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RESUMEN

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPO 16 CON UNA DELECION GENOMICA DE 2.4 KILOBASES

CONTEXTO. Los genomas de virus del papiloma humano (VPH) que infectan células
epiteliales del cuello del utero se replican como episomas de DNA circular de cadena
doble de ~7,900 pares de bases (pb). Al cuantificar la carga de los genes virales E2 y E6
nuestro laboratorio obtuvo evidencia indirecta de que en las infecciones del cérvix ocurren
deleciones aleatorias del genoma de VPH tipo 16 (VPH16). Mediante amplificacion por
circulo rodante (RCA, rolling circle amplification) los episomas circulares pueden ser
copiados como concatémeros lineales -moléculas de DNA constituidas por multiples
copias en tandem de los genomas monoméricos- y el andlisis electroforético de los
mondmeros lineales liberados de los concatémeros por restriccibn con endonucleasas
que reconocen un sitio Gnico podrian distinguirse deleciones genémicas (i.e., copias de
tamafio menor al silvestre unitario). Los concatémeros generados mediante RCA también
podrian servir de molde para aumentar la amplificacibn de genomas lineales unitarios
mediante PCR de largo alcance (LPCR) con parejas de oligonucleétidos iniciadores
divergentes tipo-especificos. METODOS. En este estudio probamos si la RCA seguida de
restriccion con Bam HI —para la cual hay un sitio Unico en el genoma de VPH16— o
seguida de LPCR —empleando una pareja de oligos divergentes VPH16-especificos y
localizados respectivamente al final de la region larga de control y al principio del ORF E6
del genoma de VPH16— permite identificar deleciones de VPH16 en raspados cervicales
con infeccidn Unica por VPH16 diagnosticados mediante PCR multiplex anidada (PCRMA)
del oncogén viral E6. RESULTADOS. Después de restringir con Bam HI los concatémeros
generados por RCA a partir del DNA de ocho raspados cervicales VPH16-positivos, solo
uno generd productos de amplificacion con dos bandas, de 5.5 kilobases (kb) y >10 kb. Al
emplearlas por separado en la PCRMA, la banda de 5.5 kb gener6 el amplicén esperado
para VPH16 y la >10 kb los amplicones de VPH16 y VPH18. Dos de las tres mezclas de
LPCR con concatémeros preamplificados por RCA —a partir de tres raspados cervicales
adicionales VPH16-positivos— dieron la banda Unica de ~7.9 kb esperada para genomas
de VPH16 completos. CONCLUSIONES. El raspado con la banda de 5.5 kb esta infectado
por una delecion de VPH16 de ~2.4 kb que no afecta el oncogén EB6, el sitio Bam Hl y la
secuencia de los iniciadores divergentes VPH16-especificos. La banda >10 kb generada
en la misma muestra contiene concatémeros de VPH16 y VPH18 no restringidos que
identifican una infeccién por ambos tipos virales. Por lo tanto, la preamplificacion del DNA
de raspados cervicales VPH16-positivos mediante RCA 1) efectivamente distingue
deleciones de los genomas de VPH16 y 2) aumenta la deteccion de infecciones multiples;
ademas 3) la RCA seguida de LPCR con iniciadores divergentes tipo-especificos también
aumenta la deteccién de formas episomales de VPH16.

PALABRAS CLAVE: VPH16, Particulas defectuosas interferentes, Amplificacion por circulo
rodante, PCR de largo alcance, Infeccion unica, Delecion gendémica.



ABSTRACT

HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 WITH A 2.4 KILOBASE-GENOME DELETION

BACKGROUND. Human papillomavirus (HPV) genomes infecting epithelial cells of the
uterine cervix replicate as double-stranded circular DNA episomes of ~7,900 base pairs.
Quantifying the load of the E2 and E6 viral genes our laboratory obtained indirect evidence
that random deletions of the HPV type 16 (HPV16) genome occur in cervical infections. By
means of rolling circle amplification (RCA) circular episomes may be copied as
concatemers —linear DNA molecules consisting of multiple tandem copies of monomeric
genomes— and electrophoretic analysis of the linear monomeric genomes released from
concatemers by restriction endonucleases recognizing a single site could distinguish
genome deletions (i.e., monomer copies smaller that the wild type unitary genome). RCA
generated concatemers could also serve as templates to increase amplification of linear
unitary genomes by means of long-range PCR (LPCR) with divergent type-specific
oligonucleotide primer pairs. METHODS. In this study we tested whether RCA followed by
Bam HI restriction —for which there is a single site in the HPV16 genome— or followed by
LPCR —using a pair of divergent HPV16-specific primer oligonucleotides located
respectively at the end of the long control region and the beginning of the E6 ORF— could
identify deletions in cervical scrapes with HPV16 single infection diagnosed by nested
multiplex PCR (NMPCR) of the viral oncogene E6. RESULTS. After Bam HI restriction of
RCA-generated concatemers from DNA of eight VPH16-positive cervical scrapes, only one
generated amplification products and had two DNA bands, of 5.5 kilobase (kb) and >10 kb.
Used separately in NMPCR the 5.5 kb band generated the expected HPV16 amplicon and
the >10 kb band the HPV16 and HPV18 amplicons. Two of the three LPCR mixtures with
RCA-preamplified concatemers —from three additional HPV16-positive cervical scrapes—
generated the single DNA band of ~7.9 kb expected for complete HPV16 genomes.
CONCLUSIONS. The cervical scrape with the 5.5 kb band is infected by a ~2.4 kb HPV16
deletion that does not affect the E6 oncogene, the Bam HI site and the HPV16-specific
divergent primer sequences. The >10 kb band generated by the same sample
corresponds to unrestricted HPV16 and HPV18 concatemers and identifies infection with
both viral types. Therefore, RCA preamplification of DNA from HPV16-positive cervical
scrapes 1) effectively distinguishes HPV16 genome deletions and 2) increases the
detection of multiple infections; furthermore, 3) RCA followed by LPCR with divergent type-
specific primers also increases detection of HPV16 episomes.

