CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

“Aislamiento de una poblacion de aptameros de DNA contra
pseudovirus del virus del papiloma humano tipo 18
mediante el método SELEX”

TESIS

Que presenta
BQ. Mateo Alejandro Martinez Roque

Para obtener el grado de
Maestro en Ciencias

en la especialidad de
Genética y Biologia Molecular

Director de Tesis
Dr. Luis Marat Alvarez Salas

Ciudad de México Agosto, 2018



El presente trabajo se realiz6 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, el autor conté con una beca personal otorgada por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONaCyT) con numero de registro
456130.



INDICE

INDICE DE FIGURAS ...ttt eae e e eae e 5
INDICE DE TABLAS ..ottt e e e e e e aeeens 6
RESUMEN ..o e e e s 7
AB ST R A CT et 8
1.1 Elvirus del papiloma humano (VPH) .......coooouiiiiiii e 9
0 I A o T=T 0T g = T = | 10
1.1.2 Infeccidn de la capa basal por VPH.........ccccoiiiiiiiiiiieieeeee 11
1.1.3 Deteccion de la infeccion por VPH .........ccccoooiiiiiiiiiieiiieeeeeen 12
1.1.3  Particulas VIrales ............uueieiiiiiiiiiiieeee e 12

1.2 APLAMIEBIOS ...ceeeiieeeeee ettt ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e s e bbb r e e e e e e e e e aann 13
1.2.2 Ventajas del USO de aptameros ...........ccevieeeriiiiiiiiiiieeee e eiiieeeeee s 14
1.2.1  Aislamiento de aptdmeroS .........ooocuuuiiiiiiiiee e 14

2. ANTECEDENTES ... e 17
3. JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt eens 19
A, HIPOTESIS ..ottt 20
5. OBUIETIVOS ...t e e et e e e e e e s 21
5.1 ODJEtIVO gENEIAL........iiiiieeeeeee e 21
5.2 ODbjetivos €SPECITICOS .....ccciiiiiiiiiei e 21
6. MATERIALES Y METODOS ......coooiieeeeeeeeeeeeeee ettt 22
6.1 Estrategia experimental. ..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 22
6.2 Disefio y purificacion de la LAO. ...........uuueuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeieeeeeaeeees 23
6.3 Seleccion de secuencias afines aloS PSV18...........cccccviiveiiiiiiiiniiiiiieeeee 24
6.3.1  PrIMEr CICIO. .. uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24



6.3.2 Inmunodeteccion de la proteina L1 .........cccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25

6.3.3 Segundo ciclo y tercer ciclo de SelecCion ...........cccuvvvvvvvviiiiiiinnninnnnnns 25
6.3.4 Formacion de la emuISION ... 25
6.3.5 PCR CONVENCIONAI .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
6.3.6  PCR @SIMALIICA. ...ceiiieiiiiiiiiiiiiiie et 26

6.3.7 Termociclaje y recuperacion del producto de PCR de la emulsion ... 26

6.3.8  Purificacion del producto de la emPCR ...........ccciiiiiiiiiiiie e, 27
6.3.9  Purificacion de la ssDNA (cadena sentido) .........cccoeeeeeviiiiiiiiiiiineeenn. 27

6.4 Evaluacion del proceso de selecciéon mediante PCR en tiempo real. .......... 28
6.4.1 Slot blot de la SSDNA 3R Y 10S PSV18 .........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 28
6.4.2 PCR en tiempo real de las secuencias recuperadas......................... 29

7. RESULTADOS . ...t e e et e e e et e e e eaaa s 30
7.1 Disefio y purificacion de la biblioteca aleatorizada (L40). .........ccccvvvvveeeennn. 30
7.2 Seleccion de secuencias afines a los PSV18. .........ccccoviiviiiiiiiieciiiieeee 31
7.2.1  Inmovilizacion de 10S PSV18........cooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeieee e 31
7.2.2  Primera ronda de SeleCCiON..........c.ooiiiiiiiiiiiieie e 31
7.2.3 Segunda ronda de SEIECCION ..........coeeuiiiiiiiiieeee e 33
7.2.4 Terceraronda de SEIECCION .........cooviiiiiiiiiiiiiee e 35

7.3 Evaluacién del proceso de selecciéon mediante PCR en tiempo real. ......... 38
8. DISCUSION ...ttt 40
9. CONCLUSIONES ...t e e e e e eeaa s 43
10. PERSPECTIVAS .. e e e s 44
REFERENCIAS . ...t e e e e e e e e e e e eenans 45



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Modelo de una capside viral madura del VPH16. ..........cccccceeeeiiiiiinnnne. 9
Figura 2. Organizacion del genoma de los a-papilomavirus ...........cccceeeevvvevvvnnnnnn. 10
Figura 3. Reconocimiento de un aptameroy su blanco ...........cccccceeeveeeeeeeveeiinnnnnn. 14
Figura 4. Proceso de aislamiento de aptdmeros...........cccveeeriiiiiiiiiieneeeee e 16
Figura 5. Diagrama de la estrategia experimental..............ccccooiiiiie, 22
Figura 6. Inmunodeteccion de la proteina LL...........ovveiiiiiieiiiiiiiiieie e, 31
Figura 7. emPCR de |a primera ronda .........ccooeeeevieeiiiiiiiiee e 31
Figura 8. emaPCR de la primera ronda ..........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
Figura 9. SSDNA purifiCada .......coooeieeeeeeeeeeeeeee e 33
Figura 10. emPCR de la segunda ronda. ..........cccoovvvrriiiiiiieecieeeeiee e, 34
Figura 11. emaPCR de la segunda ronda. ..........ccooevuviiiiiieeieeeeecce e, 34
Figura 12. SSDNA pUrifiCada .......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 35
Figura 13. SSDNA pUrifiCada .......coooeeeeeeeeeeeee e 36
Figura 14. Resumen de los resultados del método SELEX ..........ccccooeeevvviiinnnnnnnn. 37

Figura 15. Afinidad de la L40p antes y después de los tres ciclos de seleccion (3R)

contra PsV18 y otras proteinas Control .............coovvvvviviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 39



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Secuencia de la L40 y los cebadores para su amplificacion. .................. 23

Tabla 2. Concentracion y parametros de calidad de la SSDNA. ..........cccooeeeeevenenns 37



RESUMEN

Los aptdmeros de acidos nucleicos poseen caracteristicas favorables que los
posicionan como fuertes candidatos alternativos a los anticuerpos y otras moléculas
terapéuticas y de reconocimiento, las cuales incluyen sintesis quimica sencilla y
bien establecida, estabilidad térmica, reversibilidad térmica, independencia de un
sistema biologico para su produccion e integracion en el disefio de biosensores,
entre otras. El proceso de aislamiento de aptameros se denomina Evolucion
Sistematica de Ligandos por Enriqguecimiento Exponencial (SELEX). ElI método
SELEX tradicional requiere de varias rondas de seleccion (10-25 rondas) para aislar

aptameros afines y especificos y conlleva tasas de éxito muy bajas.

En el presente trabajo se establecié una variante del método SELEX que elimina
algunas de las desventajas del método tradicional como el uso de PCR en solucién
y emplea DNAsa | para aumentar la astringencia de la interaccion. Ademas es
compatible con cualquier blanco de naturaleza proteica. Para demostrar su utilidad
se realizo el aislamiento de una poblacion de aptameros de DNA contra pseudovirus
(PsV) del papiloma humano tipo 18 (VPH18) en solo tres rondas de seleccion. Se
eligio este modelo debido a que el VPH18 es el segundo tipo de VPH mas
carcinogénico, solo después del VPH16, siendo responsable de aproximadamente
12% de los casos de carcinoma de células escamosas y 37% de los casos de

adenocarcinoma cervical en el mundo.

Para evaluar el éxito del proceso de seleccion, se utilizé Slot blot acoplado a PCR
en tiempo real. De esta forma determinamos que el numero de moléculas de DNA
de cadena sencilla (ssDNA) que interactian con el pseudovirus aumenté casi 50
veces después de las tres rondas de seleccion por lo que se establece que las
modificaciones introducidas al método SELEX aumentaron el nimero de moléculas
afines y especificas por nuestro blanco en sdlo tres ciclos logrando asi el aislamiento

de una poblacion de aptameros de DNA.



