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RESUMEN
QFB. Angel Lugo Trampe

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Facultad de Medicina.

Fecha de Graduacidn: Enero del 2004. Area de Estudio: Terapia Génica

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria Genética.
Numero de paginas: 64

Tiulo del estudio: “ANALISIS DE LA EXPRESION DIRIGIDA POR LA REGION URR DE LAS VARIEDADES

EUROPEA Y ASIATICO-AMERICANA DEL HPV TIPO 16 EN LINEAS CELULARES HUMANAS".

Introduccién, El virus del papiloma humano (HPV) es el responsable de casi la totalidad de los casos de
cancer cervico uterino (CaCU). La expresidn del genoma viral del HPV esta dirigido por la region URR, la cual
contiene un potenciador transcripcional especifico de queratinocitos. EI HPV tipo 16 (HPV-16), que es el mas
prevalente en CaCU, se divide en cinco variedades: europea (E), asidtica (As), asiatica-americana (AA),
africana-1 (Af1) y africana-2 (Af2). La vanedad AA posee una actividad transcripcional de URR incrementada,
comparada con la variedad E, lo que posiblemente correlaciona con una mayor actividad oncogénica.
Objetivos. Construir los vectores de expresion portadores de las regiones URR de HPV-16 de las variedades
E y AA, dirigiendo la expresion del gen reportero EGFP. Evaluar los niveles de expresion del gen reportero
dirigidos por la region URR en diferentes lineas celulares de origen humano.

Material y Métodos. Se realizaron construcciones portadoras de las regiones URR de las variedades E y AA
del HPV-16; asi mismo se realizé una construccion portando la region URR de la variedad E del HPV-18,
como referencia de potencia transcripcional. También se utilizd una construccién comercial portadora del
promotor de CMV, y se construy6 un vector de expresion plasmidico sin promoter. Todas las construcciones
empleadas contenian @ EGFP como gen reportero. Para medir los niveles de expresion inducidos por las
diferentes regiones URR, se reaiizaron lecturas de EGFP en fluordmetro a partir de lisados celulares de las
células transfectadas. Se realizaron analisis estadisticos de ANOVA en el paquete estadistico SPSS 11.5.
Resultados. La region URR de la variedad AA del HPV-16 tuvo un incremento de tres veces en su potencia
transcripcional comparada con la variedad de referencia, en lineas celulares de cancer de cervix, mientras
que la variedad E del HPV-18 presentd un incremento de un 20 % comparada con |a vanedad E del HPV-16.
Las fres regiones URR ensayadas retienen su especificidad transcripcional, obteniéndose niveles de
expresion indetectables en lineas celulares de origen no cervical. La variedad AA no posee sitios de union de
factores transcripcionales conocidos en el sitio 7729, responsable del incremento de tres veces en su potencia
transcripcional. Los cambios nucleotidicos presentes en dos de los sitios de unidn de GRE en [a variedad AA
del HPV-16 no afectan su nivel de induccién transcripcional con dexametasona, observando niveles de
induccion transcripcional similares en todas las regiones URR evaluadas.

Contribuciones y Conclusiones. Se corroboré que la variedad AA del HPV-16 presenta una potencia
transcripcional tres veces mayor que la vanedad E del HPV-16 y que [a variedad E del HPV-18 presenta una
potencia transcripcional similar a la variedad E del HPV-16. Asi mismo se afirmé la naturaleza especifica de
las regiones URR de los HPV evaluados. También se observd que cambios nucleotidicos presentes en dos de
los sitios de unidn de GRE en la variedad AA del HPV-16 no afectan un nivel de induccion transcripcional con
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CAPITULO | Introduccién

Andlisis de la expresion dirigida por la region URR de las variedades europea y asiatico-americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas.

CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Generalidades del virus del papiloma humano.

Descritos en 1933, los primeros papilomavirus fueron relacionados a la aparicion y
persistencia de neoplasias de piel benignas (verrugas) en el conejo. Después de algun tiempo,
las verrugas se convirtieron en malignas, sugiriendo que los papilomavirus podrian estar
asociados al cancer. Desde entonces, se han descrito otros papilomavirus asociados a verrugas
benignas en otras especies incluyendo la humana. Los papilomavirus ganaron notoriedad a
principios de la decada de 1980 cuando se descubrié que algunos fipos de papilomavirus
humanos (HPV por sus siglas en inglés: human papillomavirus) estaban asociados al cancer
cervical, una de las mas amplias formas de cancer alrededor del mundo. A la fecha, mas de 100
genotipos de HPV han sido identificados [Figura 1], de los cuales un pequefio nimero, los de
alto riesgo (HPVs 16, 18, 31 y 33) estan causalmente asociados con el cancer cervical. Otro
conjunto de HPVs llamados de mediano riesge han sido identificados en tumores cervicales y
ofras lesiones malignas de la region anogenital en hombres y mujeres (HPVs 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 70). El nimero de nuevos tipos de HPV aislados de papilomas benignos anogenitales
y del tracto nasofaringeo es significativamente bajo (HPVs 3, 32, 72, 73), mientras que la mayoria
causa una variedad de lesiones benignas tales como verrugas (HPVs 5, 6, 11,etc.) 1.2.3.4.5.6.7,

El grupo de investigacion pionero del Dr. H. zur Hausen publicd a mediados de los 80's
fuertes evidencias de que dos tipos de HPV (16 y 18) eran detectados en cancer cervical. Desde

entonces se han venido realizando intensas investigaciones en tomo a estos tipos de HPVs,
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aungue gran parte de éstas se han enfocado en el HPV tipo 16 (HPV-16), debido a que ésle tiene
un mayor potencial oncogénico que el HPV tipo 18 (HPV-18), como lo demuestran distintos
estudios en los que el 99.7 % de los carcinomas cervicales son HPV positivos, de los cuales

cerca de un 50% se les ha detectado HPV-16 8. 9. 10,

Tipos de HPV

Genital Figura 1. Arbol filogenético

de los HPVs. Se realizd
glineando el gen E6 de los
papilomavirus mediante analisis
parsimony, y se observa Ia
agrupacion de los virus de alto,
mediano y bajo riesgo (HPV tipo
16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 43, 45,
51, 56, 58), lo que va directamente
relacionado con su capacidad
oncogenica. (Tomado de Myers et
al, 1997).

