CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

“Inhibicion de la infeccion del virus del papiloma humano

tipo 16 usando aptameros de acidos nucleicos dirigidos

contra la proteina principal de la capside (L1)”

TESIS

Que presenta
Diana Gabriela Valencia Reséndiz

Para obtener el grado de
Doctora en Ciencias

en la especialidad de
Genética y Biologia Molecular

Director de Tesis
Dr. Luis Marat Alvarez Salas

Ciudad de México

Febrero, 2018






El presente trabajo se realizd bajo la direccion del Dr. Luis Marat Alvarez
Salas en el Laboratorio de Terapia Génica del Departamento de Genética
y Biologia Molecular del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados

del Instituto Politécnico Nacional.

Durante su realizacion, la autora contd con una beca personal otorgada
por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONaCyT) con nUmero
de registro 417689.






A mi familia y amigos, porque en ellos he
encontrado la fortaleza para perseguir mis suenos.






INDICE DE CUADROS ......coooormmmmmniensessessssssssssessssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssseees Vil
INDICE DE FIGURAS ........oooomiooceeeeeiieeeeeeeeeessssse s ssssssssss s VIl
RESUMEN ... ..ottt sttt ettt ettt e st s beeae e b e esee st ensessesesenseesens IX
ABSTRACT ...ttt ettt ettt s et st e st s e b et se b et e st ne b e ene X
TINTRODUCCION...........coooinieeeeiisiiessseeeseeeesssss s 1
1.1 El virus del papilomMa NUMGONO ... . e e nnnnn 1
T.1.1 ELQeNOMA VIFAD coiieieiciccccceeeeeeee e 1
1.1.2 La proteina L1 y la estructura de la cApside ..., 3
1.1.3 Elpapel de LT €n A INfECCION wuuuiiiiieeiiieeee e e e v 6
1.1.4 La entrada del virus a la célula y el ciclo de vida virdl. .......eeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeenn, 9
1.1.5 Particulas tipo virus (VLPs) y pseudovirus (PsVs) de VPH. .....cccccvviiiiiiii 11
1.1.6 VACUNGS CONTIA VPH. 1ottt ettt et 12

A N o) (e a0 1= (oL T RO PRRRRR 13
1.2.1 AiSlamiento de QPTAMETOS ...uuueeeeieiieeeeeeeee et e e e e e e e eeaaees 14
1.2.2 Ventajas de 105 AptamMEros. ..., 15
1.2.3 Aplicaciones de [0S APTAMEIOS .....coovvveeeieeeeeeeeeeeeee e eeeees 17
1.2.4. Modificaciones quimicas a los AptAMEroS. .....cceeviiiiiiiiiiiiee, 18

2 ANTECEDENTES..........oooiieieeeee ettt ettt ettt ss et e senseneas 19
BIUSTIFICACION ......coooommmimiiisiseeeeeeeeeeeeeesseissssss s 22
A HIPOTESIS........oooovveeeeeeemmmmsssness s ssesssssssssss s 23
S OBUETIVOS ...ttt ettt sttt s bt e et e s eseese s e e esessenseneas 24
5.1 ODJETIVO GENEIAN .ttt stbe e e e e e aaeesaaeeeaaaeenns 24
5.2 ObJetivOs ESPECIHICOS ...couiiiieeetieeee ettt 24
6 MATERIALES Y METODOS..........ccrrrrrrrreevveeeesesssmsmssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssseee 25
6.1 CUIVO CEIUIAN. Lottt 25
6.2 PIAsMIidos Y OlIGONUCIEOTAOS. .....ecveeeeeeeeeeee ettt 25
6.3 ProducCCiON de QPTAMEIOS. ......cocueeeeeeieeeee et 26
6.4 Produccion de pseudovirus (PsVS) de VPHTb.......ccvioeeeceeeeeeeeeeeeeeece e 27

Vv



6.5 INMUNOTTANSTEIEINCIO. et e e e e e e e e e aaeaeaaaes 28

6.6 Microscopia electronica de fransMISION. .......ocveeeeveeeeeieeeeeeeeeee e 29
6.7 TIHUIACION del STOCK VIFQL. c.eiiiiiieieeeeeee e 29
6.8 Produccion de particulas oo VIrUS (VLPS) . ..cceeciieoieeieeeeeeeeeieeeve e 30
6.9 ENSAYOS A UNION. ..eeiieiieeeeee ettt eeaae e e eeeaaeeenees 30
6.10 Inhibicion de la pseudo-infeccion de VPHTb. .........oovveeiieciieeeeeeeeeeeeee 31
6.11 CIOMETTA AE flUJO. ueieeriitieee ettt ettt e eae e evae 32
6.12 ANAIiSIS ©STATISTICO. weitiiiieieeiiee et 32
7 RESULTADOS ...ttt ettt ettt b e st besbenseneeseseneene 33
7.1 Produccion de pseudovirus (PsVs) de VPHT.......ccovviecieeeiieieeieeceeeeeee e 33
7.2 Efecto del hepardn sulfato (HS) en la unidn SC5¢3- VLPs.....coveevvecveeeiecveenee. 35
7.3 Union de SC5C3 A PSVS A VPHTA. ..ottt 38
7.4 Inhibicién de la infeccion de PsVs de VPH16 usando aptdmeros. .................. 38
7.5 Efecto dosis-respuesta de [0S AptAMEros. .....coveeeeveeeeevieceeeeceeceeeee e 42
7.6 Infeccion de diversas lineas celulares con PsVs de VPHT6. ........ccccveevveneennenn. 43
7.7 Inhibicion de la infeccion usando una version modificada de Sc5c3............ 47
7.8 Mecanismo de inhibicion de [a infeCCION. .....ccoveevieciieieeee e 50
B DISCUSION .........ooooimmieeieeeeeiis s 53
9 CONQCLUSIONES ...ttt ettt b et e sbeebeeseesaesaensensenes 58
TO PERSPECTIVAS ...ttt ettt b et et e sbeeaaesaessensessesesens 59
TT REFERENGCIAS ...ttt st b bbb ens 60
T2 ANEXO ... oottt ettt ettt ettt b et et e ebeeaaese st ess et ensentens 69

\



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Representacion esquemdadtica del genoma de VPHT.. .....ccvveevvecvvecnneenne, 2
Figura 2. Estructura de la proteina LT de VPHTb.......covvioiiieieeeeeeeeeeeeeee e 3
Figura 3. Representacion de la capside de VPHIO.. ....c.oooveecvieceeeieeceeeceeeeeeve e 4
Figura 4. Formacion del pentdmero de Ll.. ..o 5
Figura 5. Interaccion inter-pentamérica para el ensamble de la cdpside............... 6
Figura é. Estructura del hepardn sulfato proteoglicano (HSPG). ....eeeevveeveecveeceveenne, 7
Figura 7. Interaccion de la cdpside de VPH16 con hepardn sulfato (HS)................. 8
Figura 8. Enfrada de VPH Q10 CEIUIQ.. .cuuiiiiieiieeeeeeceecte et 10
Figura 9. Ciclo de vida de VPH en un epitelio diferenciado.. ........cccceccvveeeeeciveeeennns 11
Figura 10. MOrfologia de VLPS Y PSVS. ..ottt 12
Figura 11. Reconocimiento de un aptdmero y su blaNCO........cccccveeveecvveeieccreeeeee. 14
Figura 12. Representacion del metodo SELEX.. ......ooviiiiiciiiiieceeeeecee e 16
Figura 13. Esfructura secundaria de los aptfdmeros Sc5c3 y SC5c3A18. ... 19
Figura 14. Caracterizacion de 105 PsVs de VPHTb.. c....ccvoevievieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 34
Figura 15. Infecciéon de células 293TT con PsVs de VPHT . ......oooocveeeiveeeeieeeieeeeeea, 34
Figura 16. Microscopia electréonica de transmision de PsVs de VPH16...................... 35
Figura 17. Estructura del HS, heparina y condrotin sulfato.........ceeveeeeecieeececieeees 36
Figura 18. Efecto del HS en la union de SCS5C3.......ooiiiiiiciiieieeeeeeee e 37
Figura 19. Unidn del aptdmero Sc5¢c3 a PsVs de VPHT6. ........oocvvecveeeeeeeeeeeeeeee 39
Figura 20. Inhibicion de la infeccion de PsVs de VPHTb.......coooveecieciiecieeeeeeeee 40
Figura 21. Efecto inhibitorio de Ia mutante C27A.......c e 402
Figura 22. Inhibicion de la infeccion de PsVs de VPH16 en funciéon de la
concentraCion de APTAMETO. ....c.ui it et 43
Figura 23. Infeccion de Células HOCAT. ......couiieuvieieeeeeeeeetee et e 44
Figura 24. Caracterizacién de PsVs de VPH16 producidos con el pldsmido

(@3 <3 11 I PSPPSR 46
Figura 25. Cuantificacion de la infectividad de PsVs de VPHT6........cccvevveeveieennennee. 46
Figura 26. Infeccion de una bateria de lineas celulares usando PsVs de VPH16.....47
Figura 27. Posiciones modificadas en el aptdmero qUIMEriCo. ........cceeveeveecveeennnee. 48
Figura 28. Inhibicion de la infeccion de PsVs de VPH16 usando un aptdmero
AQUIMENCO DNACRNAL ..ottt e ete e et e et e e e e e eaaeeeeaseeeeaeeeeeaaeeensneean 49
Figura 29. Inmunoftransferencia de las VLPs mutantes. .......cccoveeeiciiiiieciieee e 51
Figura 30. Unién de los aptdmeros Sc5¢c3 y Sc5¢3A18 con VLPs mutantes............... 52
Figura 31. Modelo de inhibicién de la infeccion de PsVs de VPH16 por Sc5c3........ 56

Vil



INDICE DE CUADROS

Cuadiro 1. Sitios de unidn para hepardn sulfato (HS) en la cdpside de VPHI16 .......... 8
Cuadro 2. Anticuerpos usados en la inmunotransferencia ..........ccceeeeeecieeeeeciieeeeenns 29

Cuadro 3. VLPs mutantes

VI



RESUMEN

El DNA del virus del papiloma humano tipo 16 (VPH16) ha sido encontrado en
aproximadamente 50% de los casos de cdncer cervical en el mundo. La
infeccién de VPH comienza con la unidn de la cdpside viral al hepardn sulfato
(HS), un glucosaminoglicano expuesto en la superficie celular de los
queratinocitos de la capa basal epitelial. Hay multiples sitios de unidn para HS
en la cdpside de VPH, los cuales estan integrados por aminodcidos de la
proteina principal de la cdpside (L1). Previamente, nuestro grupo aisld un
aptdmero de RNA (Sc5c3) contra particulas tipo virus (VLPs) formadas por L1
de VPH16. Sc5c3 mostré un constante de disociaciéon menor a la reportada
para el VPH tipo 33 vy la superficie celular, sugiriendo que el aptdmero tenia
potencial para bloquear la infeccion por VPH16. En este trabajo reportamos la
inhibicion de la infeccidon de VPH16 usando el aptdmero Sc5c¢3. Para simular el
proceso de infeccion, se produjeron pseudovirus (PsVs) de VPH16 conteniendo
un pldsmido reportero que codifica para la proteina amarilla fluorescente
(YFP). La incubacién de los PsVs con Sc5c3 antes de la infeccion de células
293TT, resultd en la disminucidn dosis-dependiente de YFP, indicando que la
infeccion fue inhibida por el aptdmero. La degradacion del aptdmero usando
RNAsa A, restaurd la fluorescencia generada por los PsVs, respaldando la
observacién de que Scb5c3 inhibid la infeccidon. Finalmente, para elucidar el
mecanismo de la inhibicidn, se realizaron ensayos de union del aptdmero con
VLPs mutadas en los sitios de unidn para HS; sin embargo, no se observd
diferencia de unidén entre las VLPs silvestre y mutantes, sugiriendo que la

inhibicion de la infeccidn es independiente del sitio de unidn para HS.

En conclusidon, estos resultados sugieren que el aptdmero Sc5c3 puede ser
usado para el desarrollo de tecnologias profildcticas enfocadas a prevenir la

infecciéon por VPH16.



ABSTRACT

Human papillomavirus type 16 (HPV16) DNA has been found in approximately
50% of cervical tumors world-wide. HPV infection starts with the binding of the
virus capsid to heparan sulphate (HS) receptors, which are exposed on the
surface of epithelial basal layer keratinocytes. There are multiple HS binding
sites on the HPV capsid, integrated by positively-charged aminoacids from the
L1 protein. Previously, our group isolated an RNA aptamer (Scbc3) directed
against HPV16 L1 virus-like particles (VLPs) with a lower constant dissociation
than that reported for HPV33 and the cell surface, suggesting potential
properties as a blocking agent to inhibit HPV 16 infection. Here, we report the
inhibition of HPV16 infection by Sc5c3. Because the lack of a reliable in vifro
model for HPV infection, HPV16 pseudoviruses (PsVs) containing a yellow
fluorescent protein (YFP) reporter plasmid were employed to mimic the HPV
infection process in 293TT cells. Incubation of HPV16 PsVs with Sc5c3 before
infection of 293TT cells resulted in a dose-dependent decrease in
pseudoinfection associated to YFP fluorescence, indicating inhibition by Sc5c3.
Aptamer degradation using RNase A restored PsVs-induced fluorescence,
supporting our previous observation that Sc5c3 aptamer can inhibit HPV16
infection. VLP mutants comprising reported HS binding sites were used in
binding assays to elucidate the Scb5c3 blocking mechanism; however, no
significant Sc5c3 binding difference was observed between wild-type and
mutant VLPs, thus suggesting that pseudoinfection inhibition may be

independent of the HS binding sites.

In conclusion, these results suggest that Sc5¢c3 may be used to develop

prophylactic technologies aimed to prevent HPV16 infection.
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1.1 El virus del papiloma humano

Los papilomavirus (PV) son un grupo diverso de virus de DNA de doble
cadena con cdpside icosaédrica de entre 50 y 60 nm de didmetro. Los PV
infectan una gran variedad de especies, incluyendo al humano, vy
muestran un elevado tropismo tisular, con predileccidon por la infeccidén de

superficies mucosas orales o genitales y piel.

A la fecha se han reportado mds de 150 tipos de virus del papiloma
humano (VPH).2 Algunos de ellos, denominados “de alto riesgo”, se han
relacionado con desarrollo de cancer cervical. Practicamente en todos los
casos de cancer cervical se ha encontrado DNA de VPH; particularmente

del fipo 16 (VPH16), al que se asocian mds del 50% de los casos.3

1.1.1 El genoma viral

El genoma de VPH es una molécula cerrada de DNA de doble cadena

gue mide aproximadamente 8000 pares de bases (pb). Estd divido en tres
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regiones: la region larga de control (LCR), la region tfemprana (ER) vy la

region tardia (LR) (Figura 1).

La LCR es una regidon de aproximadamente 850 pb sin funcidon codificante;
pero que alberga el origen de replicacion y multiples sitios de unién para

factores de transcripcion.4

La ER codifica las proteinas no estructurales E1, E2, E4, E5, E6 y E7, que se
expresan en mayor medida durante la fase temprana de la infeccion y
estan involucradas en la replicacion y segregacion del genoma viral, la
regulacion de la expresion de genes virales y celulares, el confrol del ciclo

celular y la inhibicion de la apoptosis.

La LR contiene dos genes que codifican para proteinas estructurales; la
proteina principal de la cépside, L1, y la proteina menor de la cdpside, L2.
Estas son expresadas Unicamente en queratinocitos diferenciados durante

la fase tardia de la infeccion.4

L2

L1

Figura 1.- Representacion esquematica del genoma de VPH16.¢ Se muestra la
distribucion de los genes no estructurales o genes “E”, los genes de la cdpside, L1
y L2 y la region larga de control (LCR). La posiciéon de los genes se indica con
diferentes colores.
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1.1.2 La proteina L1 y la estructura de la capside

El gen L1 de VPHI16, codifica una proteina de 531 aminodcidos con un
peso molecular 55 KDa que forma parte de la cdapside del virus.” Es la
proteina mdas conservada entre los VPH por lo que es empleada para su

clasificacion e identificacion.8?

