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ABREVIATURAS

e ADN: 4cido desoxirribonucleico.

e E:early proteins.

e L: late proteins.

e LCR: long control region, region larga de control.

e  MTOC: microtubule organizing centre; centro organizador de los microtibulos.
e OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

e ORF: open reading frame; marco abierto de lectura.

e PCR: polymerase chain reaction; reaccion en cadena de polimerasa.
e SPB: spindle pole body; cuerpo polar del huso.

e TFG: Trabajo de Fin de Grado.

e VHS: Virus del Herpes Simple.

e VP: Virus del Papiloma.

e VPH: Virus del Papiloma Humano.






RESUMEN/ABSTRACT

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es la infeccion viral mas comun del aparato
reproductor, siendo su asociacion con el cancer de cérvix una de las consecuencias mas importantes y la
cuarta neoplasia mas frecuente en las mujeres en el mundo. Si bien las vacunas profilacticas
proporcionan medidas preventivas contra esta infeccion, sigue siendo necesario el desarrollo de
estrategias para tratar la infeccion una vez establecida, donde destaca la importancia de la caracterizacion
molecular de proteinas accesorias del VPH como E2. Esta proteina juega un papel importante en el
mantenimiento de la infeccion persistente de este virus, asi como en el proceso de la oncogénesis,
haciéndola candidata para dichos tratamientos post-infeccion. En el presente trabajo se ha optimizado un
método de clonaje basado en la estrategia de clonaje modular Golden Gate para la expresion de esta
proteina en la levadura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Usando este modelo, se ha estudiado
el efecto de E2 sobre el crecimiento celular de S. cerevisiae, asi como su localizacion subcelular. Se ha
observado que la expresion de E2 en S. cerevisiae resulta en la inhibicion de su crecimiento y esta
expresion se localiza de manera focal en el nuicleo, tal como se ha determinado a través de microscopia
de epifluorescencia. Este modelo permitird continuar investigando los mecanismos moleculares basicos
de esta proteina de una manera rapida y versatil, que después podran ser trasladados rapidamente a

sistemas eucarioticos de mayor complejidad.

Human papillomavirus (HPV) infection is the most common viral infection of the reproductive system,
with its association with cervical cancer being one of the most significant consequences and the fourth
most common neoplasm in women worldwide. While prophylactic vaccines provide preventive measures
against this infection, the development of strategies to treat established infection remains necessary, with
the molecular characterization of HPV accessory proteins such as E2 being of particular importance.
This protein plays a crucial role in maintaining persistent infection of this virus, as well as in the
oncogenic process, making it a candidate for post-infection treatments. In this study, a cloning method
based on the Golden Gate modular cloning strategy has been optimized for the expression of this protein
in the yeast Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Using this model, the effect of E2 on the cellular
growth of S. cerevisiae has been studied, as well as its subcellular localization. It has been observed that
the expression of E2 in S. cerevisiae results in the inhibition of its growth, and this expression is focalized
in the nucleus, as determined through epifluorescence microscopy. This model will allow for further
investigation of the basic molecular mechanisms of this protein in a fast and versatile manner, which

can then be rapidly translated into more complex eukaryotic systems.

Palabras clave: Virus del Papiloma Humano (VPH); proteina viral E2; localizacion celular; mitosis.

Keywords: Human Papilloma Virus (HPV), viral protein E2; cellular localization; mitosis.






1. Introduccion

1.1.  Antecedentes historicos de la infeccion por el virus del papiloma humano

Desde mediados y finales del siglo XIX, se tenian sospechas de que tanto el cancer de cérvix, como
las verrugas anogenitales, debian tener un agente etioldgico de transmision sexual (1). La primera
prueba de que este debia ser un virus llega en 1907, cuando Giuseppe Ciuffo demuestra posible la
transmision de dichas verrugas mediante inoculacion libre de células.

Los primeros virus del papiloma (VP) fueron identificados en conejos en 1933 (2), como causa del
crecimiento de papilomas benignos. Dos afios mas tarde, se descubre su potencial carcinogénico (3),
siendo el primer virus oncogénico animal identificado. En humanos, no fue hasta 1949 cuando se
visualizaron particulas del virus del papiloma en verrugas, mediante microscopia electronica (4).

En cuanto al cancer de cérvix, primero se pensé que estaria asociado con el virus herpes simple 2
(VHS-2), hasta que Harald zur Hausen demostréo que el VHS-2 no se encontraba en estas células
cancerigenas y propuso al virus del papiloma humano (VPH) como agente causante. No solo logro
demostrar esta teoria, sino que identificé los dos VP actualmente mas frecuentes este tipo de cancer
(HPV16 y 18), descubrimientos que le llevaron a recibir el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en

2008 (1).

1.2.  Situacion epidemiologica actual de la infeccion por VPH

La infeccion por VPH es la infeccion viral méas comun del aparato reproductor, estimandose que la
mayoria de los hombres y mujeres sexualmente activos contraerdn esta infeccion, al menos, una vez
en su vida, y posiblemente en repetidas veces. Mas del 90% de las personas infectadas eventualmente
eliminan el virus, pero en aquellas en las que prevalece, y segun diversos factores, el VPH puede dar
lugar al desarrollo de verrugas cutaneas y anogenitales, y en los peores casos, distintos tipos de cancer,
como son el cancer de cérvix, ano, vulva, vagina y pene, asi como otros de cabeza y cuello (de boca,
amigdalas, faringe y laringe) (5,6).

El cancer de cérvix representa la patologia méas importante causada por este virus, pues es la cuarta
neoplasia mas frecuente en mujeres en el mundo, con aproximadamente 604.000 casos nuevos y
342.000 muertes atribuibles en 2020. Cabe destacar que, de dichos fallecimientos, un 90% ocurrieron
en paises de bajos y medianos ingresos (7). En Espaia, se estim6 en 2020, aproximadamente, unos
2000 nuevos casos diagnosticados (8).

Ante esta problematica, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2020 lanza una estrategia

mundial para la eliminacién del cancer de cérvix. En esta se propone que se considerara eliminado en



un pais cuando haya una tasa de incidencia menor a cuatro casos diagnosticados por 100.000 mujeres
al afio, y para ello se establecen unos objetivos denominados 90-70-90: vacunar al 90% de mujeres
antes de los 15 afos, realizar al menos dos pruebas de cribado en el 70%, y que llegue un adecuado
tratamiento al 90% (5). A pesar de ello, entre 2019 y 2021, la cobertura de la primera dosis de la vacuna
contra el VPH se redujo de un 25% a un 15% (9). Ademas, segun un estudio realizado a nivel global
en 2014, 118 millones de mujeres siguieron la pauta de vacunacion, pero solo un 1% pertenecian a

paises de bajo y medianos ingresos (10), lo que demuestra que atin queda un largo camino por recorrer.

1.3. Clasificacion del VPH

Los VP se clasifican en tipos fundamentalmente segun el huésped al que infectan (p. €j.: humano =
H, bovino = B, etc.) y las secuencias del genoma viral, en concreto, refiriéndose a la secuencia del gen
L1 viral. Asi, se denomina un nuevo tipo viral cuando la secuencia del gen L1 de este difiere en >10%
de la secuencia del gen al tipo viral mas cercano de referencia. Los géneros se denominan con letras
griegas como prefijos y la terminacion papillomavirus (ej: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
etc.), y se encuentran dentro del mismo género aquellos que tienen un 60% de similitud en el gen L1.
Finalmente, las especies virales dentro de un mismo género se asignan por nimero, y pertenecen a la
misma especie los virus que tienen entre un 71-89% de similitud en el gen L1 (11).

En la nomenclatura clésica, los tipos virales del VP se enumeraban a medida que se iban
caracterizando, es por esto que el actualmente conocido como VPHI16, pertenece a la especie
Alphapapillomavirus 9, junto con otros como el VPH31, VPH33, VPH35, etc. Esto tiene relevancia
clinica en tanto que se ha observado que una vacuna que protege frente a la infeccion por VPH16 y la
patologia asociada, por ejemplo, tiene cierta proteccion cruzada frente a otros VPH de la misma
especie, como el VPH31 (12).

Resumiendo, actualmente los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae, 1a cual contiene hasta
el afio 2023, 52 géneros, 132 especies y 229 tipos (13). Clinicamente, los VPH que infectan el tracto
genital estan dentro del género Alphapapillomavirus, y se dividen en alto riesgo y bajo riesgo segun

su potencial oncogénico (14).

1.4. Estructura y morfologia del VPH

La familia de VPH comparte una estructura icosaédrica sin envoltura de entre 50 a 60 nm de
diametro. La capside contiene 360 moléculas de la proteina L1, organizadas en pentdmeros que forman

en total 72 capsdémeros (Figura 1). A estos capsomeros se les asocia internamente la proteina L2 del



virus, en relacién 1/30 respecto a la proteina L1 (15). Es destacable que la proteina mas abundante,
L1, contiene en sus principales regiones expuestas bucles de aminoacidos hipervariables que han
divergido entre los distintos tipos de VPH, dando como resultado que los anticuerpos que se generan
contra un tipo de VPH se unan muy poco a otros tipos, lo cual explica la limitada proteccion cruzada
de las vacunas profilacticas actuales (16).

Dentro de la cépside se ubica el genoma viral, que estd constituido por ADN de doble cadena

circularizado asociado a histonas (16).
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Figura 1. Esquema de la estructura y morfologia del viron VPH. La proteina L1 se asocia formando 72 pentameros,
también llamados capsomeros, que forman la parte externa de la capside. La proteina L2 se asocia internamente a L1, y
en el interior de la proteina se encuentra el ADN de doble cadena asociado a histonas. Imdgenes de la proteina obtenidas
con el programa Mol* (17), PBD ID: 1DZL. Esquema creado con BioRender.com.