ABSTRACT

Nucleic acid aptamers possess many useful features that make them a promising
alternative to antibodies and other therapeutic molecules including well-established
and easy chemical synthesis protocols, reversible folding, thermal stability, no
biological system requirement for production, low intrabatch variation, easy
biosensor integration, etc. Isolating aptamers requires a Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment (SELEX) method, an iterative and highly
probabilistic process which usually requires numerous rounds of selection (10-25
rounds) to isolate high affinity and specific aptamers with a very low success rate.
Currently, there are many variants of the traditional SELEX method that allow
aptamer isolation against more types of targets with less selection rounds. However,
these methods require sophisticated and expensive equipment and do not allow

aptamer isolation against large targets such as viral capsids.

In the present work, we established a variant of the SELEX method that includes the
substitution of conventional PCR and the application of DNAse | to increase the
astringency of the interaction while compatible with large targets. The modified
SELEX was applied to the isolation of a DNA aptamer population against human
papillomavirus 18 (HPV18) pseudovirus (PsV). We used PsV as a target since
HPV18 is the second most common carcinogenic type of HPV, only after HPV16,
being responsible for approximately 12% of cases of squamous cell carcinoma and

37% of the cases of cervical adenocarcinoma in the world.

For the evaluation of the modified SELEX, coupled Slot blot/gPCR assays were used
to determine if molecules with high affinity for the PsV were rapidly isolated. Using
this method, the number of sSDNA molecules that interact with the PsV increased
almost 50-fold after only three selection rounds. In conclusion, the modifications
introduced to the SELEX process significantly increased the number of ssDNA
molecules with affinity and specificity for PsV per cycle thus allowing the rapid

isolation of a population of DNA aptamers.



1. INTRODUCCION

1.1 El virus del papiloma humano (VPH)

Los papilomavirus (PV) son virus no envueltos con un diametro de entre 50 y 60 nm
(figura 1). Contienen un genoma circular cerrado de DNA de cadena doble (DNAcd)
con una longitud de 7.9 kilobases (kb).! A la fecha, se han caracterizado mas de

200 tipos de papilomavirus humanos (VPH).

Para su clasificacion, la secuencia nucleotidica del gen de la proteina mayor de la
capside (L1) de los PV debe diferir en al menos 10%.! Estos tipos de PV se agrupan
en géneros filogenéticos, que se categorizan con una letra griega seguida de un
nimero que indica la especie.? Existen cinco géneros: los alfapapilomavirus, los
betapapilomavirus, los gamapapilomavirus, los nupapilomavirus y los

mupapilomavirus.

El género de los alfapapilomavirus (a-papilomavirus) es de especial relevancia
clinica ya que contiene a los PV més carcinogénicos. En este género se encuentran
el VPH 16 y el 18, los cuales presentan un elevado tropismo por tejido cutaneo y
mucosas, en donde inducen cambios en el metabolismo celular que podrian
conllevar al desarrollo de cancer. Estos dos tipos de VPH son responsables de
aproximadamente el 70% de los casos de cancer cervical invasor en el mundo.
Ademas, la infeccion por VPH también esta asociada al desarrollo de otros tipos de

cancer en el tracto anogenital de ambos sexos y cancer orofaringeo.?3

Figura 1. Modelo de una capside viral madura del VPH16.* La capside tiene una estructura
icosaédrica conformada por 72 pentdmeros de la proteina L1 y aproximadamente 72 unidades de la
proteina L2.



1.1.1 El genomaviral

El genoma de los PV se divide en cuatro partes: la regién larga de control (por sus
siglas en inglés, LCR), la regién temprana (ER), la region tardia (LR) y una region

pequefia variable no codificante (RNC) entre los genes de las proteinas E5 y L2.°

El genoma de los alfapapilomavirus (figura 2) consta de 8 genes que codifican para
proteinas (L1, L2, E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y 2 regiones no codificantes, la regién
no codificante (NCR) y la region larga de control (LCR)?.

La region codificante se divide en region temprana (ER) y region tardia (LR). La ER
codifica proteinas virales que estan implicadas en la replicacion viral (E1 y E2), en
la induccion de un estado de alta proliferacion y tumorigénesis en la célula infectada
(E6 y E7) y en la evasion al sistema inmune (E5).%” La LR codifica las proteinas
estructurales que conforman la capside viral, la proteina principal de la capside (L1),
y la proteina menor de la cipside (L2) las cuales solamente se expresan en estadios
tardios de la infeccion. La LCR, rio abajo respecto a E6, mide aproximadamente 850
pares de bases (pb) y contiene el promotor temprano y los elementos reguladores
implicados en la replicacion y transcripcion del DNA viral. El NCR es una region

corta localizada entre E5 y L2.2
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Figura 2. Organizacion del genoma de los a-papilomavirus®. En la figura se muestran los marcos
abiertos de lectura para los genes virales no estructurales o genes “E”, los genes estructurales o
genes “L” y la regién larga de control, contenidos en el genoma viral de aproximadamente 8000 pb.
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1.1.2 Infeccidén de la capa basal por VPH

Los VPH infectan las células inmaduras de la capa basal del epitelio escamoso no
queratinizante del cuello uterino, cuando la integridad de la barrera epitelial ha
sufrido una abrasion. La zona de transicion o zona de metaplasia escamosa

inmadura es la mas vulnerable a la accion viral.10

La entrada de los viriones a las células de la capa basal se da mediante la
interaccion electrostatica entre los residuos de lisina de la proteina viral L1 (Lisina
278y Lisina 361) con las cadenas de glucosaminoglicano del proteoglicano heparan
sulfato (HS) de la célula basal, provocando un cambio conformacional en la
estructura del viribn que conlleva a la exposicion de un sitio de corte para
furina/proproteina en el extremo amino terminal de la proteina L2, seguido de la
transferencia/reclutamiento de moléculas secundarias de HS y subsecuente

transferencia al receptor de internalizacién viral.*

Posteriormente a la internalizacion viral, el genoma viral es transportado al nucleo y
mantenido en estado episomal con un bajo nimero de copias (50-100), lo cual es
esencial para establecimiento de la fase temprana de infeccion viral. Al dejar la capa
basal, las células infectadas inician su diferenciacion y suprimen la replicacion de
su DNA, por lo tanto, el VPH no puede replicar su material genético ya que no
codifican una DNA polimerasa en su genoma. Entonces, para asegurar que su
genoma sea replicado, el VPH requiere reactivar la division celular en las células
diferenciadas. Las proteinas virales responsables de mantener el potencial de
replicacion de DNA en las células diferenciadas son E6 y E7 ya que interactian e
inactivan a las proteinas p53 y Rb (proteina asociada a retinoblastoma),

respectivamente.?

A medida que las células infectadas se dividen y se diferencian cada vez mas en
las capas suprabasales del epitelio cervical, los genomas virales se amplifican, las
proteinas estructurales tardias se expresan y se ensamblan nuevos viriones para

ser liberados al ambiente mediante el proceso natural de descamacion epidermal.'?
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1.1.3 Deteccion de la infeccion por VPH

La infeccion persistente por VPH de alto riesgo es necesaria pero insuficiente para
el desarrollo de cancer cervical (CC), el cual se presenta después de un largo
periodo de tiempo y a través de lesiones precursoras que pueden ser detectadas
mediante evaluaciones citoldégicas cervicales. Sin embargo, este tipo de
evaluaciones presenta baja sensibilidad para detectar lesiones precancerigenas y
casos de cancer tempranos, requiere realizarse en periodos de tiempo cortos y

requiere de altos recursos para ser de buena calidad.

Actualmente existen varios métodos moleculares para la deteccion de VPH de alto
riesgo, algunos de estos son: ensayos de hibridacién de acidos nucleicos (Southern
blot, hibridacion in situ e hibridacién Dot blot), ensayos de amplificacion de sefial
(Cervista HPV y Captura de hibridos) y ensayos de amplificacion de acidos
nucleicos (microarreglos, PCR, qPCR, entre otros). Sin embargo, estos métodos
requieren personal altamente capacitado, algunos presentan baja sensibilidad y
otros requieren el uso de anticuerpos y sondas de RNA (captura de hibridos), lo cual

implica un alto costo por prueba.14-16

El método mas empleado para la deteccién de la infeccién por VPH de alto riesgo
es la captura de hibridos. Sin embargo, este método requiere de la purificacion de
DNA y no permite identificar directamente entre tipos de VPH no 16 o 18, por lo que
se requiere de otro ensayo para evaluar que tipo de PV esta infectando. Los
ensayos de amplificacién de RNA, requieren que el almacenamiento y recoleccién
de la muestra sea en condiciones especiales para minimizar la degradacion del 14bil
RNA implicando menor disponibilidad de la muestra y un costo mayor. Contrario al
RNA, el DNA es mas estable por lo que los ensayos de amplificacion de esta
biomolécula no presentan el problema de la degradacion, sin embargo al ser una
técnica sensible, el riesgo de falsos positivos es alto debido a contaminacion

cruzada de los reactivos y muestras 1617
1.1.3 Particulas virales

El estudio del ciclo de vida de VPH es complicado debido a que la produccién de

viriones nativos depende del proceso de diferenciacion de los queratinocitos
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humanos, dicho proceso se pudo realizar in vitro gracias al establecimiento de
cultivos organotipicos en balsa, este sistema permite la produccién de viriones
nativos en su ambiente natural: el epitelio en diferenciacion. Sin embargo, este
sistema es muy costoso y la produccion de un bajo nUmero de particulas requiere

de 3 a4 semanas.