La proteina L1, también conocida como la “proteina principal de la
cdpside”, estd formada por un nUcleo de ocho cadenas antiparalelas en
forma de remolino beta (Figura 2, flechas azules). En seguida se encuentra
una region de hélices alfa , donde las hélices h2, h3 y h4 integran la
superficie de contacto con otras moléculas de L1 (Figura 2, flechas
amarillas). Los Ultimos aminodcidos se encuentran desordenados y se
proyectan hacia el interior de la proteina. Este segmento es rico en lisina,
arginina, histidina, treonina y serina y es el mas variable entre las proteinas
L1 de diferentes VPH.10

Figura 2. Estructura de la proteina L1 de VPH14.'' Las hojas que forman el remolino
beta se indican con una letra mayuscula y se muestran coloreadas en azul. Los
loops que unen cada hoja se nombran con letras mayuUsculas y se marcaron con
color lila. Las hélices del brazo C-terminal se marcaron con color amarillo y se
nombraron con una “h".
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La cdpside del VPH estd formada por 360 copias de la proteina LI
arregladas en 72 capsdémeros pentaméricos, que a su vez se ensamblan en
forma de una red icosaédrica (Figura 3).12 Ademas, la capside contiene
una cantidad variable de la proteina menor de la cdpside, L2. Un viridn
puede tener hasta 72 moléculas de L2, cada una ubicada en el centro de
un capsomero; sin embargo, comunmente existe una menor cantfidad de
L2 distribuida aleatoriomente entre los 72 sitios.’3 L2 estd minimamente
expuesta en la superficie del viribn maduro; no obstante, emerge durante

el proceso de infeccion.!4

Figura 3. Representacion de la capside de VPH16.!" Se muestra la amplificaciéon de
uno de los 72 capsdmeros que constituyen la cdpside. Cada capsdémero estd
formado por 5 moléculas de L1, las cuales estdn marcadas con diferentes
colores.

Los pentdmeros de L1 se encuentran estabilizados por interacciones
directas entre mondmeros adyacentes. La cadena G del remolino beta se
inserta en la hoja CHEF del mondmero adyacente (Figuras 2y 4) y el loop
HI se inserta entre los loops FG y EF del mondmero vecino.!0 A su vez, el loop

FG se inserta entre los loops DE y HI. Asi, los loops BC y EF de dos
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mondmeros vecinos estdn yuxtapuestos en el borde externo del

pentdmero.15

Figura 4. Formaciéon del pentdmero de L1.'S Se muestra la estructura de un
pentdmero de L1. Cada molécula de L1 se marca en un color distinto y los loops
involucrados en las principales interacciones se marcan con letras mayusculas.

La cdpside es ensamblada mediante complejos contactos inter-
pentaméricos que incluyen la formacidén de un puente disulfuro.é El brazo
C-terminal de una molécula de L1 (Figura 5, color verde) invade el remolino
beta de ofra L1 en un pentdmero vecino (Figura 5, color rojo), forma un
puente disulfuro con la subunidad inmediatamente adyacente (Figura 5,
color amarillo) y finalmente regresa y se reinserta en el pentdmero de
origen.!” Dos residuos de cisteina altamente conservados en L1 median la
formacion del enlace disulfuro.’81? En el VPH16, estdn involucradas la
cisteina 175 del capsdmero invadido y la cisteina 428 del capsdmero

invasor.'4 Bajo este modelo, denominado “brazo invasor”, cada pentdmero
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recibe cinco brazos invasores, uno de cada pentdmero adyacente, vy
dona cinco brazos a los pentdmeros vecinos, confiiendo de esta manera

una elevada estabilidad a la estructura.20

Figura 5. Interaccién inter-pentamérica para el ensamble de la cdapside.” Las
moléculas de L1 involucradas en la interaccion se muestran en diferentes colores
mientras que el resto del pentdmero se muestra en color gris. La L1 invasora se
muestra en verde y las L1 invadidas se muestran en rojo y amarillo. A) Molécula
de L1 invasora. B) Formacion del puente disulfuro en la L1 invadida. C) Unién y
estabilizacion de los pentdmeros mediante el enlace disulfuro.

1.1.3 El papel de L1 en la infeccién

Al igual que cualquier virus, el VPH requiere adherirse a la célula hospedera
para llevar a cabo la infeccion. La unidon de la cdpside con la célula ha

sido atribuida a la interaccién de L1 con hepardn sulfato (HS).21-23

El HS es una familia de polisacdridos lineales que se encuentran unidos @
proteinas de la superficie celular, la matriz extracelular y la membrana
basal epitelial. Estdn compuestos de unidades alternadas de a-D-
glucosamina y dcido urdnico, ya sea dcido B-D-glucurdnico o dcido a-L-
idurénico. La estructura formada por el polisacdrido y la proteina se

conoce como hepardn sulfato proteoglicano (HSPG) (Figura 6). Algunos de
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los carbonos del polisacdrido se encuentran sulfatados, lo que le confiere
carga negativa a la molécula. Ademds algunos mondmeros pueden

contener acetilaciones. 2425

Heparan sulfato

Nucleo proteico

/\ |
\ U |
OH/SO, NH/AC/SO./H /

Acido urénico  Glucosamina

Figura 6. Estructura del hepardn sulfato proteoglicano (HSPG).26 En hexdgonos de
colores se representan las unidades de acido urdnico y glucosamina que forman
el hepardn sulfato. Las cadenas del polisacdrido se unen a una proteina de
naturaleza variable representada por una linea curva de color negro. Un
acercamiento a la cadena muestra el arreglo de mondmeros y las posibles
modificaciones en los carbonos (sulfataciones y acetilaciones).

Existen multiples sitios de unidn para HS distribuidos en la superficie de la
capside. Los sitios de union estan formados por una combinacion de
aminodcidos que provienen de los loops BC, EF, FG, HI y a4 y de diferentes
moléculas de L1 en un pentdmero (Figura 7A), y consisten principalmente
de glutamina, treonina, asparagina vy lisina. A fravés de estos aminodcidos
cargados  positivamente, la  cdpside viral  forma  interacciones
electrostdticas y puentes de hidrogeno con la molécula de HS cargada
negativamente (Figura 7B).27 En el cuadro 1, se resumen los aminodcidos y

los loops involucrados en la formacion de los cuatro sitios de unidn en la
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cdpside de VPH16. Dada la geometria de la cdpside viral, estos cuatro

sitios se encuentran repetidos multiples veces sobre su superficie.

Se ha propuesto que el sitio 1 funciona como el principal sitio de unidn
para el HS. Mutaciones en las lisinas 278 y 361 de este sitio, resultan en la
inhibicion total de la capacidad de infeccion del virus. La evidencia
sugiere que estos residuos funcionan como sitio de unidén primario y que los
otros sitios podrian ser importantes para la endocitosis y el desnudamiento

del endosoma.27.28

a Il BC-loop (5068) b
L FG-loop (260-287)

Hi-loop (346-365)
M ca-loop (449-455)
[/ EF-loop (170-198)

Figura 7. Interaccion de la cdpside de VPH16 con hepardn sulfato (HS).” A) Se
muestran en diferentes colores los loops que forman los sitios de unidn para
hepardn sulfato; el resto del pentdmero se marcan en gris. B) Se muestran en
lineas punteadas azules, los puentes de hidrogeno formados entre los
aminodcidos del sitio 1 (listones de colores) y el hepardn sulfato (bastones verdes,
amarillos y rojos).

Cuadro 1. Sitios de unién para hepardn sulfato (HS) en la cdpside de VPH16.%7

— Aminocidos “loops

Sitio 1 Lisina 278, treonina 266, asparagina 285 vy lisina 361 FG y HI
Sitio 2 Lisina 54, asparagina 56, lisina 356, freonina 358 y treonina 266  FG, Hl y BC
Sitio 3 Glutamina 196 y lisina 443 EF y a4
Sitio 4 Lisina 59, asparagina 450 vy lisina 452 BCya4
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1.1.4 La entrada del virus a la célula y el ciclo de vida viral.

El VPH presenta un elevado tropismo por queratinocitos de la capa basal
epitelial y su ciclo de vida estd intfimamente ligado al proceso de
diferenciacion de éstas células. Se ha sugerido que el virus consigue
penetfrar hasta la capa basal a fravés de microabrasiones del tejido

epitelial que probablemente se producen durante la relacion sexual.??

El primer contacto del virus con la célula se establece a través del HS. La
union del virus con el HS conduce a cambios conformacionales en la
cdpside que resultan en la exposicion del dominio amino-terminal de L2. La
region expuesta de L2 contiene un sitio de corte para la proteasa celular
furina y es indispensable para la liberacion del genoma una vez que el virus
ha enfrado en la célula.3-32 Los cambios conformacionales también
conducen a la pérdida de afinidad por HS y la transferencia a un receptor
secundario, probablemente a-integrina.3334 La unidn del virus con el
receptor secundario parece desencadenar una cascada de senalizacion
para la endocitosis del virus (Figura 8). Existen confroversias respecto a los
detalles del proceso de endocitosis y al parecer el mecanismo no estd
conservado entre los VPH.353¢ Una vez que el endosoma ha sido
internalizado, se libera en el citosol un complejo formado por el N- terminal
de L2 y el genoma viral. El N-terminal de L2 funciona como una senal de
localizacion nuclear y se asocia a proteinas celulares para trasladar el

genoma al nucleo.37:38

Cuando el DNA viral llega al ndcleo, E1 y E2 son las primeras profeinas en
expresarse para asistir en el establecimiento de enfre 20 y 100 copias del
genoma viral por célula (Figura 9). Dado que las células basales se dividen,

cada célula hija contendrd copias del DNA viral.
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Figura 8. Entrada de VPH a la célula. La unién del virus a hepardn sulfato (HS) en la
membrana celular genera cambios conformacionales que exponen un sitio de
corte en L2 para furina, y provocan la transferencia al receptor secundario. La
unién con el receptor secundario parece desencadenar la endocitosis del virus.

Después de la mitosis, una célula permanece fija mientras que la otra
puede desprenderse y dejar la capa basal. Normalmente, las células que
se encuentran en las capas suprabasales, han iniciado el proceso de
diferenciacioén y no se dividen; sin embargo, las células infectadas con VPH
permanecen mitdéticamente activas debido a las propiedades
oncogénicas de las proteinas E5, Eé y E7. Particularmente, Eé y E7 inactivan
a las proteinas celulares pP53 y pRb, respectivamente, e inducen

inmortalizacion y fransformacion celular.

En las capas superiores también se lleva a cabo el establecimiento de un
mayor nuUmero de copias del genoma viral, seguido por la activacion el
promotor tardio que dirige la transcripcion de los genes L1 y L2. Las

proteinas L1 y L2 son expresadas en queratinocitos diferenciados para
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ensamblar la cdpside y finalmente el virus es liberado a través de la

descamaciéon natural que sufre el epitelio maduro.22.39

Entrada del virus . s
TLmeracmn
del virus
A
Células maduras Enzamble ﬂ Proteinas L1y L2
del virus s
Capa escamosa de la caside
T.Ampliﬂcau:ién del
Capa granular | genoma viral
. Proteina E4
Capa espinosa Infeccidn y
estalecimiento
del genoma viral Proteinas
tempranas E1,

H E2 EGyEV
Capa basal

Figura 9. Ciclo de vida de VPH en un epitelio diferenciado.5. A la izquierda se
muestran las diferentes capas del epitelio y la entrada del virus a través de una
microdermoalbrasion del tejido. A la derecha se indican los eventos importantes
del ciclo viral y el momento en que cada proteina se expresa.

1.1.5 Particulas tipo virus (VLPs) y pseudovirus (PsVs) de VPH.

Debido a que el ciclo de vida de VPH es dependiente del proceso de
diferenciacion de los queratinocitos infectados, la produccion in vitro de
viriones fue prdacticamente imposible hasta el desarrollo de cultivos
organotipicos basados en queratinocitos que portaban el genoma de VPH.
Sin embargo; estos métodos son técnicamente complicados, requieren
mucho tiempo y el rendimiento de virus es relativamente bajo. Estos
problemas fueron parcialmente resueltos con el uso de particulas tipo virus
(VLPs, de sus siglas en inglés: Virus-Like Particles) y pseudovirus (PsVs), los

cuales son producidos usando sistemas de expresion heterdlogos.40

La proteina L1 fiene la habilidad de ensamblarse espontdneamente

produciendo VLPs. Las VLPs carecen de genoma pero fienen una
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superficie exterior esencialmente indistinguible de los viriones nativos (Figura
10B). La proteina L2 no es indispensable para la formacion de las VLPs vy el

ensamble se lleva a cabo sin necesidad de alguna proteina chaperona.41-

44

Por otra parte, los PsVs son estructuras formadas por L1 y L2 que albergan
un plasmido reportero en lugar de genoma viral. Los PsVs pueden infectar
células eucariontes mimetizando el proceso de infeccion del virus nativo y
la infeccion puede seguirse a través de la expresion de la proteina
reportera. Al igual que las VLPs, los PsVs fienen caracteristicas estructurales
e inmunogénicas similares a los virus nativos (Figura 10C) vy han sido
ufilizados para andlisis estructurales, deteccidn de anticuerpos
neutralizantes y para el estudio de eventos tempranos en la infeccion viral
tales como la unidn del virus al receptor y las vias de entrada del virus a la

célula.45-48

Figura 10. Morfologia de VLPs y PsVs. A) Microscopia de viriones nativos de
papilomavirus bovino.'® B) Microscopia de VLPs de L1 de VPH16.4° C) Microscopia
de pseudovirus de VPH16.28

1.1.6 Vacunas contra VPH.

Considerando que las VLPs son inmunoldgicamente similares a los virus,

éstas han sido utilizadas en la elaboracion de vacunas. La FDA ha
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aprobado fres vacunas para la prevencion de la infeccion por VPH:
Gardasil, Gardasil 9 y Cervarix. La vacuna cuadrivalente Gardasil previene
la infeccidon de los fipos mdas comunes de alto riesgo (VPH16 y VPHI18) y los
dos mas comunes de bajo riesgo (VPHé y VPHI11); mientras que Gardasil 9
es una vacuna mds completa que protege contra la infeccion de los
tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, y 58. Por su parte, Cervarix previene
Unicamente la infeccion de VPH16 y 18. Las tres vacunas se administran en

series de fres inyecciones inframusculares en un periodo de 6 meses.

La vacuna confra VPH ha sido incluida en el programa nacional de
vacunacion de varios paises, principalmente europeos, resultando en una
significativa disminuciéon de las infecciones por VPH, lesiones precancerosas
y verrugas genitales. 5152 En contraste, el 84% de los nuevos casos de
cdncer cervical surgen en paises en vias de desarrollo donde la aplicacion
de la vacuna estd limitada por factores tales como su elevado precio, un
inadecuado sistema de salud y barreras sociales y culturales.s354 Asi,
diversos elementos podrian estar contribuyendo a la progresion del cdncer
cervical, haciendo necesario el desarrollo continuo de herramientas que

complementen a la vacuna.

1.2 Aptameros

Los aptdmeros son oligonucledtidos de cadena sencilla que se pliegan en
una esfructura fridimensional definida, lo que les permite reconocer
especificamente a un blanco determinado (Figura 11).5556 Los aptdmeros
tienen propiedades de reconocimiento molecular altamente complejas y

son capaces de unirse fuerte y especificamente a blancos que van desde
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moléculas pequenas hasta complejas estructuras multiméricas e incluso

células enteras.5”

DNA o RNA Complejo
de cadena sencilla Aptamero/Blanco

7777777% Plegamiento
e
o Ly %%a

Figura 11. Reconocimiento de un aptdmero y su blanco.% La unién del aptdmero
con su blanco genera el plegamiento del aptdmero y un reconocimiento
adaptativo aptdmero-blanco.

1.2.1 Aislamiento de aptdmeros

Los aptdmeros son aislados de bibliotecas combinatorias de dacidos
nucleicos sintéticos mediante un proceso iterativo in vifro de adsorcion,
recuperacion y reamplificacion denominado SELEX (Systematic Evolution of

Ligands by EXponential enrichment) .56

El proceso SELEX inicia con la sintesis quimica de una biblioteca
aleatorizada de DNA. La biblioteca consta de aproximadamente 1015
oligonucledtidos de cadena sencilla de entre 20 y 100 nucledtidos, cuya
region central se encuentra aleatorizada y flanqueada por secuencias
especificas de 18 a 21 nucledtidos, las cuales funcionan como sitios de

anclaje para los iniciadores de la PCR.