1.5. Genoma y proteinas del VPH

El genoma de los papilomavirus estd compuesto por aproximadamente 8.000 pares de bases, con
entre ocho y nueve marcos de lectura abiertos (ORFs, open reading frames) y una region larga de
control (LCR, long control region). Aunque el tamafio del genoma sea pequefio, el nimero de proteinas
codificadas es mayor, debido a que la expresion génica implica el uso de multiples promotores y
patrones complejos de splicing alternativo (16).

Los marcos de lectura se agrupan en genes de expresion temprana (E, early) y genes de expresion
tardia (L, /ate). Los genes E1 y E2, involucrados en la replicacion y expresion del genoma viral, estan
conservados en todos los papilomavirus, asi como los genes L1 y L2, que codifican las proteinas
estructurales. En cambio, hay una mayor diversidad en el resto de los genes (E4, ES, E6, y E7), que
tienen funciones como la evasion a la respuesta inmunitaria, la liberacion de los viriones nacientes y
la regulacion del ciclo celular (16). Algunos papilomavirus contienen ademas ORF para las proteinas
E3 y E8. En cuanto a la region LCR, se trata de una region no codificante que contiene elementos de

respuesta para factores de transcripcion celulares y para las proteinas virales E1 y E2 (18) (Figura 2).




Asimismo, dos promotores, uno temprano y otro tardio, regulan la expresion génica viral y se
activan segun la etapa del ciclo viral para la expresion de los distintos genes, como se explica en el

siguiente apartado.

E6 Moy,
E7 o
: El .
‘ E18S N
LCR E2BS

L1 //

L2

wm ES

Figura 2. Diagrama del genoma del VPH tipo 31. En color azul se muestran las regiones que codifican para las
proteinas estructurales (Late). En verde para las proteinas no estructurales (Early). En amarillo la region larga de control
(LCR). EIBS'y E2BS son sitios de union para E1 y E2, respectivamente. Imagen extraida de la base de datos PaVE: The
Papillomavirus Episteme (11).

1.6. Ciclo viral del VPH

El VPH se transmite mediante el contacto de la piel o mucosas, siendo la via principal de contagio
la sexual, y el area genital con mayor riesgo de persistencia del virus el cuello del utero. Esto es asi
porque en el cérvix hay una zona llamada zona de transformacion, formada por epitelio escamoso
metaplasico, que es susceptible de evolucionar a epitelio displasico en presencia del virus, y ser
infectado (19).

El ciclo de vida del VPH esta relacionado con la diferenciacion del epitelio escamoso infectado. El
VPH infecta las células mas basales, expuestas a través de microlesiones. En estas células, el VPH se
establece de forma episomal, y la activacion del promotor temprano da lugar a la expresion de genes
tempranos (E1, E2, E6, E7) y al inicio de la replicacion (20). A medida que las células basales
infectadas se dividen, el ADN viral acompafia a las células hijas, que van a migrar y diferenciarse
progresivamente. La diferenciacion epitelial conlleva a la activacion del promotor tardio, con la
expresion de genes tardios (E4, ES, L1, L2), asi como altos niveles de E1 y E2 que impulsan la
amplificacion del genoma viral a miles de copias por célula. En las capas superiores y mas
diferenciadas es donde ocurre el ensamblaje y la liberacion de los viriones (20) (Figuras 3A y 3B).

Las células epiteliales normales saldrian del ciclo celular tras la diferenciacion (dejarian de
dividirse), pero las proteinas E6 y E7 desregulan los puntos de control del ciclo celular. E7 promueve

la degradacion de la proteina de retinoblastoma (pRb), que provoca la reentrada de las células en la

6




fase S del ciclo celular, mientras que E6 degrada la proteina supresora de tumores p53, con lo cual
tampoco ocurre la apoptosis, perpetuando la inmortalidad celular y dando lugar al inicio de un proceso

neoplasico (21).
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Figura 3. (A). Relacion entre la diferenciacion epitelial y la expresion de las distintas proteinas accesorias del VPH. El
VPH infecta las células basales a través de microlesiones. Las primeras proteinas en expresarse son El, E2, E6 y E7,
involucradas en el inicio y mantenimiento de la replicacion. Con la diferenciacion de las células y activacion del promotor
tardio, se empiezan a expresar otras proteinas como E4 y ES, que también contribuyen a la replicacion, y las proteinas de la
capside, L1 y L2, para el reensamblaje de los viriones que se liberaran en las capas superficiales con la descamacion del
epitelio. Basado en: Mac M, Moody CA. Epigenetic regulation of the human papillomavirus life cycle. Vol. 9, Pathogens.
MDPI AG; 2020 (20). (B) Ciclo de vida del VPH en célula. La union del HPV a la célula se produce por interaccion de L1
y HSPG, produciéndose cambios conformacionales en la cdpside tras los que L2 se externaliza y se une a un receptor
secundario facilitando la endocitosis, mediada por actina. En el endosoma tardio ocurre el desmontaje de la capside,
disociandose las proteinas L1y L2. La proteina L2 se mantiene asociada al genoma viral, y este complejo viaja a la TGN y
finalmente al micleo durante la ruptura de la envoltura nuclear en la mitosis. El virus inicia la replicacion de forma episomal,
pudiendo integrarse en el genoma huésped tras la infeccion persistente. Basado en: Gheit T. Mucosal and cutaneous human
papillomavirus infections and cancer biology. Vol. 9, Frontiers in Oncology. Frontiers Media S.A.; 2019. (22). HSPG:
proteoglicanos de heparan sulfato. TGN: Trans-Golgi Network. Esquemas creados con BioRender.com.




1.7.  Proteina viral E2: funciones y relevancia en la oncogénesis de la infeccion por VPH

La proteina E2 esta formada por un dominio N-terminal de transactivacion, y un dominio C-
terminal de union al ADN, ambos conectados por una secuencia bisagra o hinge cuya longitud y
secuencia varia entre los distintos tipos de VPH (23).

En el apartado 1.5 se ha visto que, dentro de la region LCR, se encuentran sitios de union para esta
proteina E2. Esto es importante porque estos sitios de unidn permiten a E2 activar o reprimir la
transcripcion, siendo la principal proteina reguladora de la transcripcion viral en el VPH (23). En
concreto, se sabe que E2 reprime la transcripcion de E6 y E7, principales oncogenes responsables del
desarrollo de neoplasias asociadas al VPH. Cuando el genoma viral se integra en el de las células
huésped (proceso que se ha visto hasta en 83% de muestras de cancer de cérvix segun un estudio
molecular (24)), esto lleva frecuentemente a la disrupcion de la secuencia del gen E2, causando la
pérdida de la represion sobre la transcripcion de E6 y E7 (21) (Figura 4).

Otras funciones de E2 incluyen el inicio de la replicacion junto con El y el mantenimiento del
genoma viral a lo largo de las mitosis de las células huésped. Es decir, que E2 es indispensable para el
mantenimiento de la infeccion persistente. Por otro lado, se ha observado que E2 inhibe el crecimiento
en algunas lineas celulares VPH-negativas, aunque el mecanismo implicado atin no se conoce con

exactitud, anadiéndole importancia a su estudio (23,25).

Genoma VPH31
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Figura 4. Relacion entre E2 y las oncoproteinas E6 y E7. La proteina E2 regula la transcripcion de las proteinas E6
vy E7, reprimiéndola en condiciones normales. La integracion del HPV en el genoma huésped generalmente interrumpe el
gen E2, dando lugar a que la transcripcion de E6 y E7 se vea activada y finalmente favorezca el desarrollo de neoplasias.
Imagen basada en: Pal A, Kundu R. Human Papillomavirus E6 and E7: The Cervical Cancer Hallmarks and Targets for
Therapy. Vol. 10, Frontiers in Microbiology. 2020 (21).




1.8. Estrategias terapéuticas actuales y prospectivas frente al VPH
1.8.1. Vacunas profilacticas: la proteina viral L1 como inmuno6geno de eleccion

Actualmente, las vacunas profilacticas conforman un pilar fundamental en la prevencion de la
infeccion del VPH. Estas se desarrollan a base de “particulas similares a virus” (VLP, Virus-like
particle en inglés) portando en su superficie la proteina recombinante L1 de la capside viral. Existen
tres vacunas con este diseflo comercializadas y que se diferencian principalmente por los distintos tipos
de VPH que cubren o que protegen frente a ellos (Tabla 1) (26). Entre sus limitaciones estdn que no

actuan sobre las células infectadas con VPH, y que a nivel global tienen una cobertura deficiente.

Tabla 1. Tipos de vacunas profildacticas recombinantes frente al VPH

Nombre comercial Proteccion® Aifio de aprobacién FDA®
Gardasil VPHG6, 11, 16y 18 2006
Cervarix VPH16y 18 2009
Gardasil 9° VPH6, 11, 16 y 18, 31, 33, 45, 52, 58 2014

“Contienen combinaciones de proteinas recombinantes L1 de los tipos virales VPH indicados confiriendo proteccion frente
a ellos y cruzada frente a otros tipos del VPH.

PFDA (“Food and Drug Administration”), siglas de la “Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos”.

‘Gardasil 9 es una vacuna que estd indicada para nifios/as y adolescentes a partir de los 9 afios de edad y adultos.