KEY wWORDS: HPV16, Defective interfering particles, Rolling circle amplification, Long range
PCR, Single infection, Genome deletion.



INTRODUCCION

Virus del papiloma humano y cancer cervicouterino

Los virus del papiloma humano (VPH) son los agentes infecciosos de transmision sexual
mas prevalentes (Volkow et al. 2001) y numerosos estudios epidemioldgicos han validado
la hipbtesis de que son necesarios para la transformacién neoplésica del epitelio del
cuello uterino (Bosch et al. 1995; Ho et al. 1995).

Entre los mas de 100 genotipos de VPH identificados (de Villiers et al. 2004), los
tipos VPH16 y VPH18 se asocian con mayor frecuencia al cancer cervicouterino (CaCu)
invasor en el mundo y VPH16 es responsable de alrededor del 50% de los casos (Bosch
et al. 1995; Walboomers et al. 1999).

Integracion, progresion neoplasicay deleciones de VPH16

Las células infectadas por VPH16 en las cuales el genoma viral esta integrado al genoma
celular tienen ventajas de crecimiento en comparacién con las células en las cuales el
genoma de VPH16 se encuentra en la forma episomal (Jeon et al. 1995). Durante el
proceso de integracion se interrumpen los genes E1-E2 (Arias-Pulido et al. 2006) y como
el ORF de E2 codifica una proteina represora del promotor P97, en las células con
genoma viral integrado se sobreexpresan las oncoproteinas E6 y E7 (Romanczuk et al.
1990). También se ha reportado que la frecuencia de integracion del genoma viral es
proporcional a la severidad de las lesiones neoplasicas (Cullen et al. 1991).

Estos hallazgos generaron un modelo que correlaciona la integracion del genoma
viral y la progresion neoplasica con el cociente E2/E6 (i.e., el nimero de copias del gen
E2 dividido entre el nUmero de copias del gen E6) (Nagao et al. 2002). En este modelo los
dos valores extremos del cociente E2/E6 son 1 (cuando el genoma viral se encuentra
exclusivamente en la forma episomal, hay el mismo nimero de copias de ambos genes
virales y no hay progresion neoplasica) y cero (cuando se han perdido todas las copias
del gen E2 por integracion del genoma viral con la consecuente interrupcion y pérdida de
la actividad represora de los oncogenes virales en las lesiones cancerosas mas
avanzadas). El modelo supone implicitamente que no hay deleciones del oncogén EB6,
que debe estar presente y expresarse en todas las células neoplésicas.

Recientemente Herndndez-Arteaga (2010) cuantificO en nuestro laboratorio la

carga de los genes E2 y E6 de VPH16 (i.e., el numero de copias por ng de DNA)



mediante qPCR en raspados cervicales de 35 mujeres con lesiones displasicas y
cancerosas e infeccién Unica por VPH16. Inesperadamente encontrd que el valor maximo
del cociente E2/E6 no fue el esperado de 1 sino 626 (jequivalente a 626 copias de E2 por
cada copia de E6!) y que los valores del cociente tuvieron una distribucion gausiana (i.e.,
aleatoria) con un promedio cercano a 10. Estos resultados sugirieron por primera vez que
durante la infeccién natural del epitelio del cérvix por VPH16 ocurren deleciones aleatorias
del genoma viral que afectan no sélo al gen E2 sino también y principalmente al oncogén
EG6.

Particulas defectuosas interferentes

Las particulas defectuosas interferentes (DIP, siglas de defective interfering particles) son
viriones con genomas incompletos que carecen de uno 0 mAas genes esenciales para
llevar a cabo el ciclo completo de replicacion viral, por lo cual requieren ser
complementadas por genomas completos del mismo virus o por genes celulares o virales
auxiliares (‘helper’) que suplan las funciones de los genes faltantes (Thompson and Yin
2010).

La aparicion y propagacion de DIP es favorecida cuando se propagan lisados
virales in vitro mediante infecciones sucesivas con altas multiplicidades de infeccion, i.e.,
con un exceso de particulas virales en relacién con el numero de células infectadas
(Rowe and Baum 1964). El predominio de los genomas virales deletados se debe a que
los genomas incompletos pueden replicarse en menor tiempo que los completos y éstos a
su vez complementan las funciones faltantes en los genomas deletados (MacLachlan and
Dubovi 2011).