Cuando se desea aislar un aptdmero de RNA, la biblioteca de DNA de
cadena sencilla (DNAcs) debe ser transformada a DNA de cadena doble

(DNAcd) mediante PCR y posteriormente transcrita para generar una
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biblioteca de RNA. Esta biblioteca de RNA es usada para realizar la primera
ronda SELEX. Para aptdmeros de DNA, la biblioteca de DNAcs puede ser

usada directamente en la primera ronda de SELEX. 59.60

Una vez obtenida la biblioteca apropiada, ésta se incuba con la molécula
de interés. Cada secuencia de la biblioteca adopta una estructura
tridimensional distinta como resultado de apareamientos de tipo Watson-
Crick e inferacciones moleculares no candnicas. Se espera que algunas
secuencias adopten una estructura tal, que le permita unirse fuerte vy
especificamente al blanco. El complejo oligonucledtido-blanco es
recuperado y las secuencias unidas son amplificadas por RT-PCR (para
bibliotecas de RNA) o PCR (para bibliotecas de DNA) para tener un nuevo
grupo de moléculas enriquecido en especies que se unen al blanco y que
son usadas para iniciar el siguiente ciclo SELEX (Figura 12).57 Asi, mediante
ciclos iterativos de seleccion y amplificacion, el grupo inicial de
oligonucledtidos aleatorizados es reducido a relativamente pocas
secuencias con la mas alta afinidad y especificidad por el blanco.
Finalmente, el grupo de secuencias proveniente del Ultimo ciclo es

clonado, secuenciado y analizado.¢0

1.2.2 Ventajas de los aptameros.

La afinidad de los aptdmeros por su blanco es comparable a la de
anticuerpos monoclonales por lo que han sido considerados como una
alternativa al uso de anficuerpos en muchas aplicaciones bioldgicas.¢!
Ademds, la considerable afinidad y especificidad por su blanco, resaltan
su gran potencial para aplicaciones terapéuticas, analiticas y de

diagndstico.62 Los aptdmeros poseen ventajas importantes frente a otras
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herramientas de reconocimiento molecular como los anticuerpos, entre las

cuales se pueden mencionar: ¢!

P

75 " Biblioteca aleatorizada 3\
de oligonudedtidos de /
J/

)
\

.

N DNA o
\ Transcripadn
in vitro
Biblioteca
- de RNA
s A.*A S
& o = |
and P
a *:A /a Grupo enriquecido &4
a B de oligonudeotidos
L% seleccdonados e@
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- Purificacion de ssDNA relevants
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z -PCR . < .
5 s Elucién *e
§ “3%
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3
Clonacign L~ -Secuenciacion
Grupodeaptameros  ___, /  Aptameros \ _Analisis de secuencia
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-~ _Modificaciones post SELEX

RN/ro T{n

Figura 12. Representaciéon del método SELEX.¢® Una biblioteca aleatorizada de
DNA o RNA (figuras variadas de colores) es incubada con el blanco (circulo
verde). Las secuencias unidas (fridngulos rojos y estrella verde) son eluidas y
amplificadas para iniciar una nueva ronda de incubacién con el blanco.

e Se daislan in vitro, por lo que pueden ser seleccionados contra
sustancias toxicas o no inmunogénicas y ser sinfetizados en altas

concentraciones con elevada reproducibilidad.
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e Mantienen su estructura incluso después de repetidos ciclos de
desnaturalizacion y renaturalizacion, recuperando su conformacion
nativa y conservando su capacidad de unidn al blanco.

e En general, son moléculas con bagja inmunogenicidad y baja
toxicidad debido a que usualmente los dcidos nucleicos no son
reconocidos por el sistema inmunitario humano como agentes
externos.

e Tienen una alta afinidad y especificidad por algunos ligandos que no
pueden ser reconocidos por los anticuerpos, como iones o moléculas

muy pequenas.

1.2.3 Aplicaciones de los aptaGmeros

Numerosas investigaciones han estudiado a los aptdmeros como
herramientas en diversas dreas. El uso de un aptdmero en la fase
estacionaria de una columna cromatogrdfica para la eficiente separacion
de enantidmeros; la deteccion de una proteina por electroforesis capilar
mediante la fluorescencia emitida por el complejo proteina-aptdmero
marcado, y el uso de aptdmeros como biocomponentes en biosensores,
son algunos ejemplos de aplicaciones analiticas en donde los aptdmeros

han sido Utiles.5?

Los aptdmeros también han sido usados como agentes de diagndstico,
para el reconocimiento de proteinas comUnmente sobreexpresadas en
carcinomas, con la finalidad de detectar el crecimiento o proliferacion de

tumores.s3.64

Uno de los ejemplos mds importantes del uso de aptdmeros como agentes
terapéuticos es el aptdmero que se une al factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF); el VEGF estd implicado en la induccion patologica del
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crecimiento de vasos sanguineos.¢> Este aptdmero, comercialmente
lamado Macugen™, fue el primero en ser aprobado por la FDA vy
comercializado para el fratamiento de la forma humeda de degeneracion

macular asociada a la edad.é¢

1.2.4. Modificaciones quimicas a los aptameros.

La principal desventaja de los aptdmeros en aplicaciones bioldgicas, es su
susceptibilidad a la degradacion por nucleasas. Este problema ha sido
parciamente resuelto a través de la incorporacion de modificaciones

quimicas que impiden el reconocimiento de las nucleasas.

La proteccion del extremo 3, mediante la conjugacion de una timidina
invertida o biotina, es una estrategia usada para proteger al aptdmero de
la degradacién por las 3"-exonucleasas. Las modificaciones al anillo de
ribosa, adicionando un grupo flor (2°-F) o amino (2°-NH2), y el reemplazo
del enlace fosfodiester por metilfosfonatos o fosforotioatos, son otras
estrategias comUnmente usadas para incrementar la resistencia a

nucleasas.

Por otra parte, los aptdmeros de menor tamano son susceptibles a la
rdpida excrecion renal. Para resolver éste problema, se han anadido
moléculas a los extremos 3" y 5° del aptdmero como colesterol, lipidos y
polietilenglicol (PEG). Estas moléculas incrementan el tamano e impiden la
filtracion renal, resultando en un mayor tiempo de circulaciéon.é’ Asi, el uso
de aptdmeros en aplicaciones biolégicas ha ido mejorando a lo largo del

tiempo.
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ANTECEDENTES

Previamente, nuestro equipo de investigacion aisld y caracterizd el
aptdmero de RNA Sc5c3 que se une con alta afinidad y especificidad a

VLPs formadas por la proteina L1 de VPH16. ¢8

La estructura del aptdmero consta de 58 nucledtidos que forman un tallo
de 6 nucledtidos (S1) seguido por una pequena burbuja simétrica (B1), un
segundo tallo (S2) de 4 nucledtidos, un loop principal (ML) de 16

nucledtidos y finalmente una regidon 3" no estructurada (UR) (Figura 13A).

Figura 13. Estructura secundaria de los aptdmeros Sc5c3 y Sc5c3A18.¢¢ A)
Estructura del aptdmero completo. Se indica la posicion de los tallos (S1 y S2), la
burbuja (B1), el loop principal (ML) vy la regién no estructurada (UR). B) Simulacién
in silico de la estructura del aptdmero Sc5c3A18.
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La regidon ML alberga nucledtidos importantes para la especificidad del
aptdmero. Particularmente, la modificacion de los nucledtidos 15 al 28 en
la regidn ML, disminuyd de forma importante la especificidad del
aptdmero. En contraste, la delecion de 18 nucledtidos del extremo 3°
(Figura 13B), condujo a un incremento de 40% en la union, sin afectar la
especificidad; por lo que esta version corta, denominada Sc5c3A18,

también podria ser Util en diversas aplicaciones biotecnoldgicas.

Los ensayos de unidn mostraron una fuerte interaccion entre el aptdmero y
las VLPs, con una constanfe de disociacion (Kd) de 0.05 pM. Esta
inferaccion parece ser mds estable que la descrita para VPH33 vy la
superficie celular (Kd 100 pM), sugiriendo que la unidn del aptdmero con la
cdpside de VPH, podria impedir la interaccion del virus con la superficie

celular y de ésta forma evitar la infeccion.

Previas investigaciones han mostrado que es posible usar un aptdmero
para bloquear la infeccién de un virus y en general, se ha observado que
los aptdmeros que han sido aislados contra proteinas de la cdpside,
inhiben la infeccidn viral al bloquear la interaccidn con el receptor

celular.¢?

Liu y su grupo de trabagjo, aislaron aptdmeros de RNA capaces de unirse
fuertemente a particulas infectivas de citomegalovirus humano (CMVH).
Para probar si los aptdmeros eran capaces de inhibir la infeccion, los
aptadmeros y particulas infectivas de CMVH, se pre-incubaron antfes de
realizar una infeccion en células HFF (fibroblastos de prepucio humano).
Las células HFF infectadas fueron cultivadas posteriormente en agarosa.
Los resultados mostraron que dos de los aptdmeros fueron capaces de
reducir la formacion de placas virales de manera dosis-dependiente.
Ademds, se mostrd la disminucion de la produccion de virus en células

infectadas con CMVH pre-tratados con los aptdmeros y la disminucion de
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la expresion de |E72, una proteina viral que se expresa inmediatamente
después de la infeccion. Estos resultados conjuntos, mostraron que la

infeccion por CMVH podia ser blogueada por los aptdmeros.”0

Joen y su grupo de investigacion aislaron un aptdmero de DNA
denominado C-735M que se une a una regidn conservada de
hemaglutinina (HA). HA es expresada en la envoltura del virus de la
influenza aviar y participa en la interaccion del virus con los receptores en
la superficie celular (oligosacdridos que confienen dcido sidlico). La
actividad antiviral de C7-35M fue medida, mostrando que la exposicion de
un cultivo de células MDCK al virus de la influenza aviar, conducia a la
muerte de prdcticamente todas las células; mientras que la viabilidad
celular se incrementd, de forma dosis-dependiente, al fratar las células con
el aptdmero. Finalmente, fue posible alcanzar hasta un 55% de inhibicion

de la infeccidn viral usando 1 nmol del aptdmero.”!

Zhu y su equipo de frabajo aislaron un grupo de seis aptdmeros de DNA
confra la proteina de la cdpside E1E2 del virus de la hepatitis C (VHC). El
VHC infecta la célula hospedera a través de la interaccién entre E1E2 vy el
receptor celular CD81. Los investigadores encontraron que los niveles de
RNA viral intracelular y los niveles de virus infecciosos extracelulares,
disminuian cuando la infeccidn se readlizaba en presencia de los
aptdmeros, mostrando con ello que los aptdmeros podian inhibir la

infeccion de VHC.72

Estos trabajos sentaron un precedente positivo para el presente trabagjo, el

cual propuso usar el aptdmero Sc5¢3 para inhibir la infeccion de VPH16.
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JUSTIFICACION

El cancer cervical es el segundo tipo de cdncer mds comUn en mujeres en
el mundo. Virtualmente todos los casos de cdncer cervical, estdn
asociados a algun tipo de VPH de alto riesgo, especialmente a VPH16.
Cada ano, mas de 270 000 mujeres mueren de cancer cervical y el 85% de

las muertes suceden en paises de bajos y medianos recursos.

A la fecha, se han desarrollado y comercializado vacunas que previenen
la infeccion de VPH; sin embargo, en México, las campanas de
vacunacion estan dirigidas a ninas entre 11 y 13 anos, dejando
desprotegidas a mujeres que no cumplen estas caracteristicas y a ninos
que eventualmente podrian convertirse en portadores del virus.
Adicionalmente, la vacuna incluye tres aplicaciones independientes, cada
una con un elevado costo; lo que reduce aun mas el segmento de la
poblacidn que tiene acceso a la inmunizacién. Dado lo anterior, el
desarrollo de herramientas que complementen a la vacuna y que sean de

mas facil acceso es una necesidad

El presente trabajo propuso probar la capacidad del aptdmero Sc5¢3 para
bloquear la infeccidon por VPH y que esto sirviera como base para el
desarrollo de una herramienta de control de la infeccidon por VPH16 de

facil produccidén y de facil acceso.
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4

HIPOTESIS

La unidén del aptdmero Sc5¢c3 con pseudovirus de VPH16, impedird el
contacto de la cdpside viral con la superficie celular, inhibiendo el proceso
de pseudoinfeccion.
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5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Inhibir la infeccidon del virus del papilloma humano tipo 16 usando
aptdmeros de acidos nucleicos dirigidos contra la proteina L1 de VPH16.

5.2 Objetivos especificos

1.- Producir pseudovirus de VPH16 formados por L1y L2 y usando YFP como
gen reportero.

2.- Evaluar la capacidad de los aptdmeros Sc5¢c3 y Sc5c3A18 para
bloguear la infeccidon por VPH16.

3.- Producir particulas tipo virus (VLPs) de VPH16 con mutaciones en
aminodcidos involucrados en el reconocimiento de HS

4.- Andlizar la interaccidon de las VLPs mutantes con los aptdmeros Sc5c3 y
Sc5-c3A18 mediante andlisis de asociacidn molecular.

5.- Proponer un modelo de la inhibicidn de la infeccidn de VPH16 por
aptdmeros.
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6

MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular.

Las células 293TT se cultivaron en placas de 100 mm a 37 °C y 5% de COq2
usando medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham MA) suplementado con 5% de suero fetal bovino
(FBS) (Thermo Fisher Scientific), 100 IU/mL de ampicilina, 100 ug/mL de
estreptomicina (PAA Laboratories Inc., ON Canada) vy 200 pyg/mL de

higromicina (Thermo Fisher Scientfific)

Para la produccion de VLPs, las células S$f-21 de Spodoptera frugiperda
(Thermo Fisher Scientific) se cultivaron en botellas T-75 a 26 °C en medio SF

900-II (Thermo Fisher Scientific) libre de suero.

6.2 Plasmidos y oligonucleétidos.

Todos los oligonucledtidos se adquirieron de T4 oligo™ (ADN Sintético
S.A.P.l., Gto., Mexico).

Los primers FwL1Xhol (5’-ATC TCG AGT AAT GAG CCT GIG GC-3') y
RvLTHindlll-EcoRI (5'-CGG CCA TGA ATT CAA AAA GCT TCA CAG CTT CCT

CTT-3") se usaron para amplificar las secuencias de L1 mutantes.
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Los pladsmidos pl16L1h y p16L2h fueron gentimente donados por el Doctor
John T. Schiller (Laboratory of Cellular Oncology, Center for Cancer
Research, NIH).

El plasmido p16Shell se adquirid de Addgene (Cambridge MA).

El plasmido pSVLYFP se construyd mediante la insercidon del gen YFP,
derivado del pldsmido pEYFP (BD Biosciences Clontech), en el vector de

expresion pSVL (GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh PA).

6.3 Produccion de aptdmeros.

Los aptdmeros se produjeron mediante franscripcion in vitro siguiendo el
protocolo previamente descrito.’3 Brevemente, los aptdmeros se
amplificaron mediante PCR y el producto fue franscrito usando T3 RNA
polimerasa (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI RNA obtenido se separd en un gel desnaturalizante de
poliacriliamida (acrilamida-bis acrilamida 29:1 al 8%, urea 7M). La banda
correspondiente al producto completo se recupero, se colocd en buffer de
elucion ( Acetato de amonio 0.5 M, EDTA TmM y SDS 0.1%) vy se incubd a 4
°C durante toda la noche. El RNA eluido se purificdé mediante extraccion

fendlica con TRIzol® (Invifrogen) seguida de precipitacion con isopropanol.

En el caso de los aptdmeros marcados radioactivamente, el UTP de la
reaccion de transcripcion se sustituyd por 1yl de a-[32P]-UTP (111
TBa/mmol). El procedimiento fue exactamente el mismo, teniendo las

precauciones pertinentes para el uso de material radiactivo.
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6.4 Produccidén de pseudovirus (PsVs) de VPH16.