1.8.2. Vacunas terapéuticas: importancia de la proteina viral E como inmuné6geno

Existe una corriente en la investigacion del tratamiento de lesiones asociadas al VPH que son las
vacunas terapéuticas, algunas de ellas en ensayos clinicos. A diferencia de las vacunas profilacticas,
que llevan a la produccion de anticuerpos, estas buscan estimular la inmunidad mediada por células,
de forma que se pueda actuar sobre las células infectadas por el VPH. Asi, en vez de desarrollarse
contra L1, que desaparece durante la integracion del genoma al huésped, estas se dirigen a las proteinas
E (21,27). Algunos ejemplos de ellas que han presentado resultados prometedores son (28):

e (GX-188E: una vacuna terapéutica basada en ADN disefiada para expresar las proteinas de
fusion E6 y E7, con el fin de aumentar la presentacion de estos antigenos del VPH por parte
de las células dendriticas. En 2020, en fase II de ensayo clinico, se obtuvo un 67% de
regresion de lesiones NIC 3 (neoplasia intraepitelial cervical escamosa 3; esta lesion no
cancerosa se identifica en una biopsia de cuello uterino. Si no se trata, a veces, se vuelve
cancerosa y se disemina al tejido normal cercano) a las 8 semanas de su inyeccion, con

77% de aclaramiento del VPH (29).




e MVA E2: es un vector vaccinia Ankara modificado (MVA) que codifica la proteina E2 del
HPV16. Se administrd localmente una vez por semana durante 6 semanas, en un ensayo
clinico de fase I1I en mujeres con NIC 1-3, donde el 89,3% mostrd una eliminacion completa

de la lesion y el ADN del VPH fue indetectable en el 83% (30).

1.8.3. Inhibidores moleculares pequeiios (small molecular inhibitors): E2 como diana

terapéutica

Debido a que E2 juega un papel importante en el mantenimiento episomal, en la transcripcion y en
la replicacion viral, se estan estudiando inhibidores moleculares para impedir la interaccion entre E2
y otras proteinas de las células huésped. Esta aproximacion podria ser una estrategia terapéutica eficaz
para eliminar la infeccion persistente, aunque sélo util cuando no se haya producido aun la integracién

en el genoma huésped (fases tempranas de la infeccion) (27).

1.9.  Saccharomyces cerevisiae: organismo eucariota modelo para el estudio del VPH

La vacuna Gardasil, mencionada anteriormente, se produce en la levadura de cerveza
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), lo cual da una pista inicial sobre la potencialidad de esta
levadura en la clinica (31). En la investigacion, este organismo eucariota se ha utilizado durante afios
como un organismo modelo que ha permitido el estudio de procesos biologicos de eucariotas
superiores (32).

S. cerevisiae es un organismo unicelular con aproximadamente 6.000 genes, de los cuales mas del
40% comparten secuencias conservadas con genes humanos. Presenta un ciclo de vida tanto sexual
como asexual, y puede mantenerse con material genético de forma haploide o diploide. En laboratorio,
generalmente se mantienen de forma haploide a través de crecimiento asexual, pudiendo tener un
genotipo MATa o MATa (en este trabajo solo se usan cepas haploides con genotipo MATa, ver en
material y métodos) (32).

Funciones celulares determinantes como son la proliferacion celular y regulacion del ciclo celular,
transporte estan conservados entre esta levadura y eucariotas superiores. El tener un genoma mucho
mas pequefio y aun asi conservar secuencias y funciones, implica la ventaja de poder hacer
aproximaciones de mecanismos moleculares evitando la complejidad de los sistemas eucaridticos de
mayor nivel. Otras ventajas a nivel practico son que presentan un tiempo de crecimiento rapido (tiempo
de duplicacion de 3-5h) y facilidad de cultivo en el laboratorio, asi como de modificacion genética

(32.33).

10




En cuanto al estudio de virus y proteinas virales, el uso de levaduras también presenta beneficios:
por un lado, las levaduras tienen sus propios virus, y, por otro lado, diversos virus ARN y ADN
humanos se han demostrado capaces de replicarse en estos organismos (32), como es el caso del VPH
(34). Esto supone una ventaja relevante en cuanto al VPH, pues es un virus que no se propaga en
cultivos celulares convencionales ya que solo lo hace en células diferenciadas, que requieren un cultivo

mas complejo.

1.10. Clonaje molecular en S. cerevisiae: adaptacion al método Golden Gate

El clonaje molecular consiste en un conjunto de métodos cuyo objetivo es introducir un gen de
interés en un vector plasmidico, y este a su vez en un organismo receptor que sea capaz de replicarlo
y de expresar la proteina codificada por dicho gen. Una vez expresada se puede estudiar sus
mecanismos moleculares o proceder a la purificacion de la proteina expresada como se comenta en el
apartado 1.9.

Existen diversos métodos para el clonaje de ADN, y entre ellos se encuentran los métodos basados
en el ensamblaje Golden Gate, que se caracteriza por el uso de enzimas de restriccion tipo IIS (35).
Estas enzimas cortan por fuera de la secuencia que reconocen, y dan lugar a extremos cohesivos que
facilitan el ensamblaje de multiples fragmentos de ADN, simultdneamente, en un orden lineal definido.
Basandose en este método, Weber et al. (36) crean un sistema de clonaje modular (MoClo), que
consiste en que, a partir del uso de estas enzimas, se crean unas partes o modulos (parte promotor,
parte terminador, etc.) que se caracterizan por tener secuencias de ADN con terminaciones (overhangs)
especificas, de manera que puedan ser usadas intercambiablemente para el disefio de plasmidos. Para
poder usarlo en S. cerevisiae, Lee et al. (37) crearon una libreria/kit de partes compatibles con su
expresion en esta levadura, ademads de las indicaciones para crear nuevas que sean adaptables.

Este clonaje modular adaptado a S. cerevisiae, consiste en 8 tipos de partes, que incluyen
principalmente: un promotor, secuencia codificante, terminador, un marcador de seleccion para la
bacteria Escherichia coli (E. coli) y otro marcador de seleccion para S. cerevisiae. Puede adaptarse
para que este ADN recombinante se integre en el genoma de la levadura, se mantenga en forma de
plasmido episomal centromérico o como plasmido episomal replicativo (basado en el pldsmido de 2
micras de S. cerevisiae). Algunas de las partes se subdividen para afiadir marcajes de fluorescencia (p.
ej.: Venus, mCherry...). Las enzimas de restriccion predeterminadas para este sistema son BsmBI para
crear partes nuevas, y Bsal para el corte y ensamblaje del constructo final deseado (37). En la siguiente

pagina se muestra este modelo de manera esquematica (Figura 5).
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Adaptar la secuencia afiadiendo extremos (overhangs) con sitios de reconocimiento para
BsmBl, Bsal, y las terminaciones de la parte especifica.

BsmBI }< Bsal ?f‘ N
5'-GCATCGTCTCATCLCTCT A‘[A_TGxxxxxxxxxxx'AI_C_CT u( ACCTGAGACGGCAT - 3'
3-CGTAGCAGAGTAGC! ‘ 3 TATA(;xxxxxxxxxxxTAGqA ,:-i'lACTCTGCCGTA 5

§ Bsal V-— BsmBl

@ Cortes con BsmB| - Crear una parte: secuencia deseada + vector de entrada (ColE1, CamR, GFP)

BsmBlI }< Bsal >:-<1 .
:I GGTCT ‘A]'Al'sxxxxxxxxxxx A_T_Q_QT A
' AGA GTATAgmxxxxxxmeAGGA TCTGE
¥ osal "~ By—» GFP
BsmBl }< \ ‘ >{ BsmBl

}.

@ Cortes con Bsal = Crear constructo: Ensamblaje de varias partes

Bsal ?‘:S‘ N o

'xxxxxxxxxxxTAG

— Bsal -~
‘ >% codificante

Terminador

Conector

Marcador
E. coli

Marcador S.
cerevisiae

CENG6/ARS4

Figura 5. Clonaje modular basado en Golden Gate y adaptado a S. Cerevisiae. Se resume el método en tres pasos: 1.
Mediante PCR y el diserio de primers adecuados, amplificar la secuencia de ADN deseada con extremos adaptables al
sistema. 2. Digestion y ligamiento del producto del primer paso para introducirlo en un vector de entrada y asi crear una
“parte”. 3. Digestion y ligamiento de las distintas partes en un solo constructo. Imagen creada con BioRender.com, basada

en: Lee ME, DelLoache WC, Cervantes B, Dueber JE. A Highly Characterized Yeast Toolkit for Modular, Multipart
Assembly. ACS Synth Biol. 2015 Sep 18,4(9):975-86. (37).

12




2. Hipotesis

El presente trabajo de fin de grado (TFG) plantea las siguientes hipotesis principales a demostrar:

a. El clonaje y expresion de la proteina accesoria E2 del Virus del Papiloma Humano (VPH) en
S. cerevisiae permite el desarrollo de un modelo de estudio de dianas conservadas, y crea un
marco bioldgico controlado para analizar la funcion proviral de la proteina E2 y la patogenia
asociada a su funcion en la infeccion por el VPH.

b. Los sistemas de clonaje modular son una potencial herramienta, simple y versatil, para el

estudio funcional y molecular de proteinas virales.