Tipos de HPY
g P2 Cutaneo

Los papilomavirus son parte de la familia papiffomaviridae de virus tumorales de DNA. A
diferencia de otros papovavirus (por ejemplo los poliomavirus o el virus SV40), todos los genes
de los papilomavirus son codificados en una de las dos hebras de DNA, utilizando fres marcos de
lectura abierta (ORFs) y remocion diferencial de intrones para la expresion individual de cada
gen. Como consecuencia, la expresion de los papilomavirus esta caracterizada por un gran
arreglo de RNAms codificados por diferentes genes. En papilomas animales (por ejemplo BPV-1
en el ganado, CRPY en el conejo), los transcritos tempranos y tardios se originan de varios
promotores, mientras que los transcritos de HPY comienzan a parfir de uno o dos promotores 11,

Todos los papilomavirus exhiben tropismo extremo por las células epiteliales 12, 13,

Aunque el mecanismo de |a infeccién no esta completamente entendido, la actividad génica viral
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depende en gran parte de la interaccion de factores de transcripcion celulares especificos con la
region reguladora viral conocida como la regién de confrol larga (LCR) . La infeccién con
papilomavirus normalmente resulta en la hiperproliferacion celular huésped, y en ciertos tipos
puede permitir la transformacion e inmortalizacion. Lo anterior se debe a que los papilomavirus
expresan dos 0 mas proteinas que transitoriamente alteran el ciclo celular y estimulan la division
celular, afectando al mismo tiempo los mecanismos celulares para la inhibicion del crecimiento.
Para una infeccion productiva, los papilomavirus requieren células diferenciadas terminalmente.
Esta caracteristica biologica del papilomavirus ha impedido [a total reproduccion de su ciclo de
vida en condiciones de laboratorio, debido a la carencia de un modelo altamente eficiente de
epitelio terminal diferenciado in vitro. Sin embargo, la mayoria de las diferentes etapas del ciclo
de vida del papilomavirus han sido establecidas usando estrategias de biologia molecular e

ingenieria genética 13,

1.2 Estructura del virion.

Los papilomavirus son virus no envuellos de DNA de doble hebra, con un genoma
circular de ~8000 pb, con una capside de 55 nm de diametro compuesta de 72 capsémeros de la
proteina L1 que estan arreglados en la superficie en forma de un icosaedro. Las particulas de
papilomavirus [Figura 2] estan constituidas por los productos de los genes L1 (proteina mayor de
la capside) y L2 (proteina menor de la capside). Los capsémeros estan localizados en cada uno
de los 12 vértices y son pentavalentes (es decir, cada uno esta rodeado por cinco capsémeros
adyacentes). Los 60 capsomeros restantes son hexavalentes (cada uno adyacente a seis

capsémeros). L1 es la region més conservada entre los papilomavirus'e.
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Figura 2. Estructura del HPV A) Dibujo tridimensional de la estructura del HPV,
en el que se distingue perfectamente la conformacion de la proteina L1 en la capside

viral.  B) Fotografia en microscopio electronico del HPV. (Tomado de Baker et al,
1991).

1.3 Ciclo viral.

El ciclo viral del papilomavirus comienza con la infeccion de la célula huésped. Este
proceso es ampliamente desconocido, pero es aceptado que no hay un receptor blanco
especifico en la membrana celular. Cuando el DNA viral es liberado dentro del nicleo,
numerosos factores de transcripcion celulares interactian con URR, comenzando entonces la
transcripcion de los dos genes tempranos transformantes del HPV-16: E6 y E7 [Figura 6].
Después de la traduccion, las proteinas transformantes productos de éstos genes interactiian con
los reguladores celulares antioncogénicos p53 y pRB, alterando el ciclo celular e inhibiendo el
arresto de la division celular. Concomitantemente, la expresion de los genes virales E1 y E2
regulan la replicacion y transcripcion del DNA viral. En los HPVs genitales, la proteina E2 reprime
la transcripcion temprana del propio virus, interactuando con sitios blancos especificos dentro de
URR y desplazando a la maquinaria de transcripcion basal. En los papilomavirus animales y
HPVs cutaneos, la proteina E2 activa varios promotores, incluyendo a los promotores tardios. No
esta claro si la proteina E2 estimuia la transcripcion tardia de los HPVs. El genoma de los

papilomavirus se replica a bajo nivel (~20 copias por celula) en un modo de replicacion “theta” en
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epitelio basal, al estar bajo la accion represora del factor transcripcional CDP, abundante este
epitelio. En células diferenciadas, el HPV se replica en un alto nimero de copias (> 100 copias
por célula) por el modo de replicacion de circulo rodante. En esta etapa, comienza la
transcripcion tardia con la produccion de las proteinas de la capside, las cuales tienen la
capacidad de autoensamblar viriones. No se conoce como el DNA del papilomavirus es

empaquetado dentro del virién, ni el mecanismo de liberacion del virus 1718,

Figura 3. Modelo del ciclo viral de los HPV genitales. El vius
infecta células basales del epitelio genital. En la fase temprana del ciclo se
producen las oncoproteinas E6 y E7, las cuales interactian con los reguladores
celulares p53 y pRB, respectivamente, inactivandolos. Més tarde se producen las
proteinas E1 y E2, esenciales para la replicacion del genoma; asimismo la
proteina E2 regula negativamente los genes E6 y E7 con la finalidad de permitir la
diferenciacién celular necesaria para la sintesis de las proteinas tardias y
ensamble viral (Tomado de Alvarez-Salas et al, 1995).

1.4 Organizacidn genomica de los papilomavirus.

La estructura genomica es una caracteristica muy conservada entre los papilomavirus,
pudiéndose distinguir tres regiones: la region temprana, la region tardia y la region reguladora rio
armiba, [Figura 3]. En la region temprana (E) reside el potencial de transformacion e

inmortalizacion del HPV. Esta contiene genes reguladores involucrados en la replicacion viral,
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Introduccion

transcripcion de proteinas y transformacion celular. La region tardia (L) contiene genes que
codifican para las dos proteinas de la capside viral. La regién reguladora rio arriba (URR)
contiene todos los elementos reguladores cis actuantes necesarios para la transcripcion del HPYV,

incluyendo el promotor temprano, ademas del origen de replicacion (ori) 8.

Transformacién
560
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Figura 4. Organizacion Genomica
del HPV-16. En esta figura se
esquematizan las localizaciones de los
diferentes genes virales (tempranos y
tardios), del promotor p97 y de las senales
de poliadenilacion de los transcritos
tempranos y tardios; ademas de la region
URR, responsable de la regulacién de la

Menor de 13, r//r e expresion viral. (Modificado de Lowy DR
capside = f~— e del y s : ; x ’

\Q ) ""‘"“‘”"a...”"‘ — Howley PM. Papilomaviruses. En Field
URR : Ragion Reguiadora Rio Ariba Virology, 2001).

E1-E6 : Genes de la Regidn Temprana
L1-L2 : Genes de la Region Tardia

1.4.1 Genes tempranos.

1.4.1.1 Gen E1.

El gen E1 codifica la proteina mas grande del HPV (68-76 kDa). E1 es
una fosfoproteina nuclear esencial para la replicacion viral que interacta con E2 y se une con
gran afinidad al origen de replicacion localizado en LCR. Las funciones de E1 estan asociadas
con la replicacion del DNA y consisten de actividad de helicasa ATP-dependiente e interaccion
fisica con numerosos componentes de la maquinaria de replicacion del DNA celular (p. e.

primasa y DNA polimerasa alfa) 19.20.21.22,23.
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1.41.2 Gen E2.