Los retos para obtener viriones nativos en un sistema in vivo o in vitro fueron
resueltos produciendo particulas virales recombinantes tomando ventaja del hecho
de que al expresar Unicamente la proteina L1 o la combinacion de la proteina L1y
la proteina L2 resulta en el autoensamblaje de estas proteinas en particulas tipo
virus (VLPs). Para la produccion de los pseudovirus (PsV), en adicion a las proteinas
de la cépside, se transfecta un plasmido reportero que exprese la proteina amarilla
fluorescente (YPF) o cualquier otro gen reportero y que sirva como pseudogenoma.
Finalmente, también se puede transfectar el genoma viral completo en lugar del

plasmido reportero para generar asi los cuasiviriones (QsV).13

Los PsV fueron el modelo empleado para aislar aptameros en este trabajo debido a
que al contener ambas proteinas de la capside y tener capacidad infectiva son mas
parecidos al virion natural que las VLPs. Adicionalmente, nos permitieron monitorear
mas facilmente el proceso de infeccion debido a que contienen el gen reportero, por
lo que pudimos evaluar si el aptamero aislado tiene la capacidad de bloquear la

infeccion.

1.2 Aptameros

Recientemente, los aptameros de &cidos nucleicos han emergido como nuevos
agentes para el diagnostico y tratamiento de infecciones virales. Los aptameros son
moléculas de RNA o DNA de cadena sencilla (ssDNA) con una longitud de entre 20-
80 nucledtidos con un peso molecular entre 6-30 kDa. Estas moléculas pueden
adquirir conformaciones tridimensionales Unicas, y que de forma similar al
reconocimiento conformacional que media la formacion del complejo anticuerpo-

antigeno, pueden unirse a sus blancos correspondientes con alta especificidad y

13



afinidad a través de interacciones de Van der Waals, interacciones electrostaticas,
puentes de hidrégeno y complementariedad estructural (Figura 3).18

DNA o RNA Complejo
de cadena sencilla Aptamero/Blanco

W Plegamiento
,‘(—Y—’f\(\‘ﬁm

TIATTTI
A L g

Figura 3. Reconocimiento de un aptamero y su blanco. En la figura se muestra el plegamiento
del aptamero en una estructura tridimensional que le confiere la capacidad de unirse a una molécula
blanco con alta afinidad y especificidad.

1.2.2 Ventajas del uso de aptdmeros

Los aptameros presentan varias ventajas frente a los anticuerpos, algunas de éstas
son: capacidad para discriminar entre blancos relacionados y de pequefio tamario,
lo cual es complicado para los anticuerpos; contrario a los anticuerpos los
aptdmeros no son inmunogénicos; pueden ser modificados para incrementar su
resistencia a la degradacidén por nucleasas mediante la incorporacion de bases
modificadas; pueden ser sintetizados con una pureza muy alta a bajo costo ya que
su sintesis es in vitro y no requiere el uso de animales ni bacterias; son
térmicamente estables, por lo que se facilita su transporte y almacenamiento;
presentan alta penetrancia en los tejidos debido a su pequefio tamafio; pueden
reutilizarse ya que pueden soportar varias rondas de desnaturalizacion-
renaturalizaciéon; pueden ser producidos contra moléculas téxicas y pueden servir
como acarreadores de otras moléculas terapéuticas sin perder la capacidad de
reconocer a su blanco.'®2° Por todas las ventajas anteriores, los aptameros son
fuertes candidatos para el reemplazo de varias moléculas de reconocimiento como

los anticuerpos.
1.2.1 Aislamiento de aptameros

El método empleado para el aislamiento de aptameros se denomina Evolucion
Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX, por sus siglas
en inglés). Para este método se parte de una biblioteca aleatorizada de RNA o

ssDNA gue contiene una region central aleatorizada con una longitud de entre 20 y
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80 nucledtidos, esta region esta flanqueada por regiones constantes que sirven
como sitio de unidn a cebadores para su amplificacion. Este sistema in vitro puede
ser modificado para simular el ambiente en el que se encuentra la proteina blanco
mediante la modificacion del pH, fuerza ionica, tipo de buffer, temperatura,
presencia y concentracion de metales, entre otros. Existen diferentes protocolos
SELEX para la produccion de aptameros como los basados en proteinas

purificadas, en células completas y en animales vivos 2.

El método SELEX convencional basado en proteinas purificadas es el mas
empleado y el de interés para este proyecto. Este método tiene tres etapas
generales (figura 4) la seleccion, la particion y la amplificacién. Antes de la seleccion
se sintetiza una biblioteca de oligonucleétidos que generalmente contiene 10'°
moléculas con secuencia distinta. Una vez obtenida la biblioteca, se produce el
blanco y se realiza la seleccion, en donde se hace interactuar el blanco con la
biblioteca en un ambiente definido. Posteriormente, las secuencias no unidas son
separadas mediante alguna técnica de particién, mientras que aquellas en complejo
con el blanco son recuperadas y amplificadas por PCR en solucion. Luego, los
productos de la PCR se purifican dando como resultado una nueva sub-biblioteca o
“pool” que se ha enriquecido con secuencias afines al blanco de seleccion. Este
DNA purificado puede ser secuenciado para identificar a los aptameros obtenidos o
bien continuar con mas rondas de seleccion. Finalmente, se procede a eliminar la
cadena antisentido mediante diversas estrategias de purificacion de ssDNA para el
siguiente ciclo de seleccion. A través de estas rondas iterativas, los aptameros
especificos se enriquecen e identifican mediante andlisis de secuenciacién Sanger

0 secuenciacion de proxima generacion (NGS).??

El método SELEX convencional o tradicional es altamente probabilistico y requiere
de un gran numero de rondas de seleccion (10-25 rondas) para aislar un aptamero
dependiendo de la naturaleza del blanco, la astringencia de la interaccion, la
presencia de elementos de inmovilizacién del blanco, la eficiencia del método de

particion y el método de amplificacion de las secuencias recuperadas. Por lo que
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obtener aptameros afines y especificos es un proceso que puede tardar meses con
tasas de riesgo muy elevadas.?®

PF PR

Secuencias recuperadas

d

NZU-EO

l Sintesis

Feocp F§
) Se|e°°'°"| U 10-25 ciclos Amplificacién

+
Produccion del blanco Fgﬁj g
Segundo ciclo. ssDNA

purificado > NGS

Particion

Figura 4. Proceso de aislamiento de aptameros. En la figura se muestran los pasos generales del
método SELEX (Seleccion, Particion y Amplificacion), asi como las regiones de la biblioteca inicial,
la cual contiene una region central aleatorizada (N) con una longitud de entre 20 y 80 nucleétidos y
las regiones constantes de unién a los cebadores (PF y PR).

Actualmente existen muchas variantes al método SELEX tradicional que permiten
el aislamiento de aptameros contra un mayor nimero de blancos y empleando un
menor numero de rondas de seleccion. Algunos de éstos emplean métodos
microfluidicos (como electroforesis capilar, separaciones microfluidicas basadas en
perlas, entre otras) para aumentar la eficiencia de particiéon.?* Esto es posible debido
a que en éstas técnicas no se emplea una matriz de inmovilizacién, por lo tanto, las
interacciones inespecificas entre la biblioteca y el blanco son minimas.?®> Existen
varias limitantes en el uso de estos métodos, algunas de ellas son el elevado costo
de los equipos que requieren y su incompatibilidad con blancos de gran tamafio
como una capside viral.'® Asi, sigue siendo necesario el establecimiento de
protocolos SELEX de bajo costo y compatibles con blancos de gran tamafio, que

incrementen la astringencia de la interaccién y la eficiencia de particion.
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2. ANTECEDENTES

Los aptameros de &cidos nucleicos han emergido como nuevos agentes para el
diagnoéstico y tratamiento de infecciones virales. A la fecha, se han aislado
aptameros contra un gran numero de virus como el VPH, el virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), el virus de la hepatitis C (VHC), el virus de la
hepatitis B (VHB), el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SCoV), el
virus de la gripe, el virus del herpes simple (HSV), el virus Ebola, el virus de la fiebre
del Valle del Rift, el virus del dengue, el virus de la leucemia de células T humanas
tipo 1 (HTLV-1), el virus de Epstein-Barr y el Citomegalovirus humano.®2¢ La
finalidad del aislamiento de aptameros contra estos virus es desarrollar nuevas

estrategias de deteccion, prevencidn y tratamiento de la infeccidén por estos virus.