3. Objetivos

Las dos hipotesis principales de estudio se abordan mediante el desarrollo de los siguientes

objetivos principales de trabajo:

a. Optimizar un modelo de clonaje basado en el método de clonaje modular de Golden Gate, para
la expresion de la proteina E2 del VPH en S. cerevisiae.

b. Sobreexpresar la proteina E2 del VPH en §. cerevisiae para estudiar su efecto sobre el
crecimiento y progresion del ciclo celular.

c. Sobreexpresar la proteina E2 del VPH etiquetada con proteina fluorescente en S. cerevisiae

para determinar si esta afecta a las funciones de E2, asi como su sublocalizacion celular.
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4. Material y métodos

4.1. Secuencia de ADN del gen viral E2

A continuacion, se indica la secuencia de ADN del gen viral E2 del VPH que se ha utilizado para
expresar la proteina viral E2, que pertenece al serotipo de alto riesgo VPH-31. Se han optimizado

codones para favorecer su expresion en S. cerevisiae:

5’-ATGGAAACTTTGTCTCAAAGATTGAATGTTTGTCAAGATAAAATTTTGGAACATTATGAAAATGATTCTA
AAAGATTGTGTGATCATATTGATTATTGGAAACATATTAGATTGGAATGTGTTTTGATGTATAAAGCTAGA
GAAATGGGTATTCATTCTATTAATCATCAAGTTGTTCCAGCTTTGTCTGTTTCTAAAGCTAAAGCTTTGCAA
GCTATTGAATTGCAAATGATGTTGGAAACTTTGAATAATACTGAATATAAAAATGAAGATTGGACTATGCA
ACAAACTTCTTTGGAATTGTATTTGACTGCTCCAACTGGTTGTTTGAAAAAACATGGTTATACTGTTGAAGT
TCAATTTGATGGTGATGTTCATAATACTATGCATTATACTAATTGGAAATTTATTTATTTGTGTATTGATGGT
CAATGTACTGTTGTTGAAGGTCAAGTTAATTGTAAAGGTATTTATTATGTTCATGAAGGTCATATTACTTAT
TTTGTTAATTTTACTGAAGAAGCTAAAAAATATGGTACTGGTAAAAAATGGGAAGTTCATGCTGGTGGTCA
AGTTATTGTTTTTCCAGAATCTGTTTTTTCTTCTGATGAAATTTCTTTTGCTGGTATTGTTACTAAATTGCCA
ACTGCTAATAATACTACTACTTCTAATTCTAAAACTTGTGCTTTGGGTACTTCTGAAGGTGTTAGAAGAGCT
ACTACTTCTACTAAAAGACCAAGAACTGAACCAGAACATAGAAATACTCATCATCCAAATAAATTGTTGAG
AGGTGATTCTGTTGATTCTGTTAATTGTGGTGTTATTTCTGCTGCTGCTTGTACTAATCAAACTAGAGCTGTT
TCTTGTCCAGCTACTACTCCAATTATTCATTTGAAAGGTGATGCTAATATTTTGAAATGTTTGAGATATAGA
TTGTCTAAATATAAACAATTGTATGAACAAGTTTCTTCTACTTGGCATTGGACTTGTACTGATGGTAAACAT
AAAAATGCTATTGTTACTTTGACTTATATTTCTACTTCTCAAAGAGATGATTTTTTGAATACTGTTAAAATTC
CAAATACTGTTTCTGTTTCTACTGGTTATATGACTATTTAG -3’

4.2. Disefio de cebadores para PCR

Los cebadores para las PCR se han disefiado con una herramienta en linea de disefio de cebadores
(38) con los extremos correspondientes para hacer de E2 una parte 3 y otra parte 3B seglin el método

de clonaje de Golden Gate (37), tal y como se exponen a continuacion en la Tabla 2:

Tabla 2. Cebadores para las PCR.

Forward

E2 5'-GCATCGTCTCATCGGTCTCATATGGAAACTTTGTCTCAAAGATT-3'
Parte 3 | Reverse
5'-ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCAATAGTCATATAACCAGTAGAAAC-3'
Forward

E2 5'-GCATCGTCTCATCGGTCTCATTCTATGGAAACTTTGTCTCAAAGATT-3'

Parte 3b | Reverse
5'-ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCAATAGTCATATAACCAGTAGAAAC-3'
Color azul: sitio de reconocimiento de BsmBI.
Color verde: sitio de reconocimiento de Bsal.
Color rojo: terminaciones especificas de las partes.
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4.3. Construcciones de ADN viral

Para adaptar E2 al clonaje modular se disefiaron “plasmidos parte”, como se indican en la Tabla 3:

Tabla 3. Plasmidos parte

Nombre Descripcion
E2 — Parte 3 pYTKO01* + E2 con extremos 5’ y 3’ de parte 3
E2 — Parte 3b pYTKO01* + E2 con extremos 5’ y 3’ de parte 3b

*Pldsmido vector de entrada del kit de clonaje modular (37).

Con estos plasmidos y el resto de las partes provistas por el kit de clonaje modular (37) se

construyeron los ensamblajes que se transformarian en levadura, tal y como se muestra en la Tabla 4:

Tabla 4. Ensamblajes
Nombre Descripcion
pE2 CEN6/ARS4, Gall-E2-tADH1, URA3, AmpR-ColEl
pE2-Venus CEN6/ARS4, Gall-E2-Venus-tADH1, URA3, AmpR-ColE]
pVenus-E2 CEN6/ARS4, Gall-Venus-E2-tADH1, URA3, AmpR-ColE]

4.4. Cepas celulares empleadas en el estudio

e [Escherichia coli:

Tabla 5. Cepas de E. Coli

Nombre Origen Genotipo
. FmcrB mrrhsdS20(rs”, mg’) recAl3 supE44 ara-
Stbl3 Invitrogen 1y 4 KD lacY 1 proA2 rpsL20(St™) xyl-5 Xleumtl-1

e Saccharomyces cerevisiae:

Tabla 6. Cepas de S. Cerevisiae

Nombre Origen Genotipo

AS499 Laboratorio de | MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 trpl-463 his3-4200 leu2-A1
Luis Aragon bari-A

W303 Laboratorio de | MATa ade2-1 trplA2 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-52

Luis Aragon

Gall-E2 (1-6)*

Este trabajo

{AS499} + pE2

Gall-E2-Venus (1-3)*

Este trabajo

{W303} + pE2-Venus

Gall-Venus-E2 (1-3)*

Este trabajo

{W303} + pVenus-E2

*Los numeros entre parentesis representan las colonias independientes de S. cerevisiae que se seleccionaron tras los
clonajes, que se reflejan en los resultados.
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4.5. Medios de cultivo

e Para bacterias:
o Caldo de Lisogenia (LB): en un matraz estéril se mezclaron 10 g de triptona, 10 g de
NaCl, 5 g de extracto de levadura y 950 ml de agua. Para la preparacion de placas de
cultivo se anadi6 a la mezcla anterior 15 g/L de agar. Se ajust6 el pH de la mezclaa 7.0
y se autoclavd 20 min a 1 atmosfera. Dependiendo de las resistencias de los constructos
se afiadieron los antibidticos pertinentes: ampicilina (100 pg/ml), cloranfenicol (20

pg/ml) o kanamicina (50 pg/ml).

e Para levaduras:
o Medio minimo sintético -URA: se prepard mezclando en un vaso de precipitado 6,7 g
de base de nitrogeno de levadura (Sigma), 1,37 g de drop-out de aminoacidos (-Ade,
-His, -Leu, -Trp, -Ura) (US Biological) y se completé con agua hasta 1 L. Para la
preparacion de placas de cultivo ademas se afiadio a la mezcla anterior 20 g de agar.
Se autoclavo 20 min a 1 atmosfera. Las fuentes de carbono usadas fueron glucosa,
galactosa o rafinosa al 2%. Antes de usar el medio se termind de suplementar con 0.02
mg/ml de adenina, 0.02 mg/ml de Histidina, 0.03 mg/ml de Leucina y 0.02 mg/ml de

Triptofano.

o Medio rico (YPD): se prepar6 mezclando en un vaso de precipitado 20 g de peptona,
10 g de extracto de levadura y se completd con agua hasta 1 L. Para la preparacion de
placas de cultivo se afiadi6 a la mezcla anterior 15 g de agar. Se autoclavo 20 min a 1

atmosfera. Las fuentes de carbono usadas fueron glucosa, galactosa o rafinosa al 2%.

4.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la PCR, se obtuvo la secuencia de E2 con los extremos deseados para adaptarla a los
siguientes experimentos (Figura 6).

La PCR se ha realizado con el kit de ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion de Thermo
Scientific. En un microtubo Eppendorf estéril para cada reaccion se afiadieron 10 uLL de buffer HF 5X
Phusion, 1 pL. de dNTPs (nucle6tidos dATP, dGTP, dCTP y dTTP a 10 mM cada uno), 2,5 uLL de cada
cebador (a 10 uM cada uno), 1 puL de la secuencia molde, 0,5 uLL de la ADN polimerasa de alta fidelidad
Phusion, y se completa con agua hasta llegar a los 50 pL. Posteriormente, se colocaron en el
termociclador segun el siguiente programa: un primer ciclo de desnaturalizacion inicial (98°C por 30
s), 25 ciclos de desnaturalizacion, unidn del cebador y extension (98°C por 10 s, 55°C por 30 sy 72°C

por 30 s), una extension final (72°C por 10 min) y se finaliza con +4°C.
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Figura 6. Reaccion en cadena de polimerasa. Esta técnica permite la obtencion de un gran numero de copias de una
secuencia inicial (E2), ademds de modificarla, mediante el uso de cebadores con extremos sobresalientes, dando como
resultado una secuencia final adaptable al método de clonaje Golden Gate. Imagen creada con BioRender.com.

4.7. Ensamblaje de los fragmentos genomicos virales mediante estrategia de Golden Gate
4.7.1. Introduccion de secuencia E2 en vector plasmidico: creacion parte 3 y 3B

Se prepar6 en un microtubo Eppendorf estéril para cada reaccion: 1 L del vector de entrada, 1 pL
del producto de PCR, 1 uL de ADN ligasa T4 (Takara), 2 uL de buffer 10x de ADN ligasa T4 (Takara),
1 uL de BsmBI (NEB)/BsmBI-v2 (NEB), y se complet6é con agua hasta los 20 pL. Se colocaron en el
termociclador segun el siguiente programa: 25 ciclos de digestion y ligacion (42°C por 1,30 min, 16°C
por 3 min), seguidos de un paso de digestion final (50°C por 5 min) y un paso de inactivacion por calor

(80°C durante 10 min).
4.7.2. Ensamblaje de las distintas partes: creacion del constructo final

Se prepar6 en un microtubo Eppendorf estéril para cada reaccion: 1 ul./10 fM/100 fM de ADN de
cada una de las partes, 1 pL de la enzima de restriccion Bsal-HFv2 (NEB), 1 uL de la ADN ligasa T4
(Takara), 2 uL de buffer 10x de ADN ligasa T4 (Takara), y se completd con agua hasta llegar a 20 pL.
Se colocaron en el termociclador segln el siguiente programa: 30 ciclos de digestion y ligacion (37°C
por 1,30 min, 16°C por 3 min), seguidos de un paso de digestion final (37°C por 5 min) y un paso de

inactivacion por calor (60°C durante 10 min).
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Para normalizar las concentraciones equimolares en los casos que hizo falta, se utiliz6 un
espectrofotometro (NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer, ThermoScientific) para medir las

concentraciones de las muestras de ADN.
4.8. Transformacion en E. coli

Se descongelaron las células de E. coli competentes en hielo, para luego mezclar 25 puL de estas
con 2,5 uL del ADN correspondiente. Se incubaron en hielo (+4°C) 30 min, después se realizd un
choque térmico en un bafio a 42°C. Posteriormente se colocaron en hielo por 2 min, y se les anadieron
250 pL. de medio SOC para su recuperacion. Se incubaron en agitacion por 1 h a 225 rpm y 37°C, y se
sembraron en placas de agar con los antibidticos especificos para cada plasmido. Se dejaron toda la
noche incubando a 37°C. Al dia siguiente, se picaron colonias individuales de cada placa, para
sembrarlas en tubos con 6 ml de medio LB, que se vuelven a dejar toda la noche en agitacion a 37°C.
Finalmente, se congel6 a -80°C 1 ml en glicerol al 20% para proceder a guardarlo en la coleccion de
plasmidos del laboratorio en caso de comprobar que el plasmido esta correcto. El resto del volumen se

utilizé para la purificacion de los plasmidos y posterior comprobacion por patrones de restriccion.