Los pseudovirus (PsV) se produjeron con base en el método previamente
descrito.”4 Se inocularon 5 millones de células 293TT en una placa de
100mm (Corning) y se incubaron durante 14 horas en DMEM suplementado
con FBS y antibidticos. Al dia siguiente, se colocaron 15 ug de pSVLYFP con
15 ug de pléLihy 15 ug de pl1éL2h; o bien 15 ug de pSVLYFP con 27 ug de
pléshell, en 0.5 mL de OptiIMEM® (Thermo Fischer Scientific) y en otfro tubo
16 uL de Lipofectin® (Thermo Fischer Scientific) con 0.5 mL de OptiIMEM®,
Ambas preparaciones se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, los plasmidos y el agente transfectante se
mezclaron y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y
luego la mezcla se adicioné a las células 293TT en 4 mL de medio de
OptiIMEM®, El cultivo se incubd durante 6 horas y posteriormente se cambid
el medio por DMEM suplementado con FBS y antibidticos. 72 horas post-
transfeccion, las células se cosecharon, se lavaron con DPBS (KCI 2.67 mM,
KH2PO4 1.47 mM, NaCl 137.93 mM y NazHPO47H2O 8.06 mM; pH 7.4) y se
resuspendieron en DPBS-Mg (DPBS adicionado con 9.5 mM de MgCly)
suplementado con Brij 58 a una concentracion final de 0.25%. La mezcla se
incubd a 37 °C durante 24 horas para su maduracion. El lisado maduro se
adicioné con Benzonasa® (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de
0.1% durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 0.17 voluUmenes de
NaCl 5M, se incubd en hielo durante 10 minutos y se clarificd por
cenfrifugacion a 2000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se recuperd
y se colocd en un gradiente de OptiPrep™ (Sigma) y se sometié a
ultracentrifugacién a 170,000 x g, a 16 °C durante 20 h. La fraccion del
gradiente que contenia los PsVs se recuperd vy se filtrd a través de una
columna de Sephadex® G25 column (GE Healthcare Biosciences) usando

DPBS-0.5 M NaCl. La produccidn de PsVs se verificd mediante
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inmunotransferencia de la proteina L1 y por microscopia de transmision

electrénica. Los PsVs se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

6.5 Inmunoftransferencia.

15 ug de VLPs o 1 ug de PsVs se colocaron en un volumen de buffer
Laemmli 2X (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, glicerol 25%, SDS 2%, p-mercaptoetanol
2% (v/v). azul de bromofenol 0.01% (p/v)) y se llevaron a ebullicion durante
5 minutos. Las proteinas desnaturalizadas se cargaron en un gel de
poliacrilamida para su separacion. La electroforesis se llevd a cabo
utilizando un gel concentrador al 4% (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 0.1% (p/Vv)) vy
un gel separador al 8% (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.1% (p/v)) en buffer TGS
(Tris 25mM pH 8.3, glicina 192mM, SDS 0.1% (p/v)) durante 1 hora a 125 volts.
El gel se transfirid a una membrana de PVDF (Millipore Corporation, Bedford
MA) usando buffer de fransferencia (Tris-base 25mM, glicina 192mM,
Metanol 20% (v/v)) y dos ciclos de turbo blot para mini geles en un
Transblot® (Trans-Blot®Turbo™Transfer System Bio-Rad). Las membranas se
bloquearon con leche (Svelty descremada en polvo) al 10% en DPBS-
Tween (DPBS adicionado con Tween 0.1% v/v) y posteriormente se
incubaron con el antficuerpo primario diluido en DPBS-Tween a la
concentracion indicada en el cuadro 2, en agitacion suave durante 16
horas. El anticuerpo secundario se diluyd segun lo indicado en el cuadro 2
en PBS-Tween adicionado con 1.5% de leche y se incubd con las
membranas durante 2 horas. Finalimente, las membranas se lavaron 3
veces con 25 mL de PBS-Tween 0.1% durante 20 minutos y se revelaron con
la solucion Luminata™ Classico (EMD Millipore, Billerica MA) en un C-DiGit®
Blot Scanner (LI-COR Biosciences Inc., Lincoln NE) usando el protocolo

estandar.

28



MATERIALES Y METODOS

6.6 Microscopia electronica de transmision.

Aproximadamente 20 pL de PsVs se colocaron sobre una rejilla de cobre
200 mesh con una membrana de Formvar/carbdn. Se permitié la adsorcidn
durante 3 minutos y luego se refird el exceso de liquido. Se adicionaron
20 yL de acetato de uranilo al 2% para realizar la fincidon, luego de dos
minutos se retird el exceso de liquido y las membranas se almacenaron

para su posterior andlisis.

Cuadro 2. Anticuerpos usados en la inmunotransferencia

Anticuerpo Concentracion

HPV16 L1 (289-16981), mouse IgG Monoclonal. 400 ng/mL
(Santa Cruz Biotecnology. Cat. SC57834)

HPV1é6 L2 (B14), mouse IgG Monoclonal. 400 ng/mL
(Santa Cruz Biotehnology. Cat.SC138)

Donkey anti-mouse IgG-HPR. 200 ng/mL

(Santa Cruz Biotehnology. Cat.SC2314)

6.7.- Titulacion del stock viral.

La infectividad de los PsVs se determind por el nimero de células
fluorescentes generadas por 1 pylL de stock viral. 1x105 células 293TT se
inocularon en cada pozo de una placa de 24 pozos. Después de 16 horas,
se inoculd 1 ulL del stock de PsVs en al menos 3 pozos y el cultivo se incubd
por 72 h. Transcurrido este tiempo, las células se cosecharon, se
recuperaron por centrifugacion, se lavaron con ImL de DPBS y luego se
resuspendieron en 0.5 mL del mismo buffer. EI nimero de células
fluorescentes se cuantificd mediante citometria de flujo. Cada célula
fluorescente se considerdé una unidad infecciosa (Ul). La infectividad se

determind como el promedio de al menos tres mediciones. La linealidad
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de éste método se conserva solo hasta el 25% de células infectadas,’# por
lo que para la cuantificacion de PsVs muy concentrados se realizaron

diluciones seriadas.

6.8 Produccioén de particulas tipo virus (VLPs).

Las particulas tipo virus (VLPs) de VPHI16 se produjeron con base en un
método antes descrito. 7375 Las secuencias de L1 silvestre y mutantes
(gentimente donadas por el Doctor Martin Sapp. Department of
Microbiology and Immunology. LSU Health Sciences Center) se amplificaron
usando los primers FwL1Xhol y RvLIHindlll-EcoRI, y se clonaron en el
pladsmido pFastBac del kit Bac-to-Bac™ Baculovirus Expression System
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
baculovirus recombinantes obtenidos se usaron para infectar células Sf21
en proliferaciéon en medio S$fP00-II a 26 °C durante 72 horas. Transcurrido
este tiempo las células se cosecharon, se resuspendieron en DPBS-Mg vy se
lisaron por sonicacion en un equipo GEX 130 PB (Cole-Parmer Instrument
Co., Vernon Hills IL). Posteriormente, se siguid el protocolo para maduracion
descrito en la seccion de “Produccion de pseudovirus (PsVs) de VPH16". El
clarificado se purificd en un gradiente isopicnico de CsCl al 27 % a 170,000
X g, a 16 °C durante 20 h. La banda correspondiente a las VLPs se recuperd
y la presencia de L1 se verificd mediante inmunofransferencia. Las

preparaciones se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

6.9 Ensayos de union.

Se prepard una mezcla de interaccion con 500 ng de VLPs o PsVs, 2 pmol
de aptdmero marcado radioactivamente y 40 U de inhibidor de

ribonucleasas Ribolock® (Thermo Fischer Scientific) en un volumen final de
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80 yL de DPBS. La mezcla se incubd en agitacion suave a temperatura
ambiente durante 30 minutos y luego se colocd en un sistema de slot blot
previamente reportado.”37¢ El slot blot se ensambld con una membrana de
nitfrocelulosa (NC) (GE Healthcare Biosciences) sobre una membrana de
nylon (NY) (GE Healthcare Biosciences). Las membranas NC y NY retienen
los complejos RNA-proteina y el RNA libre, respectivamente. Antes vy
después de colocar las mezclas de interaccion, los pozos del sot blot se
lavaron con 1 mL de PBS. Posteriormente, las membranas se expusieron a
una placa de almacenamiento fluorografico y luego se leyd en un escaner
fluorogrdfico Typhoon 8600. La imagen se analizd con el software
ImageQuant 5.2 para determinar el porcentaje de radiactividad en cada

membrana

6.10 Inhibicion de la pseudo-infeccion de VPH16.

Se inocularon 1x10° células 293TT en cada pozo de una placa de 24 pozos
y se incubaron a 37 °C y 5% de CO2 durante 16 h. Posteriormente, se retird
cuidadosamente el medio de cultivo y se adiciond 0.5 mL de DMEM libre
de suero y antibidticos pre-calentado a 37 °C vy se incubd durante 1 hora
mas. Las células 293TT se desprenden faciimente durante el cambio de
medio por o que es necesario permitir que se adhieran nuevamente a la
placa antes de continuar con el protocolo. Por otfra parte, se prepararon
las mezclas de infeccion con 5000 Ul de PsVs, 80 U de Ribolock® y
concenfraciones crecientes de los aptdmeros, tRNA o heparina, en un
volumen final de 80 uyL de DPBS. Las mezclas de infeccion se incubaron en
agitacion suave durante 20 min a temperatura ambiente y luego se
adicionaron a las células 293TT. Se permitid la adsorciéon del virus durante 20
minutos y luego el medio se reemplazé por 1 mL de DMEM adicionado e
FBS y antibidticos pre-calentado a 37 °C. Las células se incubaron a 37 °C y

5% de CO2 durante 72 h y posteriormente se evaluaron mediante
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microscopia de fluorescencia y se prepararon para ser cuantificadas por

citometria de flujo.

6.11 Citometria de flujo.

Las células 293TT de los ensayos de inhibicidon de la infeccidon y para
cuantificacion del fitulo viral, se cosecharon mediante fripsinizacion y se
recuperaron en un microtubo mediante centrifugacion. El botdn celular se
lavd con 1 mL de PBS y posteriormente se resuspendid en 0.5 mL de PBS. El
numero de células fluorescentes se cuantificd en un citdbmetro FACScalibur
(BD Biosciences, San Jose CA). La excitacion se realizd con un laser de
Argon de 488 nm y se colectd la fluorescencia emitida con un filtro de paso

de banda a 530/30 nm (FL1). Se leyeron 1x104 eventos por muestra.

6.12 Andilisis estadistico.

Se usd una prueba de comparacion multiple de Dunnett o una prueba de
diferencia minima significativa (LSD) de Fischer, segun fuese apropiado. La
prueba estadistica usada y la significancia se indicaron en cada

experimento.

Las pruebas se readlizaron usando el software GraphPad Prism 7.0.
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7.1 Produccidén de pseudovirus (PsVs) de VPH16.

La producciéon de pseudovirus (PsVs) estd basada en la co-expresion de las
proteinas L1 y L2, las cuales ensamblan de forma espontdnea la cdpside
de VPH y encapsidan el pldsmido reportero (pseudogenoma) pSVLYFP. Los
PsVs mimetizan el proceso de infeccion de los virus nativos resultando en la

expresion de la proteina reportera YFP.

Los PsVs se produjeron co-transfectando en células 293TT, los pldsmidos
pléLih y plél2h que codifican las proteinas L1 y L2 de VPHI6,
respectivamente. Para caracterizar los PsVs, se verificd la expresion de L1,
L2 y YFP mediante inmunoftransferencia. La inmunotransferencia mostrd la
presencia de una banda de aproximadamente 28 kDa correspondiente a
YFP (Figura 14A) y una banda ligeramente mayor a 55 KDa que confirma la
expresion de L1 (Figura 14B); sin embargo, no se observd la banda

correspondiente a L2 (Figura 13C).

A pesar de que no fue posible observar la presencia de L2, se procedié a

evaluar la funcionalidad de los PsVs mediante la infeccidn de un cultivo de
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células 293TT. 72 horas después de la infeccion, las células presentaron
fluorescencia (Figura 15), demostrando que los PsVs se internalizaron vy
liberaron el pldsmido reportero, y sugiriendo que L2 si se enconfraba
presente en los PsVs ya que ésta es indispensable para la encapsidacion
del genoma vy la entrada del virus a la célula.”” Asi, es posible que L2 se

estuviera expresando en bajas cantidades, pero suficiente para conseguir

la infeccidn.
A B C
—_ 250 KDa —_ 250 KDa —_ 250 KDa
— 130 KDa
— 130 KDa — 130KDa
s 95 KDa — 95KDa — 95KDa
e 72 KDa 72 KD 72 KD
— 55 KDa ~— a — a
Li——>-—__ .., . — 55KDa
— 36 KDa
|
— 36 KDa — 36 KDa
YFP——> == _ 28 KDa
,0 — 28 KDa — 28 KDa

Figura 14. Caracterizacion de los PsVs de VPH14. Inmunofransferencia de los
pseudovirus producidos usando los pldsmidos p1éLTh y p16L2h. Las flechas indican
las bandas correspondientes a las proteinas (A) YFP, (B) L1 VPH16y (C) L2 VPHI16.

Figura 15. Infeccién de células 293TT con PsVs de VPH16. A) Microscopia de
campo claro de células 293TT infectadas con PsVs de VPH16. B) Microscopia de
fluorescencia de células 293TT, 72 horas después de la infeccion con PsVs de
VPH16.

34



RESULTADOS

Como parte de la caracterizacion, se realizé una microscopia electronica
de fransmision de los PsVs. La microscopia mostrd estructuras poliédricas de
aproximadamente 50 nm con superficie irregular (Figura 16), como se ha

descrito para los viriones nativos de VPH.18.78

Figura 16. Microscopia electronica de transmision de PsVs de VPH16. Se observan
estructuras de aproximadamente 50 nm, similares a los virus nativos de HPV. La
escala se indica con una barra negra.

Estos resultados mostraron la correcta produccion de PsVs y su utilidad para

ser empleados como modelo de infeccion de VPH16.

7.2 Efecto del heparan sulfato (HS) en la unién Sc5c3- VLPs.

La infeccidn de VPH comienza con la interaccidon de la cdpside con
hepardn sulfato (HS) expuesto en la matriz extracelular o sobre la superficie
celular. Considerando la elevada afinidad de Scb5c3 por las VLPs (Kd=0.05

PM), y que ésta es mayor a la reportada para VPH33 vy la superficie celular
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(Kd=100 pM), el aptdmero podria ser una herramienta para bloquear la

inferaccion VPH-HS, y de esta manera inhibir la infeccion.

Como ensayo preliminar para probar la capacidad inhibitoria de Sc5c3, se
realizd un ensayo de union entre el aptdmero vy las VLPs en presencia de
HS. Para tal efecto, se incubaron canfidades fijas de VLPs y Sc5¢c3 marcado
radioactivamente con cantidades crecientes de HS, heparina y condroitin
sulfato. Luego, las mezclas de unidn se separaron en un equipo de slot blot
ensamblado con una membrana de nitrocelulosa (NC), que retiene el
complejo aptdmero-proteina y una membrana de nylon (NY), que retiene
el aptdmero libre. Asi, la radioactividad presente en cada membrana,
permite establecer la fraccidon de aptdmero unido a la proteina y la

fraccion de aptdmero libre.

La heparina y el condroitin sulfato son glucosaminoglicanos similares al HS.
El HS y la heparina tienen bdsicamente la misma estructura; sin embargo, el
grado de sulfatacion en la heparina es mayor, mientras que en el
condroitin sulfato, los grupos sulfato se encuentran en una posicion

diferente (Figura 17).

( H [ "I CHOH \

H NHCOCH;

Condroitin sulfato j

N\

Figura 17. Estructura del HS, heparina y condrotin sulfato. Las tres moléculas estan
formadas por un dcido urdnico y un azdcar; sin embargo difieren en el grado y
posicidn de los grupos sulfato. Se marca en lineas punteadas rojas la posicidén de
los grupos sulfato en cada molécula.