La presencia de ciertas particulas defectuosas interfiere con la infeccion,
replicacion y liberacion de particulas virales completas (Cabrerizo et al. 2002). Sin
embargo, cuando se desconoce la extension de las deleciones y las funciones virales
afectadas tampoco pueden predecirse los efectos que un tipo dado de particulas
defectuosas pudiera tener en las infecciones naturales de los virus animales (Stauffer
Thompson et al. 2009).

Si en las infecciones naturales del cérvix ocurriesen deleciones de las formas
episomales del genoma de VPH16 y éstas fuesen encapsidadas, podrian generarse DIP
cuya proporcion podria aumentar en infecciones subsecuentes y afectar la replicacion

viral, la progresién neoplasica y la inmunidad contra VPH16 (Hernandez-Arteaga 2010).



Amplificacién por circulo rodante (RCA)

Los VPH poseen un genoma circular de DNA de cadena doble de ~7,900 pares de bases
(pb) asociado a histonas (Favre 1975). (Ver Fig. 1).

Los genomas virales y los plasmidos de DNA circular de cadena doble pueden ser
replicados eficientemente in vitro mediante la amplificacion isotérmica (i.e., incubandolos a
una sola temperatura, sin necesidad de termociclador) por el mecanismo de circulo
rodante (RCA, siglas de rolling circle amplification) con DNA polimerasa del fago 29
(Phi29), desoxinucleétidos trifosfato y hexanucleétidos aleatorios que inician nuevas
cadenas de DNA en sitios multiples de cada circulo de cadena sencilla que sirve de molde
inicial, las cuales son extendidas para dar lugar a concatémeros formados por unidades
de monomeros de secuencias gendmicas completas repetidas en tdndem (Stevens et al.
2010) (Ver Fig. 2).

La mezcla estandar del kit para RCA amplifica concatémeros a partir de las formas
circulares (‘episomales’) de VPH16 y ha sido optimizada para maximizar el rendimiento de
los mondmeros lineales mediante suplementacion con desoxinucledtidos trifostato
(dNTPs) (Rector et al. 2004).

Justificacién y estrategia empleada

Si efectivamente ocurren deleciones aleatorias del genoma de VPHL16, en las infecciones
naturales del cérvix podrian ser generadas DIP capaces de afectar la replicacién, la
oncogenicidad y la inmunidad antiviral, como ocurre con otros virus animales (Roux et al.
1991) y el cociente E2/E6 deberia ser descartado como marcador de la integracion del
genoma viral y de la progresiéon neoplasica.

La obtencion de monémeros lineales con longitud menor a 7.9 kb a partir de los
concatémeros generados por RCA de las formas episomales presentes en raspados
cervicales VPH16-positivos constituiria una evidencia estructural confiable de la
ocurrencia de deleciones del genoma viral en las infecciones naturales del cérvix y
sentaria las bases para caracterizarlas mas a fondo, explorando cémo se producen y sus
efectos sobre la replicacion viral y la oncogenicidad.

El propésito de este trabajo fue obtener evidencia estructural de la ocurrencia de
deleciones del genoma de VPH16 (i.e., genomas virales incompletos) a través de la
determinacién electroforética del tamafio de los mondmeros lineales generados por
restriccion de los concatémeros obtenidos mediante RCA a partir de las formas

episomales del DNA presentes en raspados cervicales VPH16-positivos.
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Fig. 1. Mapa genémico de VPH16

Dentro del mapa circular interno estdn anotados los numeros que indican la posicién de los
nucledtidos y por fuera se indican los marcos de lectura abierta (E1 a E7, L1 y L2). Se muestra el
Unico promotor para VPH16 (P97). La region larga de control (LCR) contiene los elementos que
regulan la transcripcion y la replicacion. Los puntos negros representan los cuatro sitios de union
de E2. Tomado de Howley et al.(2011).
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Fig. 2. Amplificacion por circulo rodante con hexameros y DNA polimerasa
de Phi29

Los iniciadores hexaméricos aleatorios se unen al molde circular en sitios multiples. La DNA
polimerasa de Phi29 extiende cada iniciador. La DNA polimerasa desplaza la cadena cuando
alcanza un iniciador extendido corriente abajo. La cadena desplazada se vuelve sencilla, disponible
para ser extendida por mas iniciadores. La continuacion del proceso resulta en amplificacion

isotérmica exponencial (GE-Healthcare-Life-Sciences 2013).



MATERIAL Y METODOS

Obtencion del DNA de los raspados cervicales y seleccion de los VPH-

positivos

El DNA de los 11 raspados cervicales incluidos en este trabajo con infecciones Unicas por
VPH16 proviene del banco de raspados cervicales de nuestro laboratorio (de la Rosa
2013). El diagnostico fue realizado con la reaccion de polimerizacion en cadena multiplex
anidada (PCRMA) del oncogén viral E6 (Sotlar et al. 2004). Este método emplea
oligonucleétidos degenerados en la primera mezcla de reaccion y oligonucleétidos tipo-
especificos en los cocteles respectivos de las cuatro mezclas de reaccién anidada que
generan amplicones de tamafio conocido para identificar 19 tipos de VPH de alto y bajo
riesgo. El primer coctel de las mezclas anidadas incluye los oligonucle6tidos tipo-
especificos para VPH16 y VPH18.

