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RESUMEN

ConNTEXTO. El cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por cancer
entre las mujeres del mundo y la primera en la mayoria de los paises en desarrollo. En
México mueren cada afio cerca de 4,500 mujeres por CaCu. La infeccion persistente por
virus del papiloma humano (VPH) de “alto riesgo”, principalmente por el VPH tipo 16
(VPH16) es uno de los principales factores de riesgo para la progresion de las lesiones
neoplasicas, aunque no todas las mujeres infectadas con VPH-AR desarrollan cancer. La
integracién del genoma viral con delecion parcial del gen viral E2 parece determinante en
la progresion hacia el cancer cervical invasor. La prueba primaria de tamizaje del CaCu es
el andlisis citoldgico (Papanicolaou), de sensibilidad y especificidad limitadas para evaluar
la progresion de las lesiones neoplasicas, por lo cual es deseable desarrollar marcadores
moleculares mé&s objetivos de la progresion neoplasica. Un marcador molecular propuesto
es la carga viral (numero de copias de genes virales); otro es la integracion del genoma viral
mediante cuantificacion del gen viral regulador E2 y de los oncogenes E6 y E7 para
calcular los cocientes E2/E6 y E2/E7, cuyos valores tienden a cero en el estado de
integracion pura. La mayoria de los estudios de integracion se han realizado con PCR en
tiempo real (QPCR) de los genes E2 y E6 en presencia del fluorocromo SYBRGreen. En
nuestro laboratorio fue desarrollado recientemente un método de qPCR anidada
ultrasensible para E6 y E2 con EvaGreen como fluorocromo. METODOS. La estrategia de
este trabajo incluyo la generacién de las construcciones control pPC301 y pCA401, con los
insertos de los genes E6 y E7 de 339 y 252 pares de bases (E6-339 y E7-252)
respectivamente, amplificados a partir del genoma de VPH16 y ligados en el vector de
clonacién pCR4-TOPO, con los cuales obtuvimos transformantes de Escherichia coli
TOP10 cuyos plasmidos purificamos. La calibracidn de la qPCR anidada se llevé a cabo en
dos etapas: 1) preamplificacion de E6-339 o E7-252 por 15 ciclos mediante PCR de punto
final con diluciones logaritmicas seriadas de las construcciones control (10%-10” moléculas
de pPC301 o pCA401 por mezcla) y 2) gPCR anidada de los amplicones internos E6-152 y
E7-170 con 1/50 de volumen de cada mezcla preamplificada para generar las familias de las
curvas tipo y determinar los perfiles de desnaturalizacién térmica de los amplicones
anidados. RESULTADOS. El rango dtil fue de 10*-10” moléculas de pPC301 o pCA401 por
mezcla de preamplificacion; los amplicones internos E6-152 y E7-170 sintetizados en las
mezclas de gPCR anidada dieron familias de curvas reproducibles y valores de ciclos
umbrales consistentes con el nimero de copias iniciales de las secuencias blanco y tuvieron
perfiles de extincion térmica con picos a 87.34 °C y 86.76 °C, respectivamente.
CONCLUSIONES. Con este trabajo determinamos las condiciones para cuantificar los genes
E6 y E7 de VPH16 de manera reproducible y consistente mediante qPCR anidada en
presencia de EvaGreen calibrada con diluciones logaritmicas seriadas de las secuencias
blanco insertadas en las construcciones pPC301 (E6-339) o pCA401 (E7-252), y
demostramos que los perfiles de fusion de los amplicones anidados E6-152 y E7-170 son
especificos.



ABSTRACT

BACKGROUND. Cervical cancer (CC) is the second cause of death by cancer among women
worldwide and the first one in most developing countries. In Mexico around 4,500 women
die each year by CC. Persistent infection with "high risk" human papillomavirus (HR-
HPV), mostly of the HPV type 16 (HPV16), is one of the major risk factors for the
progression of precancerous and cancerous lesions, although not all infected women
develop cancer. Integration of the viral genome with partial deletion of the viral E2 gene
appears to be a decisive event in the progression to invasive CC. Since the Pap smear
(Papanicolaou), primary screening test for CC, is known to have limited sensitivity and
specificity to evaluate the progression of neoplastic lesions, it is desirable to develop more
objective molecular markers of progression. A proposed molecular marker is the viral load
(number of viral genes copies); another one is the integration of the viral genome estimated
through quantitation of the viral E2 repressor and the E6 and E7 oncogene sequencies to
calculate the E2/E6 and E2/E7 ratios, whose values approach zero in the state of pure
integration. Most integration studies have been performed using real-time PCR (gqPCR) of
the E2 and E6 genes in the presence of the SYBRGreen intercalating fluorochrome. In our
laboratory an ultrasensitive nested gqPCR method for E6 and E2 was developed recently
using EvaGreen as fluorochrome. MeTHODS. Our strategy for this work included the
generation of the pPC301 and pCA401 control constructs with E6- and E7-HPV16 inserts
of 339 and 252 base pairs (E6-339 and E7-252) respectively, ligated to the pCR4-TOPO
cloning vector, with which we obtained Escherichia coli TOP10 transformants and purified
their plasmids. Nested gPCR calibration was carried out in two steps: 1) preamplification of
the E6-339 or E7-252 amplicons for 15 cycles by end-point PCR using serial logarithmic
dilutions of the control constructs (10*-10” pCA401 or pPC301 molecules per mixture), and
2) nested qPCR of the E6-152 and E7-170 internal amplicons in mixtures containing 1/50
volume from each preamplified mixture to generate the type curves and to determine the
thermal denaturation profiles of the nested amplicons. REsSuLTS. The useful range of
constructs was 10%-10° molecules of pPC301 or pCA401 molecules per preamplification
mixture; the internal E6-152 and E7-170 amplicons synthesized in nested gPCR mixtures
yielded reproducible curve families and threshold cycle values consistent with the initial
copy number of the target sequences and had thermal extinction profiles with peaks at
87.34 ° C and 86.76 ° C, respectively. CONCLUSIONS. In this work we determined the
conditions to quantify the E6- and E7-HPV16 gene sequences in a reproducible and
consistent manner by nested qPCR with EvaGreen calibrated with serial logarithmic
dilutions of the pPC301 (E6-339) or pCA401 (E7-252) constructs, and demonstrated that
the denaturation profiles of the nested E6-152 and E7-170 amplicons are specific.



INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por cancer entre las mujeres
a nivel mundial y la primera en los paises en desarrollo. En México mueren cerca de 4,500
mujeres cada afio (Arrossi et al. 2003). La infeccion persistente con virus del papiloma
humano (VPH) denominados de “alto riesgo” (VPH-AR), principalmente el VPH tipo 16
(VPH16), es uno de los principales factores de riesgo para la progresion de las lesiones
precancerosas y cancerosas del cuello uterino, aunque no todas las mujeres infectadas con
VPH-AR desarrollan cancer (Walboomers et al. 1999, Mufioz et al. 1993, zur Hausen
2002).

Las proteinas tempranas E1 y E2 de los VPH son importantes para la regulacion
transcripcional, la replicacion y la segregacion del DNA viral. La proteina E2 es un
represor de la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7, responsables de la
transformacion maligna de las células (Dyson et al. 1989).