Se ha mostrado que las caracteristicas estructurales del HS y la heparina
permiten que intervengan en la interaccion VPH-HS inhibiendo la
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infeccion,237? por lo que la heparina se usdé como confrol positivo. Por ofra
parte, el condroitin sulfato no tiene efecto en la infeccidn, posiblemente
debido a que la posicion del grupo sulfato no promueve la interaccidon con
la cdpside; y por ello fue usado como confrol negativo en los ensayos de

union.”9.80

Los resultados mostraron que la presencia de HS genera una disminucion
dosis- dependiente de Ia unidn de Sc5c3 a las VLPs. La heparina también
disminuyd la unidn de Scbc3; sin embargo, su efecto fue mayor que el
generado por HS, probablemente debido a su alto contenido de grupos
sulfato. Como se esperaba, el condroitin sulfato no tuvo un efecto en la

union de Sc5c3 (Figura 18).
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Figura 18. Efecto del HS en la unién de Sc5c3. Panel superior: Radioactividad
residual en las membranas de nitrocelulosa (NC) y nylon (NY) del ensayo de unién
Sc5c3-VLPs en presencia de HS, heparina o condroitin sulfato. Se incluyd un
conftrol sin proteina (SP). Panel inferior: Cuantificacion de la radiactividad residual
en cada membrana. Los resultados se muestran de forma relativa a la unién
Sc5c3-VLPs sin competidor y representan el promedio y la desviacion estdndar de
tres ensayos independientes.
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Estos resultados mostraron que la presencia de HS afecta negativamente la
union del aptdmero con las VLPs y sugiere que de forma semejante, el
aptdmero podria afectar negativamente la interaccion HS-VLPs. Asi, Sc5c3
podria ser empleado para impedir la interaccidon de la cdpside viral con el

HS celular y de esta forma inhibir la infeccion.

Considerando la disponibilidad y el efecto potenciado de la heparina
frente al HS, en adelante la heparina fue usada como andlogo del HS y se

usd como control positivo.

7.3 Union de Sc5¢3 a PsVs de VPH16.

Tanto los PsVs como las VLPs son virtualmente indistinguibles del viridn
nativo; sin embargo, se realizd un ensayo de unidn para demostrar que
Sc5c3, inicialmente aislado contra VLPs, conservaba su capacidad de
unidn y reconocia a los PsVs. Para ello, se prepard una mezcla de
interaccién con el aptdmero marcado radioactivamente y VLPs, PsVs o
BSA. Los resultados mostraron que el aptdmero se une indistintfamente a las
VLPs y a los PsVs de VPH16. Como confroles se incluyeron una mezcla de
inferaccion sin profeina (NP) y ofra con la profeina BSA, por la cual el

aptdmero no presentd afinidad (Figura 19).

7.4 Inhibicion de la infeccidon de PsVs de VPH16 usando
aptdmeros.

Los PsVs son estructuras cuya cdpside es indistinguible de los virus nativos
de VPH, sin embargo, llevan el pldsmido reportero pSVLYFP en lugar del
genoma de VPH. Los PsVs mimetizan la entrada de VPH a la célula
liberando el pldsmido reportero y en consecuencia la proteina YFP es

expresada. De esta forma, la presencia de fluorescencia en una célula que
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fue expuesta a PsVs, se interpretfa como una infeccion eficiente o

pseudoinfeccion.
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Figura 19. Unién del aptdmero Sc5c3 a PsVs de VPH16. Panel superior: Membranas
de nylon (NY) y nitrocelulosa (NC) del ensayo de unidén de Sc5c3-PsVs. Panel
inferior: Cuantificacién de la fraccion de Sc5c3 unida a VLPs, PsVs o BSA. SP,
confrol sin proteina. Se muestra el promedio y la desviacion estandar de tres
experimentos independientes.

Para mostrar que los aptdmeros tenian la capacidad de inhibir la infeccion
de VPHI6, los PsVs se incubaron con 30uM de Sc5c3, Sc5c3A18, tRNA,
como control negativo o heparina como control positivo, antes de infectar
un cultivo de células 293TT. A 72 horas después de la infeccidn, las células
se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia donde se observd
una clara disminucion de la fluorescencia en los cultivos fratados con
Scbc3, Sc5c3A18 y heparing, respecto al contfrol no tratado (NT) (Figura

20A). El cultivo tratado con tRNA no presenté cambios respecto a NT.

Posteriormente, el nUmero de células infectadas se cuantificdé por
citometria de flujo. Los resultados mostraron que la pre-incubacion de los
PsVs con Sc5c¢3, ocasiond una disminucién del 61% en el niUmero de células
fluorescentes (Figura 20B). El fratamiento con Sc5c3A18 disminuyd la

fluorescencia en aproximadamente 55%; sin embargo, el andlisis
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estadistico indicd que no existia diferencia significativa entre el tfratamiento
con Sc5c3y con Sc5c3A18 (prueba de LSD de Fisher, n=3, a=0.01). Como se
esperaba, el control negativo tRNA no generd un efecto significativo y la
heparina inhibié en 80% la infeccion. Estos resulfados mostraron que los
aptdmeros Sc5c3 y Sc5c3A18 tenian la capacidad de inhibir la infeccidn
de PsVs de VPH16.
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Figura 20. Inhibicion de la infeccion de PsVs de VPH1é A) Microscopia de
fluorescencia de células 293TT infectadas con PsVs preincubados con Sc5c3,
Sc5c3A18, 1RNA o heparina. B) Cuantificacién por citometria de flujo de las células
infectadas con PsVs pre-incubados con Sc5c3, Sc5¢c3A18, tRNA o heparina. Los
resulfados se presentan relativos al control no tratado (NT) y representan el
promedio y la desviaciéon estdndar de tres ensayos independientes. *Disminucion
significativa de la infeccion respecto al control no tratado (NT) (Prueba de
Dunnett, n=3, a=0.01)
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Para respaldar este resultado, la pre-incubacidon de los PsVs y los
aptdmeros se realizd en presencia de RNAsa A; asi, la degradacion de los
aptdmeros por la RNAsa A, resultaria en la restauracion de la capacidad
infectiva de los PsVs. La cuantificacion citométrica de las células 293TT
infectadas mostré que en efecto, los cultivos tratados con Sc5c3 vy
Scb5c3A18, tuvieron los mismos niveles de fluorescencia respecto al control
no fratado (Figura 20); demostrando que la actividad inhibitoria reside en el
RNA.

Como control adicional de especificidad, se usé una mutante del
aptadmero Sc5c3 previamente caracterizada (C27A). La mutante C27A
tiene un cambio de citosina por adenina en la posicion 27 y carece de
capacidad de unién a las VLPs.%8 La falta de unidon de C27A, implica que
tampoco podria inhibir la infeccidn, por lo que resulta un excelente control
para demostrar que la inhibicidon de la infeccidn es causada por la unidn
especifica de Sc5c3 con la capside viral. Para mostrar esto, los PsVs se pre-
incubaron con Sc5c3, C27A o heparina y luego se infectaron células 293TT.
La cuantificacion citométrica mostré que el aptdmero disminuyd la
infeccion a los niveles antes observados (aproximadamente 50%); mientras
que la mutante C27A no tuvo efecto significativo en los niveles de
infeccion. La heparina mostrd los niveles de inhibicion previamente

observados (aproximadamente 70%) (Figura 21).

Estos resultados en conjunto, demostraron la capacidad inhibitoria de los
aptdmeros Sc5c3 y Sc5c3A18 vy sugieren que tienen potencial para ser

aplicados in vivo en el control de la fransmisidon del VPH.
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Infeccion relativa

Figura 21. Efecto inhibitorio de la mutante C27A. Cuantificacién por citometria de
flujo de las células infectadas con PsVs pre-incubados con Sc5c¢3, la mutante
C27A o heparina. Los resultados se presentan relativos al control no fratado (NT) y
representan el promedio y la desviacion estdndar de dos ensayos independientes.
*Disminucion significativa de la infeccion respecto al contfrol no tratado (NT)
(Prueba de Dunnett, n=2, a=0.01)

7.5 Efecto dosis-respuesta de los aptameros.

Para evaluar el efecto dosis-respuesta de los aptadmeros, los PsVs fueron
pre-incubados con 5, 10, 20 o 30 uM de Sc5c3, Sc5¢c3A18 o heparina antes
de infectar un cultivo celular. Las células 293TT fueron observadas por
microscopia electréonica 72 horas después de la infeccidon y cuantificadas

mediante citometria de flujo (Figura 22).

El fratamiento con Sc5c3 alcanzé saturacion a 10 uM (60% de inhibicion),
comparable al efecto generado por la heparina; sin embargo, aunque a
altas concentraciones Sc5c3 y Sc5c3A18 tienen un efecto muy similar, a
bajas concenfraciones la inhibicion causada por Sc5c3A18 es menor,
sugiriendo que aungue la regidon 3'UR del aptdmero no es indispensable
para la unidn, podria estar desempenando un papel importante en la
estabilidad del complejo.
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Figura 22. Inhibiciéon de la infeccion de PsVs de VPH1é6 en funcion de la
concentraciéon de aptdmero. A) Microscopia de fluorescencia de células 293TT
infectadas con PsVs preincubados con concenfraciones crecientes de Scb5c3,
Sc5c3A18 o heparina. B) Cuantificacion por citometria de flujo de las células
infectadas con PsVs pre-incubados con concentraciones crecientes de Sc5c3,
Sc5c3A18 o heparina. Los resultados se presentan relativos al control no tratado (0
UM) vy representan el promedio y la desviacion estdndar de tres ensayos
independientes.

7.6 Infeccion de diversas lineas celulares con PsVs de VPH16.

El receptor celular primario de VPH (HS) se expresa de forma ubicua, por lo

que, virtualmente cualquier célula puede ser infectada por VPH. El modelo
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de infeccion de PsVs en células 293TT ha sido ampliamente usado para el
estudio de la biologia del VPH; sin embargo, con la intencion de usar un
modelo celular mds cercano al natural, decidimos infectar la linea celular
HaCarT (queratinocitos de piel de adulto inmortalizados espontdneamente)

y probar la inhibicion de la infeccidn por los aptdmeros.

Para ello, un cultivo de células HaCaT fue inoculado con PsVs de VPH16; sin
embargo, 72 horas después de la infeccidon, no se observd fluorescencia
(Figura 23), a diferencia de la linea celular 293TT que fue usado como

control positivo y presentd la fluorescencia habitual.

Figura 23. Infeccion de células HaCal. A) Microscopia de células HaCaT
infectadas con PsVs de VPH16. A la derecha la microscopia de campo claro y a
la izquierda la microscopia de fluorescencia. B) Microscopia de células 293TT
infectadas con PsVs de VPH16. A la derecha la microscopia de campo claro y a
la izquierda la microscopia de fluorescencia.

El pldsmido reportero pSVLYFP tiene un origen de replicacion de SV40 vy las

células 293TT estdn modificadas para sobreexpresar el antigeno T grande
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de SV40, de tal forma que el plasmido reportero se replica y esto intensifica
la senal, un evento que no sucede en otras lineas celulares. Por ofra parte,
se determind que la capacidad infectiva de nuestro stock de PsVs era al

menos diez veces menor que lo reportado en la bibliografia.8!

En un esfuerzo por obtener stock virales mds concentrados e infectivos, y
de esta forma incrementar la posibilidad de infectar HaCaT, se adquirid la
construccion pléshell, a partir de la cual se expresan las proteinas L1 y L2
de VPH16. Al tener ambas proteinas en la misma construccion, la
probabilidad de producir cdpside infectivas era mayor (cdpside formadas

por L1, L2 y el pladsmido reportero).

Se produjo un lote de PsVs usando los plasmidos pléshell y pSVLYFP vy se
caracterizdé mediante inmunotransferencia y microscopia electronica de
transmision. La inmunoftransferencia mostré la banda correspondiente a L1
e inferesantemente, la banda de L2 se pudo observar claramente,
sugiriendo que, dado el mayor contenido de L2, estos PsVs podrian ser mds
infectivos (Figura 24A). Adicionalmente, la microscopia mostré un mayor
nUmero de PsVs por campo en comparacion con el lote de PsVs producido

anteriormente (Figura 24B).

La cuantificacion de la capacidad infectiva mostré que los PsVs
producidos usando pléshell, fueron hasta 10 veces mads infectivos (15 000
Ul/uL) que los PsVs producidos usando pl1éL1h y p16L2h (1500 Ul/uL) (Figura
25).
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Figura 24. Caracterizacion de PsVs de VPH16 producidos con el pldsmido
pléshell. A) Inmunofransferencia de las proteinas L1 y L2 contenidas en los PsVs
(flechas negras) B) Microscopia electronica de transmision de PsVs de VPHI16
producidos con el plasmido pléshell. La escala se indica con una barra negra.
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Figura 25. Cuantificacion de la infectividad de PsVs de VPH16. Infectividad de PsVs
de VPH16 producidos usando dos diferentes métodos: La co-transfeccion de los
pldsmidos p16LTh y p16L2h o la transfeccidon del pldsmido p1éshell.

Con este nuevo lote de PsVs, se infectd nuevamente la linea celular HaCaT

y una bateria de ofros queratinocitos de diferentes origenes; sin embargo,
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tampoco fue posible observar fluorescencia en ninguna de las lineas

celulares empleadas (Figura 26).

HelLa SiHa

CXT1

Figura 24. Infecciéon de una bateria de lineas celulares usando PsVs de VPH16. A
la izquierda, la microscopia de campo claro de cada linea celular; a la derecha,
la microscopia de fluorescencia.

Desconocemos la causa de este resultado; sin embargo, podria estar
implicado el contenido natural de HS en cada linea celular y las
modificaciones que el HS podria haber tenido a lo largo de los pasajes

para mantener el cultivo.

7.7 Inhibicion de la infeccion usando una version modificada de
Schc3.

Quimicamente el RNA es menos estable que el DNA debido al grupo
reactivo 2 -hidroxilo presente de la ribosa. Un enfoque sencillo para mejorar
la estabilidad de los aptdmeros de RNA es la fransformacion de los
ribonucledtidos en desoxirribonucledtidos para generar un aptdmero de

DNA. Previaomente, nuestro equipo caracterizd la unidn de una version de
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DNA del aptdmero Sc5c3; sin embargo, ésta perdid completamente la
afinidad por las VLPs. Por ofra parte, se generdé un aptdmero quimérico
DNA-RNA, en el que las posiciones involucradas en la especificidad del
aptdmero se mantuvieron como ribonucledtidos mientras que las demds se
cambiaron por desoxiribonucledtidos (Figura 27). Interesantemente, la
guimera DNA-RNA conservd aproximadamente el 80% de unidn respecto all

aptdmero Sc5c3.58

Figura 27. Posiciones modificadas en el aptaGmero quimérico. Las bases marcadas
con un recuadro son importantes para la especificidad del aptdmero y se
mantuvieron como ribonucledtidos en la versidn quimérica DNA-RNA del
aptdmero Sc5c3; las demds se cambiaron por desoxirribonucledtidos.

Considerando estos resultados, decidimos probar si la quimera DNA-RNA
también conservaba la capacidad inhibitoria de Sc5c3. Los PsVs se
incubaron con 20 uM de Sc5c3, la version quimérica, la mutante C27A
como control negativo o heparina como control positivo. Luego, los PsVs
tratados se usaron para infectar células 293TT. Después de 72 horas, las
células infectadas se cuantificaron por citometria de flujo. Los resultados
mostraron que el aptdmero quimérico inhibid la infeccion de PsVs de
VPH16 en niveles similares a la version de RNA (aproximadamente 50% de

inhibicion) (Figura 28). Como se esperaba, la mutante C27A no tuvo efecto
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significafivo y la heparina alcanzd niveles de inhibicion de

aproximadamente 70%.

Infeccion Relativa

Figura 28. Inhibicion de la infeccion de PsVs de VPH16 usando un aptdmero
quimérico DNA-RNA. Los PsVs de VPHI16 se incubaron con 20 uM de Sc5c3, una
version quimérica DNA-RNA de Sc5c3, la mutante C27A o heparina y luego se
infectaron células 293TT. Los resulfados se muestran de forma relativa al control no
tratado (NT) y representan el promedio y la desviaciéon estdndar de tres ensayos
independientes. *Disminucion significativa de la infeccién respecto al control no
tratado (NT) (Prueba de Dunnett, n=3, a=0.01).