4.9, Purificacion del ADN

Se utilizaron dos kits de purificacion en este trabajo: uno de Intron Biotechnology (Fast DNA-
spin™ Plasmid DNA Purification Kit), y el otro de QIAGEN (QIlAprep Spin Miniprep Kit). Se

siguieron las instrucciones provistas por cada uno de los proveedores.

4.10. Verificacion de los plasmidos generados

En cada paso del trabajo donde se realizaron modificaciones en ADN (tras la PCR, la creacion de
partes, y el ensamblaje de distintas partes), se verifico si el material genético resultante era correcto
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE, previamente digiriéndolo en distintos
fragmentos y observando si los pesos moleculares de estos coincidian con los estimados por

aproximaciones in silico.

4.10.1. Digestion enzimatica para comprobacion de los fragmentos ensamblados y su orden

Para digerir los plasmidos, se mezclaron en tubos Eppendorf: 1 uL de las enzimas de restriccion, 2
uL del buffer correspondiente (el stock estd a 10X), 0,5 uLL de la muestra de ADN y se completod con

agua MilliQ hasta los 20 pL. Luego se colocaron en el termociclador a 37°C por 1 h.
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Las enzimas de restriccion tipo II utilizadas fueron Hind III y Spe I (Takara). Para ambas se utilizd

el buffer M (Takara).

4.10.2. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Los geles para electroforesis se prepararon al 1% mezclando 0,5 g de agarosa, 50 ml de TAE 1X
(Tris 40 mM, Acido acético 20 mM y EDTA 1 mM) y 0,5 pL de GelRed en un matraz. Luego se vierte

en la bandeja de electroforesis hasta que se solidifique con los peines y asi se crean los pocillos.

4.11. Preparacion de células competentes de S. cerevisiae

Como paso previo a la transformacion, se hicieron células de S. cerevisiae competentes, lo cual
quiere decir que se vuelven mas capaces de captar el material genético libre. Para ello se dejaron
creciendo toda la noche levaduras de las cepas W303 y AS499, en 40 ml de medio rico YP a 30°C,
hasta que tuviesen una ODseo de entre 0,3 y 1. Al dia siguiente se sembraron estas células
centrifugdndolas a 3000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. Luego se descart6 el sobrenadante
y se lavaron las células con 25 ml de agua estéril. Se volvid a centrifugar y descartar el sobrenadante
como el paso anterior. El pellet se resuspendio en 1 ml de SORB (100 mM LiAc, 10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA y 1 mM de sorbitol) y se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se centrifug6 a 13000
rpm por 10 s y se descartd el sobrenadante, para finalmente volver a resuspender el pellet en 350 pL
de SORB, y afiadir 50 pL. de ADN de esperma de salmon (a 0°C). Finalmente se mezcla bien y las

levaduras, que ya son competentes, se congelan a -80°C para cuando se quieran utilizar.

4.12. Transformacion en S. cerevisiae

Se descongelaron las c€lulas S. cerevisiae competentes en hielo, para luego mezclar 100 puL de estas
con 20 pL del ADN de correspondiente. Se mezcld con 6 veces el volumen de PEG (polietilenglicol).
Se incub6 a temperatura ambiente por 20 min. Posteriormente se afiadio un 10% de la concentracioén
final de DMSO (dimetilsulfoxido), y se les dio un choque térmico en un bano de 42°C por 15 min. El
resultante se centrifugd a 2000 rpm por 5 min para poder remover el sobrenadante y resuspender el
pellet en 100 pL de medio minimo. Se sembraron en placas de agar de medio minimo sintético -URA,
asi como de medio rico YPD, con las distintas fuentes de carbono (glucosa o galactosa al 2%). Se
incubaron a 30°C hasta ver el crecimiento de colonias (aproximadamente 5 dias), para luego picar
colonias individuales de cada placa, sembrarlas en tubos con 6 ml de medio minimo sintético -URA,

y volver a incubarlas toda la noche a 30°C a 200 rpm. Finalmente, de las levaduras que crecieron, se
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congelo a -80°C 1 ml para la coleccion en glicerol al 20% y el resto se utilizo para los goteos y la

microscopia.

4.13. Analisis de crecimiento de colonias S. cerevisiae transformadas con genes virales por la

técnica de goteo en placa.

Previamente a realizar los goteos, se determiné la densidad dptica de los cultivos de S. cerevisiae a
660 nm utilizando un espectrofotometro visible (Thermo Scientific™, GENESY'S 20). Posteriormente,
se diluyeron todas las muestras con el volumen de medio que fuese necesario para que tuviesen la
misma densidad que la menor de ellas, con el objetivo de evitar sesgos en los goteos.

Utilizando placas de 96 pocillos, se realizaron diluciones seriadas de cada muestra en el siguiente
orden: sin diluir, 1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000. Finalmente, con un replicador se sembraron en las

placas de agar correspondientes, con los distintos medios y fuentes de carbono.

4.14. Microscopia de fluorescencia: estudio de la expresion de las proteinas virales

Las células transformadas con pldsmido episomal que contiene E2 marcado con fluorescencia
(Gall-Venus-E2) y el control negativo conteniendo el vector plasmidico vacio, se dejaron creciendo
toda la noche a 160 rpm y 30°C en medio sintético sin uracilo para mantener la presion selectiva,
suplementado con adenina a 0.04 mg/ml para disminuir la autofluorescencia de las células. Las fuentes
de carbono afiadidas fueron rafinosa al 2% y glucosa al 0.1%, para que el promotor de galactosa se
mantuviese ligeramente reprimido y las células pudiesen crecer.

El dia siguiente se centrifugaron 5 min a 2000 rpm, se retird el sobrenadante por decantacion y se
les afiadi6 medio rico YP en presencia de rafinosa al 2% y adenina a 0,02 mg/ml. Tras 3 horas de
incubacion a 160 rpm y 30°C se anadi6 galactosa al 2% para finalmente inducir la expresion de Gall-
Venus-E2. Tras 5 horas de sobreexpresion, se centrifugd 1 ml por 1 min a 4000 rpm para obtener un
pellet de estas células y colocarlas en un porta. Se observaron al microscopio de epifluorescencia Zeiss
Axiovert 200, usando un filtro especifico para detectar proteina verde fluorescente, una camara
Hamamatsu Image-EM y 0.2 s de exposicion con un objetivo Plan-FLUAR 100X /1.45. Se capturaron
distintos planos en Z y se unificaron con el software ImageJ, haciendo proyeccion maxima con el
algoritmo de suma de las sefiales de cada plano (39).

Después de sacar las primeras imdgenes, las levaduras se trataron con etanol al 80% para
permeabilizarlas y se tifieron con 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que se une especificamente al

ADN, de forma que se pudiese correlacionar la localizacion de la proteina con el nticleo.
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5. Resultados

5.1. Optimizacion de un modelo de clonaje fundamentado en el método de clonaje modular

de Golden Gate, para la expresion de la proteina E2 del VPH en S. cerevisiae.

El primer objetivo de este trabajo consistid en la optimizacidon de un clonaje que permitiese expresar
la proteina E2 del VPH en S. cerevisiae. Para ello se siguié como modelo el clonaje modular explicado
en el apartado 1.10 de la introduccion (Clonaje molecular en S. cerevisiae: adaptacion al método
Golden Gate).

El trabajo se inici6 adaptando la secuencia de ADN de E2 a la abundancia de ARNten S. cerevisiae,
para asegurar la maxima produccion de proteina en nuestras condiciones experimentales. A este
proceso se le llama optimizacién de codones y da lugar a una secuencia de ADN Optima para su
expresion en S. cerevisiae, donde la secuencia polipeptidica sigue siendo exactamente la de E2 viral.
Luego, se adaptd esta secuencia a este sistema modular; para ello se disefiaron primers con
protuberancias (también llamados colas) para que, al realizar una PCR, nuestra secuencia resultante
tuviese en cada extremo sitios de reconocimiento para las enzimas Bsal y BsmBI, asi como una
secuencia no codificante de 4 letras que componen la terminacion especifica de “parte 3” segtn el
clonaje modular mencionado anteriormente (TATG y ATCC).

