/mmol), durante 1 hora a temperatura ambiente. Dicha
incubacion se realiz6 de forma independiente entre las secuencias
seleccionadas después del quinto ciclo y con la poza inicial de RNA. Como
control se realizaron ensayos comparativos con la proteina GST para evaluar

la especificidad de la interaccién con la proteina L1.

Durante la incubacion se ensamblé el Hoefer Scientific® Slot Blot Blotting
Manifold con una membrana de nitrocelulosa y una membrana de nylon, las
membranas se hidrataron con PBS y cada mezcla de interaccion se pasé por
el equipo para su tamizaje. Tras el paso de la mezcla, a cada pozo se agrego
1 mL de PBS con el fin de eliminar cualquier interaccion espuria. Al finalizar,
las membranas se recuperaron e incubaron a temperatura ambiente hasta su
deshidratacion. A continuacién, las membranas se expusieron 30 minutos en

una placa fluorografica, la cual se revelé con un equipo Thypoon TRIO® a una
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resolucidon de 200 micrones. Las imagenes obtenidas se analizaron mediante

el software ImageQuant v5.2.
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9. Resultados

9.1. Expresion de la proteina de fusién GST-L1

Las cepas de E. coli Codon Plus y Rosetta se transformaron con la
construccion pGST-FSL1a, y se realizd la induccion de la proteina de fusién
GST-L1. La produccion de la proteina obtenida se comparé en ambas cepas,
analizando la misma cantidad de proteina total en ensayos de western blot,
utilizando un anticuerpo especifico para la proteina L1 de VPH-16. Se observo
una banda de tamafo esperado, correspondiente al peso de la proteina de
fusion GST-L1 (85 kDa); y una banda extra de aproximadamente 75 kDa,
posiblemente de un producto incompleto de la proteina GST-L1. Asi mismo,
se observo hasta cinco veces mas proteina GST-L1 producida a partir de la

cepa Rosetta en comparacién con la cepa Codon Plus (figura 7).

El aumento en la produccion de la proteina pudo deberse a que la cepa
Rosetta contiene un tRNA extra que codifica para el aminoacido glicina a partir
del codén GGA. La secuencia de la proteina GST-L1 utilizada en este trabajo
contiene dos codones GGA cercanos al extremo 5°, lo cual se asocia con la
generacion de productos incompletos y baja expresion (52). Debido al
resultado obtenido se procedi6 a realizar la purificacion de la proteina a partir

de la cepa Rosetta.
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Figura 7. Western blot de la proteina GST-L1 producida en las cepas Codon Plus y
Rosetta.

Membrana de PVDF transferida con cantidades crecientes de la proteina GST-L1 producida a
partir de la cepa Rosetta (derecha) y la cepa Codon Plus (izquierda). Se observé una banda
correspondiente al peso esperado de la proteina de la proteina GST-L1 (cuadro continuo) asi

como una banda correspondiente a un posible producto incompleto (cuadro punteado).

9.2. Purificacion de la proteina de fusion GST-L1

Tras la induccién, la proteina GST-L1 debe de ser liberada de la chaperona
GroEl para su completa purificacion; por este motivo, el extracto proteico
soluble se someti6 a un tratamiento con ATP 2mM y MgCl2 5mM,
concentraciones previamente reportadas para desensamblar el complejo
multiproteico (44). Posterior al tratamiento, la proteina GST-L1 se purificé con
perlas de glutatién-agarosa y se verificd en un gel desnaturalizante para
proteinas. En la figura 8 se muestra la fraccion purificada de la proteina GST-
L1; en la cual se observo una banda menor a los 100 kDa correspondiente a

la proteina de fusion GST-L1 y una proteina menor a los 70 kDa
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correspondiente al peso de GroEl, lo cual sugeria la presencia del complejo

multiproteico GroEL-GST-L1 a pesar del tratamiento de ATP y MgCla.

GST-L1 MWM

m—— kDa

s —100
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— — |

T - 55
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Figura 8. Proteina GST-L1 purificada y tratada con ATP y MgCl..
Gel desnaturalizante para proteinas con la fraccién purificada de la proteina GST-L1. Se
observo la proteina GST-L1 en un peso esperado (cuadro continuo) y la chaperona GroEl en

un peso inferior a los 70 kDa (recuadro punteado). MWM: marcador de peso molecular.