El gen E2 codifica una proteina altamente fosforilada de 48 kDa. E2
regula la replicacion y transcripcion del DNA viral a través de la interaccién con secuencias
parciaimente palindrémicas 5'- ACCNeG(G/T)T-3" localizadas en LCR. En HPV-16 y HPV-18 hay
cuatro palindromes de este tipo. La proteina E2 suprime al promotoer a partir del cual las proteinas
E6 y E7 son transcritas. Cuando el HPV-16 se integra dentro del genoma de la célula huésped, la
integridad de los genes E1 y E2 es alterada y se disminuye la represion de la expresion de E6 y
E7. Lo anterior es debido a que hay dos sitios de union de E2 localizados cerca de la caja TATA
del promotor temprano que desplazan a los factores de transcripcion basales, e inhiben la
iniciacién. En contraste, los HPVs cutaneos y papilomavirus animales tienen sus sitios de unién
de E2 mas distantes de la caja TATA y hace posible a E2 activar |a transcripcion. La preteina E2
contiene tres diferentes dominios: el extremo carboxilo es un dominio de union al DNA y el
extremo amino con capacidad de activacion transcripcional, los cuales estan separados por un

dominio “bisagra” rico en prolina, 2.24.25.26,27,28, 28,

1.4.1.3 Gen E4.

El gen E4 codifica una proteina de 10-34 kDa, la cual parece que cumple
una funcion en la liberacion del virus al inducir el colapso de la red de citoqueratina, aunque in

vivo no se ha visto que cumpla esta funcion.

1.4.1.4 Gen E5.

El gen E5 codifica una pequefa proteina hidrofébica comiinmente

encontrada en compartimentos de membrana, incluyendo al aparato de Golgi 31.32. 33, En BPV-1,



CAPITULO | Introduccitn

Andlisis de la expresion dinigida por Ia region URR de kas vanedades europea y asiatico-americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas.

ésta es una proteina celular transformante de 7 kDa, la cual parece ejercer su efecto a través de
la estimulacion de receptores de factor de crecimiento, via transduccion de sefial 3. Esta se une
y activa al receptor PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), y también se une a la
subunidad ATPasa de la proteina poro de 16 kDa y a la proteina relacionada a adaptina de 120
kDa de fibroblastos. Este es uno de los marcos de lectura abiertos (ORFs) mas pobremente

conservados entre los papilomavirus 35 3. 37, 38, 39, 40.

1.4.1.5 Genes E6 y ET.

Los genes EB y E7 codifican para proteinas pequefas nucleares de entre 16-19 y 10-14
kDa, respectivamente 4'. 42 Ambos genes se encuentran y expresan en todas las células que
contienen HPV 43.44 E| producto de E6 de HPVs de alto riesgo (HPV-16 y HPV-18) interactlia con
la proteina reguladora antioncogénica p53 y la proteina EBAP de la ruta de degradacion de
proteinas de ubiquitina, permitiendo la degradacion de |a propia p53 45 46. 47. La proteina E6 de
tipos de HPV de bajo riesgo (HPV-6 y HPV-11) no induce la degradacion de p53, lo cual esta
correlacionado con su débil potencial transformante 4. 4. % La ausencia de la proteina p53
funcional hace a la célula altamente susceptible de dafio a su DNA y previene la activacion de la
apoptosis mediada por p53. Es notable que la mayoria de los tumores cervicales HPV-positivos
tienen p53 de tipo silvestre, mientras que los fumores cervicales HPV-negativos contienen p53
mutado, 51.52 53, 54,55

El gen E6 de HPV-16 tiene dos sitios de empalme alternativo responsables de la
produccidn de dos proteinas adicionales llamadas E6*1 y E6*Il. Sin embargo, solo la proteina E6
completa tiene la capacidad de interactuar con p53 y debido a éslo, es la (nica isoforma de este

gen con relevancia clinica. La proteina E6 contiene cuatro motivos Cys-X-X-Cys formando
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estructuras de dedos de zinc similares a los presentes en varios factores de franscripcion. Sin
embargo, el papel de E6 en la transcripcion del HPV no ha sido claramente establecido. 3.5, 57,
El gen E7 de HPV-16 es expresado como parte de un transcrito primario policistronico
que también contiene a E6. Como ambos genes transformantes son expresados a partir del
mismo RNAm, este transcrito ha venido a ser un blanco para terapias de inhibicién de genes. La
proteina E7 contiene dos motivos Cys-X-X-Cys que también generan dos dedos de zinc y
presentan funciones reguladores transformantes y transcripcionales similares a |a proteina E1A
de adenovirus y al antigeno T grande de SV40 38,59, Aunque E7 puede por si solo transformar e
inmortalizar células in vifro ©, |a transformacion e inmortalizacién de las células epiteliales
requiere de la proteina E6 6'. 62. Al igual que E1A y el antigeno T grande, E7 controla el ciclo
celular por interaccion con el regulador antioncogénico P1osRB 6364 y ofras proteinas asociadas a
RB, tales como P17 ¥ Pis, desplazando al factor de franscripcién E2F 65, Esto resulta en la

activacion derregulada del ciclo celular en la célula infectada. 3.57. 58, 66. 67,

1.4.2 Genes tardios.

1.4.21 Genes L1Y L2,

El gen L1 codifica para la proteina mayor de la céapside de 56-60 kDa. L1, la mas
antigénica de las proteinas de papilomavirus, esta débilmente fosforilada y no se une al DNA 8.
83: puede ser glucosilada y formar puentes disulfuro, pero |as implicaciones de estos cambios no
estan claras todavia. L1 esté relativamente bien conservada entre todos los papilomavirus, tiene
la capacidad de autoensamblaje y es la molécula predominante en la capside viral 70. 71, Por su
parte el gen L2 codifica para la proteina menor de la capside de 49-60 kDa, la cual esta

altamente fosforilada y se une al DNA. A diferencia de L1, L2 no se autoensambla. 72.73,
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1.4.3 Region reguladora rio arriba.

La regién reguladora rio arriba (URR por sus siglas en inglés: upstream regulatory
region), también referida como region de control larga(LCR) o region no codificante {NCR),
abarca desde la regién de la terminacion del gen L1 hasta la primera metionina del gen E6. URR
es |a regibn menos conservada entre los papilomavirus. Esta contiene el promotor temprano y
varios motivos reguladores transcripcionales, incluyendo elementos para la familia AP-1, YY1,
NF-1/CTF, Oct-1, TEF-2, KRF-1y Sp1 y los sitios de unién para el regulador E2 viral. El origen de

replicacion también esta localizado en URR, normalmente centrado entre dos sitios de union de