El siguiente paso consistido en introducir esta secuencia, el producto de PCR, en un vector
plasmidico (ColE1l, CamR, GFP) para tener un “plasmido parte 3”, manipulable en E. coli y que
pudiera ensamblarse con el resto de las partes mas adelante. Para este paso, la enzima necesaria es
BsmBI (ver punto 4.7.2. de material y métodos: Introduccion de secuencia E2 en vector plasmidico:
crear parte 3 y 3B). Actualmente se comercializa una version de esta enzima, llamada BsmBI-v2, que
se dice que esta optimizada para el clonaje basado en Golden Gate. Se decidio por lo tanto hacer este
experimento probando la enzima antigua (BsmBI) y su version mejorada (BsmBI-v2), obteniendo
como resultado un mayor porcentaje de colonias de E. coli positivas cuando se utiliz6 BsmBI (Tabla
7). Estos plasmidos parte 3 creados se comprobaron mediante electroforesis en dos ocasiones

independientes, y en la Figura 8B se muestra una de ellas.

Tabla 7. Porcentajes de colonias de E. coli transformadas con plasmido parte 3 segun la enzima
utilizada.

BsmBI (NEB) BsmBI-v2 (NEB)
Plasmido parte 3: 30% + Plasmido parte 3: 2% +
Plasmido parte 3b: 90% + Plasmido parte 3b: 15% +

23



El resto de las partes se seleccionaron de entre las que eran dadas por el kit modelo (37), como se
enumeran, a continuacion (ver Figura 7 asociada):

e Parte 1. ConL1

...afc S

e Parte 2. pGALI y . Sooumece Y
*'/ %9
e Parte 3. E2 e

4 /Promotor
£ Terminador '\
e Parte 4. tADHI ;&%
e Parte 5. ConR1 / ."’
=1
e Parte 6. URA3 '5, Conector Conector

e Parte 7. HO 3’ Hom

Homologia para
& Integraciénens
cerevisiae

e Parte 8a. KanR-ColE1
e Parte 8b. HO 5’ Hom

Marcador . /
Marcador \ cerevisiae v'>
E colf \)Qk /

Figura 7. Esquema del ensamblaje 1. Creado con BioRender.com..

Se decidi6 usar el promotor de galactosa ya que es inducible y permitiria activar o reprimir la
transcripcion de E2. El terminador usado fue ADH1, un terminador constitutivo. La parte 8a contiene
un marcador de resistencia antibiotica a kanamicina, para poder seleccionar con el antibiotico las
colonias de E. coli que porten el gen y por tanto el plasmido construido. Para S. cerevisiae, en cambio,
el marcador usado fue URA3, de prototrofia de uracilo, que permite que en un medio sin uracilo
crezcan solo aquellas colonias que expresen dicho gen. Las partes 1 y 5, llamadas aqui conectores, son
secuencias no reguladoras y no codificantes que se utilizan para dirigir el ensamblaje de plasmidos
multigénicos, que no es el caso de este proyecto, pero pueden servir de molde para proyectos futuros.
Finalmente, las partes 7 y 8b contienen secuencias que tienen homologia 3’ y 5°, respectivamente, del
locus HO de levaduras donde se podré integrar este constructo previamente linealizado en el genoma
de la levadura al ser transformada con éste.

Con este primer disefio (que llamaremos ensamblaje 1) el plasmido resultante (Figura 7) se
transformo en E. coli, y a pesar de que crecieron colonias en las placas conteniendo el antibidtico de
seleccion kanamicina, al purificar el ADN de estos ensamblajes y digerirlos para verificarlos con los
patrones de bandas en gel de agarosa, ninguna de las colonias dio un patrén positivo. Ademads, se
intent6 transformar en levadura no obteniendo ninguna colonia positiva. A partir de este punto se
empezaron a probar distintas estrategias para obtener plasmidos ensamblados de manera correcta y

transformaciones en levaduras mas eficientes:
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5.1.1. Comprobacion de cada una de las partes

Si una sola de las partes usadas en el ensamblaje multiparte del sistema Modular Cloning fuese
incorrecta, el constructo plasmidico no se ensamblaria, por eso primeramente se comprobo cada una
con patrones de restriccion en electroforesis. En la Figura 8 se ve el resultado de esta comprobacion,

que sugiere que los plasmidos usados son correctos.

E ConlL1 pGAL1 tADH1 ConR1 URA3 3 HO Kan ColE1 5'HO

Sin ) Sin Bsal Sin Bsal Sin Sin Bsal Sin Sin in

Bsal

corte Bsal

corte corte

. -

Figura 8. Digestion con Bsal de los “plasmidos parte” usados en ensamblaje 1. En (A) se muestran las partes
obtenidas del kit, y en (B) las creadas en este trabajo como partes 3 y 3B. El primer carril (M) corresponde al marcador
de peso molecular de 1 kb de Promega (G5711). Los carriles no rotulados pertenecen a plasmidos de otro proyecto.

Partes 3 Partes 3b
E2-A E2-B ' E2-A E2-B E2-C
" Sin | Sin Bsal Sin Bsal Sin Bsal Sin Bsal
—_— corte corte corte corte corte
- 1662 . 1662 . 1662 1662 1662
- — - — — - —
N 1119 1119 1119 1119 1119
}
2
t

5.1.2. Rediseiio del ensamblaje: de integrativo a episomal

Viendo que los plasmidos parte poseian los patrones de restriccion correctos y por tanto no eran el
problema, se intentd6 aumentar la eficiencia de las transformaciones en levaduras. Para ello se
redisefiaron los ensamblajes para que contengan una secuencia centromérica de levaduras y se puedan
mantener de forma episomal en S. cerevisiae. Las transformaciones de plasmidos episomales en
levaduras son mucho mas eficientes que las integrativas (40). Las partes usadas quedaron de esta forma

(a llamar ensamblaje 2, Figura 9):

e Parte 1. ConLl e Parte 5. ConR1
e Parte 2. pGALI1 e Parte 6. URA3
e Parte 3. E2 e Parte 7. CEN6/ARS4
e Parte 4. tADHI1 e Parte 8. AmpR-ColE1
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Secuencia

Figura 9. Esquema del ensamblaje 2. codificante

Creado con BioRender.com.

Promotor .
Terminador

Conector Conector

Marcador
E. coli

Marcador S.
cerevisiae
Centrémero/
Inicio de
replicacion

La variacion supuso quitar las secuencias de homologia 3’ y 5°, y en cambio afiadir los genes CEN6

y ARS4, que permitirian la replicacion en levadura como elementos episomales.
5.1.3. Control del empleo de concentraciones de ADN viral equivalentes

Para la construccion del ensamblaje 1 (ver punto 4.7.2. de material y métodos: Ensamblaje de las
distintas partes: crear constructo final) se utiliz6 la cantidad fija de 1 pLL de ADN de cada una de las 8
partes. Sin embargo, como en 1 pL. puede haber distintas concentraciones, y teniendo en cuenta que
todas las partes son necesarias para que funcione el ensamblaje, se midi6 la concentracion de cada una
de ellas y se igualaron para poner 10 fM de cada parte (Figura 10A) o 100 fM de cada parte (Figura
10B). Esto se hizo con el disefio de ensamblaje 2. En ambos casos, al sembrar las bacterias
transformadas crecieron colonias, pero en el experimento usando 100 fM de cada parte crecié un mayor
porcentaje, quedando esta ultima cantidad fijada como la més adecuada para el resto de los

ensamblajes.

Figura 10. Placas de E. coli transformadas con el ensamblaje 2 sembradas en medio LB con ampicilina. En la placa (4), el
ensamblaje 2 se construyo con usando 10 fM de cada parte de ADN, mientras que en la placa (B) se usaron 100 fM de cada parte.
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Sumando las condiciones mencionadas anteriormente (revisando las partes y haciendo nuevos
ensamblajes, con cambio de partes y de concentraciones de ADN), los resultados de la electroforesis
para la comprobacion de los clonajes seguian sin ser muy claros, no pudiendo afirmar que un

ensamblaje fuese positivo (Figura 11).

IE M Prueba A Prueba B Prueba C Simulacién in silico

Sin Hindill Sin Hindlll Sin Hindlll Sin gsmai  indil

corte BsmBl Spel corte BsmBI Spel corte BsmBl Spel corte Spel
| 'n w

M Prueba D Prueba E Prueba F —

sin Hindlll Sin Hindlll  Sin Hindlil
corte BsmBl Spel BsmBl corte BsmBl Spel corte BsmB8l Spel
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am— P ——— - — - — :‘
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Figura 11. (A). Digestion con BsmBI, y HindllI-Spel, siendo las pruebas de A hasta la F diferentes colonias de E. coli
seleccionadas, transformadas con los mismos ensamblajes. (B). Patrones de digestion esperados segun simulacion in silico
con BsmBl y HindllI-Spel. El primer carril (M) corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb de Promega (G5711).

5.1.4. Purificacion del ADN plasmidico

La cepa de E. coli usada para nuestros clonajes (Stbl3) tiene endonucleasa I (abreviada endA),
enzima que, en caso de permanecer tras la purificacion de ADN, puede degradar el mismo. Por esto,
se decidio cambiar el kit de purificacion de ADN que se estaba usando hasta el momento (de Intron
Biotechnology), a uno que tuviese un paso especifico de eliminacion de endonucleasas (de QIAGEN).

Se realizé asi un nuevo experimento donde a las condiciones anteriores, se afiadia purificar cada
uno de los plasmidos parte con el nuevo protocolo antes de proceder al ensamblaje de estos. El
resultado, al digerir los nuevos ensamblajes con HindIII-Spel para verificar sus patrones, fue la
obtencion de un gel de electroforesis que mostraba los patrones bandas esperados (Figura 12). Ahora,
con el sistema de Modular Cloning optimizado para la obtencion de ensamblaje de la proteina viral E2
del VPH y con los constructos positivos obtenidos se transformo6 en levadura para los siguientes

objetivos.
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Simulacién
A M PruebaA PruebaB PruebaC PruebaD PruebaE PruebaF B in silico
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e e ) ) ) e ) —

Figura 12. (4). Digestion con HindlIlI-Spel, siendo las pruebas de A hasta la F diferentes colonias de E. coli
seleccionadas, transformadas con los mismos ensamblajes. (B). Patrones de digestion esperados segun simulacion in silico
con HindlIlI-Spel. El primer carril (M) corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb de Promega (G5711).