Con este resultado, se hipotetizé que la proteina GST-L1 podria permanecer
unida a GroEl, lo cual se observaria en condiciones nativas como un complejo
de alto peso molecular que presentaria sefal para L1. Con el fin de corroborar
esta hipodtesis, se realiz6é un gel nativo para proteinas con la proteina GST-L1
previamente purificada. Como se muestra en la figura 9, la proteina “purificada”
presenté dos bandas: una de alto peso molecular (cuadro continuo) y una de
bajo peso molecular (cuadro punteado). Este patron sugeria la presencia de
una fraccion de GST-L1 que permanecia unida con GroEl, formando un
complejo multiproteico de alto peso molecular; ademas de una fraccién de bajo
peso molecular, la cual corresponderia a la proteina GST-L1 que se libera

completamente de GroEl.
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GST-L1

Figura 9. Patron de migracion de la proteina GST-L1 en condiciones nativas.

Gel nativo para proteinas con proteina GST-L1 tratada con ATP 2mM, MgCl2 5mM y purificada
con perlas de glutation agarosa. Se observd una banda de alto peso molecular (cuadro
continuo) posiblemente del complejo formado por GST-L1 y GroEl; ademas de una banda de

bajo peso molecular (cuadro punteado) posiblemente de la proteina GST-L1 liberada.

Para verificar la presencia de la proteina L1 en ambas bandas, se realizd un
western blot en condiciones nativas a partir de las fracciones purificadas.
Como se muestra en la figura 10, se observo senal para la proteina L1 a partir
de la banda de alto peso molecular, la cual tuvo la capacidad de migrar hacia
el anodo como hacia el catodo. La banda de bajo peso molecular también
presento senal para L1, pero sélo tuvo la capacidad de migrar hacia el anodo.
Con esta evidencia se propone que existe una parte de GST-L1 liberada
completamente de GroEl tras el tratamiento con ATP y MgClz, la cual se
observdé como una de banda de bajo peso molecular (cuadro punteado);
ademas de una fraccion de GST-L1 que permanecid unida a GroEl,
observandose como una banda de alto peso molecular (recuadro continuo).

La migracién de la banda de alto peso molecular se explicaria por la presencia
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de un numero variable de unidades de GroEl unidas a L1, lo que permitiria la
migracion del complejo hacia ambos electrodos al aplicar una diferencia de

potencial.

GST-L1

-

Anodo

Il Catodo

=

Figura 10. Western blot de la proteina L1 post-tratamiento y purificacion.

Membrana de PVDF transferida con proteina GST-L1 “purificada” y tratada con ATP y MgCl-.
Se observo sefial de L1 en el complejo de alto peso molecular el cual fue capaz de migrar
hacia el anodo como hacia el catodo. La banda de bajo peso molecular presenté sefial para

L1, la cual solamente migré hacia el anodo.

Los resultados anteriores presentaron un gran reto ya que la proteina GST-L1,
a pesar del tratamiento y la purificacion, no se encontré6 en un estado
totalmente puro; esto involucraba que, si realizaba el método SELEX con esta
proteina, se podrian seleccionar aptameros indeseados contra la chaperona
GroEl. En consecuencia, se propuso realizar un tamizaje extra entre el
complejo multiproteico y la proteina GST-L1 mediante electroforesis en

condiciones nativas. Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana
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de PVDF para su inmovilizacidn y se recorto la fraccion de que contenia a la
proteina GST-L1. (figura 11).

Figura 11. Tamizaje e inmovilizacién de la proteina GST-L1.

La proteina GST-L1 parcialmente purificada se resolvié en un gel nativo para proteinas (1), y
se inmovilizé en una membrana de PVDF mediante electrotransferencia (2). Posteriormente,
un carril se recorto y tifid con rojo de Ponceau (3), el cual sirvi6 como guia para separar solo
la porcion de membrana que contenia a GST-L1 (4). Finalmente, la membrana se almacené a
4 C en PBS (5).

Este mismo procedimiento se realiz6 para la proteina GST.