Clonacién, purificacion y minipreparacion de DNA de pUC19

Para obtener una clona transformante que porte el plasmido pUC19 circularizado utilicé
Escherichia coli TOP10 (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG). Electroporé una mezcla con
50 pL de una suspension de células de E. coli TOP10 y 1 uL de pUC19 circular del kit
TempliPhi100 (Invitrogen). Incubé la mezcla electroporada 90 min a 37°C, la centrifugué,
suspendi la pastilla celular en caldo LB e inoculé 50 pL de la suspensién en cajas de agar
LB suplementadas con carbenicilina (Cb) IPTG-X Gal.

Obtuve la clona RO101 (Amp® Lac+) mediante dos pases sucesivos por estria de
una colonia azul, seleccionada por su resistencia a ampicilina y capacidad de utilizar
lactosa en agar selectivo (LB IPTG X-Gal).

Propagué la asada de una colonia aislada de RO101 a 37°C con agitacién durante
toda la noche (o/n) en un tubo con 5 mL de caldo LB-Cb; por lisis alcalina purifiqué puUC19
vacio (Ehrt and Schnappinger 2003) y determiné la absorbencia a 260 nm (Axo) Y €l
cociente Aso/Azgo €n el espectrofotdmetro Epoch (Biotek). A 2 uL de DNA de pUC19 puro
afadi 10 U de Bam HI (Invitrogen) e incubé la mezcla 12 h en un termoblock a 37°C.

Luego apliqué 10 pL de la mezcla de digestion en un gel de TAE-agarosa al 1% que corri



a 100 V por 1 h. Posteriormente tefii 20 min con bromuro de etidio (1 mg/mL) y visualicé el

gel por transiluminacion UV en el fotodocumentador ChemiDoc EQ.

Amplificacién por RCA de pUC19 en mezclas TempliPhil00 estandar y con

desoxinucleoétidos trifosfato adicionales

Realicé la amplificacién por RCA con el kit TempliPhi100 -que utiliza la DNA polimerasa
del bacteriéfago 29 (Phi29) y hexadmeros aleatorios como iniciadores- para obtener
concatémeros lineales a partir de genomas circulares (Invitrogen).

En un termociclador Techne (Touchgene Gradient) incubé mezclas de RCA de
11.2 pL -estdndar y suplementadas con desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) 175 o 345
UM- que contenian 0.2 pL de DNA polimerasa del bacteriéfago 29 y 0.5 pL de pUC19 para
llevar a cabo sucesivamente la desnaturalizacion del DNA (95°C/3 min), la amplificacion
(30°C/18 h) y la inactivacion de la enzima (65°C/10 min).

Llevé a cabo la restriccion de 2 yL de cada mezcla de RCA que contenia los
concatémeros de pUC19 mediante incubacién con 10 U de Bam HI (Invitrogen) por 12 h
en un termoblock a 37°C (Tabla 1). Luego analicé 10 yL de las mezclas tratadas (con
monodmeros lineales de pUC19) en geles de TAE-agarosa al 1% que corri a 100 V por 1 h.
Posteriormente tefii por 20 min con bromuro de etidio (1 mg/mL) y visualicé el gel por
transiluminacion UV en el fotodocumentador ChemiDoc EQ. Cuantifiqué los pixeles de las
bandas con QuantityOne y grafiqué y calculé el rendimiento relativo de concatémeros
(Rector et al. 2004).

Para maximizar el rendimiento con pUC19, en el termociclador probé luego
mezclas de RCA de 12.2 yL con mayores suplementos de dNTPs (492, 656 y 820 uM) en

las condiciones descritas en el parrafo anterior.

Genomas monomeéricos de VPH16 obtenidos por restriccion de los

concatémeros generados por RCA

En el termociclador incubé ocho mezclas de RCA de 12.2 pL con DNA de VPH16
suplementadas con dNTPs 492 uM para amplificar concatémeros en las condiciones
descritas para pUC19.

Para obtener preparaciones de monémeros de VPH16, a 2 uL de cada mezcla de
RCA que contenia concatémeros de VPH16 afiadi 10 U de Bam HI (Invitrogen) mediante

incubacién por 12 h en un termoblock a 37°C (Fig. 3, Tabla 1). Luego hice el analisis



electroforético de las ocho mezclas de digestion en un gel de TAE-agarosa al 1% que
corri a 100 V por 1 h.

Escogi el DNA del anico raspado que gener6 mondomeros de VPH16 y lo
reamplifiqué por triplicado en mezclas de RCA de 12.2 pL suplementadas con dNTPs 492
UM. Preparé mezclas de restriccion con 2 6 10 yL de cada mezcla de RCAy 10 6 15 U de
Bam HI que incubé por 12 h en un termoblock a 37°C e hice el andlisis electroforético de
10 y 40 pL de las mezclas de digestidon en un gel preparativo de TAE-agarosa al 1% que
corri a 100 V por 1 h.

Al término de la corrida corté el gel en sentido longitudinal (i.e., del origen al frente
de la electroforesis) con una hoja nueva de bisturi para separar los carriles de los pozos
con 10 yL y 40 pL. Tefi con bromuro de etidio unicamente el carril con 10 uL y en el
fotodocumentador medi la migracién de la banda de interés. Luego tomé la misma medida
en la otra parte, corté la regién con la banda del tamafio esperado sin exponerla a la luz
UV vy purifiqué el DNA con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI DNA de las bandas purificadas fue
nuevamente tipificado mediante PCRMA vy los productos de amplificacion analizados en
un gel de SB-agarosa al 2%.