Nuestro grupo recientemente reporté el aislamiento de un aptdmero de RNA, el
aptdmero Scb-c3, el cual reconoce particulas virales formadas por la proteina L1
del VPH16 con alta afinidad (Kd=0.05 pM) ?’. Este aptamero demostré ser capaz de
bloquear la infeccion de pseudovirus del VPH tipo 16 y de detectar particulas tipo
virus cuando se integré en un biosensor electroquimico, el cual present6 un limite
de deteccién de 100 fg/uL. 282°

Ademas de los aptdmeros aislados contra componentes estructurales de los
viriones, también se han aislado aptdmeros contra proteinas oncogénicas del VPH,
un ejemplo de esto es el aptamero de RNA contra la oncoproteina E7 del VPH-16
E7, denominado A2. Este aptamero demostr6 ser efectivo para inducir apoptosis en
células de carcinoma cervical SiHa. Por otro lado, los aptameros F2 y F4 aislados
contra la oncoproteina E6 demostraron ser efectivos para inducir la apoptosis en

esta misma linea celular. 30-32

Nuestro grupo de investigacion también reportd el aislamiento del aptamero de RNA
denominado G5a3N.4, el cual demostré afinidad y especificidad por la oncoproteina
E7 del VPH tipo 16 (Kd= 1.9 uM).33

Con la finalidad de disminuir el niumero de rondas de seleccion necesarias para

obtener aptameros afines y especificos, se han empleado nucleasas en el método
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SELEX. Ejemplo de esto es la utilizaciéon de DNAsa | bajo el principio de que el DNA
puede ser protegido de la digestién cuando estéa fuertemente unido a una proteina3.
De esta forma, sélo las secuencias con afinidad por el blanco seran recuperadas
después de la particibn mientras que las no unidas seran degradadas. Los autores
aplicaron éste método logrando el aislamiento de varios aptdmeros de DNA contra

una proteina viral. 34

Otro problema del SELEX convencional es el empleo de PCR en solucién, que
presenta dos principales desventajas. La primera es la formacion de SP
(subproductos) que se da debido a que algunas variantes de la biblioteca pueden
tener hibridaciones inespecificas entre si provocando la formacién de subproductos
mas largos a partir del producto deseado, estos subproductos largos se estructuran
distinto a las secuencias originales por lo que no reconocen al blanco. La segunda
es el sesgo de la polimerasa que se presenta debido a que al recuperar secuencias
distintas algunas formaran estructuras menos estables que otras, por lo que su
amplificacion serad termodinamicamente mas facil en comparacion con las
secuencias con estructuras mas estables, lo cual es indeseado ya que los
aptameros tienden a formar estructuras de este tipo. Por esta razén la PCR
convencional no es la mejor opcion cuando se trata de amplificar secuencias
aleatorizadas. Alternativamente, se han establecido varios protocolos para la

amplificacién de bibliotecas aleatorizadas mediante PCR en emulsién (emPCR).3>-
37

Las caracteristicas fisicoquimicas de los aptameros les otorgan ventajas frente a los
farmacos comunes, las cuales van desde su facilidad de sintesis hasta el menor
namero de efectos secundarios que presentan en comparacion a drogas sintéticas
como las usadas para el tratamiento del VIH.1®38 Los reportes anteriores muestran
que los aptameros tiene un gran potencial para el diagnodstico y tratamiento de
infecciones virales. Por lo tanto, es de gran interés continuar con el aislamiento de

aptameros contra blancos virales.
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3. JUSTIFICACION

A nivel mundial, 266,000 mujeres mueren anualmente por cancer cervical, y 85%
de estas muertes ocurren en paises en vias de desarrollo. El VPH18 es el segundo
tipo mas carcinogénico, solo después del VPH16, siendo responsable de
aproximadamente 12% de los casos de carcinoma de células escamosas y 37% de
los casos de adenocarcinoma cervical en el mundo. Actualmente existen vacunas
para inmunizar a la poblacion contra este tipo de VPH; sin embargo, las capafias de
vacunacion gratuitas solo se realizan en algunos estados de México y se dirigen a
nifias de entre 11 y 13 afos, lo cual, aunado a su elevado costo por dosis y su
inefectividad en mujeres ya infectadas, deja a un gran sector de la poblacién
desprotegido. Por lo tanto, la blusqueda de nuevos agentes para la deteccidn
temprana de la infeccién y bloqueo de la misma continda siendo de gran interés

para el area clinica.

Los aptameros de &cidos nucleicos han emergido como nuevos agentes para el
diagnéstico y tratamiento de infecciones virales debido a que poseen caracteristicas
favorables que los posicionan como fuertes candidatos para reemplazar a los
anticuerpos y otras moléculas terapéuticas y de reconocimiento. No obstante, el
proceso de aislamiento es esencialmente probabilistico por lo que requiere de varias
de rondas de seleccién (10-25 rondas) para aislar aptameros afines y especificos lo

gue conlleva tasas de éxito muy bajas.

El presente trabajo pretende realizar el aislamiento de una poblacién de aptameros
de DNA contra PsV de VPH18 (PsV18) mediante el establecimiento de un método
SELEX compatible con blancos de gran tamafio y de bajo costo empleando un
namero bajo de rondas de seleccion, para posteriormente aislar un aptamero que
pueda reconocer con alta afinidad y especificidad a los PsV18 con la finalidad de

disefiar nuevas estrategias terapéuticas de bajo costo.
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4. HIPOTESIS

El empleo de nucleasas y emPCR en el método SELEX aumentara la astringencia
de la interaccion y evitara la formacion de subproductos favoreciendo el aislamiento

de una poblacion de aptameros de DNA contra PsV18.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Aislar una poblacion de aptdmeros de DNA contra PsV del virus del VPH18
(PsVv18)

5.2 Objetivos especificos

e Disefar y purificar de la biblioteca aleatorizada (L40)
e Seleccionar de secuencias afines por los PsV18
e Evaluar del método SELEX mediante Slot blot acoplado a PCR en tiempo

real
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Estrategia experimental.

Nuestra estrategia experimental consistio en obtener la biblioteca de secuencias

(L40) purificada e inmovilizar a los PsV18 (donados por la Dra. Valencia-Resendiz)

en una membrana de polifluoruro de vinildieno (PVDF), luego se realizaron tres

ciclos de seleccion, particion y amplificacion de las secuencias unidas a los PsV18

para la generacion de cadena sencilla purificada. Posteriormente se evalué el

enriquecimiento de secuencias afines por nuestro blanco mediante Slot blot

acoplado a PCR cuantitativa (QPCR). De esta forma se logré determinar que la

estrategia de seleccién funciona y que se aisl6 una poblacion de aptameros. Para

confirmar el éxito del método SELEX se secuenciard dicha poblacion mediante

secuenciacion de proxima generacion (NGS) para identificar a los aptameros

individuales (figura 5).

Seleccion
Purificacién .
de ssDNA Particion
SELEX
Generacion Amplificacion
de ssDNA P
——
Slot blot-gPCR
No ¢ Poblacion de Si
aptameros?

Figura 5. Diagrama de la estrategia experimental.

NGS
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6.2 Disefio y purificacion de la L40.

Se disef6 una biblioteca de moléculas de DNA de cadena sencilla con una longitud
de 80 nucledtidos conformada una region central aleatorizada de 40 nucledétidos
flanqueada por dos regiones constantes de unién a cebadores. La biblioteca y los
cebadores fueron sintetizados por T4oligo® (Irapuato, Gto.) Esta biblioteca se
denominard en adelante como L40 y los cebadores como PF y PR para el cebador
forward y el cebador reverse, respectivamente. La secuencia de los cebadores y de

L40 se muestran en la tabla 1.