5.2.  Sobreexpresion de la proteina E2 del VPH en 8. cerevisiae para estudiar su efecto sobre

el crecimiento y progresion del ciclo celular.

El ADN obtenido de los experimentos anteriores se transformo en S. cerevisiae persiguiendo el
segundo objetivo del trabajo: estudiar el efecto de la proteina E2 del VPH en el crecimiento de la
levadura.

De las levaduras transformadas, pertenecientes a la cepa AS499, se aislaron 6 colonias
independientes, llamadas Gall-E2 (1-6). Se utilizaron dos controles transformados con el plasmido
“vacio”, esto es un plasmido que codifica para el gen URA3 (Illamado pRS316) al igual que nuestros
constructos, permitiéndoles crecer en medio sin uracilo, pero que no codifica secuencia alguna
perteneciente a E2. Se sembraron mediante goteos con diluciones ascendentes en placas con distintos
medios (medio rico YP y medio minimo -URA) y con distintas fuentes de carbono (glucosa y
galactosa). Hay que recordar que en medio rico YP no hay presion selectiva, y podran crecer aquellas
células que contengan el plasmido que codifica para URA3 o si lo perdiesen durante el crecimiento,
podrian seguir creciendo igualmente. Por otro lado, en medio sin uracilo solo crecerian las colonias
que estén expresando el ensamblaje que se disefid (con URA3) o el control pRS316. Ademas, en medio

con glucosa la expresion de E2 estaria inhibida mientras que en galactosa estara sobreexpresada.

Observando las placas obtenidas (Figura 13), se aprecia que:
e En las placas en medio minimo (recuadros E, F, G, y H) se ve que en glucosa (recuadros E
y F) en donde la expresion de E2 esta inhibida, hay crecimiento de levaduras hasta en el
pocillo mas diluido tanto de los controles (pRS316) como los diferentes clones de Gal-E2.

Esto es de esperar, ya que en estas condiciones E2 no se estd expresando y por tanto el
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crecimiento de las diferentes diluciones en todas las cepas debe ser comparable. Sin
embargo, en galactosa (recuadros G y H) se ve que aquellas cepas que contienen el
constructo Gal-E2 y que por tanto estan sobreexpresando E2 ven totalmente inhibido el
crecimiento celular. Esto indica que E2 inhibe de manera muy potente el crecimiento de las
células de Saccharomyces cerevisiae.

e En las placas que contienen medio rico YP (recuadros A, B, C y D), hay un mayor
crecimiento de levaduras en general tanto en glucosa como en galactosa. En glucosa
(recuadros A y B), en medio rico, al igual que ocurre en medio -URA, es de esperar que no
se observen diferencias entre los diferentes clones testados y los controles. En galactosa
(recuadros Cy D) se observa que aquellas células que contienen el constructo Gal-E2 crecen
ligeramente menos que los controles pRS31. Esto es debido a que algunas células
estocasticamente perderan el plasmido codificando para Gal-E2. Como se ha mostrado mas
arriba, el producto de Gal-E2 resulta toxico para la células. De esta manera aquellas células
que pierdan el plasmido aleatoriamente veran favorecido su crecimiento y evidentemente
no sobreexpresaran E2 no mostrando por tanto su efecto inhibidor sobre el crecimiento. La
coloracidn rojiza se debe a que estas cé€lulas son auxotrofas para la adenina, y que a pesar
de que se encuentra presente en el medio rico, las células terminan agotandolo e intentan

sintetizarla produciendo intermediarios metabodlicos de color rojizo.

PRS316 (1)
PRS316 (2)
Gal1-E2 (1)
Gal1-E2 (2)
Gal1-E2 (3)

pRS316 (1)
pRS316 (2)
Gall-E2 (4)
Gall-E2 (5)
Gall-E2 (6)

Figura 13. Placas de S. cerevisiae a concentraciones descendentes para analizar efecto de E2 sobre el crecimiento.
YP: medio rico. -URA: medio minimo sin uracilo. Glu: glucosa. Gal: galactosa. Gall-E2 (1-6) colonias independientes de
la cepa AS499 col el plasmido del ensamblaje 2.
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5.3. Sobreexpresion de la proteina E2 del VPH etiquetada con proteina fluorescente en S.
cerevisiae para determinar si esta afecta a las funciones de E2, asi como su sublocalizacion

celular.
5.3.1. Determinar si el etiquetado de E2 con proteina fluorescente afecta a su funcion

Para poder estudiar proteinas a nivel celular es muy comun acudir a la estrategia del etiquetados
con diferentes epitopos o proteinas fluorescentes. En este caso es de interés etiquetar la proteina E2
con proteina fluorescente para poder determinar su localizacion. Sin embargo, se sabe que algunas
proteinas pueden perder funcionalidad al afiadirles estas etiquetas en sus extremos amino o carboxilo
terminal. Con el objetivo de conocer si la proteina E2 es funcional cuando esta etiquetada en su
extremo amino o carboxilo terminal con la proteina fluorescente Venus, se disefiaron dos nuevos
ensamblajes (3 y 4) utilizando las condiciones optimizadas en el apartado 5.1.

Para etiquetar a E2 en su extremo N-terminal, segin el clonaje modular que se ha seguido, se tuvo
que adaptar la secuencia de E2 para que fuese una parte 3b y asi colocar la etiqueta fluorescente Venus
como una parte 3a que le preceda (Figura 14A). La comprobacion con gel de electroforesis de esta
parte creada se puede ver en la Figura 8B. Por otro lado, para que el marcaje quedase en el extremo
C-terminal, la parte 4 se dividié en a y b, de manera que la parte 4a es la etiqueta fluorescente Venus,

y la parte 4b es el terminador de ADH (Figura 14B).

Figura 14. Esquema de los ensamblajes 3 y 4: (A). Ensamblaje 3: la etiqueta fluorescente Venus se coloca para que
se traduzca en el extremo N-terminal de la proteina E2. (B). Ensamblaje 4: la etiqueta fluorescente Venus se coloca para
que se traduzca en el extremo C-terminal de la proteina E2. Imagenes creadas con BioRender.com.

Una vez realizados estos clonajes, se verificaron al igual que los anteriores, digiriéndolos con las
enzimas HindIII-Spel para verificar sus patrones de banda en un gel de electroforesis. Del ensamblaje
3 solo se obtuvo un constructo positivo (prueba C), y del ensamblaje 4 todos lo fueron, como se puede

comprobar en la Figura 15.
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Figura 15. (4). Digestion con HindllI-Spel, siendo las pruebas de A hasta la C diferentes colonias de E. coli
seleccionadas con el ensamblaje 3, y de la D a la F con el ensamblaje 4. (B). Patrones de digestion esperados seguin
simulacion in silico con Hindlll-Spel. Los carriles no rotulados pertenecen a otro proyecto. El primer carril (M)
corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb de Promega (G5711).

Los constructos episomales comprobados se transformaron en la cepa W303, y se seleccionaron 3

colonias de cada uno, llamados Gall-Venus-E2 (1-3) en el caso de que la etiqueta fluorescente Venus

se colocara en N-terminal, y Gall-E2-Venus (1-3) en aquellos con Venus en C-terminal. Cada una de

estas colonias se sembraron mediante goteos con concentraciones descendentes, en dos placas, una

con glucosa y otra con galactosa, y ambas en medio minimo sin uracilo. Se plaquearon también dos

controles de pRS316.

El resultado (Figura 16) fue:

e Las levaduras con E2 etiquetado en N-terminal conservaron su funcién de inhibicion del

crecimiento, viéndose cémo en la placa de galactosa (E2 sobrexpresado, recuadro B) no

crecieron colonias de S. cerevisiae en comparacion de los controles.

e Aquellas con E2 marcado en C-terminal perdieron esta funcion. Se observa como crecen

igual tanto en glucosa (E2 inhibido, recuadro A) como en galactosa (E2 sobrexpresado,

recuadro B).

e Este resultado nos indica que para estudiar las funciones de E2 sélo son vélidos los

etiquetados de E2 en N terminal, ya que aquellos realizados en C-terminal hacen a la

proteina no funcional.

31




" Gall-Venus-E2 (1) @
Etiqueta en
N-terminal Gall-Venus-E2 (2) L B W
_ Gall-Venus-E2 (3)L B B
" Gall-E2-Venus (1) &
Etiqueta en v
C-terminal Gall-E2-Venus (2)f B e _
_ Gall-E2-Venus (3)f W W Al® © C

Figura 16. Placas con S. cerevisiae a concentraciones descendentes para analizar efecto del etiquetado con Venus
sobre la funcion de E2. -URA: medio minimo sin uracilo. Glu: glucosa. Gal: galactosa.

5.3.2. Determinar su sublocalizacion celular

Con el microscopio de epifluorescencia se visualizaron las levaduras que expresaban E2 marcado
en N-terminal con la proteina fluorescente Venus, con la finalidad de determinar la sublocalizacion
celular de E2. Primero se observaron con luz blanca para ver la distribucion y aspecto general de las
células, luego con el filtro de fluorescencia para Venus y finalmente con un filtro que permitiese ver
la tincidn del nucleo mediante DAPI.

Al comparar las células que sobreexpresan E2 con las células control que solo expresan URA3
(pRS316), se puede ver que tienen citoplasmas vacuolizados (Figura 17 A1 y 17B), probablemente
por el efecto perjudicial de E2. Esto hace que estructuras como el nacleo se desplacen a la periferia.
Al aplicar el filtro de fluorescencia (Figura 17 A2) se observan zonas de fluorescencia focalizada en
acumulos, que se corresponden con la proteina E2, y algunas zonas con fluorescencia mas difusa que,
probablemente, se deben a la autofluorescencia de algunos componentes celulares a estas longitudes
de onda de excitacion y que no representan la localizacion de E2. Al sobreponer ambas imagenes
(Figura 17 A3), parece que la expresion de E2 coincide con el nucleo celular.