La integracién del genoma viral parece ser un evento importante en la progresion de
las lesiones cervicales hacia el cancer cervical invasor (Hudelist et al. 2004, Tonon et al.
2001). Algunos investigadores han reportado integracion temprana del DNA de VPH en
lesiones de bajo grado y en infecciones asintomaticas (Andersson et al. 2005, Gallo et al.
2003, Kulmala et al. 2006, Peitsaro et al. 2002) mientras que otros han observado
integracion del DNA de VPH casi exclusivamente en lesiones de alto grado y carcinoma
invasor (Hudelist et al. 2004, Klaes et al. 1999, Tonon et al. 2001). En el evento de
integracién del genoma viral al genoma celular asociado a la malignizacion por VPH-AR
usualmente hay una interrupcion del gen E2 con pérdida de la actividad del represor y
sobreexpresion potencial de las oncoproteinas E6 y E7 que asi promueven mas
eficientemente el desarrollo neoplésico (Dyson et al. 1989, Swan et al. 1999).

La prueba primaria de tamizaje del cancer cervicouterino es el analisis microscopico
de los raspados del cérvix o prueba de Papanicolaou que tiene una sensibilidad y
especificidad limitada para determinar el grado o progresion de las lesiones precancerosas y
cancerosas (Kitchener et al. 2006).

Entre los marcadores moleculares de la progresion de las lesiones neoplasicas del

CaCu destaca la “carga viral” que consiste en la cuantificacion del nimero de copias de los



genes virales por masa de DNA en los raspados cervicales que correlaciona con el grado de
las lesiones (Andersson et al. 2005).

Otro marcador de progresion es la integracion o “estado fisico” del genoma viral
que parece ser mas sensible que la carga viral. La mayoria de los investigadores han
determinado el estado fisico del genoma viral por PCR en tiempo real o cuantitativa
(QPCR) de los genes E2 y E6 con SYBRGreen como agente intercalante; a partir del
numero de copias de ambos genes calculan los cocientes E2/E6 para correlacionar la carga
viral y el estado fisico del genoma viral con la progresion de las lesiones precancerosas y
cancerosas (Tonon et al. 2001, Nagao et al. 2002, Peitsaro et al. 2002, Gallo et al. 2003,
Fujii et al. 2005, Kulmala et al. 2006, Li et al. 2008).

El método se basa en que la integracion del genoma viral se acompafia de
interrupciodn del gen viral E2 que implica la pérdida de secuencias amplificables del gen E2.
En el caso extremo de integracion de todos los genomas virales el nimero de copias de E2
seria nulo y por lo tanto el valor del cociente E2/E6 seria cero. En el caso extremo de
ausencia de integracion, todos los genomas virales se encontrarian en la forma episomal por
lo cual el nimero de copias de los genes E2, E6 y E7 serian iguales y el cociente E2/E6
seria 1. En caso de coexistir formas concomitantes (episomales e integradas) del genoma
viral el nimero de copias del gen E2 seria menor que el de E6 y E7 y el cociente E2/E6
tendria un valor intermedio entre 0 y 1 (Nagao et al. 2002).

EvaGreen, nuevo fluorocromo intercalante del DNA, es mas eficiente y mas barato
que SYBRGreen para determinar el contenido de DNA y cuantificar secuencias especificas
mediante qPCR. En nuestro laboratorio desarrollamos un método para cuantificar el
nimero de copias de E6 de VPH16 mediante qPCR en presencia de EvaGreen (LOpez-
Revilla y Hernandez-Arteaga 2009) y mas recientemente un método de gPCR anidada
ultrasensible en el cual la preamplificacion de las secuencias blanco mediante PCR de
punto final previa a la gPCR en presencia del fluorocromo aumenta la sensibilidad
alrededor de 10,000 veces (Valdez-Morales 2007, LOpez-Revilla y Hernandez Arteaga
2009, Hernandez-Arteaga et al. 2010).

El propdsito de este trabajo fue optimizar el método de gPCR anidada en presencia
de EvaGreen para cuantificar los oncogenes virales E6 y E7 de VPH16 y poder utilizarlo en
el futuro para determinar el nimero de copias de los genes y sus transcritos con el objeto de

determinar la carga viral y la expresion de ambos oncogenes mediante la cuantificacion



simultanea de las secuencias de DNA y de sus transcritos, asi como la integracion del
genoma viral.

Nuestra estrategia incluy6 la generacién de dos construcciones derivadas del vector
pCR4-TOPO con insertos de las secuencias de los oncogenes E6 y E7 de VPH16
amplificadas a partir de la linea celular SiHa: pPC301 (inserto: E6-339) y pCA401 (inserto:
E7-252). Ambas construcciones fueron clonadas en Escherichia coli TOP10, purificadas y
empleadas para calibrar la gPCR anidada.

La calibracion de la gPCR anidada se llevd a cabo en dos etapas: 1)
preamplificacion de los insertos E6-339 y E7-252 completos por 15 ciclos mediante PCR
de punto final en mezclas con diluciones logaritmicas seriadas de las clonas para obtener
10* — 10" moléculas de pPC301 o pCA401 y 2) amplificacién interna para generar los
amplicones anidados (E6-152 y E7-170) mediante gPCR en mezclas que incluian EvaGreen
y 1/50 de volumen de la mezcla de preamplificacidn correspondiente y obtener la familia de
curvas tipo y los perfiles de desnaturalizacion térmica de los productos finales.

Las familias de curvas tipo obtenidas con las mezclas de calibracién para cuantificar
el nimero de copias de E6 y E7 fueron confiables y reproducibles y la preamplificacion por
15 ciclos confirmd la sensibilidad de la qPCR anidada. El rango atil en las mezclas de
preamplificacion fue de 10 a 10’ moléculas de pPC301 y pCA401. Los perfiles de
desnaturalizacion térmica fueron especificos de los amplicones E6-152 y E7-170 con picos
a 86.8 °C y 87.3 °C respectivamente.

Con este trabajo afinamos y optimizamos las condiciones para cuantificar las
secuencias de los oncogenes E6 y E7 de VPH16 mediante qPCR anidada con EvaGreen.
Con los métodos desarrollados hasta ahora en el laboratorio pretendemos cuantificar los
genes E6, E7 y E2 simultaneamente en lesiones precancerosas y cancerosas causadas por
VPH16 para determinar la carga de los dos oncogenes y del gen represor y luego
cuantificar la transcripcion simultanea de los tres genes virales. Esperamos que estos
estudios futuros sirvan para encontrar marcadores moleculares cuantitativos de la

progresion de las lesiones neoplasicas del cérvix mas objetivos que los morfoldgicos.



MATERIAL Y METODOS

Condiciones para la amplificacion de E6-339, E7-252, E6-152 y E7-170

Los iniciadores especificos para cada uno de los amplicones fueron disefiados a partir de la
secuencia del genoma de VPH16 (GenBank No. Acc. NC_001526.1) (Tabla 1, Fig 1). Para
obtener los amplicones de 339 pb del gen E6 y de 252 pb del gen E7 usamos como molde
DNA de la linea celular SiHa, donada por el Dr. Alejandro Garcia-Carranca (Instituto

Nacional de Cancerologia).