9.3. Generacion de una poza de RNA a partir de una poza de DNA.

9.3.1. Amplificacién de la poza “30NLib”.

Para generar la poza de RNA que seria utilizada en los ciclos de seleccion, se
utilizé una poza de DNA de cadena sencilla, denominada “30NLib”, la cual
contiene 30 nucledtidos aleatorizados y un tamano total de 81 nucleétidos. La
poza de DNA se amplific6 mediante PCR hasta 7 ciclos debido a que
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experimentos previos (53) demostraron que, al aumentar el numero de ciclos,
se generaban una gran cantidad y diversidad de subproductos (figura 12). La
amplificacion de pozas aleatorizadas a un bajo numero de ciclos es un
problema comun, que tiene como consecuencia dos inconvenientes: primero,
multiples PCRs deben ser realizadas con el fin obtener el material necesario
para generar la poza de RNA; segundo, que cada secuencia unica dentro de
la poza se encuentra en un bajo numero de copias, lo cual disminuye la

probabilidad de recuperar la secuencia capaz de unirse a la proteina blanco.

Figura 12 Amplificacion de la poza 30NLib por PCR convencional.
Gel nativo para acidos nucleicos con el producto de PCR de la poza “30NLib” amplificado por
7 ciclos. Se observo el producto esperado con un peso aproximado a las 80 pb (flecha blanca).

C+, control positivo; MWM, marcador de peso molecular.

La generacion de subproductos al amplificar pozas aleatorizadas fue
ampliamente descrito por Tolle en 2014 (54). EI mecanismo por el cual se
generan estos subproductos se explica por la hibridacion de una region

aleatorizada con wuna regibn no aleatorizada de dos secuencias
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independientes, lo cual permite que una molécula funcione como cebador de
otra y se obtengan amplicones de alto peso molecular. Una metodologia
propuesta para corregir esta amplificacion aberrante es el uso de PCR en
emulsion. Este tipo de PCR genera un sistema cerrado, en el cual cada micela
contiene una unica molécula de la poza, lo cual previene su hibridacion con
otras moléculas y, en consecuencia, la generacion de subproductos. Por este
motivo, se decidid estandarizar las condiciones de amplificacién para la poza
“30NLib” mediante PCR en emulsion, siguiendo como guia el protocolo
publicado por Williams en 2001 (55).

La estandarizacion comenzo6 con la generacion de emulsiones mediante dos
sistemas de agitacion diferentes: un agitador magnético y un agitador de
vortice; probando su estabilidad durante un numero creciente de ciclos de
amplificacion. Estabilidad, en el contexto de una emulsion, se describe como
la resistencia de las micelas a la coalescencia, lo cual se observa
macroscopicamente como una mezcla homogénea, sin flotacion o
sedimentacién de sus componentes. En la figura 13 se muestra que la
emulsion permanecio estable, sin importar el método de agitacién, durante 20
ciclos de amplificacion (figura 13). Por consiguiente, se decidié generar las
emulsiones siguientes con un agitador magnético debido a que la velocidad de

agitacion podia ser controlada de una forma mas fina por este método.
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Figura 13. Estabilidad de la emulsion a través de ciclos de amplificacion.
Se generaron emulsiones siguiendo el protocolo descrito por Williams (45) mediante agitador
magnético (Ag. Mag) y agitador de vortice (Ag. Vor.). La emulsién se mantuvo homogénea y

estable durante 20 ciclos de amplificacion indistintamente del método de agitacion.

Posterior a la amplificacién, las emulsiones generadas deben pasar por un
proceso de particion con el fin de restablecer las dos fases que la constituyen
y recuperar el amplicon presente en la fase acuosa. Para romper la emulsion
se probd una bateria de solventes organicos, conformada por: cloroformo,
diclorometano e isobutanol. La particion realizada con diclorometano resultd
en dos fases homogéneas, mientras que las particiones realizadas con
cloroformo e isobutanol presentaron un sobrenadante blanco, lo cual indicaba
una separacion fallida (figura 14). Por ese motivo, se decidi6 usar

diclorometano para romper la emulsion en experimentos subsecuentes.
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Figura 14. Particién de la emulsién.
Bateria de solventes (cloroformo, diclorometano e isobutanol) utilizados para romper la
emulsion generada. La emulsion tratada con diclorometano presenté dos fases homogéneas,
en comparacion con la emulsion tratada con cloroformo o isobutanol las cuales presentaron
un sobrenadante blanco (flechas rojas). EM: emulsion; CL: cloroformo; DiCl: diclorometano;

IBut: isobutanol.