Una vez adquiridos los oligonucleétidos, se procedio a purificar la L40 para eliminar
productos incompletos de la sintesis que pudiesen interferir con los ensayos
posteriores. Para lo cual, se resuspendio la L40 en agua libre de nucleasas (H20Ln)
y se resolvié en un gel de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida::19:1) al 18% con
urea 7 M durante 5 horas a 200 V. Al finalizar la electroforesis, se visualizo la banda
correspondiente a la L40 utilizando una lampara de luz UV y se escindio del gel. La
banda recuperada fue triturada en una jeringa de 3 mL y depositada en un tubo
eppendorf de 1.5 mL al cual se le adicionaron 400 pL de buffer de elucién (acetato
de amonio 0.5 M, EDTA 1 mM y SDS 0.1%) y se incub6 a 4 °C durante toda la
noche. Posteriormente, se eliminiaron los restos de acrilamida, sales y otros
contaminantes filtrando el contenido del tubo a través de un filtro de 0.45 pm
(Corning) y una columna de Sephadex® G25 column (GE Healthcare Biosciences)
usando H20.n. La L40 filtrada se cuantifico en el espectrofotometro NanoDrop2000
y se almacend a -20 °C. Los cebadores se resuspendieron en H20wn y se verifico su
integridad y pureza en un gel de poliacrilamida (PAGE) nativo (relacion

acrilamida:bisacrilamida de 29:1) al 8%.

Tabla 1. Secuencia de la biblioteca aleatorizada y los cebadores para su amplificacion.

Oligos Secuencia

L40 ‘ 5'-FAM-AGTCCGAGTGACTCAGTGGC(N)4GCCTGACACAGTCGCTGAGT-3'
PF ‘ 5-AGTCCGAGTGACTCAGTGGC-3'
PR ‘ 5 -ACTCAGCGACTGTGTCAGGC-3'
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6.3 Seleccion de secuencias afines a los PsV18

6.3.1 Primer ciclo

El primer ciclo de seleccién de este método consistio en activar una membrana de
0.5 cm? de PVDF en metanol absoluto durante 10 segundos e hidratandola en H20
durante 2 minutos. Una vez activada, se incub6 en una soluciéon de PsV18 (22.85
nM) durante 1 hora en agitacion leve, al finalizar la incubacion se dejé secar la
membrana para inmovilizar a los PsV18 en su superficie. La membrana seca fue
activada nuevamente y bloqueada con DPBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4
10mM, KH2PO4 1.8 mM pH: 7.4) suplementado con 1% de Tween-20, durante 1

hora a temperatura ambiente en agitacion leve.

Durante el bloqueo, se reestructuraron 50 pL de la L40p (biblioteca aleatorizada
purificada) en 150 yL de DPBS calentandolos a 90 °C por 10 minutos, luego se
enfriaron en hielo 10 minutos y se temperaron a temperatura ambiente por 5
minutos. Para remover las secuencias con afinidad a nuestro sistema de seleccion
(PVDF, puntas, etc.) se realizdé una seleccion negativa incubado los 400 pL de la
L40p renaturalizada con una membrana de PVDF de 0.5 cm? sin PsV18 durante 1

hora a con agitacion leve.

Una vez finalizado el bloqueo de la membrana con PsV18, ésta se lavé con DPBS
tres veces y se incubd con la L40p renaturalizada durante 2 horas a temperatura
ambiente en agitacion leve. Al finalizar la interaccion de la L40p con los PsV18, se
transfirié la membrana con PsV18 a otro tubo eppendorf en donde se lavé 5 veces
con DPBS y se tratd con 100 pL de DNAsa | (0.25 U/uL) durante 2 horas en agitaciéon
leve a temperatura ambiente. Al finalizar la digestion, se detuvo la reaccion de
digestién afiadiendo 10 uL de EDTA 25 mM, se lavo la membrana 5 veces con
DPBS y una ultima vez con H20wn. Finalmente, para recuperar las secuencias
unidas a los PsV18, se afadieron 140 yL de H20wn a la membrana y se calent6 a
90 °C durante 10 minutos. El volumen de agua recuperado fue empleado para

realizar la emPCR.
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6.3.2 Inmunodeteccion de la proteina Ll

Para verificar que los PsV18 se inmovilizaran se realizé la inmunodeteccion de la
proteina L1 en la membrana de PVDF donde se gotearon. Primero se gotearon 16
pL de la solucidon con Psv18 (22.85 nM) en una membrana de PVDF activada en
metanol y luego en agua. Se dej6 secar y se bloqueo la membrana con leche
descremada en polvo (Svelty®) al 10% en DPBS-Tween (DPBS adicionado con
Tween 0.1% v/v) y posteriormente se incubaron con el anticuerpo monoclonal
VPH16 L1 [289-16981] (Santa Cruz Biotecnology, Cat. SC57834) diluido en DPBS-
Tween a 400 ng/mL, en agitacion suave durante 16 horas a 4 °C. El anticuerpo
secundario se diluyd 200 ng/mL en PBS-Tween adicionado con 1.5% de leche y se
incub6 con la membrana durante 2 horas en agitacion a temperatura ambiente.
Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces con 25 mL de PBS-Tween 0.1%
durante 20 minutos y se revelaron con la solucién reveladora Luminata™ Classico
(EMD Millipore, Billerica MA) en un C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR Biosciences Inc.,
Lincoln NE).

6.3.3 Segundo ciclo y tercer ciclo de seleccion

El segundo ciclo y tercer ciclo de seleccion se realizO empleando la ssDNA ya
purificada y sin la cadena antisentido generada en la emPCR obtenida a partir de
las secuencias recuperadas en los subsecuentes ciclos. La ssDNA se gener6
mediante PCR asimétrica en emulsion (emaPCR). Todos los demas pasos se
realizaron de la misma forma que en el primer ciclo de seleccién. La Unica variacién
fue que ssDNA empleada en la segunda ronda y tercera ronda de seleccién tenia

una concentracion de 421.8 nM y 888.6 nM, respectivamente.

6.3.4 Formacion de la emulsién

La PCR en emulsion fue preparada acorde al método reportado anteriormente.?? La
fase oleosa se compone de Span 80 al 4.5%, Tween 80 al 0.4%, y Triton X-100 al
0.05% en aceite mineral. La fase acuosa de 200 puL fue una mezcla de PCR o PCR
asimétrica. La emulsion fue preparada goteando paulatinamente 8 pL de la fase
acuosa en 420 pL de la fase oleosa en un tubo de 2 mL con fondo redondo en

agitacion constante a 5,000 x g empleando un microagitador magnético. La mezcla
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fue agitada durante 5 minutos para después colocar 100 pL de la emulsion formada
en 6 tubos para PCR con domo y adicionar 30 pL de aceite mineral sobre la

emulsiéon. Una vez afadido el aceite mineral se inicio el termociclaje.

6.3.5 PCR convencional

La mezcla de reaccion para la PCR se preparé afiadiendo 0.3 mmol/L de cada
cebador, 3 mmol/L de MgClz, 0.2 mmol/L de dATP, 0.2 mmol/L de dCTP, 0.2 mmol/L
de dGTP, 0.2 mmol/L TTP, buffer 1X de la Tag DNA polimerasa (Invitrogen), 0.125
unidades/uL de DNA polimerasa Taq (Invitrogen), el volumen de H20Own recuperado
al final de cada ronda de seleccion que contiene las secuencias a amplificar y se

ajusto con H20wn el volumen de reaccion a 200 pL.

6.3.6 PCR asimétrica

La mezcla de reaccion para la PCR asimétrica se preparo6 afiadiendo 0.3 mmol/L de
primer forward, 0.03 mmol/L de cebador reverse, 3 mmol/L de MgClz, 0.2 mmol/L
de dATP, 0.2 mmol/L de dCTP, 0.2 mmol/L de dGTP, 0.2 mmol/L TTP, buffer 1X de
la Tag DNA polimerasa (Invitrogen), 0.125 unidades/yL de la polimerasa de DNA
Tag (Invitrogen), 2 nmol/L de producto de emPCR y se ajusté con H20wn el volumen

de reaccion a 200 pL.

6.3.7 Termociclaje y recuperacion del producto de PCR de la emulsién

La amplificacion se realiz6 en un termociclador (Applied Biosystems). Todas las
reacciones de PCR fueron llevadas a cabo empleando las siguientes condiciones
de ciclaje: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos y 25 ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension a 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30
segundos y 72 °C durante 30 segundos, respectivamente. Al finalizar el termociclaje,
se recuperaron los 600 pL de emulsion en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se
centrifugaron a 17,136 x g durante 5 minutos. Después de la centrifugacion se
eliminé la fase oleosa (fase superior) y afiadieron 500 mL de diclorometano saturado
en H20. Se centrifugd esta mezcla a 17,136 x g durante 5 minutos y se recupero la
fase superior que contiene el DNA y se verificO que se haya generado el producto
de PCR esperado cargando 5 pL de la fase superior en un gel de poliacrilamida

(relacién acrilamida:bisacrilamida 19:1) al 8% y se visualiz6 en el analizador
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fluorogréfico de barrido Typhoon™ Trio (en el caso de la emaPCR) o mediante

tincién con bromuro de etidio en un transiluminador de luz UV.