Tabla 1. Oligonucleétidos disefiados

. o Ubicacién (nt e o
Longitud Amplicdn (pb) VPH16( ) Nombre Secuencia (5'>3') T (°C)
E6-339 (103...441) LPE6 aatgtttcaggacccacagg 60
RPE6 caaaagccactgtgtcctga 60
E6-152 (104...256) LPNTE6 tgtttcaggacccacagga 60
RPNTE6 ttgcttticgggatttatgc 60
E7-252 (564...816) LPE7 catggagatacacctacattgcat 60
RPNT3 tggaagacctgttaatgggc 60
E7-170 (646...816) SCHET7F atgacagctcagaggaggaggatg 65
RPNT3 tggaagacctgttaatgggc 60
[N
11
11
11
11
11
H E2 L1
h A A 4
RLC | E6 E1 E4 || E5 L2
79000/1 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

g Primers Mix 1LPES/RPEG ntd 103441 E6-333

fmmmee’ PrimersMix2 LPNTEE/RPNTES ntd104-256 E6-152

F Primers Mix 1LPE7/RPNT3 ntd 564-816 E7-232
--J Prime rs Mix 2 SCHETF/RPNT 3 ntd 646-8 16 E7-170

Fig. 1. Oligonucledtidos empleados: localizacion en el genoma de VPH16 y amplicones generados

Las parejas de oligonucledtidos LPE6/RPE6 y LPNTE6/RPNTEG6 fueron disefiadas para generar los dos
amplicones del gen EB6, el mayor de 339 pb (nt 103-441) y el menor de 152 pb (nt 104-256), cuya secuencia
estd incluida en el primero. Las parejas de oligonucle6tidos LPE7/RPNT3 y SCHE7F/RPNT3 fueron
disefiadas para generar los dos amplicones del gen E7, el mayor de 252 pb (nt 564-816) y el menor de 170 pb
(nt 646-816), cuya secuencia esta incluida en el primero.



La temperatura de annealing de la pareja de iniciadores LPE6/RPE6 (E6-339) fue
optimizada por medio de un gradiente de temperatura de 57.1 a 59.3 °C y para la pareja de
iniciadores FW-RPNT3/Re-LPE7 (E7-252) fue determinada probando el rango de 53.8 a
58.8 °C. Adicionalmente se optimizo6 la concentracion de MgCl, mediante un gradiente de
concentracion (1-4 mM) con temperatura de annealing de 57 °C.

Para optimizar las condiciones de sintesis del amplicon de 152 pb del gen E6 y el de
170 pb del gen E7 (Tabla 1) empleamos 1 uL de la mezcla de amplificacion previa de los
amplicones E6-339 y E7-252 respectivamente. Hicimos amplificaciones en gradientes de
temperatura, de concentracion de MgCl, y de concentracion de las parejas de iniciadores
correspondientes (LPE7/ RPNT3 y SCHE7F/RPNTS3). Las mezclas de amplificacion fueron
preparadas en 50 uL basandonos inicialmente en las condiciones utilizadas por Hernandez-
Arteaga et al. (2010). El programa de amplificacién incluyd tres pasos: 1) desnaturalizacion
inicial. 2) 35 ciclos de desnaturalizacion, annealing y extension. 3) extension final (Tabla
2).

Tabla 2. Programa del termociclador para amplificar E6-339 y E7-252

Paso Temperatura | Tiempo
1 | Desnaturalizacién inicial 94 °C 4 min
2 | 35 ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Annealing TO 60 seg
Extension 72 °C 60 seg
3 | Extension final 72 °C 5 min
4 Final 25 °C 0

TO, temperatura Optima de annealing para cada pareja de iniciadores.

Amplificacion de E6-339 y E7-252 para clonacién

Para clonar los amplicones E6-339 y E7-252 preparamos mezclas de amplificacion bajo las
siguientes condiciones. La mezcla para E6-339 contenia 50 ng de DNA de SiHa y los
siguientes componentes: agua MilliQ, buffer de PCR 1x (Invitrogen, Brasil), MgCl, 2 mM
(Invitrogen, Brasil), dNTPs 0.05 uM c/u (Invitrogen, Brasil), mezcla de iniciadores Fw-
RPE6/Re-LPEG6 0.15 uM (Invitrogen) y Tag DNA polimerasa 2.5 U/uL (Invitrogen, Brasil)
en volumen final de 50uL. La mezcla para E7-252 contenia los mismos componentes

excepto por la mezcla de iniciadores Fw-RPNT3/Re-LPE7 0.15 uM (Invitrogen).



Construccién de pPC301 (E6-339) y pCA401 (E7-252) y obtencidn de transformantes
Los amplicones E6-339 y E7-252 fueron ligados al vector pCR4-TOPO (Invitrogen) y las
construcciones resultantes fueron empleadas para obtener transformantes de E. coli TOP10
(Promega). Las mezclas de ligacion de cada amplicon fueron preparadas en un volumen
total de 6 pL e incluian 2 pL de cada amplicén, 1 pL de la solucién de sales pCR4-TOPO
(Invitrogen) diluida 1:4, 2 pL de agua MilliQ estéril y 1 pL del vector pCR4-TOPO
(Invitrogen). La mezclas fueron incubadas 5 min a 23 °C en un termoblock (AccuBlock
LabNet, D1100) y luego colocadas en hielo.

Afadimos 2 pL de cada mezcla de ligacion a un stock de 50 pL de células de E. coli
TOP10 electrocompetentes; mezclamos y transferimos la suspension a una cubeta de 0.2
cm para electroporacion (BioRad, Micro Pulser) que mantuvimos en hielo por 5 min y
luego dimos un pulso de 25 pF y 200 Q a 2.5 kV. Inoculamos la mezcla electroporada en
un tubo con 1 mL de medio Luria-Bertani (LB) con 30 ug/mL de kanamicina (LB/Kn) que
incubamos con agitacién a 37 °C por 45 min para permitir la recuperacion celular; después
centrifugamos 1 min a 12,000xg en la microcentrifuga Hettich, decantamos el
sobrenadante, mezclamos la pastilla celular con la gota remanente y sembramos 30 uL en

una caja de agar LB/Kn con un tridngulo de vidrio estéril.

PCR de E6-339 y E7-252 y seleccion de clonas transformantes de E. coli TOP10

De cada colonia transformante preparamos suspensiones celulares con 50 pL de agua
MilliQ estéril y las incubamos a 95 °C por 5 min. Preparamos mezclas de PCR de 50 puL
para E6-339 y E7-252 a las que afiadimos 1 pL de suspension de cada colonia. Las mezclas
para E6-339 y E7-252 contenian los componentes optimizados y fueron incubadas con el
programa de termociclado apropiado. Las colonias que generaron los fragmentos
correspondientes a E6-339 (PC301) y E7-252 (CA401) fueron sembradas nuevamente en
agar LB/Kn a 37 °C.

Purificacion de pPC301 y pCA401

La purificacion (“midiprep”) de pPC301 (E6-339) y pCA401 (E7-252) fue realizada con el
Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega, Madison, WI). De las cepas
PC301 y CA401 inoculamos la asada tomada de la colonia de una cepa transformante que