Este resultado demostrd que la quimera DNA-RNA mantiene la capacidad
inhibitoria. Ademds, a pesar de que la quimera presentd menos unidén a las
VLPs que Sc5c3,%8 la capacidad inhibitoria es la misma, sugiriendo que la
inclusion de desoxirribonucledtidos en el aptdmero incrementd su
estabilidad en el medio de cultivo, permitiendo observar la misma

capacidad de inhibicién que el aptdmero original.
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7.8 Mecanismo de inhibicidon de la infeccion.

Para explicar las bases moleculares de la inhibicidn de la infeccidn,
postulamos que el aptdmero se unia a los sitios de unidn para HS
localizados en la cdapside viral y de esta forma evitaba la interaccién de la
cdpside con el HS de la superficie celular. Para probar esta hipdtesis, se
usaron VLPs formadas por moléculas de L1 mutantes, que previamente
habian sido estudiadas.?” Las mutaciones estdn localizadas en uno o varios
de los aminodcidos involucrados en el reconocimiento del HS y se detallan

en el cuadro 3.

Cuadro 3. VLPs mutantes

Nombre de
Mutaciones*
la mutante
M2 K361A
M3 K356A
M4 K278A
Mé K278A, K361A
M12 K54A, K278A, K356A, K361TA
M15 K452A
M24 N57A, KE9A, K278A, K361A, N450A, K452A
M25 K54A, N57A, K59A, K278A, K361A, K442A, K443A

*Uno o varios residuos de lisina (K) o asparagina (N) de los sitios de unién para HS
se sustituyeron por alanina (A). Los nUmeros indican la posicion del aminodcido en
la secuencia de L1 de VPH16.

La correcta produccion de las VLPs se verificO mediante
inmunotransferencia de la proteina L1, donde se observd una banda
correspondiente a L1 (55 KDa) en las preparaciones de L1 silvestre y las
mutantes M2, M3, M4, Mé y M24 y una banda de menor peso en las
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preparaciones de las mutantes M12, M15, M25. La banda de 45 KDa ha
sido observada comunmente en las preparaciones de VLPs de L1 silvestre

y parece no afectar la unidon del aptdmero (Figura 29).

a-L1VPH16
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Figura 29. Inmunotransferencia de las VLPs mutantes. Se prepararon VLPs con
mutaciones en sitios importantes para la unién del HS y su produccién se verific
mediante inmunotransferencia. Se marca con una flecha sélida la banda de 55
KDa correspondiente a L1 y con una flecha punteada una banda de 45 KDa
comUnmente observada en ofras preparaciones de L1 silvestre.

Una vez verificadas, las VLPs se incubaron con Sc5c3 o Sc5¢c3A18 marcado
radiactivamente para evaluar la unidn de los aptdmeros con cada
mutante. Se esperaba que al mutar los sitios de unidn para HS, el aptdmero
no pudiera unirse, mostrando asi que Sc5c3 y HS tenian el mismo sitio de
union; sin embargo, el ensayo de unidn no mostré diferencias significativas
entre la union de Sc5c¢3 a las VLPs silvestre (L1) y las mutantes M2, M3, M4,
Mé, M12, M15 y M24 (Figura 30). Hubo un pequeno pero estadisticamente
significativo decremento en la union con la mutante M25. La mutante M25
tiene siete mutaciones en la secuencia de L1, lo que de forma global
representa una pérdida importante de la carga positiva de la VLP. De
antemano, sabemos que existe un porcentaje de aptdmero que se une a
las VLPs de forma inespecifica,”® probablemente a través atracciones

electrostdticas generadas por la carga positiva de la VLP y los grupos
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fosfato del RNA. Asi, consideramos que la pequena disminucion de la unidon
observada en las mutante 25, posiblemente se debe a la pérdida de carga
positiva en la superficie de la VLP, lo que abate en cierta medida las

interacciones inespecificas y no lo consideramos un evento con relevancia

biologica.
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Figura 30. Unién de los aptdmeros Sc5¢c3 y Sc5¢c3A18 con VLPs mutantes. Las VLPs
siivestre (L1) y mutantes (M2, M3, M4, M6, M12, M15, M24 y M25), se incubaron con
los aptdmeros Sc5c3 y Sc5c3A18 y se determind la fraccion de aptdmero unida a
cada tipo de VLP. A la izquierda: membranas de nitrocelulosa (NC) y nylon (NY)
del ensayo de unidn. A la derecha la representacion grdfica de la unidn de cada
aptdmero con las VLPs. Los resultados se muestran relativos a la unidn con las VLPs
siivestres y representan el promedio y la desviacion estdndar de tres ensayos
independientes. *Disminucioén significativa de la unidén de los aptdmeros respecto
a la unién a VLPs silvestres (Prueba de Dunnett, n=3, a=0.05).

Estos resultados sugieren que el sitio de unidén para HS no estd involucrado
en la union del aptdmero; o bien, que las interacciones electrostaticas no

median la interaccidn Sc5¢c3-VLPs.
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Aunqgue las vacunas contra la infeccion por VPH se comercializan desde
hace diez anos, el cancer cervical es todavia el segundo tipo de cdncer
mdas comuUn en mujeres que viven en paises en vias de desarrollo.82 El
elevado precio de la vacuna, una deficiente infraestructura en los sistemas
de salud y barreras sociales y culturales podrian ser algunas de las razones
para esta aparente falta de efectividad.%4 Estos hechos remarcan la
necesidad de estrategias eficientes para el control de Ia transmision y la
deteccion temprana y el desarrollo de herramientas que complementen

la vacunacion.

En este trabajo reportamos el uso del aptdmero de RNA Sc5c3 para inhibir
la infeccion de PsVs de VPH16 en células 293TT. La inhibicidon lograda
usando el aptdmero fue similar a la generada por otros aptdmeros de RNA
no modificados que se emplearon para bloguear la union del virus con el
receptor celular; por ejemplo, el aptdmero P30-10-16 y el aptdmero A20
dirigidos confra hemaglutinina del virus de la influenza A y B,
respectivamente 8384 De forma similar a nuestro frabagjo, en estas
investigaciones se requirieron concenfraciones micromolares del aptédmero

para conseguir inhibiciones de entre 53 y 93%.
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Por ofra parte, nuestros resultados mostraron que la inhibicidon causada por
Sc5c3 fue comparable a la inhibicidn inducida por la heparina, una
molécula estructuralmente similar al HS y reconocida como un eficiente
inhibidor de la infeccidon de VPH.80 El uso de la heparina como agente
antiviral se encuentra limitado por su actividad anticoagulante y las
multiples interacciones con proteinas celulares involucradas en migracion,
adhesion, angiogénesis, proliferacion, etc, que podrian resultar en efectos
toxicos.85 Al parecer, el aptdmero supera estas desventajas, ya que mostrd
una elevada especificidad en una mezcla compleja de proteinas

provenientes de un lavado cervical murino. ¢8

La principal desventaja del aptdmero reside en su susceptibilidad a la
degradacion por nucleasas. Estudios previos mostraron que los aptadmeros
de DNA son mads estables que los de RNA en biofluidos complejos como FBS
y suero humano, resultando en inhibiciones de infecciones virales de
alrededor de 90% usando concentraciones nanomolares.8¢-8? La conversion
directa de un aptdmero de RNA en uno de DNA para incrementar la
estabilidad del aptdmero es una estrategia previamente usada. La version
de DNA de un aptdmero de RNA contra dopamina, no sélo conservo la
especificidad por el blanco, sino que incluso mejord la afinidad.?0 La
version de DNA de un aptdmero contra la proteina CD4 también retuvo la
capacidad de unidén y se pudo observar hasta por dos horas en suero
humano, una remarcable mejora sobre la version de RNA.?T A pesar de
estos antecedentes, nuestro equipo de investigacion mostré que la version
de DNA del aptdmero Sc5c3 perdid completamente la capacidad de
union a las VLPs.8 Hasta el momento no hay suficiente conocimiento para
determinar si una version de DNA preservard las propiedades del aptdmero
de RNA, por lo que este enfoque representa bdsicamente un ensayo de

prueba vy error.

54



DISCUSION

Por ofra parte, la version quimérica DNA-RNA conservd la mayor parte de
la capacidad de unidn de Sc5c3, sugiriendo que algunos de los grupos 2°-
OH del RNA estdn involucrados en la unidon a las VLPs. Aungue la quimera
no produjo mayor inhibicion de la infeccion que Scbc3, su estabilidad en
biofluidos debid ser mejorada por la inclusidon de desoxirribonucledtidos; sin
embargo, se requieren estudios adicionales para demostrar que la quimera

realmente es mas resistente que Sc5c3.

Si bien las modificaciones quimicas al RNA también podrian mejorar la
estabilidad de Scb5c3, éstas podrian afectar la afinidad y la especificidad
del aptdmero; por lo que se requiere un enfoque empirico en el que cada
posicion en el aptdmero sea modificada y caracterizada hasta encontrar
un equilibrio entre la pérdida de afinidad o especificidad y el incremento

de la resistencia a la degradacion.

Por ofra parte, la cristalizacion de complejos proteina-aptdmero ha
mostrado que comUnmente los aptdmeros interaccionan con el mismo sitio
de unidn que los ligandos nativos;?2-94 por lo tanto, era posible que Sc5c3 se
uniera a los sitios de unidn para HS en la superficie de las VLPs y los PsVs; sin
embargo, la union eficiente de Sc5c3 con las VLPs mutantes, sugiridé que la
inhibicion de la infeccidon podria no ser totalmente dependiente del sitio de
unidn para HS. Andlisis previos han determinado que la unidn de un
aptdmero con su blanco conduce a cambios conformacionales tanto en
el aptdmero como en el blanco. Este reconocimiento adaptativo puede
incluso inducir cambios en la estructura secundaria de un péptido.?s Por lo
tanto, nosotros hipotetizamos que la union del Sc5c3 a los PsVs conduce a
cambios conformacionales que impiden la unidon de los PsVs al receptor
celular primario (HS) en la superficie celular, o bien, impiden los cambios
conformacionales necesarios para la internalizacion y desnudamiento del

endosoma (Figura 31). Es necesaria una completa caracterizacion
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estructural de Sc5c3 y experimentos adicionales de unidn para poder

esclarecer el mecanismo de inhibicién del aptdmero.
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Figura 31. Modelo de inhibicion de la infeccién de PsVs de VPH16 por Sc5c3. A)
Los PsVs se unen a hepardn sulfato (HS) en la superficie celular y se inducen
cambios conformacionales necesarios para la internalizacion. B) La unidon de
Sc5c3 a los PsVs podria generar cambios conformacionales en la cdpside viral
que evitarian la unidén a HS o impedir cambios conformacionales indispensables
para la internalizacién.

Como perspectiva, el aptdmero Scbc3 podria ser incluido en un nuevo
producto de aplicacion tépica como se sugirid para la carragenina (un
polisacdrido estructuralmente similar al HS y un potente inhibidor de la
infeccion de VPH) y para el polimero AGMAT1.9¢-98 A diferencia de Sc5c3, la
carragenina probablemente se une al sitio de unidn para HS en el virus;
mientras que AGMAT1 interacciona directamente con el HS. Asi, la

incorporacion de las tres moléculas en un Unico tratamiento podria inhibir
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la enfrada viral en diferentes formas, resultando en una herramienta mads

efectiva.

Ademds, la carragenina y AGMAT1 se han propuesto como agentes
anfivirales para un amplio rango de fipos de VPH. Debido a que L1 estd
altamente conservada entre los diferentes tipos de VPH,8? no descartamos
la posibilidad de que Sc5c3 reconozca otros tfipos de VPH y también

pueda ejercer un efecto inhibitorio.

En conclusion, esta es la primera vez que se reporta la inhibicion de VPH
usando un aptdmero de RNA. Aunque se requiere una caracterizacion
profunda de la funcidon de Sc5c3 en un sistema in vivo, nosotros
proponemos que Sc5c3 podria ser usado como una nueva alternativa

para prevenir la infeccion por VPH16.
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CONCLUSIONES

> Los aptdmeros Sc5c3 y Scbc3A18 inhiben significativamente la
infeccion de PsVs de VPH16 en células 293TT.
> La inhibicion de la infeccion generada por Sc5c3 es superior a la de

Scbc3A18
> El mecanismo de inhibicidon de los aptdmeros es independiente del

sifio de union para hepardn sulfato.

58



PERSPECTIVAS

10

PERSPECTIVAS

> Investigar el efecto del aptdmero en infecciones de ofros tipos de
VPH

> Verificar la especificidad y estabilidad del aptdmero en muestras
biologicas.

> Modificar el aptdmero para darle mayor estabilidad en biofluidos.
> Verificar la inhibicidon de la infeccion usando un modelo murino.

» Incorporar el aptdmero en un producto de uso accesible.
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Human papillomavirus type 16 (HPV16) DNA has been found in ~50% of cervical tumors worldwide. HPV
infection starts with the binding of the virus capsid to heparan sulfate (HS) receptors exposed on the surface of
epithelial basal layer keratinocytes. Previously, our group isolated a high-affinity RNA aptamer (Sc5c¢3) specific
for HPV16 L1 virus-like particles (VLPs). In this study, we report the inhibition of HPV16 infection by Sc5¢3
in a pseudovirus (PsVs) model. 293TT cells were infected by HPV16 PsVs containing the yellow fluorescent
protein (YFP) as reporter gene. Incubation of HPV16 PsVs with Sc5¢3 before infection resulted in a dose-
dependent decrease in YFP fluorescence, suggesting infection inhibition. Aptamer degradation by RNase A
restored PsVs infectivity, supporting the previous observation that Sc5¢3 aptamer can inhibit infection. VLP
mutants with removed HS binding sites were used in binding assays to elucidate the Sc5¢3 blocking mecha-
nism; however, no binding difference was observed between wild-type and mutant VLPs, suggesting that
pseudoinfection inhibition relies on mechanisms additional to electrostatic HS binding site interaction. A DNA/
RNA Sc5c¢3 version also inhibited HPV PsVs infection, suggesting that a modified, nuclease-resistant Sc5¢3
may be used to inhibit HPV 16 infection in vivo.

Keywords: aptamer, papillomavirus, HPV, pseudovirus, binding, viral inhibition

Introduction

PAPILLOMAV]RUSES ARE SMALL nonenveloped DNA viru-
ses that infect mucosal or cutaneous epithelium. More than
99% of cervical cancer cases contain human papillomavirus
(HPV) DNA sequences; particularly, HPV type 16 (HPV16) is
the most prevalent type worldwide [1]. The HPV capsid is 50—
60 nm in size and contains 360 units of the L1 protein (major
capsid protein) and a variable quantity of the L2 protein (minor
capsid protein) arranged in 72 capsomers [2-5]. The key event
for HPV infection is the binding of the viral capsid to heparan
sulfate (HS), a negatively charged linear oligosaccharide at-
tached to a protein core on the cell surface [6-8]. There are
multiple superficial HS binding sites on the HPV capsid inte-
grated by positively charged amino acids from the L1 protein.
Nevertheless, the HS binding site composed by residues K278
and K361 has been proposed as the primary binding site for HS.
Other L1 HS binding sites, including residues K54, K356, N57,
K59, K442, and K443, do not affect attachment to the cell

surface or basal membrane, although mutagenesis experiments
showed that HPV infectivity is significantly compromised when
such positions are affected [9-11].