E2 20,%0,74,75,76,77,78,79, 80

1.4.3.1 Caracteristicas de la region URR.

La longitud de URR varia entre 800 a 1000 pb para los diferentes tipos de HPVs. Esta
region se encuentra localizada directamente ric arriba de los genes E6 y E7. Los genes E1, E2 y
E5 se encuentran localizados rio abajo de los genes E6 y E7. La region URR puede ser dividida
en tres partes: la region 5°, el segmento central y la region 3" [Figura 4]. La transcripcién del RNA
comienza a partir de un promotor situado en la region 3" del URR, directamente rio arriba del gen
E6. Este promotor es referido como Pg7 para el HPV-16 y P1os para HPV-18. El promotor consiste
de una caja TATA y un sitio de inicio de la transcripcion que es regulado por una region
potenciadora localizada en la region central y 3" del URR. A éste se le unen factores de
transcripcion celulares. La region 3' de URR también contiene dos sitios de unién para los factor
de transcripcion viral E2 y los factores celulares SP1 y YY1. El origen de replicacion contiene un

sitio de unién para la proteina viral E1. 58,8281,

10
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El segmento central de URR contiene un potenciador constitutivo que es mas activo en
células epiteliales y depende solo de factores de transcripcion celulares 8.82.83.84, Varios sitios de
union para factores de transcripcion celulares se encuentran en esta region, tales como AP-1,
NF1, Oct 1, TEF1, TEF2 y YY1, ademas de elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE por
sus siglas en inglés: glucocorticoids response element). Todos estos factores son ubicuos y
pueden funcionar en diferentes tipos celulares. La region 5° de URR contiene sefiales de

terminacion y poliadenilacion de los transcritos virales tardios 8,

Potenciador especifico de tejido

Prormotor
¥Yi precoz

cop
GRE
NF1
NF1
NF1
v
YY1

7730 7840 7906 97

replicacion

Figura 5. Representacion esquematica del URR del HPV-16. El URR se divide en tres partes: el
promotor precoz (regién 3°), el potenciador (region central) y la region distal (region 57). La regién URR del HPV-16
posee distintos elementos de accion en cis sobre los cuales se unen disfintos factores franscripcionales, entre los que
se encuentran los factores de transcripcion basales que poseen todos los tipos celulares, ademas de los factores de
transcripcion especificos de tejido que le dan la especificidad de expresion en ciertos tejidos. Asi mismo tiene sitios de

union para los factores transcripcionales virales E1 y E2; éste ultimo regula la transcripcion de los genes virales E6 y
E7.

El factor transcripcional viral E2 es el tnico factor de tal origen de entre los numerosos
factores transcripcionales capaces de interactuar con URR, y su actividad es importante para la
funcion de los genes transformantes de HPV.

La region URR de HPV contiene cuatro sitios de union para E2. Los datos concemientes
al efecto de E2 en la transcripcion de los genes E6 y E7 son contradictorios. Por un lado, los
productos del gen E2 pueden funcionar como represores para los promotores del HPV-18 32, y

mutaciones en el gen E2 incrementan el nivel de células inmortalizadas por los productos de los

11
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genes EB y E7 85, Por otro lado, algunos datos indican que la proteina E2 de HPV-16 y HPV-18
activan al promotor URR %8, Probablemente estas diferencias son causadas por la sintesis de
RNAm empalmados altemativamente del gen E2, permitiendo la formacion de formas
incompletas de la proteina E2. El dominio N-terminal transactivador de la proteina E2 puede
interferir con el potencial activador de |a proteina E2 completa. =2,

Entre los numerosos factores celulares que podrian interactuar con URR, hay unos que
sé ha visto que son esenciales para Ja manifestacion de los genes E6 y E7. El primero es el factor
transcripcional AP-1. Esta proteina dimérica compleja consiste de una copia de cada miembro de
los productos de la familia de genes jun y fos. Los URR de HPV-16 y HPV-18 contienen tres y
dos sitios de union para AP-1, respectivamente. Los sitios de union para AP-1 regulan la
actividad transcripcional de URR %8 78 8 Otro importante regulador de URR, el factor
transcripcional YY1, funciona como un activador y un represor de la transcripeion, dependiendo
del tipo viral, tipo celular y la actividad de otros factores de transcripcion, especialmente de AP-1
8.87, Es posible que a otro grupo de sitios se les una C/EBP (Proteina de Union al Aumentador -
CCAAT). Los factores de este tipo se pueden asociar no solo con la regién correspondiente del
DNA en el URR, sino por su unién a otros factores celulares. La principal funcién de este grupo
de genes es regular la diferenciacion celular y activar genes de varias citocinas. El factor de
transcripcion SP1 puede interactuar con un elemento de la caja GC y su sitio esta directamente
localizado rio abajo de la caja TATA. Este factor es esencial para la transcripcion del genoma
viral 88.89,

Entre los factores de franscripcion del grupo de receptores nucleares, dos clases
(receptores de hormonas esteroides y receptores de retinoides y hormonas tiroideas) tienen sitios
de unién dentro del URR. Los GRE pertenecen al grupo de receptores de hormonas esteroides.

Un sitio responsable de la unién de glucocorticoides (GRE) esta localizado en la region 3 entre

12
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los sitios de union AP-1 y Sp1. Ambos tipos de receptores activan la transcripcion. Un factor de
transcripcion especifico de queratinocitos, KRF1, se puede unir a AP-1 para la activacion
transcripcional 91.90, 81, 82,

URR también tiene varios sitios de union para proteinas que contienen el llamado
“dominio POU" que se une a la secuencia octamérica ATGCAAAT. Una de estas proteinas (Oct1)
reprime al URR de HPV-18, mientras que otra (Epoc1) tiene un efecto opuesto. Los factores de la
familia NF1 tienen varios sitios de union en la region de un represor constitutivo. Estos sitios
tenen una relativa baja afinidad y son necesarios probablemente para la especificidad
transcripcional en células epiteliales. Los factores transcripcionales TEF1 y TEF2 tienen cuatro

sitios dentro del aumentador de HPV-16 y se piensa que activan al promotor Pgy 9. 93,94,
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Figura 6. Esquema de los diferentes empalmes alternativos de la expresion del HPV. En este
esquema se muestran los diferentes RNAm resultantes de la expresion del HPV, asi como los diferentes marcos de
lectura se generan (Tomado de Kirii Y and Matsukura T, 1998),
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Los factores reguladores de la transcripcion de los genes transformantes del HPV
mencionados en el parrafo anterior proveen evidencia de que el control transcripcional es
complicado y esta regulado por numerosos factores que tienen efectos positivos y negativos.

Estes no solo se unen a URR, sino que también interactian con otros factores transcripcionales.