habia sido clonada (mediante dos pases sucesivos de colonias aisladas en agar selectivo) en
3 mL de caldo LB/Kn. Incubamos en un tubo con agitacion a 37 °C hasta alcanzar una
DOggo de 2-4 unidades (celda de cuarzo de 1 mL, con via Optica de 1 cm). Afladimos este
preindculo a un matraz con 250 mL de caldo LB/Kn que incubamos con agitacion a 37 °C
hasta alcanzar una turbiedad adecuada. Para cada plasmido centrifugamos el cultivo a
10,000xg por 10 min a 20 °C, decantamos el sobrenadante y drenamos el caldo remanente
invirtiendo el tubo sobre una toalla de papel. Resuspendimos la pastilla celular en 6 mL de
medio para resuspension (Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, RNasa A 100 pg/mL, pH 7.5) y
mezclamos el contenido del tubo suavemente por inversién. Agregamos 6 mL de solucion
de lisis (NaOH 0.2 M, SDS 1%) y mezclamos suavemente por inversion. Dejamos reposar
la mezcla 4 min para asegurar la lisis y agregamos 10 mL de solucion neutralizante
(clorhidrato de guanidina 4.09 M, acetato de potasio 759 mM, acido acético glacial 2.12 M,
pH 4.8) y mezclamos suavemente por inversion. Mantuvimos el tubo 2-3 min en posicion
vertical hasta que aparecio un precipitado blanquecino floculante. Colocamos una columna
azul del Wizard System en un tubo Falcon de 50 mL, agregamos el lisado dentro de la
columna e incubamos 2 min. Centrifugamos la columna azul a 1,500xg por 5 min y
colocamos una columna de union blanca en un tubo Falcon de 50 mL. Afiadimos el filtrado
de la columna azul a la blanca y la centrifugamos a 1,500xg por 3 min. A la columna de
unién blanca afiadimos 5 mL de solucion de lavado y centrifugamos a 1,500xg por 5 min.
La solucién de lavado fue descartada. Afiadimos 20 mL de la solucién para lavado de
columna con etanol 95% vy centrifugamos a 1,500xg por 5 min. Descartamos el
sobrenadante y volvimos a centrifugar a 1,500xg por 10 min y nos aseguramos de haber
eliminado todo el etanol tocando la punta de la columna con una toalla de papel. Entonces
procedimos a la elucion colocando la columna de unién blanca en un tubo Falcon nuevo de
50 mL, afiadimos a la columna 600 pL de agua libre de nucleasas y esperamos 3 min, y
colectamos en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Finalmente afiadimos a la columna 400 uL de
agua libre de nucleasas, centrifugamos a 1,500xg por 5 min y colectamos en otro tubo
Eppendorf de 1.5 mL.



Restriccion de pPC301 y pCA401

Preparamos mezclas de restriccion de 20 pL para cada plasmido en tubos Eppendorf de 1.5
mL con 9 uL de agua MilliQ estéril, 8 uLL de pPC301 o0 pCA401, 2 uL. de amortiguador # 3
para restriccion (Tris-HCI 500 mM, MgCl, 100 mM, NaCl 500 mM, pH 8.0 a 25 °C)
(Invitrogen, Brasil) y 1 uL de EcoR | (10 U/uL) (Invitrogen, Brasil). Incubamos las mezclas
de restriccion en el termoblock durante 90 min a 37 °C. Analizamos pPC301 y pCA401
intactos y restringidos mediante electroforesis en TAE-Agarosa 1% seguida de tincion con

bromuro de etidio (1 mg/mL) por 15 min.

Pureza y concentracion del DNA plasmidico

La pureza y concentracion del DNA fue determinada con el espectrofotometro ND-1000
(NanoDrop, Thermo Scientific) empleando agua MilliQ estéril como blanco y 1 pL de cada
solucion problema por triplicado. Calculamos el nimero de moléculas por nanogramo de
plasmido  con la  formula  del Genomics &  Sequencing  Center

(http://www.uri.edu/research/gsc/resources/cndna.html).

No. de copias = (Masa * 6.022x10%) / (No. pb * 10° * 650)

En donde:
No. de copias = nimero de copias del amplicon.
Masa = nanogramos de DNA/mol de plasmido.

No. pb = nimero de pb en la construccién (vector + amplicon).

Secuenciacion de los insertos de pPC301 y pCA401

Un total de 3.4 pug de pPC301 y 3.2 ug de pCA401 fueron secuenciados en el LANBAMA
(Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental, IPICYT, SLP.
México). Adicionalmente enviamos a secuenciar 6.08 pg de pPC301 y 2.56 pg de pCA401
al LANGEBIO (Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad, CINVESTAYV,
Irapuato, México). Las secuencias obtenidas fueron alineadas para generar la secuencia
consenso de cada plasmido. Las secuencias fueron analizadas por el programa BLAST de
busqueda y alineacion de secuencias nucleotidicas (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)



http://www.uri.edu/research/gsc/resources/cndna.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

para obtener los valores de similitud con las secuencias registradas en el GenBank del
NCBI (National Center for Biotechnolgy Information).

Calibracion de la gPCR anidada de E6-152
Primero diluimos pPC301 (Co, = 10 ng/uL — 2.157x10° moléculas/uL) y obtuvimos
diluciones logaritmicas seriadas en agua MilliQ estéril para obtener una serie con
2.157x10° a 2.157x10? copias/pL) (Tabla 3). Preamplificamos E6-339 por 15 ciclos con la
pareja de iniciadores Fw-RPE6/Re-LPE6 en las condiciones Optimas establecidas. Las
mezclas contenian 1 pL de cada dilucion seriada de pPC301 de concentracion conocida.

A cada mezcla de gPCR anidada para E6-152 afiadimos 1 uL (1/50 de volumen) de
cada mezcla preamplificada y 2.5 uL de EvaGreen como fluorocromo. Corrimos la
amplificacion por 30 ciclos en el Rotor Gene 6000 con el programa optimizado.

Adicionalmente programamos un perfil de desnaturalizacion del amplicon generado de 75

°C a 95 °C con incrementos de 0.5 °C cada 5 seg.

Tabla 3. Diluciones logaritmicas seriadas de pPC301 (Cy = 120 ng/pL)

Clave Componentes Contenido de la diln
Espécimen | Agua | ng/pnL | Moléculas de pPC301/pL

Co/120| Co [10pL|110pL| 10 2.157x10°

10" |[Cy12| 5puL | 45uL | 1 2.157x10°

10° | 10" [ 5uL | 45uL | 107 2.157x10’

10° | 10° | 5uL | 45uL | 107 2.157x10°

10% | 10° [ suL | 4500 | 107 2.157x10°

10° | 10® [ 5puL | 45uL | 107 2.157x10"

Calibracion de la gPCR anidada de E7-170
Diluimos la clona pCA401 (Co = 10 ng/uL — 2.202x10° moléculas/uL) para obtener
diluciones logaritmicas seriadas en agua MilliQ estéril equivalentes a 2.202x10° a
2.157x10% copias/uL (Tabla 4). Preamplificamos el amplicén E7-252 por 15 ciclos con la
pareja de iniciadores Fw-LPE7/Re-RPNT3 en las condiciones Optimas establecidas. Las
mezclas contenian 1 pL de cada dilucion seriada de pCA401 de concentracion conocida.

A cada mezcla de qPCR anidada para E7-170 afiadimos 1 pL (1/50 de volumen) de
cada mezcla preamplificada y 2.5 uL de EvaGreen como fluorocromo. Corrimos la



amplificacion por 30 ciclos en el Rotor Gene 6000 con el programa optimizado. Finalmente

programamos un perfil de desnaturalizacion de 75 °C a 95 °C del amplicon generado con

incrementos de 0.5 °C cada 5 seg.