The availability of prophylactic vaccines for HPV has re-
sulted in a significant decrease of HPV infections, precan-
cerous lesions, and genital warts. HPV immunization has
been included in the national immunization schedule in many
developed countries [12,13]. In contrast, 84% of the new
cases of cervical cancer every year take place in developing
countries where application of HPV immunization is limited
by diverse factors, including the high cost of the vaccine,
inadequate healthcare infrastructure. and sociocultural
barriers [14,15]. In addition, over 90% HPV infections are
spontaneously cleared in immunocompetent subjects and
only a fraction of infected women develop cervical cancer
[16]. Thus, additional factors are likely to contribute to cer-
vical malignant progression, making necessary a continuing
development of accessible and affordable complementary
tools to prevent HPV infection and cervical cancer.
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Aptamers are small single-stranded oligonucleotides that
fold into three-dimensional structures that tightly and spe-
cifically bind to a diverse range of ligands [17.18]. It is well
known that aptamers have several advantages as ther-
anostics tools, such as low immunogenicity, resistance to
temperature changes, low cost, and reproducible production
[19.20]. Recently, aptamers have emerged as powerful an-
tiviral agents. Inhibition of viral infections such as influenza
A and B, hepatitis C. and HIV-1 has been accomplished
by interaction of specific aptamers directed toward viral
capsid proteins and a consequent blockage of the viral
fusion [21-23].

Previously, our group isolated an RNA aptamer (Sc5¢3)
directed against HPVI6 L1 virus-like particles (VLPs).
Sc5¢3 specifically bound HPV16 L1 VLPs in a complex mix
of proteins from murine cervical washes [24]. There are no
specific reports on the affinity of HPV 16 for cell-surface HS,
although the HPV-HS interaction, mediated by hydrogen
bonds and electrostatic forces, appears conserved among the
diverse HPV types [10]. Moreover, the binding affinity of
VLPs to cell surface receptors (Kp=100pM [25]) from the
closely related HPV33 (HPV species group 9 [26]) suggests
that HPV 16 attachment to cell surface receptors may have a
similar value. In such case, the higher affinity of Sc5¢3 for
HPV16 L1 VLPs (K =0.05 pM) [24] may have the potential
to block HPV16 infection by competing out the viral at-
tachment to the cell surface.

In this study, we report that the Sc5c¢3 aptamer has the
potential to inhibit HPV 16 infection. HPV 16 pseudoviruses
(PsVs), containing the yellow fluorescent protein (YFP) as
reporter gene, were used to model HPV16 infection in
293TT cells [27]. The incubation of HPV16 PsVs with
Sc5¢3 before pseudoinfection resulted in a dose-dependent
decrease in YFP fluorescence, indicating infection inhibi-
tion by Sc5¢3. HPV16 L1 VLPs comprising reported mutant
HS union sites were used in binding assays to elucidate the
Sc5c3 infection-inhibiting mechanism. However. no dif-
ference in Sc5c¢3 binding was observed between wild-type
and mutant VLPs, suggesting that infection inhibition may
rely on mechanisms additional to electrostatic HS binding
site interaction. To increase Sc3c3 stability, we produced a
DNA/RNA chimera, which retained about 80% binding and
also inhibited HPV16 PsVs infection, suggesting that a
modified, nuclease-resistant Sc5¢3 may be used to inhibit
HPV 16 infection in vivo. Altogether, the results presented in
this study show the proof-of-concept of the use of aptamers
to inhibit HPV infection.

Materials and Methods
Cell culture

The 293TT cells were cultured in Gibco® Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Thermo Fisher Scien-
tific, Inc., Waltham, MA) supplemented with 5% Gibco fetal
bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific), 100 IU/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin (PAA Laboratories, Inc.,
ON, Canada), and 200 pg/mL Gibco hygromycin (Thermo
Fisher Scientific) at 37°C and 5% CO,. For VLP production,
recombinant baculovirus-infected Spodoptera frugiperda Sf-
21 cells (Thermo Fisher Scientific) were cultivated in Gibco
SF 900-11 serum-free medium (Thermo Fisher Scientific) at
26°C.
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All oligonucleotides were purchased from T4 oligo®
(ADN Sintético S.AP.L de C.V., Gto., México). Primers
FwL1Xhol (5-ATC TCG AGT AAT GAG CCT GTG GC-
3’) and RvL1HindIII-EcoRI (5-CGG CCA TGA ATT CAA
AAA GCT TCA CAG CTT CCT CTT-3") were used to
amplify L1 sequences. The pl6shel L expression plasmid
was obtained from Addgene (Cambridge, MA) and contains
both HPV16 L1 and L2 genes. The reporter plasmid
pSVLYFP contains the YFP gene @erived from the pEYFP
plasmid (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA)
cloned into the pSVL expression vector (GE Healthcare Bio-
Sciences, Pittsburgh PA).

Aptamer production

Single-stranded DNA (ssDNA) oligonucleotides for Sc5¢3
and Sc5c3A18 aptamers were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using FWD and REV primers as previously
reported [24]. The double-stranded DNA product was in vitro
transcribed using T3 RNA polymerase (Thermo Fisher Sci-
entific) according to the manufacturer’s instructions. Tran-
scripts were purified by denaturing polyacrylamide gels (8%
polyacrylamide, 7 M urea) and eluted overnight in an elution
buffer (0.5M ammonium acetate, 1 mM EDTA, and 0.1%
SDS) at 4°C. Recovered RNA was purified using the
Invitrogen™ TRIzol® reagent (Thermo Fisher Scientific)
followed by isopropanol precipitation. For labeled aptamers,
UTP was substituted by 2-[**P]-UTP (3000 Ci/mmol) (Per-
kin Elmer, Inc., Waltham, MA).

Immunoblotting

VLPs (15pug) were boiled in Laemmli loading buffer
(62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 25% glycerol, 2% SDS. 2% (v/v)
B-mercaptoethanol, and 0.01% (w/v) bromophenol blue)
before electrophoresis in denaturing 8% polyacrylamide/
SDS gels. Gels were electrotransferred to Immobilon®-P
membranes (Millipore Corporation, Bedford, MA). Mem-
branes were blocked and incubated with a primary mouse
monoclonal antibody (sc-57834) against HPV16 L1 (aa 289-
16981) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.. Santa Cruz, CA)
and a secondary donkey anti-mouse IgG-HRP antibody (sc-
2314) (Santa Cruz Biotechnology). Detection was accom-
plished with the Luminata™ Forte HRP Substrate (EMD
Millipore, Billerica, MA) in a C-DiGit® Blot Scanner (LI-
COR Biosciences, Inc., Lincoln, NE).

HPV16 PsVs production

HPV 16 PsVs were produced based on the reported method
by Buck and Thompson [28]. 293TT cells were cotransfected
with the pl6shel L expression plasmid [29] and the reporter
plasmid pSVLYFP using the LipofectiﬂO transfection re-
agent (Thermo Fischer Scientific) and incubated for 72 h.
Cells were harvested and washed with Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (DPBS) (2.67 mM KCl, 1.47mM
KH,PO,. 137.93mM NaCl, and 8.06 mM Na,HPO,-7H,O
pH 7.2-7.7) before resuspension with DPBS-Mg (DPBS
supplemented with 9.5mM MgCl,) in siliconized micro-
tubes. For PsVs maturation, Brij-58 (Sigma-Aldrich Corp.,
St. Louis, MO) was added to the cellular suspension to a final
concentration of 0.25% and the mixture was incubated at
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37°C for 24 h. After maturation, the mixture was digested
with Benzonase® (Sigma-Aldrich) at 0.1% final concentra-
tion during 1 h at 37°C and chilled on ice before clarification
by centrifugation at 2,000g for 15 min. Supernatant was
removed and placed on an OptiPrep™ gradient (Sigma-
Aldrich) for ultracentrifugation at 170,000g during 20 h. The
fraction containing PsVs was recovered and filtered through a
Sephadcx° G25 column (GE Healthcare Biosciences) in
DPBS-0.5M NaCl. PsVs production was verified by immu-
noblotting and transmission electron microscopy (TEM).
Infectivity was a measure of the number of 293TT fluorescent
cells generated by 1 pL of viral stock after 72 h postinfection.
Each fluorescent cell was considered an infectious unit (InU).
PsVs were stored at 4°C until use.

VLP production

Production of HPV16 L1 VLPs was performed as previ-
ously described [24). Briefly, HPV 16 wild-type and mutant L1
sequences with substitutions in relevant sites for HS binding
[11] (kindly provided by Martin Sapp. PhD, Department of
Microbiology and Immunology, LSU Health Sciences Center)
(Table 1), were PCR amplified and VLPs were obtained using
Invitrogen Bac-to-Bac™ Baculovirus Expression System, as
indicated by the manufacturer (Thermo Fisher Scientific).
Recombinant baculovirus was used to infect proliferating Sf21
cells in SF900 I medium for 72 h at 26°C. Infected cells were
pelleted by centrifugation and resuspended in DPBS-Mg
supplemented with cOmplete™ protease inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich) in siliconized microtubes before sonication in
a GEX 130 PB ultrasonic processor (Cole-Parmer Instrument
Co., Vernon Hills, IL). VLPs were purified through ultracen-
trifugation on CsCl isopycnic gradients and extensively
dialyzed against DPBS at 4°C. VLPs were verified by immu-
noblotting and TEM and stored at 4°C until use.

Binding assays
Purified HPV 16 VLPs or PsVs were incubated with 2 pmol
of P-labeled Sc5¢3 or Sc5¢3A18 and 40 U of RiboLock™

TasLE 1. MutranT HPV16 L1 VirRUS-LIKE PARTICLES
Usep IN THis Stuby

VLP

name Mutation™

M2 K361A

M3 K356A

M4 K278A

M6 K278A, K361A

MI12 K54A, K278A, K356A, K361A

MI5 K452A

M24 N5S7A, KS9A, K278A, K361A, N450A, K452A
M25 K54A, N57A, K59A, K278A, K361A,

K442A, K443A

VLPs were prepared using mutant HPV16 L1 sequences with
substitutions in one or more amino acids relevant for HS binding.

“Residues of lysine (K) or asparagine (N) on HS binding sites
were substituted by alanine (A).

numbers indicate the amino acid residue position on the

HPVI16 L1 sequence.

“All HPV16 L1 mutants have been previously reported [10].

HPV 16, human papillomavirus type 16; VLPs, virus-like particles.

72

3

RNase inhibitor (Thermo Fischer Scientific) in DPBS for
30 min at room temperature. The binding mix was placed
on a slot blot apparatus with a nitrocellulose (NC) membrane
(aptamer:protein complex retainer) (GE Healthcare Bios-
ciences) layered on a nylon (NY) membrane (unbound ap-
tamer retainer) (GE Healthcare Biosciences), as previously
reported [30]. The residual label on the membranes was
quantified using a Typhoon Variable Mode Imager (GE
Healthcare Biosciences).

Pseudovirus (PsVs) infection inhibition

293TT cells were seeded into 24-well plates (1 x 10°/well)
and incubated overnight at 37°C. Infection mixes were pre-
pared with 5,000 InU PsVs and increasing concentrations of
Sc5c3, Sc5c3A18, (RNA, or heparin plus 80U of Ribolock
RNase inhibitor (Thermo Fischer Scientific) in 80 uL. DPBS
final volume. Infection mixes were maintained on gentle
agitation at room temperature for 20 min and then added to
293TT in 500 ul. DMEM. PsVs adsorption was allowed for
20 min before removal of the infection mix followed by ad-
dition of | mL of prewarmed DMEM supplemented with 5%
FBS. After 72h, cells were harvested, washed with DPBS,
and resuspended in 0.5mL of DPBS for analysis in a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
CA) with a band-pass filter at 530/30 nm (FL1). Excitation
was performed with a 488 nm argon laser (1 x 10* cells/read).

Results

The Sc5c¢3 RNA aptamer comprises 58 nt distributed in
five structural domains: the double stranded stem domains
(S1and S2), the central bubble (B1). the main loop (ML), and
the 3"-end unstructured region (UR) (Fig. 1A). The ML re-
gion contains positions required for VLP recognition, but
deletion of the UR region (Sc5c3A18) does not modify
specificity [24] (Fig. 1B). suggesting that both Sc5c¢3 and
Sc5¢3A18 can be used to inhibit HPV infection.

It has been reported that both HS and heparin can interact
with HPV and inhibit infection, while no effect on HPV in-
fection has been reported using chondroitin sulfate [6.7]. To
initially establish the potential of Sc5c3 to inhibit HPV in-
fection, binding assays were made with HPV16 L1 VLPs and
constant amounts of labeled Sc5¢3 aptamer competed against
increasing concentrations of HS, heparin, or chondroitin
sulfate. Both HS and heparin, but not chondroitin sulfate,
inhibited Sc5c¢3 binding in a dose-dependent manner
(Fig. 1C). The heparin inhibitory effect was stronger than the
HS. probably due to the higher content of sulfate groups
within the molecule backbone. Additional experiments using
lower heparin concentrations showed that nanomolar quan-
tities are enough to inhibit Sc5c3 binding (Supplementary
Fig. S1: Supplementary Data are available online at www
Jliebertpub.com/nat). These results suggested that Sc5c3, HS,
and heparin may compete for the same site on the VLP sur-
face and thus harbor a potential to inhibit HPV 16 infection.

Sc5¢3 aptamer inhibits HPV16 pseudoinfection

Because of lack of a reliable in virro model for HPV in-
fection, HPV16 PsVs containing the pSVLYFP plasmid as
pseudogenome were produced to mimic the HPV infection
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FIG. 1. HS inhibits Sc5c3 binding. (A) Structural representation of the Sc5c¢3 aptamer. The structural features of the

Sc5c3 aptamer, including the double-stranded stem domains (S1 and S2), the central bubble (B1), the main loop (ML), and
the 3’-end unstructured region, are shown. Nucleotides conserved as ribonucleotides in the DNA/RNA chimera aptamer are
indicated with squares. (B) Structural representation of the Sc5¢3A18 aptamer. The ML, S1, and B2 regions are conserved
and a second bubble (B2) is formed. (C) Upper panel. Effect of HS on Sc5c3 binding. Representative binding assays using
fixed amounts of >-P-labeled Sc5c3 RNA and HPVI6 L1 VLPs competed with i mcreasmg concentrations (up to 1.25 uM) of
HS, heparin, or chondroitin sulfate. Residual aptamer on NC and NY membranes is shown. An NP negative control was
included. Lower panel. Competitive binding quantification. The ratio of residual radioactivity on NC membranes over the
total input was quantified and plotted against HS (black circles). heparin (black squares). or chondroitin sulfate (black
triangles) concentrations. Plotted data are relative to Sc5¢3 binding to HPV16 L1 VLPs with no competitors and represents
the mean and standard deviation of three experiments. HS, heparan sulfate: VLPs, virus-like particles: NC, nitrocellulose;

NY. nylon: NP. no protein: HPV16, human papillomavirus type 16.

process in 293TT cells (pseudoinfection). An effective
pseudoinfection procedure will result in fluorescent cells
through the expression of YFP as reporter protein. Although
itis well known that HPV16 VLPs and PsVs display the same
immunogenicity and are structurally similar to the native
virus, a binding analysis was performed to show that Sc5¢3
(initially isolated against HPV16 L1 VLPs) retains affinity
for PsVs. HPV16 L1 VLPs and PsVs were incubated with
32p._labeled Sc5c3 in binding assays. Analysis of the residual
radioactivity on the NC and NY membranes showed that the
bound aptamer was similar for both HPV16 L1 VLPs and
PsVs, thus indicating that Sc5¢3 can indistinctively bind both
PsVs and VLPs (Fig. 2A). The negative controls with no
protein and with the unrelated protein BSA produced no
significant binding.

To test peudoinfection inhibition by the Sc5¢3 aptamer,
HPV16 PsVs were incubated with 30puM of ScSc3,
Sc5¢3A18, tIRNA, or heparin before addition to 293TT
monolayer cultures. Flow cytometry quantification of pseu-
doinfected cells showed that Sc5c3 treatment significantly
decreased pseudoinfection by 61% relative to the nontreated
(NT) PsVs control. Pseudoinfection inhibition by Sc5c3A18
was statistically similar to that of Sc5¢3 (p<0.01). The
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heparin-treated PsVs-positive control resulted in 80% pseu-
doinfection inhibition, but no significant inhibition was ob-
served with the tRNA-treated PsVs control (Fig. 2B).
Analysis of the stability of Sc5¢3 RNA in the basal culture
medium showed that a substantial amount of the aptamer
RNA survives the transfection procedure (Supplementary
Fig. S2).