Finalmente, se realiz6 la PCR en emulsién, llevando a cabo el paso de
amplificacion por 35 ciclos, y su separacion con diclorometano. La
amplificacion mediante PCR en emulsion generé solamente un producto de
longitud esperada, mientras que la amplificacion mediante PCR convencional

genero una gran cantidad y variedad de subproductos (figura 15).
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Figura 15. Amplificacion de la poza “30NLib” mediante PCR convencional y PCR en
emulsion.

Gel nativo para acidos nucleicos con el producto de PCR de la poza “30NLib” proveniente de
la PCR convencional (PCRc) y la PCR en emulsion (PCRem). Después de 35 ciclos de
amplificacion se observé una gran diversidad de productos generados a partir de la PCR
convencional (flechas grises); en la PCR en emulsién se observd un unico producto de

amplificacion (flecha negra). MWM: marcador de peso molecular.

9.3.2. Transcripcion de la poza “30NLib”.

A partir de la PCR en emulsion y la PCR convencional se generaron dos pozas
de RNA aleatorizado mediante transcripcion in-vitro (TIV), con el fin de
comparar el rendimiento a partir de cada reaccion. En la figura 16 se muestra
un gel desnaturalizante con el RNA generado; en ambos casos se observaron
dos bandas, debido a la capacidad de la T7 RNAPol de agregar bases en los
extremos 5" y 3" sin la necesidad de un molde. En contra de lo esperado, la
cantidad de RNA generado a partir de la PCR en emulsién fue inferior al
generado a partir de la PCR convencional; dicho fendmeno se repitié a pesar

de realizar multiples extracciones fendlicas (datos no mostrados).
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TIV de PCR TIV de PCR
convencional emulsion

Figura 16. RNA obtenido a partir de PCR en emulsiéon y PCR convencional.
Gel desnaturalizante para acidos nucleicos con RNA generado utilizando como molde la PCR
en emulsion (derecha) y la PCR convencional (izquierda). La cantidad de RNA generado a

partir de la PCR en emulsion fue menor al generado a partir de la PCR convencional.

Con el fin de entender este fendbmeno, se realizaron transcripciones in-vitro a
partir de la PCR en emulsién en las cuales se anadié 10, 20, 40, 60 y 80
unidades de T7 RNAPol. En la figura 17 se observa que el RNA generado con
60 unidades de T7 RNAPol a partir de la PCR en emulsién fue comparable con
el RNA generado con 10 unidades de T7 RNAPol a partir de la PCR
convencional. Este resultado sugiere una inhibicion de la T7 RNAPol por algun
componente de la emulsién, el cual no puede ser eliminado al realizar la

particion con diclorometano, ni con extracciones fendlicas.
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Figura 17. Transcripcién in- vitro con cantidades crecientes de T7 RNAPol.

Gel desnaturalizante para acidos nucleicos con RNA generado por 10, 20, 40, 60 y 80
Unidades de T7 RNAPol a partir de PCR en emulsion. La cantidad de RNA producido aumento
proporcionalmente a la cantidad de T7 RNAPol agregada, lo que sugiere una inhibicion
competitiva. PC: RNA generado a partir de PCR convencional con 10U de T7 RNAPol.

El resultado anterior demostré que utilizar el producto de PCR en emulsién
como molde para generar la poza de RNA no permite obtener mayor cantidad
ni, en consecuencia, mayor variedad de moléculas; ambas caracteristicas
necesarias para realizar el método SELEX en condiciones éptimas. Por este
motivo se decidio utilizar la poza de RNA generada a partir de la PCR

convencional para iniciar los pasos de seleccion

9.4. SELEX

El método SELEX utilizado en este trabajo se basé en el protocolo publicado
por Szeto en 2013 (56). Dicho protocolo presenta la ventaja de realizar
multiples pasos de seleccion sin la necesidad de amplificaciones intermedias,
lo que permite ahorrar tiempo y recursos en cada ciclo SELEX. La poza
aleatorizada de RNA previamente generada, se incubo con la proteina GST-
L1 inmovilizada en membranas de PVDF; tras la incubacién los

oligonucledtidos unidos fueron recuperados e incubados con la proteina GST.
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Esta segunda incubacién se conoce como seleccion negativa, la cual permite
eliminar todos aquellos oligonucledtidos que se unen al sistema de seleccion
y a la porcién de GST que se fusioné a la proteina L1. Después de la seleccion
negativa, los oligonucleétidos no unidos al sistema ni a la proteina GST fueron
recuperados y se incubaron con la proteina GST-L1 para finalizar los tres

pasos de seleccion.