Tabla 4. Diluciones logaritmicas seriadas de pCA401 (Co = 58 ng/nL)

Clave Componentes Contenido de la dilucion
Espécimen Agua | ng/pL | Moléculas pCA401/uL
Co/58 | Co [8.60uL [41.40uL | 10 2.202x10°
10" [ Co/58| 5uL | 45uL 1 2.202x10°
10 10" | 5uL | 45uL | 107 2.202x10’
10° | 10° | 5uL | 45uL | 107 2.202x10°
10" | 10° | 5uL | 45uL | 107 2.202x10°
10° | 10° | 5uL | 45uL | 107 2.202x10"
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RESULTADOS

Amplificacion optimizada de los genes E6 y E7 de VPH16

La temperatura Optima de annealing para la amplificacién de los productos E6-339 y E7-
252 fue 57 °C y las concentraciones Optimas de MgCl, fueron 2.0 y 3.5 mM
respectivamente. Las temperaturas Optimas de annealing para los amplicones anidados E6-
152 y E7-170 fueron 59 °C y 56 °C y la concentracion optima de MgCl, para ambos casos
fue 2.0 mM. La concentracion 6ptima de dNTPs para el amplicon E7-170 fue 0.1 mM vy la
de los oligonuclettidos especificos SCHE7F/ RPNT3 fue 0.2 mM (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones éptimas para amplificar E6 y E7 de VPH16

Componente/condicion | Unidades | E6-339 | E7-252 | E6-152 | E7-170
Buffer de PCR Concn 1x 1x 1x 1x
MgCl, mM 2.0 3.5 2.0 2.0
dNTPs mM 0.05 0.05 0.05 0.1
Iniciadores especificos uM 0.15 0.15 0.15 0.2
Taq DNA polimerasa U/uL 2.5 2.5 2.5 2.5
DNA ng 50 1/50° 50 1/50°
Volumen final pL 50 50 50 50
Temp de annealing °C 57 57 59 56

® Amplificacion a partir de 1uL del amplicon directo E6-339 o E7-252.

Construccion de pPC301 y pCA401

La amplificacion de E6-339 y E7-252 por PCR punto final bajo las condiciones éptimas dio
una sola banda con el tamafio esperado para cada amplicon (Fig. 2). Las construcciones
pPC301 y pCA401 con insertos de los amplicones E6-339 y E7-252, respectivamente,
fueron obtenidas mediante ligacion de los amplicones al vector de clonacion y luego

empleadas para obtener transformantes de E. coli TOP10.
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Fig. 2. Amplificacion de E6-339 y E7-252 para generar los insertos

(A) Ctrll, control negativo de E6-1. E6-1, amplicon de 645 pb de E6-1 (control positivo). Ctrl2, control
negativo de E6-339. E6-339, amplicén de 339 pb de E6. Los componentes para el amplicén E6-1 (645 pb)
fueron los usados por Hernandez-Arteaga et al. (2010). (B) E7-252, amplicén de 252 pb de E7. CtrIN, control
negativo.

Obtuvimos quince colonias transformantes a partir de la mezcla de ligacion de E6-
339, las cuales clonamos mediante dos pases sucesivos de colonias aisladas en agar LB/Kn.
De la misma manera obtuvimos ocho clonas a partir de la mezcla de ligacion de E7-252

(Fig. 3).

Fig. 3. Transformantes de E. coli obtenidas con las mezclas de ligacién

A la izquierda se muestran las quince clonas de E. coli TOP10 transformadas por electroporacion con el
amplicon E6-339 ligado a pCR4-TOPO. A la derecha, las ocho clonas transformadas por electroporacion con
el amplicén E7-252 ligado a pCR4-TOPO.

PCR de las clonas transformantes
Amplificamos los insertos E6-339 y E7-252 con las parejas de oligonucledtidos respectivos

a partir de suspensiones de las clonas candidato. Obtuvimos el amplicon E6-339 en las siete
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clonas transformantes analizadas (Fig. 4) y el E7-252 en cinco de seis clonas analizadas
(Fig. 5).

300 pb
200 pb
100 pb

Fig. 4. Amplificacion de E6-339 a partir de las siete clonas transformantes
La amplificacion de E6-339 pb en las siete clonas transformantes obtenidas confirmé la presencia del inserto
E6-339 clonado.

Fig. 5. Amplificacion de E7-252 a partir de cinco de las seis clonas transformantes
La amplificacién de E7-252 pb confirmd la presencia del inserto E7-252 en cinco de las seis clonas
transformantes analizadas.

Purificacion y numero de copias de pPC301 y pCA401
Entre las clonas positivas a E6-339 y E7-252 seleccionamos dos, designadas PC301 (con el
inserto E6-339) y CA401 (con el inserto E7-252), para hacer preparaciones en mayor escala
(“midipreps”) de los plasmidos, a los cuales designamos pPC301 y pPCA401,
respectivamente.

La midiprep de pPC301 contenia 120.8 ng/uL y la de pCA401 58.0 ng/uL, con
cocientes Azso/Azg0 1.83 y 1.95, respectivamente. Con la férmula descrita en Métodos
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calculamos que pPC301 contiene 2.157x10° moléculasing y pCA401 2.202x10°

moléculas/ng (Tabla 6).

Tabla 6. Moléculas por nanogramo de pPC301 y pCA401

Datos pPC301 pPCA401
Inserto (pb) 339 252
Vector (pb) 3956 3956
Construccién total (pb) 4295 4208
PM de 1 pb (Da) 650 650
NUmero de Avogadro 6.023E+23 6.023E+23
Masa de 1 mol de plasmido (g) 2.7918E+06 2.7352E+06
Moléculas de pldsmido/g 2.1574E+17 2.2020E+17
Moléculas de plasmido/ng 2.1574E+08 2.2020E+08

Patrones de restriccion de pPC301 y pCA401

Para verificar que pPC301 y pCA401 contienen los amplicones E6-339 y E7-252 los
sometimos a digestion con la endonucleasa EcoR | y comparamos la longitud de las formas
intactas y lineales. Asi confirmamos que pPC301 y pCA401 si contienen los insertos E6-
339y E7-252 esperados (Fig. 6).

B-Globina  E6 E7

1 2 3 4 5 6 7 8

4072 pb
3054 pb

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Fig. 6. Liberacién de los insertos de pPC301 (E6-339) y pPCA401 (E7-252) con Eco RI

Carriles 2 y 3, plasmido control con el inserto de B-globina intacto y restringido, respectivamente. Carriles 4 y
6, pPC301 y pPCA401 intactos. Carriles 5y 7, pPC301 y pPCA401 restringidos, con las bandas esperadas
para los insertos E6-339 pb y E7-252.

Secuencias de los insertos E6-339 (de pPC301) y E7-252 (de pCA401)
Las secuencias de los insertos E6-339 de pPC301 (Fig. 7) y E7-252 de pCA401 (Fig. 8)
fueron alineadas con las secuencias del GenBank. El inserto de pPC301 fue 99% similar a
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la del gen E6 de VPH16 (Fig. 9) y la de pCA401 fue 100% similar a la del gen E7 de la
variante de VPH16 presente en la linea celular SiHa (Fig. 10).