To further show pseudoinfection inhibition specificity, the
PsVs:aptamer infection mix was incubated with RNAse A
before pseudoinfection. Treatment with RNAse A restored
fluorescence in infected cells showing that pseudoinfection
inhibition is caused by the presence of aptamer RNA. The
RNAse A treatment did not significantly affect the heparin-
induced pseudoinfection inhibition (Fig. 2B). As an addi-
tional control, we selected the inactive Sc5¢3 mutant C27A,
harboring a single-nucleotide change in position 27 (cytosine
to adenine) within the ML region (Fig. 2C). C27A is unable to
bind HPV16 L1 VLPs, probably due to a strong change on
Sc5¢3 secondary structure (Fig. 2D). Treatment of PsVs with
C27A (20 uM) before 293TT infection resulted in similar
fluorescence levels to the NT control, supporting our previ-
ous observation that the inhibitory effect on PsVs infection
is specific for Sc5c3 (Fig. 2E). The heparin-positive control
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FIG. 2. Sc5c3 inhibits HPV16 PsVs pseudoinfection. (A) Binding of Sc5¢3 aptamer to HPV16 L1 VLPs and HPV16
PsVs. Upper panel. Binding assays of labeled Sc5c3 RNA incubated with HPV16 L1 VLPs, PsVs, or BSA. Residual
aptamer on NC and NY membranes is shown. NP negative control. Lower panel. The plot shows the percentage of bound
RNA relative to total RNA input and the data represent the mean and standard deviation of three independent experiments.
(B) Inhibition of PsVs pseudoinfection by the ScS5c3 aptamer. HPV16 PsVs were incubated with 30 uM of Sc5c3,
Sc5c3A18, the negative control tRNA, or the positive control heparin before infection (white bars). RNase A was added to
the infection mix to eliminate RNA before infection (black bars). Pseudoinfected 293TT cell fluorescence was quantified by
flow cytometry and plotied as relative to the NT PsVs pseudoinfection control. The graphs represent the mean and standard
deviation of three independent experiments. Asterisks indicate statistical significance (n=3, p<0.01). (C) Structural rep-
resentation of Sc5¢3 mutant C27A. The cytosine at position 27 was transversed to adenine (square). (D) Binding analysis of
mutant C27A. Upper panel. Binding assays of VLPs with labeled Sc5¢3 or mutant C27A. Residual aptamer RNA on NC
and NY membranes is shown. The negative control does not contain protein (NP). Lower panel. The plot shows the
percentage of bound aptamer relative to total aptamer input and data represent the mean and standard deviation of three
independent experiments. (E) Inhibition of HPV pseudoinfection by mutant C27A. HPV 16 PsVs were incubated with 20 yM
of Sc5c3, C27A, or heparin. Pseudoinfected 293TT cell fluorescence was quantified by flow cytometry and plotted as
relative to the NT PsVs pseudoinfection control. The graphs represent the mean and standard deviation from independent
experiments. Asterisks indicate statistical significance (n=2, p<0.01). PsVs, pseudovirus.

showed the expected level of inhibition (30%—40%) (Fig. 2E).
Taken together, these results strongly suggest that Sc5¢3 inhibits
HPV 16 PsVs infection.

Aptamers inhibit HPV16 infection
in a dose-dependent manner

To show dose dependence of the Sc5c¢3-mediated inhibi-
tion of HPV 16 pseudoinfection, PsVs were incubated with
increasing amounts of Sc5¢3, Sc5¢3A18, and heparin (5, 10,
20, and 30 pM) before addition to 293TT monolayer cultures
and quantification by flow cytometry. Pseudoinfection inhi-
bition by Sc5c3 treatment reached saturation at 10 pM (about
60%), comparable to the inhibition observed in heparin-

treated PsVs (Fig. 3). However, Sc5¢3A18 treatment caused
lower pseudoinfection inhibition relative to Sc5c3 or heparin
at lower concentrations, suggesting that although dispensable
for VLP binding, the 3’ UR domain may play a role on the
stability of the Sc5¢3-PsVs complex.

PsVs infection inhibition by aptamers requires
nonelectrostatic interactions

To further explore the molecular basis of the Sc5c3-
mediated inhibition of HPV 16 pseudoinfection, binding as-
says were made with several HPV16 L1 VLPs containing
mutations on the reported HS union sites on the capsid sur-
face [10,11]. Mutant HPV16 L1 VLPs containing a single or
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FIG. 3. Sc5c3 inhibits HPV16 PsVs pseudoinfection in a
dose-dependent manner. 293TT cells were pseudoinfected
with HPV16 PsVs treated with increasing concentrations of
Sc5c¢3 (open circles) or Sc5c3A18 (black squares) aptamer
RNA or the heparin positive control (black triangles) and
quantified by flow cytometry. Plots show pseudoinfection
relative to inhibitor-free PsVs control and represent the mean
and standard deviation of three independent experiments.
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multiple substitutions of lysine and asparagine residues by
alanine (Table 1) were produced and verified by immuno-
blotting (Fig. 4A). Mutant VLPs were incubated with labeled
Sc5¢3 or Sc5¢3A18 and then loaded on the slot blot setup for
binding quantification. No significant binding differences
were observed between the wild-type VLPs and single (M2.
M3, M4, and M15), double (M6), or even quadruple VLP
mutants (M12) (Fig. 4B). Nevertheless, the multiple mutant
VLPs M24 and M25 showed a small, but significant decrease
in binding for both Sc5c3 and Sc5¢3A18. This modest in-
hibitory effect observed could be caused by the strong loss of
positively charged amino acids on the VLP surface, which
may mediate electrostatic interactions with the negatively
charged RNA, instead of indicating biologically relevant
binding sites for Sc5¢3. These results suggest that Sc5¢3-
mediated inhibition may rely on additional mechanisms to
electrostatic HS binding site interaction.

A Sc5¢c3 DNA/RNA chimera maintains
infection inhibition activity

Chemically, RNA is less stable than DNA since the reac-
tive 2"-hydroxyl group of the ribose sugar. In addition, the
large amount of ribonucleases present in biofluids and tissues
rapidly process most unprotected RNAs, as shown for Sc5¢3
in culture medium with serum (Supplementary Fig. S2). As
an initial step to improve aptamer stability, an ssDNA version
of Sc5c¢3 was synthesized to ease the selection of chemical
substitutions required to synthesize ribonuclease-resistant
aptamers. Also, an ssDNA/RNA chimera was synthesized
keeping as RNA positions within the ML, S1, and S2 regions,
which are important for binding and specificity [24]
(Fig. 1A). To evaluate the effect on binding, the labeled
Sc5¢3 ssDNA or DNA/RNA chimera were incubated with
HPVI16 L1 VLPs in binding assays using Sc5¢3 RNA as
positive control. Sc5¢3 ssDNA nearly lost all VLP binding
capacity relative to Sc5¢3 RNA and was no longer considered
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FIG. 4. Sc5c3 binding to HPV16 L1 VLPs is independent
of HS sites. (A) Wild-type (L1wt) and mutant (M2, M3,
M4, M6, M12, M15, M24, and M25) HPV16 L1 VLPs were
produced and verified by immunoblotting. The arrow indi-
cates the approximate size (55 KDa) of wild-type HPVI6 L1
(L1wt). Nomenclature corresponds to the different HPV16
L1 mutants described in Table 1. (B) Binding assays using
HPV16 L1 mutant (M2, M3, M4, M6, M12, MI5, M24, and
M25) and wild-type (L1wt) VLPs with labeled Sc5c¢3 (white
bars) or ScSc3A18 (black bars) RNA. Aptamer binding with
each mutant was plotied as relative to wild-type HPVI6 L1
VLP binding and they represent the mean and standard
deviation of three independent experiments. Asterisks indi-
cate statistical significance (n=3, p<0.05).

for further experiments (Fig. 5A). However, the Sc5¢3 DNA)
RNA chimera conserved about 80% VLPs binding relative to
Sc5c3 RNA, suggesting that the 2° OH may play a significant
role in VLP recognition (Fig. 5A). Treatment of HPV16 PsVs
with the Sc5c3 DNA/RNA chimera (20 pM) before 293TT
infection resulted in pseudoinfection inhibition at a similar
level than Sc5¢3 RNA. The positive (heparin) and negative
(C27A mutant) controls resulted in 70% of inhibition and no
significant effect. respectively (Fig. 5B). Therefore, althougha
small loss in VLP binding. the DNA/RNA chimera conserved
the pseudoinfection inhibition capacity of Sc5¢c3 RNA, sug-
gesting that several positions within the Sc5¢3 structure can be
modified without substantial changes in activity.

Discussion

Although prophylactic vaccines against HPV infection
were introduced about a decade ago, cervical cancer is still
one of the deadliest threats for women living in developing
countries [31]. High costs, poor healthcare infrastructure,
cultural issues, and vaccine toxicity issues can be cited as the
main reasons for this apparent lack of effectivity [15]. These
facts remark the lack of efficient strategies for HPV trans-
mission control, early detection, and treatment, indicating
that implementation of new strategies complementary to
HPV vaccination is still necessary.
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infection. (A) Binding of Sc5¢3 ssDNA and DNA/RNA chimera

HPV16 L1 VLPs. Upper panel. Native Sc5¢3 RNA and the modified ssDNA and DNA/RNA chimera versions were radi-
olabeled and incubated with HPV16 L1 VLPs in binding assays. Residual aptamer on NC and NY membranes is shown. The
negative control does not contain protein (NP). Lower panel. The plot shows the percentage of bound aptamer relative to total

aptamer input and data represent the mean and standard dev

iation of three independent experiments. (B) Inhibition of PsVs

pseudoinfection by the chimeric DNA/RNA aptamer. HPV16 PsVs were incubated with 20 uM of Sc5c3, the DNA/RNA

chimera, the C27A mutant (negative control), or the h

eparin (positive control) before 293TT cell infection. Fluorescence was

quantified by flow cytometry and plotted as relative to the nontreated PsVs pseudoinfection control. The graphs represent the
mean and standard deviation of three independent experiments. Asterisks indicate statistical significance (n=3, p<0.01).

In this study, we report the use of an RNA aptamer to
inhihit HPV16 PsVs infection in 293TT cells Psendoinfec-
tion inhibition by Sc5¢3 was comparable to that reported for
other unmodified RNA aptamers used to block cell receptor
binding such as P30-10-16 and A20 aptamers against hem-
agglutinin from influenza A and B. respectively (55%—93%
inhibition at micromolar range) [32]. In addition, our results
showed that Sc5¢3 pseudoinfection inhibition was similar to
heparin-induced inhibition, a molecule structurally related to
HS and accepted as an efficient inhibitor of the HPV infection
[7]. Nevertheless. heparin application as an antiviral agent is
limited by its anticoagulant activity and the multiple inter-
actions with cellular proteins involved in cell migration,
adhesion, angiogenesis, proliferation, and so on, which could
result in high toxicity [33]. On the other hand. Sc5¢3 has
shown high specificity in a complex mixture of proteins [24].
However, the main disadvantage of RNA aptamers lies in its
susceptibility to rapid degradation in biofluids. Previous
studies have shown that DNA aptamers are more stable than
RNA aptamers in complex biofluids such as FBS and human
serum, resulting in infection inhibition of about 90% at
nanomolar concentrations [34-37]. Thus, the addition of
modified nucleotides to Sc5¢3 may confer a higher inhibition
capacity by adding stability in biofluids through resistance to
nuclease-directed degradation [38]. The direct conversion of
aptamer RNA into ssDNA to increase nuclease resistance has
been previously tested, using the ssDNA version of an RNA
aptamer against dopamine, resulting in similar binding
specificity and even improved affinity [39]. The ssDNA
version of an RNA aptamer against the CD4 protein also
retained its binding abilities. Moreover, the ssDNA aptamer
lasted up to 2 h in human serum, a remarkable improvement
over the RNA version [40]. In this work, the Sc5¢3 ssDNA
lost most binding capacity for the VLPs. There is not enough
knowledge on Sc5¢3 RNA structure to predict what nucleo-

tide positions can be modified without significant loss of
hinding, while conferring nuclease resistance. Thus, an em-
pirical approach is required modifying or mutating positions
one by one to obtain the best binding/resistance compromise.
The production of an Sc5¢3 DNA/RNA chimera resulted in
the retention of most of the Sc5c3 binding capacity, sug-
gesting that at least some of the 2 OH groups within Sc5¢3
RNA must participate in VLP binding. Although the
DNA/RNA chimera did not produce higher inhibition than
Sc5c3 RNA, its stability in biofluids should be improved by
the inclusion of deoxynucleotides as no known nuclease can
process DNA/RNA chimeras. Further studies on the stability
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FIG. 6. Model of HPV16 PsVs pseudoinfection inhibition
by Sc5c¢3. (A) PsVs bind to HS residues on the cell surface and
induce conformational changes on the PsVs that allow inter-
nalization. (B) Binding of Sc5¢3 to PsVs generates confor-
mational changes on the viral surface, which would prevent
primary receptor recognition, thus impeding viral attachment.
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of the Sc5¢3 chimera in biofluids are required to firmly es-
tablish nuclease resistance.

Crystallization of protein:aptamer complexes has shown
that aptamers interact with the same binding site of the native
ligand [41-43]; therefore, it was feasible that Sc5c¢3 could
bind to several HS binding sites found on the PsVs and VLP
surface. However, efficient Sc5¢3 binding with mutant VLPs
M2, M3, M4, M6, M12, and M15, which lack positively
charged amino acids, suggested that pseudoinfection inhibi-
tion may not rely solely on HS binding sites. Moreover,
previous analyses have determined that aptamer binding lead
to conformational changes on both aptamer and target. This
adaptive recognition can even induce secondary structure
changes on the target peptide [44]. Therefore, we hypothe-
sized that additional nonelectrostatic forces could modify
Sc5c¢3-PsVs conformation by adaptive interaction, thus pre-
venting successful viral attachment to the primary receptor or
other downstream conformational changes indispensable for
internalization and uncoating (Fig. 6). Further experiments
on Sc5¢3-VLP/PsVs binding and a complete Sc5c3 structural
characterization should be performed to resolve the inhibi-
tory mechanism on the HPV infection process.

As a perspective, the Sc5¢3 aptamer could be a component
of a new topical application product as suggested for carra-
geenan (a polysaccharide structurally similar to HS and a
potent inhibitor of HPV infection) and the positively charged
polymer AGMAI [29,45,46]. Unlike Sc5c3, carrageenan
probably binds HS binding site and AGMA binds directly to
HS. Thus, incorporation of the three molecules in a single
treatment could inhibit viral entry in different ways, resulting
in an even more effective tool. In addition, carrageen and
AGMI have been proposed as antivirals for a wide range of
HPV types. Because L1 is highly conserved among HPV
types [26.47]. we do not exclude the possibility that Sc5¢3
may cross-react with other HPV types and inhibit infection.

In conclusion, this is the first report of an RNA aptamer
efficiently blocking HPV infection. Although further char-
acterization on the molecular mechanisms involved remains
to be solved, we propose that Sc5¢3 could be used as a novel
alternative to prevent HPV infection.
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SUPPLEMENTARY FIG. S1. Effect of heparan sulfate
on Sc5c3 binding. Upper panel: Representative binding
assays using fixed amounts of **P.labeled ScSc3 RNA and
HPV16 L1 VLPs competed with increasing concentrations
of HS. Residual label on NC and NY membranes is shown. A
negative control with NP was included. Lower panel: Com-
petitive binding quantification. The ratio of residual label on
NC membranes over the total input was quantified and plotted
against HS concentration. Plotted data are relative to Sc5¢3
binding to HPV16L1 VLPs with no competitors and represent
the mean and standard deviation of three experiments. NC,
nitrocellulose; NY, nylon; NP, no protein.
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SUPPLEMENTARY FIG. S2. Labeled Sc5c¢3 RNA was
incubated with complete culture medium (DMEM +5% fetal
bovine serum) or serum-free medium (DMEM) from cul-
tured 293TT cells at 37°C for 20 min. The residual RNA
was electrophoresed in denaturing 7M urea 8% polyacryl-
amide gels and analyzed in a Typhoon scanner. The amow
indicates the relative migration of the full Sc5¢3 RNA.
DMEM, Dulbecco’s modified Eagle's medium.
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