Los oligonucledtidos recuperados se amplificaron mediante RT-PCR y se
transcribieron in-vitro para generar una nueva poza enriquecida de RNA que
se utilizdé para comenzar un nuevo ciclo SELEX. Los resultados de cada ciclo
SELEX se muestran en la figura 18 en la cual se observan los amplicones
obtenidos después de cada ciclo de seleccién, pero no en el control negativo,
demostrando que se logro recuperar y amplificar secuencias después de cada
ciclo SELEX. Es importante sefalar que la figura 18 se genero al final de los
cinco ciclos por lo que cada una de las reacciones aumentd su concentracion
debido a la evaporacion de agua durante el tiempo de almacenaje. Por este
motivo, las cantidades observadas no son iguales en cada carril a pesar de

haber cargado volumenes iguales.
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Figura 18. Productos de RT-PCR de los cinco ciclos SELEX.

Electroforesis en gel nativo para acidos nucleicos con los productos de amplificacion de los
ciclos SELEX. Se observo el producto de RT-PCR a partir del RNA obtenido después de cada
ciclo SELEX (flecha blanca). C-, Control negativo.

9.5. Ensayos de unién

La poza aleatorizada “30NLib” y el producto de RT-PCR obtenido del ultimo
ciclo de seleccién se utilizaron para generar dos nuevas pozas de RNA, las
cuales se marcaron con [0%?P]-UTP mediante trascripcion in-vitro. EI RNA
marcado se incubd con la proteina GST-L1 y la proteina GST para evaluar si
las secuencias seleccionadas interaccionaban especificamente con la
proteina L1. Como se observa en la figura 19, la poza de RNA aleatorizado y
la poza proveniente del quinto ciclo de seleccion se unieron en promedio un

12% a la proteina GST-L1, pero no a la proteina GST. Este resultado sugeria
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una interaccion inespecifica entre las secuencias seleccionadas y la proteina
L1.
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Figura 19. Ensayos de interaccion entre la proteina L1 y la poza de RNA del quinto ciclo
de seleccion.

A) Ensayo de interaccion mediante Slot Blot de una poza de RNA aleatorizado y la poza de
RNA proveniente del quinto ciclo de seleccion, con las proteinas GST y GST-L1. Ambas pozas
interactuaron con la proteina GST-L1, pero no con la proteina GST. B) Cuantificacion del RNA
unido a la proteina GST-L1. En promedio, un 12% de la poza aleatorizada y la poza del quinto

ciclo se uni6 a la proteina GST-L1, lo cual sugirié una union inespecifica.

Con el fin de verificar que la interaccion entre la proteina GST-L1 y la poblacion
del quinto ciclo era inespecifica, se realizaron ensayos de unién agregando
cantidades crecientes de NaCl desde 150 mM hasta 1000mM. Como se
observa en la figura 20, el aumento en la concentracion de NaCl inhibi6 la
unién de la poblacion del 5to ciclo y el RNA aleatorizado de manera uniforme.
Con este resultado se confirmé que la interacciéon entre el RNA seleccionado
y la proteina GST-L1 era inespecifica. Ademas, debido a que la carga positiva

del ion sodio puede neutralizar las cargas negativas de los grupos fosfatos
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presentes en el RNA, es posible que la union inespecifica del RNA con la

proteina GST-L1 esté basada en interacciones electrostaticas
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Figura 20. Ensayos de interacciéon con concentraciones crecientes de NaCl.