710 TCGCCCTIMGRNOIao aMRITIaE AGC GACCCAGAAA GTTACCACAG TTATGCACAG AGCTGCRAAC
640 AACTATACAT GATATAATAT TAGAATGTGT GTACTGCAAG CAACAGTTAC TGCGACGTGA GGTATATGAC

570 TTTGCTTTTC GGGATTTATG CATAGTATAT AGAGATGGGA ATCCATATGC TGTATGTGAT AAATGTTTAA
500 AGTTTTATTC TAAAATTAGT GAGTATAGAC ATTATTGTTA TAGTGTGTAT GGAACAACAT TAGAACAGCA
430 ATACAACAAA CCGTTGTGTG ATTTGTTAAT TAGGTGTA77' L@ CAAA AGCCACTGTG TCCTGA,
360 CGAATTCGTT TAAACCTGCA GGACTAG] TNRIET GAGCTTGGCG TAATCATGGT
290 CATAGCTGTT TCCTGTGTGA AATTGTTATC CGCTCACAAT TCCACACAAC ATACGAGCCG GAAGCATAAA
220 GTGTAAAGCC TGGGGTGCCT AATGAGTGAG CTAACTCACA TTAATTGCGT TGCGCTCACT GCCCGCTTTC
(1)28 CAGTCGGGAA ACCTGTCGTG CCAGCTGCAT TAATGAATCG GCCAACGCGC GGGGAGAGGC GGTTTGCGTA

TTGGGCGCTC

Fig. 7. Secuencia del inserto E6-339

La secuencia de E6-339 obtenida por analisis del inserto de pPC301 abarca los nucle6tidos 364-703 del vector
pCR4-TOPO. La secuencia en cursivas corresponde a la del gen E6 (NC_001526.1). La “t” de la posicién 644
corresponde al mismatch Adenina por Timina. Las secuencias con fondo negro (nucleétidos 703-683 y 384-
364) corresponden a los iniciadores Re-LPE6/Fw-RPES6, respectivamente, empleados para generar el
amplicon. La secuencia con fondo gris corresponde al iniciador T3 utilizado para secuenciar el pldsmido. El
resto de la secuencia corresponde al vector de clonacion.

547 [N ALY C@Y GAATAT ATGTTAGATT TGCAACCAGA GACAACTGAT CTCTACTGTT
477 ATGAGCAATT CAATGACAGC TCAGAGGAGG AGGATGAAAT AGATGGTCCA GCTGGACAAG CAGAACCGGA
407 CAGAGCCCAT TACAATATTG TAACCTTTTG TTGCAAGTGT GACTCTACGC TTCGGTTGTG CGTACAAAGC
337 ACACACGTAG ACATTCGTAC [ e R e AGGGCGA ATTCGTTTAA ACCTGCAGGA
267 CTA TGAG CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT
197 TGTTATCCGC TCACAATFCC ACACAACATA CGAGCCGGAA GCATAAAGTG TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT
127 GAGTGAGCTA ACTCACATTA ATTGCGTTGC GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA
057 GCTGCATTAA TGAATCGGCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT

Fig. 8. Secuencia del inserto E7-252
La secuencia de E7-252 pb obtenida por andlisis del inserto de pCA401 abarca los nucle6tidos 296-547 del

vector pCR4-TOPO. La secuencia en cursivas corresponde a la del gen E7 (NC_001526.1). Las secuencias
con fondo negro (nuclettidos 295-315 y 523-547) corresponden a los iniciadores Re-LPE7/Fw-RPNT3
empleados para generar el amplicon. La secuencia en fondo gris corresponde al iniciador T3 utilizado para
secuenciar el plasmido. El resto de la secuencia corresponde al vector de clonacién.
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Query 1 AATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTTATGCACAGAGCTGCT 61

" FEOLLEEREEEE e e e e e e e e
Sbjct 103 AATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTTATGCACAGAGCTGCA 163

Query 62 AACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGELAAGCAACAGTTACTGCGACG 121

_ RNy
Sbjct 164 AACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGCAAGCAACAGTTACTGCGACG 223

Query 122 TGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATATAGAGATGGGAATCCATA 181

: LEERLEREEE e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e
Sbjct 224 TGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATATAGAGATGGGAATCCATA 283

Query 182 TGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTTTTATTCTAAAATTAGTGAGTATAGACATTATTG 241

) RN RN RNy
Sbjct 284 TGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTTTTATTCTAAAATTAGTGAGTATAGACATTATTG 343

Query 242 TTATAGTGTGTATGGAACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTGTGATTTGTT 301

: RNy
sbjct 344 TTATAGTGTGTATGGAACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTGTGATTTGTT 403

Query 302 AATTAGGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGA 340

) FEEREELEREEEEr R e e e e e e el
Sbjct 404 AATTAGGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGA 442

Fig. 9. Alineacion del inserto E6-339
La secuencia del inserto E6-339 de pPC30 es 99% idéntica (339/340) a la del gen de referencia E6
gb|FJ610147.1 (GenBank 19412733). El inserto contiene el mismatch A60T.

Query 1 CATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGAT 60

. TERREEREE R e e e e e e el
Sbjct 6  CATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGAT 65

Query 61  CTCTACTGTTATGAGCAATTCAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCA 120

. EEEEEEE R e e e e e e e e e e el
sbjct 66  CTCTACTGTTATGAGCAATTCAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCA 125
Query 121 GCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGT 180

y IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 126 GCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGT 185
Query 181 GACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGAC 240

] IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIlIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIlIIIIIIIII
sbjct 186 GACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGAC 245
Query 241 CTGTTAATGGGCA 253

. RRRRRNNNNS
sbjct 246 CTGTTAATGGGCA 258

Fig. 10. Alineacion del inserto E7-252

La secuencia del inserto E7-252 de pCA401 es 100% idéntica (253/253) a la del gen de referencia E7
gbJAF001599.1 (GenBank 2990090).

Calibracion de la gPCR anidada del amplicon E6-152

Partiendo de diluciones logaritmicas seriadas de pPC301 con 2.157x10" a 2.157x10*
copias/uL preparamos las mezclas individuales para la preamplificacién por 15 ciclos. Las
mezclas individuales para amplificacion de E6-152 por gPCR anidada contenian 1 pL de
las mezclas preamplificadas.
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El rango util para cuantificar el nimero de copias de E6-152 fue 2.157x10* -
2.157x10" moléculas de pPC301 por mezcla, con eficiencia 0.99 (99%) (Tabla 7, Fig. 11).
El coeficiente de correlacién con la recta fue R® = 0.99651, con ACtag = 3.3 (Fig. 12). El
pico principal de fusion de E6-152 ocurrié a 87.34 °C (Tabla 8, Fig. 13). Concluimos que la
familia de curvas de amplificacién de E6-152 fue consistente con el nimero inicial de
copias de pPC301, que la gPCR anidada permite cuantificar de manera confiable entre
2.157x10% y 2.157x10" moléculas de pPC301 y que el perfil de fusién del amplicon final es

reproducible y especifico.

Tabla 7. Calibracion de la qPCR anidada de E6-152

. Copias de | Eficienciade la Valor del
Clave | Iniciadores E6-152 reaccion Ct | ACt | ACtay ciclo umbral
CtrINeg2 F, R 0.0

1 F,R 2.157x10’ 7.40 | 2.91

2 F,R 2.157x10° 99% 1031324 ,, 0.50

3 F, R 2.157x10° 13.55 | 3.82 '

4 F,R 2.157x10* 17.37 | ---

100 2.157E+07 __ 2.157E+06 2.157E+05 2.157E+04

o
291 3.24 3.82

CtrINeg2

Ciclo

Fig. 11. Familia de curvas de qPCR anidada para E6-152

Las curvas de gPCR anidada por triplicado fueron reproducibles, dependieron del nimero de copias iniciales
de pPC301 y fueron preparadas con 1/50 de volumen de mezclas que habian sido preamplificadas por 15
ciclos. Los valores promedio de Ct en funcion del nimero de copias iniciales de plasmido con la secuencia
blanco en las mezclas de preamplificacion fueron los siguientes: Ct 1 = 7.40 (2.157x10’ copias), Ct 2 = 10.31
(2.157x10° copias), Ct 3 = 13.55 (2.157x10° copias), Ct 4 = 17.37 (2.157x10* copias). La grafica muestra el
incremento de los valores de Ct con cada dilucion y el promedio ACt,q = 3.3. Valor del ciclo umbral = 0.50.
El control negativo (CtrINeg2, mezcla sin ADN) no emiti6 fluorescencia.
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R=0.99825
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M=-3.338
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Fig. 12. Regresion lineal de qPCR anidada de E6-152

10+ 1034

1D'5..5

Curva tipo calculada por regresion lineal de Ct vs log del nimero de copias de pPC301. Pardmetros: R® =

0.99651, pendiente = 3.3, eficiencia de reaccion = 0.99.