6.3.8 Purificacion del producto de laemPCR

Una vez verificado que la emPCR de la primera, segunda y tercera ronda generara
el amplicon esperado se procedid a purificarlo mediante precipitacion etandlica.
Para lo cual, se adicion0 acetato de amonio 7.5M hasta alcanzar una concentracion
de 2.5M en la mezcla, seguido se afiadieron 2.5 volumenes de etanol absoluto frio
y se agitd en un vortex. La mezcla se coloco a -20 °C durante 30 minutos para
facilitar la precipitacion del DNA, al finalizar este periodo de tiempo, la mezcla se
centrifugd a 17,136 x g durante 20 minutos a 4 °C. Al finalizar la centrifugacion, se
decant6 el sobrenadante y se adiciondé 1 mL de etanol al 75% al DNA precipitado
para remover las sales, se centrifugd a 17,136 x g durante 20 minutos. Finalmente,
después de decantar el etanol al 75%, se dejo secar el DNA precipitado durante 15
minutos a temperatura ambiente, se resuspendié en H20wn y se cuantificé en el

espectrofotometro NanoDrop2000.
6.3.9 Purificacion de la ssDNA (cadena sentido)

Una vez obtenido el producto de emPCR de cada ciclo de seleccién se procedié a
generar la ssDNA. Para esto, el producto obtenido de la emaPCR se resolvié en un
gel de poliacrilamida grande (16 x 18 cm) (relacion acrilamida:bisacrilamida 19:1) al
10%. Se carg6 el volumen total recuperado de la emaPCR y se corrié 2 horas a 250
V. Al finalizar la electroforesis, el gel fue incubado durante 10 minutos en una
solucion con bromuro de etidio y se visualizé en el transiluminador (Enduro) para
proceder a cortar la banda correspondiente a la cadena sencilla, la cual se diferencia
de la doble cadena al ser menos compacta y tener mayor migracion electroforética.
Una vez recortada, la banda fue triturada en una jeringa de 3 mL y depositada en
un tubo eppendorf de 1.5 mL al cual se le adicionaron 400 uL de buffer de elucion
(Acetato de amonio 0.5 M, EDTA 1 mM y SDS 0.1%) y se incubo a 4 °C durante
toda la noche. Posteriormente, se eliminiaron los restos de acrilamida filtrando la

elucién a través de un filtro (Corning) de 0.45 um.
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El ssDNA se purific6 mediante precipitacion etandlica. Para lo cual, se adiciono
acetato de amonio 7.5M hasta alcanzar una concentracion de 2.5M en la mezcla,
seguido se afiadieron 2.5 volumenes de etanol absoluto frio y se agité en un vortex.
La mezcla se colocé a -20 °C durante 2 horas para facilitar la precipitacion del DNA,
al finalizar este periodo de tiempo, la mezcla se centrifugé a 17,136 x g a una
temperatura de 4 °C. Al finalizar la centrifugacion, se decanto el sobrenadante y se
adicion6é 1 mL de etanol al 75% al DNA precipitado para remover las sales, se
centrifugé a 17,136 x g durante 25 minutos. Finalmente, después de decantar el
etanol al 75%, se dej6 secar el DNA precipitado durante 15 minutos a temperatura
ambiente, se resuspendi6 en H20wn y se cuantificd en el espectrofotometro
NanoDrop2000.

6.4 Evaluacion del proceso de selecciéon mediante PCR en tiempo
real.

6.4.1 Slot blot de lassDNA 3Ry los PsV18

Para preparar las mezlas de interaccion la L40p y la ssDNA de la tercera ronda de
seleccion (ssDNA 3R) se reestructuraron a 90 °C durante 10 minutos y se enfriaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Se preparé una mezcla de interaccion con 5 nmol/L de PsV18 y 5 nmol/L de la
ssDNA 3R en un volumen final de 30 uL de DPBS. La mezcla se incub6 en agitaciéon
suave a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se colocé en un sistema de
Slot blot previamente reportado.3%4° El slot blot se ensamblé con una membrana de
nitrocelulosa (NC) (GE Healthcare Biosciences) y se hicieron fluir las mezclas de
interaccion. La membrana de NC retienen los complejos DNA-proteina. Antes y
después de colocar las mezclas de interaccion, los pozos del slot-blot se lavaron
con 1 mL de DPBS. Posteriormente, se recortd el area por donde fluyeron las
mezclas de interaccién y se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 uL, se afiadieron
150 pL de H20Own vy se recuperaron las secuencias unidas a los PsV18 calentandola
a 90 °C durante 10 minutos y recuperando el H2OLn remanente. Como control de
seleccién se incub6 la L40p sin proteina y con los PsV18 y como controles de
especificidad se emplearon BSA, GFP y PsV16. Una vez recuperadas las

secuencias se determiné mediante qPCR si la cantidad de secuencias retenidas en
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la membrana de NC era mayor cuando se hacia fluir la mezcla de interaccion con
ssDNA 3R y PsV18 que cuando se hacia fluir la mezcla de interaccion con los

controles.

6.4.2 PCR en tiempo real de las secuencias recuperadas

La mezcla de reaccion para la PCR en tiempo real se prepar6 afiadiendo 0.3 mmol/L
del PFy PR, 12.5 puL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X), 2.5 pL
de las secuecias recuperadas y se ajusto el volumen con H20wn a 25 L. Se inicié
el protocolo de termociclado con el programa de ciclaje descrito anteriormente para
la L40p en el termociclador Rotor Gene (Corbet Research). Se realiz6 una curva
estandar con la L40p desde 102 hasta 10'° moléculas, para mediante interpolacion

determinar la cantidad de secuencias recuperadas en cada mezcla de interaccion.
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/. RESULTADOS

7.1 Disefio y purificacion de la biblioteca aleatorizada (L40).

Para el disefo de la L40 se decidié emplear DNA debido a que se ha reportado que
la afinidad de los aptdmeros no se relaciona con su naturaleza quimica.*! Mientras
que la longitud de la region aleatorizada fue de 40 bases, esto debido a que existe
un reporte que sugiere que emplear menos de 50 bases se relaciona con el

aislamiento de aptameros de alta afinidad contra blancos proteicos*..

Para la purificacion de la L40 se tomd en cuenta su migracion relativa a los
colorantes xilencianol y azul de bromofenol, asi como su abundacia esperando que

la L40 completa (80 bases) sea el producto mayoritario.

Al purificar la L40 mediante PAGE desnaturalizante se observdé un producto
mayoritario cuya migracion electroforética corresponde al peso esperado de 80
bases. Ademas, también se observaron algunos productos indeseados de mayor
peso, lo cual es esperado debido a que durante la sintesis de oligonucledtidos
mediante el método de fosforamiditos usando un soporte soélido, ocurre una reaccion
secundaria, dando lugar a la formacion de oligdbmeros N-ramificados de mayor
tamafio y en consecuencia menor migracion electroforética.*> Por lo cual, la
purificacion en gel de la L40 fue necesaria. Una vez purificada la L40 se logro la
eliminacion los oligémeros N-ramificados de mayor tamafo creados en la sintesis

quimica.

<— Productos
indeseados

L40 purificada
- —— 40 /> -

Figura 1. Purificacién de la L40. PAGE desnaturalizante al 18%. En esta figura podemos
observar a la L40 sin purificar (Izquierda) y purificada (derecho).
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7.2 Seleccion de secuencias afines alos PsV18.

7.2.1 Inmovilizacion de los PsV18

Para realizar la primera ronda de seleccion primero se inmovilizé los PsV18 en una
membrana de PVDF. En la figura 6 se muestra la inmunodeteccion de la proteina
L1 en la membrana donde se gotearon los PsV18, lo cual nos indica que los PsV18
se inmovilizaron correctamente, mientras que en la regién de la membrana donde

se goteo6 albumina sérica bovina (BSA) no se observé ninguna sefial.

Psv18 Control

Figura 6. Inmunodeteccion de la proteina L1. En esta figura se muestra la sefial donde se
inmovilizaron los PsV18 mediante goteo, asi como otra region de la membrana donde se gote6 BSA
como control.

7.2.2 Primeraronda de seleccion

La amplificacion mediante emPCR de las secuencias recuperadas de la primera
ronda de seleccién contra los PsV18 origind un amplicon del tamafio esperado (80
pb), correspondiente a la longitud de la biblioteca aleatorizada (figura 7). No se
observa la formacion de subproductos de mayor peso molecular, lo que nos indica
gue la emulsibn se mantuvo estable y evitd la hibridacion inespecifica de las

moleculas recuperadas.