Ensayos de interaccion realizados con cantidades crecientes de NaCl (150, 250, 300, 400,
500 y 1000 mM). La interaccién entre la poblacién del quinto ciclo o un RNA aleatorizado con
la proteina L1 se redujo de manera uniforme al aumentar la cantidad de NaCl, demostrando

una interaccion inespecifica entre el RNA seleccionado y la proteina L1
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10. Discusion

La expresion de la proteina L1 de VPH en bacterias ha resultado compleja, ya
que presenta poca solubilidad, se generan péptidos incompletos y cuerpos de
inclusion, ademas de ser altamente susceptible a degradacion (44). Por ello,
multiples trabajos se han enfocado en mejorar la expresion de la proteina L1
mediante la modificacion de su secuencia, el uso de diferentes cepas de E.
coli, la co-transfromacién con la secuencia que codifican para la chaperona
GroEL o la fusion de diferentes tags a L1 (57) (45).

En este trabajo se utilizaron las cepas E. coli Codon Plus y Rosetta, ambas
derivadas de la cepa BL21-DE3 (fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS),
evidenciando una mayor produccion de la proteina GST-L1 a partir de la cepa
Rosetta (figura 7). No obstante, en el trabajo de Bang de 2016 (57) se
comparan 8 cepas distintitas de E. coli, cada una con caracteristicas
diferentes, concluyendo que la cepa 6ptima para producir GST-L1 es BL21-
DE3; mientras que la cepa Rosetta presenta el menor rendimiento. Estas
conclusiones contrastan fuertemente con resultados previos de nuestro grupo
(58) y con el presente trabajo. Sin embargo, Bang no menciona el uso de
cloranfenicol en su medio de cultivo, antibiético totalmente necesario para
mantener la presién selectiva hacia el plasmido pRARE, el cual le permite a la
cepa Rosetta transcribir tRNAs que no son comunes en E. coli y sintetizar de
manera Optima proteinas recombinantes con secuencias complejas. Cabe
resaltar que la cantidad y calidad de la proteina GST-L1 son factores clave
para sus aplicaciones, no soélo en la generacién de VLPs, también para el
método SELEX. Cantidades suboptimas de la proteina, productos
incompletos, o la co-purificacion de otras proteinas disminuye la probabilidad

de obtener un aptamero contra la proteina L1.
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Por otra parte, el uso de emulsiones en biologia molecular ha sido
ampliamente diversificado dada la facilidad que proveen para crear sistemas
compartamentalizados, lo cual ha permitido el estudio y amplificacién de
moléculas individuales (59) (60) (61). Especificamente, la PCR en emulsion ha
permitido la amplificacion de pozas complejas y ha demostrado su eficacia
para inhibir la generacion de subproductos al amplificar pozas aleatorizadas.
Dadas estas caracteristicas, la PCR en emulsién ha sido propuesta como una
metodologia capaz de mejorar la eficiencia del método SELEX (55) (10) (53).
A pesar de que la PCR en emulsién generd un solo amplicon (figura 15), lo
resultados obtenidos sefialan que alguno de sus componentes inhibi6 a la T7
RNA polimerasa (figura 16). Es importante sefialar que hasta la fecha no existe
algun reporte que describa la inhibicion de la T7 RNA polimerasa por alguno
de los emulsificantes utilizados. En este sentido, la PCR en emulsion deberia
ser evitada si se requiere generar RNA mediante transcripcion in-vitro. Sin
embargo, conocer el emulsificante que inhibe la RNA polimerasa, o utilizar
otros disolventes a los estudiados en este trabajo, podria eliminar al inhibidor
(62); lo cual, permitiria optimizar la produccién de RNA a partir del producto de

la PCR en emulsion.

Las variables mas importantes en la seleccion de aptameros han sido
parcialmente descritas, tomando en cuenta los resultados experimentales
obtenidos durante los ultimos 23 afios, dentro de las cuales resaltan: la
naturaleza del blanco, el numero de ciclos de seleccidn, la temperatura de
incubacion, asi como el buffer y la concentracion de los iones presentes
durante cada paso (63). Como se muestra en las figuras 19y 20, la interaccion
entre la poblacién del quinto ciclo y la proteina L1 fue inespecifica, sugiriendo
que la astringencia en los ciclos de seleccién no fue la adecuada para obtener
algun aptamero. A partir de estos resultados, se hipotetiza que ciclos de

seleccion realizados a una concentracion de NaCl aproximada a los 250mM,
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podrian eliminar las interacciones inespecificas observadas entre la poza
inicial de RNA y la proteina L1, favoreciendo la union de oligonucleétidos
especificos. Dicha hipétesis tendra que ser comprobada realizando nuevos

ciclos de seleccion utilizando este nuevo parametro.