Amplificacién de genomas monoméricos de VPH16 por PCR larga (LPCR) a

partir de monémeros generados por restriccion de concatémeros

Las mezclas de PCR de largo alcance (LPCR) contenian la pareja de oligonucledtidos
divergentes VPH16-F/R (Fig. 3, Tabla 2) disefiados previamente en el laboratorio
(Magafia-Ledn 2009). En un termociclador Techne (Touchgene Gradient) coloqué tubos
con mezclas de 50 pyL que contenian Mg(OAc), 1.25 mM, dNTP’s 0.2 mM c/u, mezcla de
oligonucledtidos 0.4 uM c/u, 1 U de DNA polimerasa rTth (Applied Biosystems) y 2 pL de
DNA molde purificado de tres muestras de raspados cervicales tipificadas en el laboratorio
como VPH16 con concentraciones mayores a 150 ng/uL. Las condiciones de
amplificacién fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 15 seg, seguida de 40 ciclos de
amplificacién con desnaturalizacion a 94°C por 15 seg, annealing a 59.6°C por 1 min,
extensiéon a 68°C por 10 min; extension final a 72°C por 10 min. Hice mezclas paralelas de
LPCR en las mismas condiciones pero con 2 uL de mezclas de RCA suplementadas con
dNTPs 492 pM que contenian concatémeros de VPH16 como molde. Analicé por
electroforesis 10 pyL de cada mezcla en un gel TAE-agarosa al 1%, corrido a 100 V por 1

h. Tefii con bromuro de etidio (1 mg/mL) por 20 min, visualicé el gel en el



fotodocumentador ChemiDoc EQ y comparé los genomas monoméricos lineales de
VPH16 obtenidos en ambas mezclas.

Escogi el DNA de una de las mezclas antes analizada e hice mezclas de RCA por
triplicado de 12.2 pL suplementadas con dNTPs 492 uM para obtener concatémeros de
VPH16. Posteriormente hice mezclas de LPCR de 50 yL que contenian Mg(OAc), 1.25
mM, dNTP’s 0.2 mM c/u, mezcla de oligonucleétidos 0.4 uM c/u, 1 U de DNA polimerasa
rTth (Applied Biosystems) y 5 pL de DNA preamplificado por RCA. Amplifiqué las
muestras en un termociclador Techne en las condiciones descritas para monémeros
lineales de VPH16 e hice el analisis electroforético en un gel de TAE-agarosa al 1% que
corri a 100 V por 1 h.



Tabla 1. Tamafio y sitio de restriccion unico de los genomas circulares

empleados

DNA pb Fuente Endonucleasa | Sitio de corte Unico
pUC19% | 2686 Mimiprep ab .
VPH16" | 7904 | Raspado cervical Bam Hi GGATCC

% New-England-BioLabs (2013).
® Durst et al.(1985).

6151 Bam HI (1)

Fig. 3. Localizacién del sitio de corte de Bam HI y de los oligonucleétidos

divergentes para amplificar VPH16 mediante LPCR

Los oligonucleétidos divergentes delimitan los extremos del genoma de VPH16 y se indican con
colores diferentes (Reverse azul, Forward rojo). El Reverse (nt 7866-7905) se localiza al final de la
region LCR y el Forward (nt 1-36) al principio del ORF de EG6. El Unico sitio de corte de Bam HI se
localiza en el ORF de L1. Imagen disefiada con Primer Premier 5.0 (Premier-Biosoft 2013).

Tabla 2. Oligonucleétidos divergentes empleados para generar el genoma
lineal completo de VPH16 mediante LPCR

Nombre Secuencia Tamafio
VPH16-F | 5 ACTACAATAATTCATGTATAAAACTAAGGGCGTAAC 36 nt
VPH16-R | 5 TTAGTATTATTATATAAGTTGCTTGTAAATGTGTAACCCA 40 nt

®Disefiados con el software Primer Premier 5.0 (Premier-Biosoft 2013).




RESULTADOS

Clonacion, propagacion y restriccion de puUC19

Para emplear el pUC19 del kit TempliPhi100 en la RCA como molde y control para la
restriccion de concatémeros me propuse obtener transformantes de E. coli TOP 10 por
electroporacion.

A partir de la clona transformante RO101 (Amp® Lac+) hice una minipreparacion
por lisis alcalina, cuyo DNA tuvo una Ajso/Azgo =1.9, 407 ng/uL vy rindi6 2.04 ng/mL de
cultivo. Al analizar el electroferograma de pUC19 purificado, en el carril con la miniprep
intacta observé una banda con tamafio aparente de 1,900 pb (pUC19 superenrollado)
mientras que en el carril con la preparacion restringida con Bam HI observé la banda
esperada de 2,686 pb (Fig. 4).

Montaje de la RCA

La digestion con Bam HI de mezclas de RCA Templiphil00 estandar y suplementadas
con dNTPs 175 uM (A175) y 345 uM (A345) con pUC19 circular vacio generaron el
amplicon esperado de 2,686 pb (Fig. 5A). La intensidad de la banda de pUC19 linearizado
fue proporcional a la cantidad de dNTPs adicionales: mezcla estandar 4 pixeles; A175, 7
pixeles; A345, 15 pixeles (Fig. 5B).