Tabla 8. Picos del perfil de fusion térmica de E6-152

No. Dil ID Peak 1 | Peak 2 | Peak 3 | Peak 4 | Peak 5 | Peak 6 | Peak 7 | Peak 8
1 1E+07 St 68.0 70.0 72.0 74.0 76.0 87.3 92.0 93.8
2 1E+07 d 69.0 71.0 73.0 75.0 77.0 86.8 92.0 94.0
3 1E+07 d 69.0 71.0 73.0 75.0 77.0 87.3 92.0 93.8
4 1E+06 St 69.0 71.0 73.0 75.0 77.0 87.3 92.0 93.8
5 1E+06 d 68.0 70.0 72.0 74.0 76.0 87.3 91.8 93.8
6 1E+06 d 69.0 71.0 73.0 75.0 81.5 86.7 92.0 94.0
7 1E+05 St 68.0 70.0 72.0 74.0 76.0 86.8 92.0 93.8
8 1E+05 d 69.0 71.0 73.0 75.0 86.7 87.6 93.8 94.0
9 1E+05 d 69.0 71.0 73.0 75.0 82.2 87.3 92.0 93.8
10 1E+04 St 68.0 70.0 72.0 78.8 86.8 87.3 93.8
11 1E+04 d 69.0 71.0 77.3 86.8 92.0 87.3
12 1E+04 d 69.0 71.0 78.3 86.8 92.0 87.3
13 CtrINeg2
® Maximum: N\

Minimum: \

15 Count: §

Average: §

é StdDev: A
10

CtrINeg2

Temperatura
Fig. 13. Perfil de fusién de E6-152

°C

El perfil de fusion del producto principal de amplificacion es especifico e idéntico en todas las mezclas, con

un pico a 87.34 °C.
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Calibracion de la gPCR anidada del amplicon E7-170

Con diluciones logaritmicas seriadas de pCA401 con 2.202x10" hasta 2.202x10* copias/pL
preparamos las mezclas individuales para la preamplificacion por 15 ciclos. Las mezclas
individuales para amplificacion de E7-170 por gPCR anidada contenian 1 pL de las
mezclas preamplificadas.

El rango Gtil para cuantificar el nimero de copias de E7-170 fue 2.202x10* -
2.202x10’, con eficiencia 0.98 (98%) (Tabla 9, Fig. 14). El coeficiente de correlacién con
la recta fue R? = 0.99502 (Fig. 15), con ACtag = 3.3. El pico de fusion de E7-170 ocurrié a
86.76 °C (Tabla 10, Fig. 16). Concluimos también que la familia de curvas de
amplificacion de E7-170 fue consistente con el nimero inicial de copias de pCA401, que la
gPCR anidada permite cuantificar entre 2.202x10* y 2.202x10" moléculas de pCA401 y

que el perfil de fusion del amplicon final es reproducible y especifico.

Tabla 9. Calibracién de la gPCR anidada de E7-170

Copias de Eficiencia de la Valor del
Clave Iniciadores P 2, Ct | ACt | ACty, ciclo
E7-170 reaccion
umbral
CtrINeg2 F.R
1 F,R 2.202x10’ . 7.09 | 29
2 F. R 2.202x10° 98% 9.99 [3.25] ., 0.50
3 F,R 2.202x10° 13.24 | 3.92 '
4 F,R 2.202x10* 1716 | ---
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2.202E+07 2.202E+06 2.202E+05 2.202E+04

7 7

1004

2.9 3.25 3.92 /

204

CtrINeg2

5 10 5 2 2 2
Ciclos

Fig. 14. Familia de curvas de gPCR anidada de E7-170

Las curvas de gPCR anidada por triplicado fueron reproducibles, dependieron del nimero de copias iniciales

de pCA401 y fueron preparadas con 1/50 de volumen de mezclas que habian sido preamplificadas por 15

ciclos. Los valores promedio de Ct en funcion del nimero de copias iniciales de plasmido con la secuencia

blanco en las mezclas de preamplificacion fueron los siguientes: Ct 1 = 7.09 (2.202x10’copias), Ct 2 = 9.99

(2.202x10° copias), Ct 3 = 13.24 (2.202x10°copias), Ct 4 = 17.16 (2.202x10* copias). La grafica muestra el

incremento de los valores de Ct con cada dilucion y el promedio ACt,,q = 3.3. Valor del ciclo umbral = 0.50.

El control negativo (CtrINeg2, mezcla sin ADN) no emitio fluorescencia.

pe__ 17.16 Cycling A.Green (Page 1):

16 \ """""" e B R=0.99751

14 pre e e 132 e - R'2=0.99502
- 12 - S N | M=3363
0 B=31.479
L e e S Efficiency=0.98
8 e s s 'E ..... ~ 709
H H H H H : [ ]
' [ ' ' ' 1 ' ' ' [ ' ' ' 1 ' ' ' [ ' ' ' 1 '
10" 10 10 16 10°%° 1d
Concentration

Fig. 15. Regresion lineal de qPCR anidada de E7-170
Regresion lineal de Ct Vs log del nimero de copias de pCA401. Parametros de esta familia de curvas tipo:
R?= 0.99502, pendiente = 3.3, eficiencia de reaccién = 0.98.
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Tabla 10. Picos del perfil de fusion térmica de E7-170

No. Dil ID|Peak 1|Peak 2|Peak 3|Peak 4 |Peak 5|Peak 6|Peak 7|Peak 8
1 1E+07 | St| 68.0 70.0 72.0 74.0 76.0 86.8 92.0 93.8
2 1E+07 | d | 69.0 71.0 73.0 75.0 77.0 86.8 92.0 94.0
3 1E+07 | d | 69.0 71.0 73.0 75.0 77.0 86.8 92.0 93.8
4 1E+06 | St 69.0 71.0 73.0 75.0 77.0 86.8 92.0 93.8
5 1E+06 | d | 68.0 70.0 72.0 74.0 76.0 86.7 91.8 93.8
6 1E+06 | d | 69.0 71.0 73.0 75.0 815 86.7 92.0 94.0
7 1E+05 | St| 68.0 70.0 72.0 74.0 76.0 86.8 92.0 93.8
8 1E+05 | d | 69.0 71.0 73.0 75.0 86.7 86.8 93.8 93.8
9 1E+05 | d | 69.0 71.0 73.0 75.0 82.2 86.7 92.0 93.8
10 1E+04 | St| 68.0 70.0 72.0 78.8 86.8 86.7 93.8
11 1E+04 | d | 69.0 71.0 77.3 86.8 92.0 86.9
12 1E+04 | d | 69.0 71.0 78.3 86.8 92.0 86.9
13 CtrINeg2
© Maximum: 87.3
Minimum: 86.7
Count: 12
5 Average: 86.8
StdDev: 1.7E-02
é@
5
CtrINeg2
8 6 0 71 » 7B 74 9 2 B H B B 9

B ® T OB M 0N 8 @ B M B H F B H D
deg,

Fig. 16. Perfil de fusion de E7-170
El perfil de fusién del producto principal de amplificacion es especifico e idéntico en todas las mezclas, con

un pico a 86.76 °C.