Cabe resaltar que el método SELEX se ha marcado como el gran cuello de
botella para la obtencion de aptameros, siendo descrito como “una caja negra
que se mantiene cerrada hasta el ultimo ciclo de seleccion, la cual sera abierta
para probar cada secuencia unica, con el riesgo inherente de encontrar sélo
secuencias inespecificas” (64). Teniendo en cuenta lo anterior, resulta
necesario realizar un mayor numero de ciclos de seleccion, evaluando
después de cada ciclo la unién entre la proteina L1 y la poza enriquecida. Esto
permitiria conocer si la seleccion se da de forma dirigida o si sélo se acarrean
moléculas de RNA de forma estocastica. Aunado a esto, utilizar un blanco de
mayor tamano permite aumentar la superficie de contacto y por ende aumentar
la probabilidad para obtener un aptamero (65). En particular, utilizar
pentameros en lugar del mondmero de L1 resulta una opcién atractiva ya que
los capsdmeros se unen de manera precisa y controlada; proceso que podria

ser interrumpido, debido a un efecto estérico, por la presencia de un aptamero.

Ademas de este enfoque, el uso de tecnologias basadas en microfluidos y
emulsiones han permitido mejorar la seleccion de aptameros. Trabajos
recientes han reportado que la compartimentalizacion de RNA en conjunto con
su sustrato permite selecciona ribozimas con gran actividad catalitica (60) (66).
Es importante sefalar que, la generacién de sistemas cerrados no tan solo
permite aproximar los componentes y aumentar la probabilidad de interaccién;
también, permite el analisis de cada micela de forma individual. Gracias a este
analisis fino, es posible reconocer interacciones entre oligonucledtidos y su

blanco, recuperando solo aquellos que presenten la funcion deseada.
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Aunado a esto, es posible que existan blancos que sean refractarios a los
acidos nucleicos debido a sus caracteristicas fisicoquimicas. Esta idea se
apoya en la revision realizada por Hasegawa (67) en la que se remarca la
naturaleza hidrofilica de los acidos nucleicos, y su limitacion en posibles
interacciones hidrofébicas entre aptameros y sus blancos. En este sentido, la
baja solubilidad de la proteina L1 en su forma monomérica podria ser otro
factor clave para obtener un aptamero contra este blanco. Una aproximacion
para aumentar la naturaleza hidrofébica de los acidos nucleicos se basa en la
incorporacion de diversas modificaciones, como el uso de las bases Pxy Ds o
la adicion de un grupo metilo al esqueleto de fosfatos; sin embargo, la
incorporacion de cualquier nucleétido modificado es limitado por los pasos
enzimaticos necesarios para el método SELEX (67). En consecuencia, la
obtencion de aptameros mediante un solo ciclo de seleccién, evitando asi las
reacciones de amplificacion, sigue siendo un reto tecnoldgico; el cual podria
resolverse mediante condiciones mas astringentes de seleccion o mediante el

uso de nuevos métodos de amplificacion.
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11. Conclusion

No se logré obtener una poblacion de aptameros contra la proteina L1
monomerica de VPH-16. A pesar del resultado negativo, los experimentos
realizados sugieren que el empleo de nuevas condiciones de interaccion
usando pentameros de la proteina L1 y aumentando la concentracion de NaCl,
asi como un uso racional de nuevas tecnologias, podrian mejorar el método

SELEX para obtener aptameros contra la proteina blanco.

12. Perspectivas

e Mejorar la cantidad y calidad de la proteina GST-L1 mediante el uso de

diferentes medios y nuevas condiciones de induccion.
e Evaluar otros emulsificantes para generar la PCR en emulsién.

e Obtener aptameros especificos para la proteina L1 monomérica

realizando un numero mayo de ciclos de seleccion.

e Evaluar condiciones mas astringentes para el método SELEX utilizado

concentraciones mayores de NaCl.