La digestion con Bam HI de las mezclas de RCA con pUC19 circular vacio
suplementadas con dNTPs 492, 656 y 820 uM gener6 el amplicén esperado de 2,686 pb.
La intensidad de la banda de pUC19 linearizado fue maxima con la mezcla A492 (Fig. 6).
Con estos resultados decidi suplementar en adelante las mezclas estandar de RCA con
dNTPs 492 uM para amplificar las formas episomales de VPH16 que pudieran estar

presentes en los raspados cervicales.

Genoma de VPH16 de 5.5 kb detectado en un raspado cervical

Para obtener monémeros lineales de VPH16 restringi con Bam HI mezclas de RCA que
contenian DNA de raspados cervicales de ocho mujeres con infecciones Unicas por

VPH16 diagnosticadas previamente mediante PCRMA.
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El andlisis electroforético mostr6 que so6lo una de las ocho mezclas de RCA
restringida con Bam HI tenia genomas monoméricos lineales de VPH16 detectables, pero
su tamafo no era el esperado de 7.9 kb sino de 5.5 kb (Fig. 7).
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«2.7kb

«—1.9kb

Fig. 4. Miniprep de pUC19 intacta y restringida con Bam Hi

Miniprep de una clona candidato (derivada de un cultivo de E. coli TOP10 electroporado con
pUC19; 2686pb y restriccion del plasmido purificado. M, escalera 1 kb. Carril 1, lisado de colonia
aislada (pUC19). Carril 2, restriccién de pUC19 con Bam HI.

M Neg Std A175 A345 "
3 kb 40
2686 pb g 30
2kb 220 4 7
a 10
0
1kb Std A175 A345
dNTP (uM)

Fig. 5. Rendimiento de los mondmeros lineales de pUC19 obtenidos por
restriccion con Bam HI de los concatémeros generados en mezclas de RCA

estandar y suplementadas con dNTPs 175 uM o 345 uM

(A) Electroferograma de las mezclas de RCA -estandar (Std) y suplementadas con
desoxinucledtidos trifosfato 175 pM (A175) y 345 uM (A345)- tratadas con Bam HI; M, escalera de
1 kb, Neg, control negativo (sin DNA). (B) Intensidad de las bandas en las mezclas estandar y

suplementadas con dNTPs.
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Para verificar este hallazgo restringi con Bam HI una mezcla de RCA preparada
con DNA del mismo raspado cervical por triplicado. El andlisis electroforético de la
muestra analizada por triplicado dio el mismo patrén: una banda difusa de migracion de
tamafio aparente mayor a 10 kb (>10 kb) y una banda nitida de 5.5 kb (Fig. 8).

La preamplificacién por RCA aumenta la deteccion de infecciones multiples

Para ver si las bandas de 5.5 kb y >10 kb contenian secuencias de VPH16 las purifiqué
para tipificarlas por duplicado nuevamente mediante PCRMA. La banda de 5.5 kb gener6
el amplicén de 457 pb caracteristico de VPH16, mientras que la banda >10kb gener6
tanto el amplicon de 457 pb como el de 322 pb, caracteristico de VPH18 (Fig. 9B).

Como la PCRMA con ambas bandas puras (5.5 kb y >10 kb) confirmé la infeccion
por VPH16 en tanto que con la banda >10 kb diagnosticé una infeccion adicional por
VPH18, conclui que la preamplificacién por RCA aumenta la deteccion de infecciones
multiples por VPH.

La preamplificacién por RCA aumenta el rendimiento de genomas
monomericos de VPH16 generados por PCR larga (LPCR)

Para ver si la preamplificacion por RCA seguida de LPCR aumenta la sensibilidad para la
detecciébn de VPH16 en los raspados cervicales, comparé la obtencién de genomas
monoméricos con LPCR a partir del DNA de tres raspados cervicales no preamplificados
o preamplificados por RCA.

El andlisis electroforético no mostré la banda de 7.9 kb esperada para VPH16 en
ninguna de las muestras no preamplificadas pero si en dos de las tres mezclas
preamplificadas (Fig. 10).

Confirmé este resultado en mezclas de LPCR con DNA preamplificado por RCA de
una de las tres muestras anteriores. El analisis electroforético de las mezclas corridas por
triplicado con el mismo DNA de VPH16 preamplificado por RCA dio una sola banda de 7.9
kb (Fig. 11).
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Fig. 6. Rendimiento relativo de los monémeros lineales de pUC19 en mezclas
de RCA suplementadas con concentraciones crecientes de dNTPs y tratadas

con Bam Hl

Las barras indican la intensidad relativa (pixeles) en mezclas de RCA suplementadas con
desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 492, 656 y 820 uM. La intensidad fue normalizada (1.00) con
la mezcla suplementada con dNTPs 492 uM.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 P Neg