1.5 Clasificacién de los HPV,

Los tipos de HPV son definidos por variacicnes de secuencia de mas de 10% entre si. La
secuencia de nucleotidos en sdlo una regién del genoma puede ser usada para definir el tipo de
HPV y la varianie intratipo. Las variantes intralipo varian hasta en un 2% en regiones

conservadas del genoma (tales como E1 y L1) y méas del 5% en |a region URR 57.76.84, 9.9

1.5.1 Subclasificacion del HPV tipo 16.

Las variantes de HPV-16 pueden ser divididas en cinco grupos filogenéticos,
cada una predominante en regiones geograficas especificas 7 97.99.97. %8 A saber: europea (E),
asiatica (As), asiatico-americana(AA), africana-1 (Af1) y africana-2 (Af2). Adicionalmente
variantes filogenéticos menores han sido identificadas y designadas como: Norteamericana-1
(NA1), E-G131 y AA-G183/AA< 76 9, Existen indicios de que el HPV-16 prolotipo (variante
europea) y las variantes de HPV-16 exhiben diferencias en sus propiedades biologicas y
bioquimicas. Las variantes no europeas de HPV-16 pueden ser detectadas mas a menudo en
neoplasias de altc grado que el HPV-16 prototipo 13. 99,100, 101 'y |as variantes AA del HPV-16
muestran diferencias en la degradacion de p53 debido a sus proteinas E6 102, La variante AA
también exhibe una actividad incrementada del promotor p97 comparada con el HPV-16
prototipo, al igual que |a variante NA1. Dicha variacion en la actividad promotora se atribuye a un

cambio nucleotidico de A/C en la posicion 7729, la cual le incrementa la potencia tres veces
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comparandola con la ejercida por el HPV-16 prototipo 31,84, por lo cual se le atribuye a este tipo

una mayor virulencia en comparacion con la variante E.

1.6 Justificacion.

Este estudio pretende determinar si los cambios nucleotidicos en la regién URR de las
variedades europea y asiatico-americana del HPV-16 y europea del HPV-18 afectan la expresion
tisular-especifica del potenciador transcripcional. El estudio también persigue corroborar la
potencia del promotor de cada variedad en lineas HPV positivas y determinar el efecto inductor

de glucocorticoides que interactian con el potenciador.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion dirigida por la region URR de las variedades europea y asiatico-
americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Construir los vectores de expresién portadores de las regiones URR de interés, dirigiendo Ia
expresion del gen reportero EGFP.,

2. Evaluar los niveles de expresion del gen reportero dirigidos por la regién URR en diferentes
lineas celulares de origen humano.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1 Origen de los reactivos

El material pléastico utilizado para cultivo bacteriano y extraccion de DNA fueron
adquiridos de Costar™ (Cambridge, MA, EUA), Falcon™ (Lincoln Park, NJ, EUA) y CEL
Associates, Inc. (Pearland, TX, EUA).

Los reactivos utilizados para la preparacidn de medio de cultivo bacteriano y preparacién
de soluciones se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (Missouri, MI, EUA).

Las enzimas de restriccion empleadas se obtuvieron de New England Biolabs, Inc.
(Beverly, MA, EUA).

El material plastico utilizade para cultivo celular (frascos, tubos, pipetas desechables y
unidades de filracion) fueron adquiridos de Costar™ y Falcon™,

Los reactivos para la preparacion de medic de cultivo, asi como suero bovino fetal (SBF),
tripsina, se adquirieron en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA), Hyclone, Inc. (Logan, UT,
EUA) e Invitrogen™ (Carlsbad, CA, EUA), respectivamente. El reactivo LIPOFECTAMINE™ vy el
reactivo PLUS™ se adquirieron de Invitrogen.

El reactivo Rojo de Clorofenol-B-D-galactopirandsido fue adquirido de Calbiochem® (San
Diego, CA, EUA). Los oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados por Invitrogen™.

Los kits Endofree Maxi Plasmid Kit y QIAEX Il utilizados fueron de la marca QIAGEN

(Valencia, CA, EUA).
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3.2 Origen del material biclogico

Los plasmidos empleados fueron pBlueScript (STRATAGENE®, Cedar Creek, TX, EUA),
pCMV Sport B-Gal (Invitrogen™) y pGREEN lantem-1 (Gibco — BRL Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD, EUA). Las lineas celulares SiHa, C33-A y Hela fueron donadas por el
Dr. Patricio Gariglic Vidal del Departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-
IPN; HepG2 por el Dr. Alejandro Garcia Carranca de! Instituto Nacional de Cancerologia, México,
DF.; HuTu-80, JAR y UB7MG por el Dr. José Luis Castrillo Diez (Centrc de Biologia Molecular
“Severo Ochoa”, Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Espafia); y Huh7 por la Dra. Ana
Maria Rivas Estilla del Laboratorio de Infectologia Molecular de la ULIEG.

La cepa de Escherichia coli XL1-Blue empleada en los ensayos de transformacion y

propagacion de los plasmidos recombinantes fue obtenida del cepario de la ULIEG.

3.3 Equipo

Se utilizo una balanza digital Sartorious modelo 1206 MP (Camibh Géttingen, Alemania),
una balanza analitica OHAUS modelo AP1105 (Florham Park, Suiza), micropipetas Eppendorf
Research (Camibh Goéttingen, Alemania), un horno de microondas Goldstar modelo MA-857M,
una microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C {Camibh Gottingen, Alemania), un microscopio
invertido Karl Zeiss (alemania), un lector de placas de ELISA Multiskan EX (Termo Labsystems,
Vantaa, Finlandia), un fluorometro (BIORAD), una campana de flujo laminar (Labconco Co,
Kansas City, MO, EUA), un termociclador MJ Research modelo PTC-100 (Watertown, MA, EUA).

La captura de datos y de la tesis en su totalidad se realizd en una computadora SONY
VAIO PCG-FXA32. El software utilizado fue el conjunto de programas de Office XP de

Microsoft™, CorelDraw Graphics Suite 11, Redasoft Visual Cloning 2000. Para el disefio de
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iniciadores y analisis de las secuencias de &cidos nucleicos se utilizaron los programas Oligo 4.0,

Amplify 1.0, Amplify 2.53p y DNAstrider 1.3, de la plataforma Macintosh. Para la bisqueda de

sitios de union de factores transcripcionales se utilizd el programa Primer Premier 5™ y la base

de datos en linea MatInspector de la compaiiia Genomatix.

El analisis de los resultados se realizd en el programa estadistico SPSS 11.5 para PC.

Para la busqueda de informacion se recurrié a la pagina de Internet del National Center for

Biotechnology Information, NIH, MD, EUA.

3.4 Métodos

El trabajo se realizé en tres etapas, como se muestra en la figura 7: 1) Construccion de

los vectores de expresion experimentales y sus respectivos controles, 2) evaluacion de los

niveles de expresion dirigidos por URR en diferentes lineas celulares humanas y 3) analisis y

correfacion estadistica de los resultados obtenidos.

\\Ab v:f
e
s

Construir los vectores de
expresion experimentales y
sus respectivos controles.

Evaluar niveles de expresion
dirigidos por URR en diferentes
lineas celulares humanas.

v

SiHs Casdl  CI3A ca

Analizar y correlacionar
estadisticamente los
resultados obtenidos.

Figura 7. Estrategia General. Se indican las tres etapas principales en las que consistio el

presente trabajo.
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3.4.1 Clonacién de las regiones URR del HPV-16 y 18.