100 Pb | et
. "% +— Productos
50 pb -

PR

Figura 7. emPCR de la primera ronda. MWM: marcador de peso molecular; emPCR 1R: PCR en
emulsion de las secuencias recuperadas en la primera ronda de seleccion. En la figura se indica con
una flecha el amplicén esperado con un peso molecular aproximado de 80 pb. Visualizacion en
PAGE nativo al 8%.

31



Una vez purificado el producto de la emPCR 1R, se emplearon 8 ng como molde
para la emaPCR. La visualizacion del producto de la emaPCR revelé dos bandas
(figura 8), la banda menos compacta y de mayor migracion electroforética
corresponde al ssDNA, mientras que la menos compacta y de menor migracion
migracion electroforética corresponde al DNA de cadena doble (dsDNA). Como
marcador de cadena sencilla se cargaron 2 ng de la L40p en el carril de la izquierda.
También podemos observar que no se formaron subproductos y que la cantidad de
ssDNA fue substancial, por lo que emplear de 2-3 nmol/L de producto de emPCR

como molde es adecuado.

&
Q &
Q @
Vi &
«——— dsDNA
L ‘ <+«— ssDNA

Figura 8. emaPCR de la primera ronda. L40p: biblioteca aleatorizada purificada como control de
cadena sencilla; emaPCR 1R: PCR asimétrica en emulsion. En la figura se indica el amplicén
esperado con un peso aproximado de 80 pb (flecha superior) y el ssSDNA generado (flecha inferior).
Visualizacién en PAGE nativo al 8%.

La ssDNA 1R se purifico y verificO su integridad mediente PAGE nativo. La
purificacion de la cadena sencilla obtenida de una PCR asimétrica es necesaria en
el proceso de seleccibn ya que la doble cadena puede interaccionar
inespecificamente con el blanco interfiriendo con el proceso de seleccion.3® Ademas
este protocolo de purificacion elimina todos los componenetes de la reaccion de
PCR remanentes en el producto de emaPCR proporcionando un mayor grado de

pureza al ssDNA obtenido lo que a su vez facilita su cuantificacion.

En la figura 9 podemos observar una banda con una migracién electroforética igual
a la de la L40p, mientas que la banda correspondiente a la dsDNA no se observa lo
qgue nos indica que el dsDNA se eliminé exitosamente. La concentracion de la

ssDNA 1R producida fue de 421.8 nmol/L siendo incluso mayor a la reportada
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empleando otros métodos de produccion de ssDNA.*3 Los paramétros de calidad y
la concentracion de la ssDNA 1R (tabla 2) son 6ptimos para continuar con el proceso

de seleccion.
3
&5
.

Figura 9. ssDNA purificada. L40p: biblioteca aleatorizada purificada como control de cadena
sencilla; ssDNA 1R: DNA de cadena sencilla purificada de la primera ronda de seleccion (inicada
con la flecha). Visualizacién en PAGE nativo al 8%.

7.2.3 Segundaronda de seleccion

La ssDNA 1R purificada se usé como molde para realizar la segunda ronda de
seleccion. Los PsV18 se inmovilizaron de igual forma que en la primera ronda y las
condiciones del SELEX (interaccién, digestion con DNAsa |, etc.) fueron las mismas.
La amplificacibn mediante emPCR de las secuencias recuperadas de la segunda
ronda de seleccion contra los PsV18 origin6 un amplicbn con un tamafio
correspondiente a la longitud de la biblioteca aleatorizada (figura 10). Sin embargo,
también se observé la produccibn de una baja cantidad de subproductos
posiblemente debido a que la emulsibn no se mantuvo estable durante el
termociclaje. A pesar de lo anterior, la cantidad de amplicon esperado fue
mayoritaria, por lo que se procedio a realizar la emaPCR teniendo en cuenta que el

ssDNA se purifica y con esto los subproductos mas largos se eliminarian.
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Figura 10. emPCR de la segunda ronda. MWM: marcador de peso molecular; emPCR 2R: PCR en
emulsion de las secuencias recuperadas en la segunda ronda de seleccién. En la figura se indica el

amplicon esperado con un peso aproximado de 80 pb (flecha inferior) y los subproductos formados
(flecha superior). Visualizacion en PAGE nativo al 8%.

Una vez purificado el producto de la emPCR 2R, se emplearon 8 ng como molde
para la emaPCR. La visualizacién del producto de la emaPCR revelo tres bandas
(figura 11), la banda menos compacta y de mayor migracion electroforética
corresponde al ssDNA, mientras que la menos compacta y de menor migracion
migracion electroforética corresponde al DNA de cadena doble (dsDNA). También
podemos observar la formacién de una cantidad baja de subproductos, los cuales
seran eliminados en la purificacion de la ssDNA.
c?:€2~ c?'qg_

4 Y
@ @
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Figura 11. emaPCR de la segunda ronda. L40p: biblioteca aleatorizada purificada como control de
cadena sencilla; emaPCR 1R: PCR asimétrica en emulsion. En la figura se indica el amplicon
esperado con un peso aproximado de 80 pb (flecha intermedia), el ssSDNA 2R producido (flecha
inferior) y los subproductos formados (flecha superior). Visualizacién en PAGE nativo al 8%.
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Una vez producida la ssDNA 2R se purifico y verifico su integridad mediente PAGE
nativo. En la figura 12 podemos observar una banda con una migracion
electroforética igual a la del ssDNA de la emaPCR 1R (validad con la L40p),
mientras que la banda correspondiente al dsDNA no se observa, lo que nos indica
que el dsDNA se elimin6 exitosamente. La concentracion de la ssSDNA 2R producida
fue de 888.6 nmol/L. Los paramétros de calidad y la concentracion de la ssDNA 2R

(tabla 2) son 6ptimos para continuar con el proceso de seleccion.

Figura 12. ssDNA purificada. emaPCR 1R: PCR asimétrica en emulsion de la primera ronda de
seleccion; ssDNA 2R: DNA de cadena sencilla purificada de la segunda ronda de seleccion.
Visualizacién en PAGE nativo al 8%.

7.2.4 Terceraronda de seleccion

Una vez obtenida la ssDNA 2R purificada, ésta se empleo para realizar la tercera
ronda de seleccion. Los PsV18 se inmovilizaron de igual forma que en la segunda
ronday las condiciones del SELEX (interaccion, digestion con DNAsa |, etc.) fueron
las mismas. La amplificacion mediante emPCR de las secuencias recuperadas de
la tercera ronda de seleccion contra los PsV18 origind un amplicén con un tamafio
de aproximadamente de 80 pares de bases, correspondiente a la longitud de la
biblioteca aleatorizada (figura 12). No se observa la formacion de subproductos de
mayor peso molecular, lo que nos indica que la emulsion se mantuvo estable y evitd
la hibridacion inespecifica de las moleculas recuperadas.

Una vez purificado el producto de la emPCR 3R, se emplearon 8 ng como molde
para la emaPCR y se purificd el ssDNA de igual forma que en rondas anteriores.
Una vez producida la ssDNA 3R se purificé y verificd su integridad mediante PAGE

nativo. En la figura 13 podemos observar una banda con una migracion
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electroforética igual a la de la L40p, mientas que la banda correspondiente a la
dsDNA no se observa, lo que nos indica que la dsDNA se elimin6 exitosamente. La

concentracion de la ssDNA 3R producida fue de 570.9 nmol/L.

Figura 13. ssDNA purificada. L40p: biblioteca aleatorizada purificada como control de cadena
sencilla; ssDNA 1R: DNA de cadena sencilla purificada de la tercera ronda de seleccién (inicada con
la flecha). Visualizacion en PAGE nativo al 8%.

Los resultados del proceso de seleccidon se resumen en la figura 14 y se describen
a continuacion. En dicha figura se muestra el marcador de peso molecular (carril 1),
el control negtivo de la PCR sin molde (carril 2), la PCR en solucién de la L40p (carril
3), la L40p como control de cadena sencilla (carril 4), una emaPCR (carril 5), el
producto de la emPCR obtenido de la primera ronda, segunda ronda y tercera ronda
de seleccién (6, 7 y 8) y la ssDNA producida a partir de cada emPCR (carriles 9, 10
y 11).