10 kb

6 kb=
<+5.5kb

3.5kb

<«—2.7kb

2kb

Fig. 7. Mezclas de RCA con DNA de ocho raspados cervicales VPH16-

positivos tratadas con Bam Hl

M, escalera 1kb. Carril 1, mezcla de RCA con raspado cervical No 1. Carril 2, mezcla de RCA con
raspado cervical No.2. Carril 3, mezcla de RCA con raspado cervical No. 3. Carril 4, mezcla de
RCA con raspado cervical No. 4. Carril 5, mezcla de RCA con raspado cervical No. 5. Carril 6,
mezcla de RCA con raspado cervical No. 6. Carril 7, mezcla de RCA con raspado cervical No. 7.
Carril 8, mezcla de RCA con raspado cervical No.8. P, mezcla de RCA con pUCL19, control positivo.
Neg, blanco (sin DNA), control negativo. Notese la banda nitida de 5.5 kb en el carril 6 del raspado
cervical No. 6.
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M Neg P 1 2 3

10 kb
6 kb

2.5kb

Fig. 8. Reproducibilidad de las bandas >10 kb y 5.5 kb obtenidos en mezclas
de RCA con DNA del raspado cervical No. 6 suplementadas tratadas con
Bam HI

Las mezclas de RCA fueron suplementadas con dNTPs 492 uM y seguidas de restriccién con Bam
HI. M escalera 1 kb. Neg, blanco (sin DNA). P, control positivo (pUC 19). Carriles 1-3, mezclas de
RCA con DNA del raspado cervical No. 6 por triplicado.

A

500 457{VPH16
322 (VPH18

100

B

M 1 2 3 4 P* P NegM

500 457{VPH16

322 (VPH18

100

Fig. 9. Tipificacién de VPH mediante PCRMA del raspado cervical No. 6

(A) Tipificacion de VPH previa mediante PCRMA, mezclas por triplicado. M, escalera de 100 pb.
Carril 1-3, tipificacién hecha por triplicado de DNA purificado de raspado cervical. P*, Control
positivo tipo VPH16; células SiHa. P, Control positivo VPH-18; células HelLa. Neg, blanco (sin
DNA). (B) Tipificacion de VPH mediante PCRMA, por duplicado a partir de las bandas de 10 y 5.5
kb preamplificadas en mezclas de RCA suplementadas con dNTPs 492 uM. M, Escalera de 100
pb. Carril 1, DNA purificado de banda de migracion rapida. Carril 2, DNA purificado de banda de
migracion lenta. Carril 3, DNA purificado de banda de migracién rapida. Carril 4, DNA purificado de
banda de migracion lenta. P*, Control positivo tipo VPH16, células SiHa. P, Control positivo VPH-
18, células HeLa. Neg, blanco (sin DNA).
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Fig. 10. Genomas monomeéricos lineales de VPH16 obtenidos por LPCR a
partir de DNA de tres raspados cervicales intactos o preamplificados por

RCA

M, Escalera de 1kb. Neg, Mezcla blanco, sin DNA. Ly, LPCR con DNA del raspado cervical No. 9.
R-Lg, LPCR con DNA de raspado cervical No. 9 preamplificado por RCA. Lo, LPCR con DNA del
raspado cervical No. 10. R-L;p, LPCR con DNA de raspado cervical No. 10 preamplificado por
RCA. Ly;, LPCR con DNA del raspado cervical No. 11. R-L;;, LPCR con DNA de raspado cervical
No. 10 preamplificado por RCA.

M Neg 1 2 3

10 kb

6 kb 8kb

Fig. 11. Reproducibilidad en la obtencion de genomas monoméricos lineales
de VPH16 por LPCR a partir de DNA del raspado cervical No. 10

preamplificado por RCA

M, Escalera de 1 kb. Neg, blanco (sin DNA). Carril1-3, Mezclas de LPCR con DNA del raspado
cervical No. 10 preamplificados por RCA.



DiscusION

Este trabajo permitié obtener la evidencia estructural esperada que apoya la ocurrencia de
deleciones del genoma de VPH16 en las infecciones naturales del cérvix.

Con la propagacion y purificacion del DNA plasmidico de E. coli RO101,
transformada por pUC19, pude caracterizar la preparacion del plasmido intacto y tratado
con Bam HI. La preparacion intacta (con la forma circular superenrollada de pUC19) tuvo
un tamafio aparente de 1.9 kb, que la restriccion con Bam HI cambié al tamafio esperado
de 2.7 kb para la forma lineal. Asi confirmé la idoneidad de pUC19 para controlar el corte
del sitio Unico de Bam HI de los concatémeros de VPH16 que esperaba generar en las
mezclas de RCA a partir de las formas episomales del genoma de VPH16 presentes en
los raspados cervicales.

Validé que las mezclas de RCA con la DNA polimerasa Phi29 efectivamente
generan concatémeros a partir del DNA circular de pUC19 que al ser restringidos con
Bam HI generan la banda del tamafio esperado para los monémeros lineales del genoma
completo de pUC19 (Dean et al. 2001; Rector et al. 2004).

El rendimiento de los mondmeros lineales de pUC19 en mezclas de RCA fue
maximo con el suplemento de dNTPs 492 uM, similar al recomendado para maximizar el
rendimiento de las formas episomales de VPH16 (Rector et al. 2004).

Estos experimentos preliminares sentaron las bases para amplificar los
concatémeros a partir de las formas episomales de los genomas virales presentes en los
raspados cervicales con infeccion Unica por VPH16 en mezclas de RCA estandar
suplementadas con dNTPs 492 uM y luego tratadas con Bam HI (mezclas RCA-Bam HI).