Para la obtencion de las regiones URR del HPV-16 se partid de biopsias de pacientes
con cancer cervical, a las cuales se les extrajo el DNA. Posteriormente se amplificé la region
URR [ver figura 8a] con iniciadores especificos para esta region de los HPV's tipo 16, los cuales
contenian adaptadores para las enzimas de restriccion Sal | y Bel |, respectivamente P971 y
P972 [ver tabla | y figura 9). Los iniciadores fueron disefiados segln la secuencia del HPV-16 de
referencia 1. Una vez amplificados, los fragmentos de 618 pb [ver figura 8a] resultantes fueron
clonados en el vector de clonacion pBlueScript SK+ por vector T y posteriormente secuenciados,
para que a partir de su secuencia se pudiera identificar a las variedades de HPV-16. Para nuestro
estudio se seleccionaron las clonas con las variedades europea y asiatico-americana [ver figura
10a].

De igual manera, para la obtencién de la region URR del HPV tipo 18 se partié de DNA
de la linea celular Hela, a partir del cual se amplifico la region URR con iniciadores especificos
para esta region de los HPVs tipo 18, los cuales contenian adaptadores para las enzimas Sal | y
Bet |, p1051 y p1052; respectivamente [ver tabla [). Los iniciadores fueron disefiados segun la
secuencia del HPV tipo 18 (gi:9626069). Una vez amplificado, el fragmento de 626 pb resultante
[ver figura 8b] fue clonado en el vector de clonacion pCR®-XL-TOPQ® y posteriormente

secuenciado para aseqgurarse de la identidad de la secuencia clonada [ver figura 10b).
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Tabla |. Secuencia de los iniciadores utilizados. En esta tabla se muestran el nombre y la
secuencia de los iniciadores disefados para amplificar las regiones URR de los HPV-16 y 18.

TIPODEHPV  INICIADOR SECUENCIA Tm
16 P97t §-TTTGCTACGTCGACTTTTTGTTTTAT-3 64.4°C
P72 §-TCTTTTGGTGATCAARATGTCTGC-3 66 °C
18 PI051  §-TGTTTGTCGACTGGGTGTTGCTTGTTGS  749°C
P1052  5-CGCGCCTGATCATTGTGGTGTGTT-3" 756°C

Bel!

Tabla II. Condiciones de PCR. En esta tabla se muestran las condiciones de PCR empleadas
para |a amplificacion de las regiones URR, tanto del HPV-16 como del HPV-18.

REACTIVOS Volumen
(1X)
Agua MiliQ 15.35 pl
PCR Buffer Il 10X 25l
MgClz 2 10 mM 2n
dNTPs a 100 mM 0.5 pl
AmpliTaq Gold™ a 5 U/l 0.15 pl
Iniciador 5" a 5 uM 2l
Iniciador 3" a 5 uM 2ul
DNA (~ 100 ng/pl) 0.5
VOLUMEN TOTAL 25
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Figura 8. PCR virtual generada por el programa Amplify 2.538. A) Se muestra de manera
grafica el fragmento de 618 pb generado al amplificar la region URR del HPV-16 con los
iniciadores p971 y p972. B) De igual manera se muestra de manera gréafica el fragmento de 626
pb generado al amplificar la region URR del HPV-18 con los iniciadores p1051 y p1052.
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Figura 9. Programa de temperaturas para PCR de URR. Se muestra de manera grafica el

programa de temperaturas empleado para la PCR de la amplificacion de las regiones URR tanto
del HPV-16 como HPV-18.
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Figura 10. Mapas de restriccion de las regiones URR clonadas en los vectores de
clonacién. A) Mapa de restriccion de pBlueScript con la region URR del HPV tipo 16 clonada por
vector T; en éste se muestran los sitios de restriccion empleados para su subclonacion en el
vector de expresion. B) Mapa de restriccion de la regién URR del HPV tipo 18 clonado en el
vector de clonacion pCR®-XL-TOPO®, indicando los sitios de restriccion utilizados para su
subclonacion en el vector de expresion.

3.4.2 Construccion de los vectores de expresion

Para |a evaluacion de la fuerza promotora de las regiones URR se planteo la utilizacion
del gen de la proteina verde fluorescente potenciada (EGFP) como gen repertero y el empleo del
vector de clonacién pBlueScript como esqueleto plasmidico.

A partir del plasmido pGREEN lantem-1 [figura 11] (el cual consiste del gen EGFP
dirigido por el promator de citomegalovirus y con una sefial de poliadenilacion de SV40) se
obtuvo al gen reportero, el cual se uso6 para la construccion del plasmido control negativo y de

los plasmidos problema. El control positivo fue el propio pGREEN lantern-1.
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Figura 11. Mapa de restriccion del vector plasmidico pGREEN lantern-1. En el mapa se
muestran los sitios de restriccion Ngo M IV y Sal | empleados para la liberacion de EGFP y la
secuencia de poliadelinacion de SV40, Tambien se muestran los sitios Not | con los que fue
clonado el gen EGFP.

A continuacion se describe la metodologia sequida para la construccion del plasmido

control negativo y de los plasmidos problema.

3.4.2.1 pLESS-EGFP (control negativo)

Con las enzimas de restriccion Ngo M IV y Sal | se digirio al plasmido pBlueScript SK+,
de manera secuencial, lo que gener6 dos fragmentos: 2615 pb y 346 pb [figura 12]. La reaccidn
de digestion se incubd 12 h a 37°C [ver tablas Il y IV], periodo tras el cual se inactivaron las
enzimas de restriccion por calentamiento a 80°C por 15 minutos. El fragmento de 2615 pb sirvié
como esqueleto plasmidico.

Por otra lado el plasmido pGREEN lantern-1 se digirid de manera secuencial con las
enzimas Ngo M IV y Sal | [ver tablas Il y IV]. La reaccién de digestion se incubd a 37°C por 12 h,
periodo tras el cual se corrid una electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer de corrida TBE
1X, con un voltaje constante de 75 V por un periodo de 1 h. Una vez transcurrido este periodo se

ifio el gel con bromuro de etidio a 2 pg/ml y se identificé la banda correspondiente a 1534 pb
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(correspondiente al gen EGFP y la secuencia de poliadenilacion de SV40) [figura 12], la cual se

cortd del gel y se purifico siguiendo las instrucciones del estuche comercial QIAEX |1,

Tabla Ill. Mezcla de digestion preparativa de los vectores pBlueScript SK (+) y pPGREEN

lantern-1 con la enzima Sal l.

Reactivo Volumen
DNA plasmidico (1 pg/ul) 10 p
Buffer Unico de Sal 1 10X 5l
BSA 10X 5l
Enzima Sal | (100 U/pl) 3l
Agua MiliQ 27l

Tabla IV. Mezcla de digestion preparativa de los vectores pBlueScript SK (+) y PGREEN

lantern-1 con la enzima Ngo M IV.