e Realizar el método SELEX para pentameros de la proteina L1.
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14. Anexo
1. Buffers
TBE 1X pH=8.3 PBS 1X pH=7.4
Componente Concentracion Componente Concentracion
Tris 17.8 mM NaCl 137 mM
Acido Bérico 17.8 mM KCI 2.7 mM
EDTA 0.4 mM Na;HPO4 10mM
KH2PO4 1.8mM
Tris Glicina 1X Transferencia

Componente Concentracion

25 mM
192 mM

Tris

Glicina

Tris Glicina SDS

Componente Concentracion

Tris 25mmM
Glicina 192 mM
SDS 0.1% mM

Componente Concentracion

Tris 25mM
Glicina 192 mM
Metanol 25%
Stacking 4X pH=6.8

Componente Concentracion
Tris 0.5 M
SDS 0.4%
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Resolving 4X pH=8.8 Elucion de acidos nucleicos
Componente Concentracion Componente Concentracion
Tris 0.5 M NH4sOOCH3; 0.5M
SDS 0.4% mM EDTA 1mM
SDS 0.1% mM
Stacking 4X Nativo pH=6.8 Resolving 4X Nativo pH=8.8
Componente Concentracion Componente Concentracion
Tris 25M Tris 1.5M
Lisis Bacteriana Laemmli 2x pH 6.8
Componente Concentracion Componente Concentracion
NaCl 100 mM SDS 4%
Tris 20 mM Glicerol 20%
EDTA 1mM B-mercaptoetanol 10%
IGEPAL 0.5% Azul de 0.004%
AEBSF 0.5 mM Bromofenol
Aforar a 200 mL y agregar Tris 125 mM
una pastilla del inhibidor
COMPLET. Almacenar a 4°C.

Glutation pH=9
Componente Concentracion
Tris 50 mM
Glutation 10 mM
reducido
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Il. Soluciones
Solucion de Bloqueo Solucion de lavado

Componente Concentracion Componente Concentracion
PBS 1X PBS X
Tween-20 0.01% Tween-20 0.01%
Leche 10 %

descremada

Solucion de Revelado

Componente Concentracion
Tris-HCI 0.1M
Luminal 4.4 mM
Umbeliferona 4.3 mM
Hz02 0.2 pL/mL

lll. Biblioteca y Primers

Biblioteca “30NLib"

TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGC(Ns)CCCTTTAGTGAAGCTT
TTIGTT

Primer For7
TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGC
Primer Rev 6

AACAAAAGCTTCAACTAAAGG
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IV. Medios de cultivo

Componente LB LB

Liquido Soélido
Triptona 19 19
Extracto de levadura 19 1 g | Aforar a
NaCl 0.5g 0.5g| 100 mL
Agar - 059
Componente SOB SOC
Triptona 19 19
Extracto de levadura 0.5¢g 0.5¢g
NaCl 0.05¢g 0.05¢
Mg2SOa4 0.5¢ 0.5 g | Aforar a
Glucosa — 2mM | 100 mL

V. Geles

Nativo acidos nucleicos

Componente Concentracion
Acrilamida-Bisacrilamida (19:1) 8%
TBE 1X

Desnaturalizante acidos nucléicos

Componente Concentracion
Acrilamida-Bisacrilamida (19:1) 8%
Urea ™
TBE 1X
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Nativo para proteinas

' Fraccion Componente Concentracion |
Stacking Acrilamida-Bisacrilamida 8%
(29:1)
Buffer Stacking Nativo 1X
'Resolving  Acrilamida-Bisacrilamida 4%
(19:1
Buffer Resolving Nativo 1X|

Desnaturalizante proteinas

F

Fraccion Componente Concentracion

Stacking Acrilamida-Bisacrilamida 8 %
(29:1)

Buffer Stacking 1X

Resolving  Acrilamida-Bisacrilamida 4%
(19:1

Buffer Resolving 1 X
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VI. Construcciones

pGST-FSL1a

Construccion generada por la Dra. Maria Luisa Benitez Hess
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pGST-2TK
Disenado y patentado por Millipore Corp.
VIl. Anticuerpos
Tipo Nombre comercial Concentracioén
T GST Antibody (B-14):
Primario sc-138 200 ng/mL
. : HPV16 L1 Antibody
Primario (789.16981): sc-57834 200 Ng/mL
. Donkey anti-mouse 1gG-
Secundario HRP- sc-2314 66 ng/mL
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