Temperatura °C
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DiscusIiON

El analisis de PCR de las colonias transformantes comprobd la insercion de los amplicones
E6-339 y E7-252 y a partir de estos resultados generamos, clonamos y ensayamos las cepas
transformantes PC301 y PCA401 que contienen las construcciones pPC301 y pPCA401,
respectivamente. Las midipreps de dichas cepas rindieron 120 ng/uL y 58 ng/uL de DNA
plasmidico, comparables con el rendimiento de pHV101 obtenido por Hernandez-Arteaga
et al. (2010).

La restriccion de las construcciones con EcoR | generd los dos fragmentos
esperados del vector y de cada inserto (Fig. 5). Las secuencias con altos valores de
identidad (Eyaie) de los productos de PCR de los insertos de cada clona (E7 = 2e-128, E6 =
1e-175) correspondieron con los esperados para los genes E6 y E7 de VPH16 y sugieren
que pPC301 y p401 serian confiables como fuente de secuencias blanco para calibrar la
gPCR de E6 y E7.

Las construcciones con los insertos de interés efectivamente resultaron dtiles como
moldes para cuantificar los genes E6 y E7 mediante gPCR anidada (Figs. 12 y 15). Nagao
et al. (2002) usaron plasmidos con el genoma completo de VPH16 como referencia para la
cuantificacion de E2-VPH16. El uso de plasmidos que solamente contienen las secuencias
de los genes de interés en los ensayos de gPCR probablemente es mas limpio, pues podria
prevenir la generacion de productos de amplificacion inespecificos.

El disefio de los oligonucle6tidos directos y anidados fue esencial para asegurar el
éxito de las siguientes etapas.

La optimizacion de la amplificacién de E6-152 y E7-170 fue realizada mediante
gradientes de temperaturas de annealing asi como de concentracion de MgCl,, dNTPs y
oligonucledtidos. Con las condiciones optimizadas pudimos obtener las familias de curvas
esperadas a partir de mezclas preamplificadas con diluciones logaritmicas seriadas de las
secuencias blanco que contienen un nimero inicial conocido de copias.

Concluimos que las curvas tipo de gPCR anidada para E6-152 y E7-170 son
reproducibles y consistentes con el nimero inicial de copias a partir de los parametros
promedio obtenidos en tres experimentos independientes con muestras por triplicado de E6-
152 (ACtayg = 3.3, R?= 0.99651, pendiente = 3.3, eficiencia de amplificacién = 0.99) y E7-
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170 (ACtayg = 3.3, R?= 0.99502, pendiente = 3.3, eficiencia de amplificacién = 0.98) en
mezclas con 1 uL de diluciones logaritmicas seriadas de E6-339 (2.157x10* a 2.157x10’
moléculas de pPC301) y E7-252 (2.202x10* a 2.202x10" moléculas de pCA401) que
habian sido preamplificadas por 15 ciclos

Durante el desarrollo de la calibracion confirmamos que el error experimental debe
ser minimizado, especialmente el derivado de la medicion de volumenes al diluir las
construcciones que contienen las secuencias amplificables. La dispersion en esta etapa
afecta considerablemente la cuantificacion en la gPCR anidada.

La pérdida de fluorescencia de los amplicones presentes en las mezclas de gPCR
por efecto del aumento de la temperatura permite calcular la primera derivada de esta
funcién (-dFU/dT) para generar los “perfiles de fusion” (i.e., valores de -dFU/dT maximos)
con picos que dependen de la longitud del amplicon, del contenido de GC vy la distribucion
de bases a lo largo de las cadenas del DNA. Los picos de los perfiles de fusion de los
amplicones E6-152 y E7-170 fueron especificos y correspondieron a 87.34 °C y 86.76 °C
respectivamente (Figs. 13 y 16).

Con este trabajo determinamos las condiciones apropiadas para cuantificar los genes
E6 y E7 de VPH16 mediante gPCR anidada con EvaGreen, dado que las curvas tipo fueron
reproducibles y consistentes y demostramos ademas que los amplicones E6-152 y E7-170
son especificos. Estamos pues preparados para llevar a cabo la cuantificacion simultanea de

E6 y E7 en las lesiones neoplasicas del cérvix causadas por VPH16.
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Topoisomerasa

0 o
ccomr  AMPLICON | Masd i
GGGA .. N - |TTCCC Electroporacién =

/e Ipcn 4 TOPO
EcoR I |~ < _

Paso 1 Paso 2

E. coli TOP10®

, j'd’ EcoR | ,—> m‘wj

Expresion de resistencia

“Transformantes”

LB/Kn 30 pg/mL Paso 3
Paso 7 Paso 6 Paso 5
7 | A CR decolonia
| Secuenciacion Purificacion Miniprep Paso4
y analisis (por columna) i)
(BLAST) PCR Midiprep  seleccién
l de clona

EcoR |

Clonacién de los amplicones E6-339 y E7-252 generados a partir de DNA de células SiHa

Paso 1. El amplicdn E6-339 (nt 103-441) fue amplificado con la pareja de oligonucleétidos LPE6/RPEG vy el
E2-252 con la pareja RPNT3/LPE7 a partir de DNA de la linea celular SiHa (transformada por VPH16). Cada
amplicon fue ligado en un vector pPCR4-TOPO. Paso 2. Transformacion por electroporacion de E. coli TOP10
con las mezclas de ligacién con cada amplicon. Paso 3. Obtencion de transformantes candidato, resistentes a
kanamicina. Paso 4. ldentificacion de las clonas apropiadas mediante amplificacion de E6-339 y E7-252 a
partir de las transformantes identificadas y clonacion de las mismas mediante dos pasos sucesivos de siembra
por estria en agar LB con kanamicina. Paso 5. “Midiprep” de los pldsmidos seguida de restriccion con EcoR |
para verificar que contienen los insertos esperados. Paso 6. Purificacion de las construcciones y verificacion
de que sirven de molde para amplificar E6-339 y E7-252. Paso 7. Secuenciacién y alineacion de los insertos
E6-339y E7-252.
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“Preamplificacion de E6-339/E7-252”
15 ciclos, Primers Mix 1 Fw-RPE6/Re-L PEG
Primers Mix 1 Fw-RPNT3/Re-LPE7

AR o
1* 4*

“Diluciones logaritmicas de la mezcla de calibracion”
(2.157>107 copias/pL iniciales de pPC301)
(2.202x107 copias/uL iniciales de pCA401)

“E6-152/E7-170 qPCR-anidada™

30 ciclos Primers Mix 2 Fw-RPNTE6/Re-LPNTEG
B Pnmers Mix 2 Fw-RPNT3/Re-SCHE/F
i i EvaGreen
2* 3¢
1!' 4!

“Curva tipo de qPCR-anidada” A 22 38 4a

(2.157 %107 —> 2.157x10* mokics/uL de pPC301)
(2.202 %107 —> 2.202x10* mokécs/pL de pCA401)

Calibracion de la qPCR anidada

Se llevd a cabo en dos etapas: 1) preparacion de mezclas de preamplificacion de E6-339 y E7-252 por 15
ciclos mediante PCR de punto final en mezclas con 1 pL de diluciones logaritmicas seriadas de pPC301 y
pCA401 (10’—10* moléculas) y 2) preparacion de las mezclas de gPCR anidada con 1 pL de cada mezcla
preamplificada para generar los fragmentos internos y generar las familias de curvas de fluorescencia de E6-
152 y E7-170y los perfiles de desnaturalizacion.

27