En la Figura 17B, se muestran cé¢lulas individuales expresando E2 de dos colonias diferentes, y
otras con un plasmido vacio de control (pRS316). En estas imagenes se puede ver que la localizacion
de E2 parece no solo coincidir con el nucleo, sino ademas encontrarse en un subcompartimento del

mismo. Las células control, como es de esperar, no mostraron fluorescencia.
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Finalmente, para comprobar que la localizacion de E2 es nuclear, las células se tifieron con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), un colorante que se une especificamente al ADN haciéndolo
fluorescente (Figura 17C). Con este ultimo paso se pudo ver que la localizacion de E2 coincidia con
el nucleo. Ademads, es muy llamativo que su distribucion no es homogénea, sino que se encuentra

focalizada en un regién concreta del nucleo, algo que esta escasamente caracterizado en la bibliografia

cientifica.
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Figura 17. Imdgenes mediante microscopia de epifluorescencia de S. cerevisiae expresando proteina E2 (Venus-
E2) 0 un vector vacio de control (pRS316), con objetivo 100X y distintos filtros de luz: (4) (1) Luz blanca, (2) filtro de
fluorescencia especifico para la proteina fluorescente Venus y (3) superposicion de ambas. (B) (1,2,3) luz blanca, (4,5,6)
filtro de fluorescencia especifico para la proteina fluorescente Venus y (7,8,9) superposicion de ambas. (C) Células teniidas
con DAPI vistas bajo (1,2,3) luz blanca, (4,5,6) filtro para DAPI, (7,8,9) filtro de fluorescencia especifico para la proteina
fluorescente Venus y (8,9,10) superposicion de las tres.
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6. Discusion

El estudio in vitro del VPH ha supuesto retos desde sus inicios. Su ciclo reproductivo depende de
la diferenciacion epitelial y no se propaga en cultivos celulares convencionales, requiriendo de cultivos
organotipicos que, entre otras limitaciones, tienen una duracion de crecimiento del tejido de al menos
14 dias (41). Incluso, modelos de estudio simplificados para la investigacion de la proteina E2 de VPH
tienen ciertas restricciones. La expresion de la proteina E2 de manera estable inhibe la proliferacion
celular, incluso a bajos niveles de expresion (23), hecho que se ha confirmado en este TFG. Por todo
esto, conseguir expresar la proteina E2 en un sistema eucaridtico mas simple como es S. cerevisiae
pero que mantiene mecanismos moleculares basicos conservados, es ideal. Este sistema permite la
regulacion de la represion o expresion de E2 de manera precisa y efectiva. Ademas, permite la
adaptacion y estudio de nuevas variantes génicas de manera rapida y versatil gracias al método de
clonaje modular utilizado en este trabajo, basado en Golden Gate, facilitando la caracterizacion
molecular de E2.

En este TFG, la realizacion de este clonaje ha permitido observar que la proteina E2 en S. cerevisiae
se ubica en un subcompartimento nuclear, el cual por sus caracteristicas podria tratarse del nucleolo o
del centro organizador de los microtubulos (MTOC, del inglés microtubule organizing centre) o SPB
en levaduras (del inglés spindle pole body), pues son estructuras que, en esta levadura, se observan en
el interior o periferia nuclear de manera focalizada (42), del mismo modo que lo hace la proteina E2
en las imagenes obtenidas en este trabajo (Figura 17). Esto es interesante puesto que, en algunos
estudios realizados en células eucariotas superiores, se ha determinado la localizacion de la proteina
E2 de distintos VPH de alto riesgo en los husos mitéticos y MTOC (43), que serian equivalentes al
SPB de S. cerevisiae. Por lo tanto, si se confirmase que el subcompartimento visto en este estudio se
trata del SPB seria indicativo de que estos mecanismos moleculares de E2 estan conservados entre
levaduras y organismos de complejidad superior. La observacion de que E2 es capaz de inhibir el
crecimiento celular en S. cerevisiae (Figura 13) junto con que posee una localizacion focalizada en el
interior nuclear tiene relevancia por tres razones: 1) Permite que sea usado como modelo para estudiar
los mecanismos de E2 para inhibir el crecimiento celular, de los cuales se conoce muy poco, 2)
Determinar la importancia de la localizacion focalizada nuclear para llevar a cabo las diferentes
funciones de E2 y 3) Nos permite conocer las interacciones o relacion entre la capacidad de inhibicion
del ciclo celular con la localizacion focalizada en el nucleo. Dicha localizacion nuclear, en caso de
confirmarse su colocalizacion con los SPB, adquiriria una relevancia mayor al asemejarse a los

mecanismos ya descritos en eucariotas superiores.
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En este estudio se ha mostrado que la proteina E2 del HPV31 etiquetada en fase con la proteina
Venus en su extremo N-terminal, ha conservado su funcidn, y esto es coherente con otros estudios
donde E2 de HPV16 y 18, ambos genotipos de alto riesgo, se habian unido en fase a proteinas
fluorescentes, de la misma manera, y habian conservado su funcionalidad (43—45). Sin embargo, el
etiquetado en C-terminal de E2 hace que esta deje de ser funcional en su capacidad de inhibir el ciclo
celular (Figura 16). Sorprendentemente, hay estudios que etiquetan E2 en su extremo C-terminal (46)
y han llevado a cabo estudios funcionales de esta proteina asi etiquetada. Es posible que diferentes
formas de etiquetado en C-terminal impacten de manera variable a la funcion de E2, por ejemplo,
variando la longitud y extension del polipéptido de union entre E2 y la proteina fluorescente. Otra
posibilidad es que estas formas etiquetadas en C-terminal pierdan su capacidad de inhibir el
crecimiento celular, pero mantengan sus otras funciones celulares, o simplemente que diferentes E2
de diferentes virus se comportan de diferente manera. En cualquier caso, el presente estudio pone de
manifiesto la importancia de comprobar la actividad de E2 tras el etiquetado para verificar que sigue
conservando las mismas funciones moleculares que sus versiones sin etiquetar.

Existen varias lineas de investigaciéon que exploran el potencial de la proteina E2 como diana o
fundamento de una estrategia terapéutica anti-VPH, pudiendo destacar fundamentalmente dos
aproximaciones experimentales: en la primera, se aprovecha el papel que tiene E2 de inhibir el
crecimiento de las células, e integra estudios donde se intenta usar esta proteina viral para controlar o
inducir la regresion tumoral (30). En este sentido, los cénceres avanzados pierden esta proteina
reguladora viral. En la otra linea a destacar, se busca, precisamente, lo contrario: bloquear las
interacciones de E2 con otras proteinas de la célula huésped, justo en las primeras etapas de la infeccion
por el HPV, con el fin de evitar la progresion hacia la infeccion persistente, que, generalmente es
necesaria para el desarrollo neoplasico (27). Es en esta ultima linea donde este TFG pueda tener
mayores aportaciones, en particular, en la bisqueda y caracterizacion de dianas moleculares que
puedan bloquearse y que impidan que la proteina E2 lleve a cabo sus funciones de mantener el VPH
en los tejidos que infecta.

Por todos estos motivos anteriormente mencionados, una caracterizacion en mayor profundidad del
presente modelo celular seria de gran interés para indagar los mecanismos usados por E2 para inhibir
el crecimiento celular, las estrategias usadas por el VPH para segregar su genoma y persistir en el
tejido a través de su anclaje a los microtibulos y MTOC celulares y en general conocer las
interacciones de E2 con distintas proteinas, con el objetivo de contribuir al disefio de nuevas estrategias

terapéuticas anti-VPH.
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7. Conclusiones

La realizacion de este trabajo de fin de grado ha dado lugar a tres conclusiones principales:

a. El clonaje modular basado en Golden Gate es una herramienta simple y versatil que permite la
expresion y estudio de proteinas virales en S. cerevisiae, como es el caso de la proteina E2 del
VPH.

b. Laexpresion de la proteina E2 del VPH en S. cerevisiae da lugar a la inhibicidn del crecimiento
de esta levadura.

c. Laproteina E2 del VPH conserva su funcion de inhibicion del crecimiento si es etiquetada con
una proteina fluorescente en su extremo N-terminal, al contrario que en el C-terminal donde
pierde esta funcion.

d. La proteina E2 del VPH en S. cerevisiae se encuentra localizada en un subcompartimento

nuclear.

8. ;Qué he aprendido de este Trabajo de fin de grado?

Con la realizacion de este TFG he adquirido conocimientos sobre el Virus del Papiloma Humano y
su patologia, asi como aspectos basicos de biologia molecular que me han permitido entender los
experimentos realizados. He aprendido a realizar diversas técnicas de trabajo en el laboratorio, desde
como preparar medio de cultivo celular, para el crecimiento de bacterias y levaduras, asi como a cultivar
estos tipos de células procariota y eucariota, respectivamente, a transformar plasmidos bacterianos en
ambos tipos de células, a purificar ADN, preparar y trabajar con geles de electroforesis de ADN, a saber
interpretar los resultados que se obtienen, y, por supuesto, he adquirido toda la teoria y la metodologia
practica para llevar a cabo el clonaje basado en Golden Gate.

Por otro lado, aprendi a usar programas informaticos, necesarios para la realizacion del trabajo, tales
como Serial Cloner (para la optimizacion de codones y simular una PCR), el software de Benchling
(para disefiar y verificar clonajes) y el /mageJ (para editar y procesar las imagenes de los geles y de la
microscopia). Asimismo, mi TFG me ha permitido aprender a realizar calculos para los experimentos,
mediante el uso de Excel.

Por ultimo, pero no menos importante, he aprendido lo que conlleva hacer un proyecto de
investigacion basica, y entre ello se incluye la organizacidn, paciencia y perseverancia. Gracias a este

TFG, he aprendido a apreciar la importancia de la ciencia para el avance de la medicina y la biomedicina.
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