Al ensayar ocho raspados VPH16-positivos en mezclas RCA-Bam HI solamente
uno genero una banda visible de monémeros lineales de 5.5 kb. Este resultado se repitio
en un experimento adicional con la misma muestra por triplicado, que después de ser
tratada con Bam HI mostr6 una banda difusa de DNA de mayor tamafio aparente (> 10
kb) y otra nitida de 5.5 kb. Las siete muestras restantes que no dieron bandas de
monoémeros visibles probablemente tenian cargas de VPH16 insuficientes para ser
detectadas de esta manera.

La PCRMA a partir de ambas bandas purificadas confirmé la presencia de formas
episomales del genoma de VPH16 con una delecion de ~2.4 kb. En contraste, la PCRMA

con la banda >10 kb amplific6 tanto la banda esperada para VPH16 como,
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inesperadamente, la banda caracteristica de VPH18. Estos resultados indican que en el
raspado correspondiente estdn presentes, de manera exclusiva o predominante, formas
episomales del genoma de VPH16 de 5.5 kb (i.e., con una delecién de ~2.4 kb), pero
ademas hay una infeccién adicional por formas episomales de VPH18, no detectada
inicialmente. Este ultimo hallazgo sugiere que la preamplificacion por RCA aumenta la
sensibilidad para la deteccién de infecciones multiples por VPH, especialmente cuando
sea baja la carga de las formas episomales de un tipo viral (Schmitt et al. 2010) puesto
que la amplificacion por RCA es independiente de la secuencia de las formas episomales
presentes en las muestras problema (Meiring et al. 2012).

La deteccion de las formas episomales de VPH16 también aumenté mediante la
preamplificacion de concatémeros de VPH16 por RCA a partir de raspados cervicales
seguida de amplificacién por LPCR con la pareja de oligonucle6tidos divergentes tipo-
especificos disefiados en nuestro laboratorio (Magafia-Ledn 2009). Esta conclusion es
inferida porque la preamplificacién por RCA seguida de LPCR gener6 bandas de 7.9 kb
en dos de tres mezclas con DNA de raspados VPH16-positivos; el método tiene la ventaja
de no requerir Bam HI para obtener mondmeros lineales y confirma que el uso de primers
tipo-especificos aumenta significativamente el rango de deteccion de VPH (Schmitt et al.
2010).

La primera evidencia sobre la ocurrencia de deleciones de VPH16 fue obtenida en
nuestro laboratorio a través de la cuantificacion de la carga de los genes E2 y E6
mediante PCR cuantitativa y el célculo del cociente E2/E6 en 35 raspados cervicales
(Hernandez-Arteaga 2010). La distribucion gausiana de los valores del cociente E2/E6
sugirié que en las infecciones naturales del cérvix parecen ocurrir deleciones aleatorias de
ambos genes virales, por lo cual los genomas virales deletados podrian, como se sabe
que ocurre con otros virus, generar particulas defectuosas interferentes que afecten la
replicacion viral, la progresién neoplasica y la inmunidad antiviral (Roux et al. 1991).

Los avances teéricos y metodoldgicos de este trabajo sientan las bases para poder
analizar un nimero suficiente de raspados cervicales que permita mapear las deleciones
del genoma de VPH16 en las infecciones naturales del cérvix y asi abrir la investigacion
sobre sus efectos sobre la replicacion, la patogenia viral y las DIP de los VPH.

La ocurrencia de deleciones del genoma viral en infecciones Unicas por VPH16
apoyada por este trabajo descarta al cociente E2/E6 como marcador molecular confiable
de la integracion del genoma viral y la progresion neoplasica apoyado por (Arias-Pulido et
al. 2006; Cricca et al. 2007).
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Nuestros resultados no explican el mecanismo de las deleciones, que podrian
deberse a la recombinacion de secuencias homologas suficientemente espaciadas en el
genoma de VPH16, como sucede en ciertos virus circulares de DNA de plantas (Giri et al.
2012).

Las deleciones de VPH16 podrian servir para desarrollar vacunas futuras basadas
en DIP que estimulen la maduracién de células dendriticas y aumenten la respuesta
inmunitaria adaptativa (Yount et al. 2006).

Variaciones en la localizacién y extension de las deleciones del genoma de VPH16
generarian diversas clases de DIP con efectos diferentes sobre la replicacion viral, la
oncogenicidad y la inmunidad antiviral. Las coinfecciones con diversos genotipos de VPH
con genomas completos o deletados podrian estar implicadas en eventos de
complementacién genética intratipica e intertipica.

La reproducibilidad en la generacion de mondmeros lineales de VPH16 de 5.5 kb
mediante RCA a partir de un raspado cervical y de mondmeros lineales de 7.9 kb a partir
de dos de tres raspados mediante RCA-LPCR demostrd en el primer caso la ocurrencia
de una delecion de 2.4 kb y en los dos casos siguientes la presencia de genomas virales
completos.

La baja carga viral —i.e., el escaso numero de moléculas de genomas virales en el
DNA de los raspados cervicales— podria ser la causa de que el ensayo de RCA no
hubiese generado genomas monomeéricos lineales detectables en todos los casos. Este
obstéculo podria salvarse si reducimos el umbral de carga minima apropiada para la
deteccion de los genomas virales presentes en las muestras problema mediante

preamplificacién por RCA seguida de LPCR tipo-especifica.
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