Reactivo Volumen
DNA plasmidico (1 pg/pl) 10 pl
Buffer NEB 4 10X 5ul
Enzima Ngo M IV (10 U/pl) 5l
Agua MiliQ 30

Una vez purificado el fragmento de interés, se procedio a ligarlo con el esqueleto

plasmidico de 2615 pb proveniente de pBlueScript. La ligacién se llevd a cabo a 17°C x 16 hrs,

con T4 DNA ligasa [Tabla V] y posteriormente fueron transformadas a bacterias calcio

competentes XL1-Blue, para finalmente estriar en placas petri con medio de cultivo LB agar con

ampicilina 0.1 mg/ml, y seleccionar colonias. Tras un posterior analisis con enzimas de

restriccion, se caracterizaron las clonas resultantes [figura 12] y sus identidades fueron

confirmadas por secuenciacion parcial.
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Tabla V. Mezcla de ligacion del esqueleto plasmidico y el gen EGFP .

Reactivo Volumen
Esqueleto plasmidico Ngo M IV - Sal | 2ul
(proveniente de pBS) (~ 300 ng)
Inserto EGFP - PoliA Ngo M IV - Sal | 8 ul
(proveniente de pGREEN lantern-1) [~ 300 ng]
Enzima T4 DNA ligasa (NEB) 2 ul
Buffer de ligacion 10X (NEB) 2ul
ATP 10 mM (Invitrogen) 2 pl
Agua MiliQ 4l
\"!

AMPr AMPY

S
el
pBluwscrion $K fo) Lulm NeX

'w?""b{ oo
oM v p3o pBlusscrigl 5K (+) Swi
"" e 2 i,
L ! -
TOCIOr ONpSir
3 BOICH v 16l

puC on PUC orl
ey TIT
AMPY 1
g con
14 DA 10 » SV40 PolyA
0N pEssEGFP W z
&'C x 12 ot u
d
ERE 1Y i
&
&
pUC on' “‘t@ EGFP
a8 (1060
e -
o SVAS potyh
- Cen "
“ e
4 MUASON CON
R PGREEN lartem- 4 NRa MYy 'w",:. Hwn poiyA
NOCTY QRS Ll g
a~ Amp ¢ 1ROC 2 15 me
NI P O fierenito de
Pt ol 1528 pbton QIAEX Y

Figura 12. Estrategia para la construccion de pLESS-EGFP. El plasmido pBlueScript SK (+)
fue empleado como esqueleto plasmidico. Primeramente pBlueScript SK (+) fue digeride con las
enzimas de restriccion Ngo M IV y Sal | en una digestion secuencial. Al mismo tiempo el plasmido
pGREEN lantern-1 fue digerido con las mismas enzimas. La banda de 1528 pb correspondiente
al gen EGFP y la secuencia de poliadenilacion de SV40, fue purificada del gel con QIAEX II. Una
vez recuperada la banda de 2615 pb proveniente de la digestion de pBlueScript SK (+) se ligé al
fragmento de 1528 pb, para obtener finalmente la construccion pLESS-EGFP.
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3.4.2.2 pURRaa - EGFP u pURRe-EGFP (plasmidos problema)

Una vez que se obtuve la construccion pLESS-EGFP se procedié a la insercion de la
region URR de ambas variedades.

El plasmido pLESS-EGFP fue digerido en una doble digestion con las enzimas Hind Il y
Pst | [tabla VI] a 37°C por 16 hrs., lo que generé un fragmento de 4127 pb y otro de 22 pb [figura
13]. La digestion fue inactivada por calor a 65°C x 10 minutos. Por otra parte, los plasmidos
donde fueron clonadas las regiones URR de las variedades AA y E del HPV-16 fueron digeridos
con las mismas enzimas de igual manera [figura 13]. Las digestiones fueron inactivadas por calor
a 65°C x 10 minutos, periodo tras el cual se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%
en buffer de comrida TBE 1X, con un voltaje constante de 75 V por un periodo de 1 h. Una vez
transcurrido este periodo, se tifi¢ el gel con bromuro de etidio 2 mg/ml y se identific la banda de
650 pb (correspondientes a las regiones URR del HPV-16 clonadas), la cual fue cortada y
purificada segun lo descrito por el estuche comercial QIAEX 1.

Tabla VI. Mezcla de digestion doble preparativa de los vectores pLESS-EGFP y pTOPO-
URR-HPV18 con las enzimas Hind lll y Pst .

Reactivo Volumen
DNA plasmidico (1 pg/pl) 10 pl
Buffer NEB 2 10X Sul
BSA 10X 5l
Enzima Hind Il (100 U/pl) 3ul
Enzima Pst | (100 U/pl) 3l
Agua MiliQ 24 pl

Una vez purificados los fragmentos de interés se procedieron a ligarlos directamente con
una porcién de la digestion de pLESS-EGFP sin purificar, para que por competencia se

generaran las clonas de interés, Las ligaciones se llevaron a cabo con T4 DNA ligasa a 17°C por
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16 hrs [figura 13). Posteriormente, las clonas fueron introducidas en bacterias calcio competentes
XL1-Blue y estriadas en placas petri con medio de cultivo LB agar con Ampicilina 0.1 mg/ml,
siendo incubadas a 37°C por 16 hrs. Finalmente se seleccionaron colonias, las cuales tras un
posterior analisis, se caracterizaron con enzimas de restriccion. Las clonas resultantes fueron

confirmadas por secuenciacion.

Tabla VII. Mezcla de ligacion de pLESS-EGFP y la region URR del HPV tipo 16.

Reactivo Volumen

Esqueleto plasmidico Hind Il - Pst | 2 ul
(proveniente de pLESS-EGFP) (~ 300 ng)

Inserto URR Hind Il - Pst | 8l
(proveniente de las clonas pBS-URR AAy E) [~ 300 ng]

Enzima T4 DNA ligasa (NEB) 2l
Buffer de ligacion 10X (NEB) 2l
ATP 10 mM (Invitrogen) 2l
Agua MiliQ 4l

Figura 13. Estrategia para la construccion de pURR-EGFP. El plasmido pLESS-EGFP fue
digerido con las enzimas de restriccion Hind Ill y Pst | en una digestion doble. Al mismo tiempo
las clonas pBS-URR AA y E fueron digeridos con las mismas enzimas y la banda de 650 pb
correspondiente a la region URR fue purificada de gel con QIAEX |I. Posteriormente se ligo a una
porcion de la digestion de pLESS-EGFP sin purificar, para obtener finalmente las construcciones
pURR-EGFP con las dos variedades de URR empleadas.
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3.4.2.3 pURRs- EGFP

Para la construccion de este vector, se siguid la misma estrategia que para la
construccion de los plasmidos problema pURR-EGFP, con la diferencia de que la region URR de
HPV-18 fue tomada del plasmido donde anteriormente habia sido clonada, mediante digestion
con las enzimas Hind lll y Pst | a 37°C por 16 h [tabla VIII), lo que generé un fragmento de 3443
pb y otro de 702 pb. El fragmento de 702 pb cormrespondiente a la regiéon URR del HPV-18
clonada se ligd a una porcion sin purificar de pLESS-EGFP previamente digerido con las enzimas
Hind Il y Pst | a 37°C por 16 h [tabla VIII] e inactivadas a 80°C x 15 minutos. La ligacion se llevo
a cabo con T4 DNA ligasa a 17°C por 16 h [tabla IX]. Posteriormente el plasmido fue transferido a
bacterias calcio competentes, estriado en placas petri con medio de cultive LB agar con
ampicilina 0.1 mg/ml, e incubadas a 37°C por 16 hrs. Finalmente se seleccionaron colonias, las
cuales se caracterizaron tras un posterior analisis con enzimas de restriccion. De la misma
manera, las secuencias de las clonas resultantes fueron confirmadas por secuenciacion parcial.