Es importante sefialar que al amplificar la L40p mediante PCR en solucién no se
obtiene producto esperado, en su lugar se forman subproductos de mayor longitud.
Por otro lado al emplear emPCR si se obtiene una gran cantidad de producto

esperado, alrededor de 3-4 pg de producto de emPCR purificado.
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Carriles: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

dsDNA
ssDNA

PAGE nativo al 10%

Figura 14. Resumen de los resultados del método SELEX. Carril 1: marcador de peso molecular;
carril 2: control negtivo de la PCR (sin molde); carril 3: PCR en solucién de la L40p; carril 4: L40p
como control de cadena sencilla; carril 5: emaPCR; carril 6: producto de la emPCR de la primera
ronda; carril 7: producto de la emPCR de la segunda ronda; carril 8: producto de la emPCR de la
tercera ronda; carriles 9: ssDNA purificado de la primera ronda de seleccion (ssDNA 1R); carril 10:
ssDNA 2R; carril 11: ssDNA 3R.

Tabla 2. Concentracién y parametros de calidad de la ssDNA. En la tabla se muestra la
concentracioén y los parametros de calidad de la ssSDNA obtenida en cada ronda de seleccion.

1 421.8 1.7 1.61
ssDNA 2 888.6 1.9 1.64
3 570.9 1.65 1.6
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7.3 Evaluacién del proceso de seleccién mediante PCR en tiempo
real.

Una vez realizadas las tres rondas del seleccion contra los PsV18, se evaluo6 la
afinidad de las secuencias recuperadas después del tercer ciclo de seleccion
(ssDNA 3R) mediante el uso de un aparato de Slot blot y gPCR para determinar si
se habia seleccionado una poblacién de aptameros, en este ensayo se espera que
la cantidad de secuencias recuperadas de la membrana de nitrocelulosa por donde
fluyd la interaccion PsV18-ssDNA 3R sea mayor que las secuencias recuperadas
de la interaccién PsV18-L40p y los controles. En la figura 8 podemos observar que
el numero de moléculas de ssDNA unidas a nuestro blanco fue casi 50 veces mayor
cuando se hicieron interactuar los PsV18 con la 3R, comparado a cuando se
hicieron interactuar con la L40p indicando el enriquecimiento de secuencias afines
por nuestro blanco. También podemos observar que un gran nimero de éstas
moléculas afines, son especificas para los PsV18 debido a que al interactuar la 3R
con las proteinas control BSA, GFP y PsV16 se retuvieron menos de la mitad de las

secuencias retenidas con los PsV18.
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Figura 15. Afinidad de la L40p antes y después de los tres ciclos de seleccion (3R) contra
PsV18 y otras proteinas control. En esta figura se muestra el nUmero de moléculas de ssDNA
unidas a nuestra proteina blanco para cada una de las mezclas de interaccion que se indican.
Analisis de varianza de un factor (****= p<0.0001, ***= p 0.002). N=2.
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8. DISCUSION

Los aptameros de acidos nucleicos poseen muchas caracteristicas favorables que
los posicionan como fuertes candidatos para reemplazar a los anticuerpos y otras
moléculas terapéuticas y de reconocimiento.?! En el presente trabajo se establecio
una variante del método SELEX que elimina algunas de las desventajas del método
tradicional (uso de PCR en solucion y baja astringencia de la interaccion) y que es
compatible con cualquier blanco de naturaleza proteica. Para demostrar su utilidad,
se realiz6é el aislamiento de una poblacion de aptameros de DNA contra PsV18
empleando solamente tres rondas de seleccién. Se eligio este blanco, debido a que
la infeccion por el VPH es necesaria para el desarrollo de cancer cervical, dicho
padecimiento es responsable de 266,000 muertes anuales en el mundo**, por lo
tanto el desarrollo de nuevos métodos de bajo costo para la prevencion del

desarrollo del cancer cervical siguen siendo una necesidad.

A partir de los resultados de la cuantificacion del niumero de secuencias retenidas
en la membrana de nitrocelulosa, encontramos que la estrategia de seleccion fue
exitosa debido al incremento de casi 50 veces en el numero de moléculas afines por
los PsV18 después de las tres rondas de seleccion. En comparacion a otros
protocolos de seleccion,334548 el nimero de rondas necesarias para aumentar la
abundancia de secuencias afines por nuestro blanco fue muy bajo, siendo
comparable con algunos métodos basados en electroforesis capilar.?® Por otra
parte, también observamos que algunas de las secuencias enriquecidas
presentaban afinidad por algunas proteinas control, lo cual también se ha reportado
en otras variantes del SELEX.1%3! La estrategia mas comun para eliminar estas
moléculas inespecificas es realizar una seleccién negativa o contraseleccion contra
una mezcla compleja de proteinas, de esta forma las moléculas afines por otras
proteinas distintas al blanco se unirian a éstas y pueden ser eliminadas,'® dicha

estrategia queda como perspectiva en este trabajo.

Uno de los aspectos mas cruciales en el método SELEX es la eficiencia de particion
de las moléculas de DNA unidas al blanco y las no unidas.*® Una forma de aumentar

la eficiencia de particion es incrementando la astringencia de la seleccion, lo cual
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se logra modificando las condiciones en las que se lleva a cabo la interaccion entre
la biblioteca aleatorizada y el blanco de seleccion, ya sea modificando el buffer de
interaccion, el pH, incrementando la temperatura o bien empleando nucleasas que
degraden las secuencias no unidas al blanco.** La inmovilizacién de los PsV18 en
la membrana de PVDF permitié el empleo de DNAsa |, lo que permitié la eliminacion
de secuencias inespecificas en cada ronda de seleccion. Gracias a esta estrategia,
el numero de rondas necesarias para aumentar la proporcién de las secuencias
afines por el blanco fue menor siendo suficientes sélo tres rondas de seleccion para

obtener un aumento significativo.

Otro factor que favorecio el aislamiento de una poblacion de aptameros fue el uso
de PCR en emulsién. Con este tipo de PCR se logré evitar la formacién de
subproductos y con ello la pérdida de potenciales aptameros durante el proceso de
seleccion, como se ha reportado en otros métodos SELEX que emplean este tipo
de PCR.183650 Ademds, la gran cantidad de ssDNA generada mediante PCR en
emulsién asimétrica nos permitié alcanzar una concentracion adecuada de DNA
para subsecuentes rondas de seleccion. La concentracion de la ssDNA obtenida
por el método aqui descrito fue superior a muchos otros protocolos de generacion
de ssDNA.36:43

En comparacién con otros métodos SELEX que emplean tecnologias similares
como inmovilizacién en PVDF, Slot blot y gPCR?3334549 " e| método reportado en
este trabajo logré el enrriqguecimiento significativo de secuencias afines por nuestro
blanco en soélo tres rondas de seleccion, mientras que en otros métodos se requiere

un mayor numero de ciclos, lo que conlleva un costo elevado de recursos y tiempo.

Para concluir que nuestro método SELEX fue existoso, es necesario demostrar que
la biblioteca inicial perdié variabilidad a través del proceso de seleccion y que las
secuencias especificas por nuestro blanco se enriquecieron. Para demostrar lo
anterior emplearemos NGS, la cual nos permitird secuenciar cada una de las
moléculas de DNA contenidas en la L40p y la ssDNA 3R y agruparlas con base en

la homologia de sus secuencias mediante el uso algoritmos bioinformaticos para
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determinar el enriquecimiento de grupos de moléculas con secuencias similares, lo

que nos indicaria que el método SELEX funciona.®

En conclusion, se logré el aislamiento de una poblacion de aptdmeros de DNA
contra PsV18 en solamente tres rondas de seleccion empleando un método SELEX
de costo relativamente bajo y compatible con un gran nimero de blancos proteicos,
incluyendo céapsides virales completas. Dicho método puede ser usado para el
aislamiento de aptameros contra otros blancos proteicos de interés clinico, como

otros tipos de virus o biomarcadores.
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9. CONCLUSIONES

» La PCR en emulsion facilita la amplificacion de las secuencias recuperadas
después de cada ciclo de seleccibn ya que inhibe la formacion de
subproductos.

» LaPCR asimétrica en emulsion tiene una eficiencia de producciéon de cadena
sencilla muy alta, lo cual hace posible su purificacion en un gel de
poliacrilamida nativo (escicion de gel).

» Se aisldé una poblacion de aptameros de DNA contra PsV18 mediante el
método de SELEX establecido.
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10. PERSPECTIVAS

» Realizar una ronda de seleccidbn negativa contra la membrana de
nitrocelulosa o emplear PVDF al evaluar el método SELEX.

» Realizar rondas de contraseleccion para disminuir el nimero de moléculas
inespecificas.

» Secuenciar la poblacion de aptameros obtenida para identificar la secuencia
de aptameros individuales.

» Caracterizar la interaccion de los aptameros individuales con los PsV18.
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