Tabla VIII. Mezcla de digestion doble preparativa de los vectores pLESS-EGFP y pBS-URR
con las enzimas Hind lll y Pst|.

Reactivo Volumen
DNA plasmidico (1 pg/pl) 10 pl
Buffer NEB 2 10X Sl
BSA 10X 5 ul
Enzima Hind (Il (100 U/pi) 3ul
Enzima Pst | (100 U/pl) 3yl
Agua MiiQ 24 pl

29



CAPITULO I Material y métodos
Anélisis de la expresion dirigida por |a regidn URR de |as variedades europea y asiatico-americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas.

Tabla IX. Mezcla de ligacion de pLESS-EGFP y la region URR del HPV tipo 18.

Reactivo Volumen

Esqueleto plasmidico Hind Il - Pst | 2l
(proveniente de pLESS-EGFP) (~ 300 ng)

Inserto URR Hind Il - Pst | 8l
(proveniente de la clona pTOPO-URR-HPV18) [~ 300 ng]

Enzima T4 DNA ligasa (NEB) 2 ul
Buffer de ligacion 10X (NEB) 2 ul
ATP 10 mM (Invitrogen) 2l
Agua MiliQ 4l
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Figura 14. Estrategia para la construccion de pURR1s-EGFP. El plasmido pLESS-EGFP fue
digerido con las enzimas de restriccion Hind Ill y Pst | en una digestion doble. Al mismo tiempo la
clona pTOPO-URR-HPV18 fue digerida con las mismas enzimas y la banda de 702 pb
correspondiente a la regién URR fue purificada de gel con QIAEX II. Posteriormente se ligo a una
porcion de la digestion de pLESS-EGFP sin purificar, para obtener finalmente la construccion
PURR1s-EGFP.
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3.4.3 Purificacion de los plasmidos.

Una vez que ya habian sido obtenidos todos los plasmidos de interés, se procedio a
crecerlos a gran escala en un volumen de 500 ml de medio LB con ampicilina 0.1 mg/ml y
purificarlos por columna con el estuche comercial Endofree Maxi Plasmid Kit (QIAGEN), segdn las
especificaciones descritas por el fabricante. Posteriormente se cuantificaron al espectrofotometro
mediante lectura a 260 nm para determinar la concentracion del DNA y también se determiné su

pureza mediante el indice resultante de las absorbancias a 260 y 280 nm.

3.4.4 Ensayos de transfeccion.

3.4.4.1 Condiciones de cultivo celular

Todas las lineas celulares utilizadas se mantuvieron en medio de cultivo DMEM
(Culbecco’s Modified Eagle’s Medium) con 10% de SBF a 37°C en una atmasfera controlada con
CO:2 al 5% y 95% de humedad relativa.

Para el mantenimiento del cultivo celular se siguié el siguiente protocolo:

1) A un cultivo confluente al 80-100% se le agregaron 2 ml de tripsina 1X y se incubaron por

5 minutos a 37°C.

2) Se recuperaron las células despegadas en un tubo conico de 15 ml y se centrifugaron a

2500 RPM x 1 minuto. Se descart6 la tripsina y se resuspendieron en 5 ml de medio

DMEM sin suero. Se centrifugaron a 2500 RPM x 1 minuto. Se descartd el sobrenadante

y la pastilla celular se resuspendio en 3 ml de medio DMEM con 10% de SBF.

3) Se contaron las células y la viabilidad celular en una camara de Neubauer y se transfirio

una alicuota de 1 x 108 células a una nueva botella de 75 cm2.
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4) Se agregaron 20 ml de medio DMEM con 10% de SBF sin antibiéticos.
5) Se incubaron en una atmésfera controlada de 5% de COz, 95% de humedad relativa a

37°C; y se les realizé cambio de medio cada 72 h.

Para preparar las células para los ensayos de transfeccion se partio de cultivos al 80% y
en fase logaritmica. Se procedid a despegar las células con tripsina 1X y realizar la cuenta
celular. Se inocularon 1 x 105 células en placas de 24 pocillos y se incubaron por un periodo de

24 h antes de los ensayos de transfeccion.

3.4.4.2 Optimizacién de las condiciones de transfeccion.

Para optimizar las condiciones de transfeccion, se realizaron diversos ensayos variando
las concentraciones de lipofectamina y reactivo PLUS y cotransfectando al vector pGREEN
lantern-1 con pCMV Sport BGal en diferentes concentraciones.

Las concentraciones de lipofectamina ensayadas fueron: 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0y 0.5 pg;
las cantidades de reactivo PLUS ensayadas fueron 6, 5, 4, 3, 2 y 1 pl; y las concentraciones de
DNA empleadas fueron las siguientes: 2.0, 1.5, 1.0 y 0.5 ug de DNA total.

La mejor condicion de transfeccion fue ensayada para todas las lineas celulares y se
escogieron las que tuvieron la misma eficiencia de transfeccion,

De esta manera fue posible encontrar las condiciones dptimas para la introduccion de los
plasmidos, empleandc el siguiente protocolo:

1) En un tubo de 1.5 ml se colocaron 396 il de medio de cultivo DMEM sin suero y 4 pl de
lipofectamina 2 pug/pl, se mezcld y se incubé por 15 min a temperatura ambiente.
2) Al mismo tiempo a otro tubos de 1.5 ml se agregaron 320 pl de medio de cultivo DMEM

sin suero y 20 pl del plasmido a estudiar y 20 pl de pCMVSportpGal, ambos a una
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concentracion de 0.100 pg/pl, para generar una solucién de 1 pg de DNA totales/100 pl.
La solucidn se mezcld y se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente.

3) Pasados los 15 minutos se agregaron 12 ul del reactivo PLUS, se mezclo y se dejo
incubar otros 15 minutos.

4) Transcurridos los 15 minutos, se mezclé el contenido de ambos tubos y se dej6 incubar
30 minutos para permitir la formacién del complejo DNA-lipofectamina.

5) Consumados los 30 minutos de incubacion, se afiadieron 200 pl de la mezcla a 3 pocillos
de la placa de 24 pozos con células preparadas para la transfeccion 24 h antes.

6) Las células se incubaron por 4 horas con el complejo DNA-lipofectamina a 37°C en una
atmosfera controlada al 5% de CO: y 95% de humedad relativa.

7) Pasado este tiempo se anadieron 300 pl de medio de cultivo DMEM con SBF al 16.66%,
para tener una concentracion final de SBF del 10% en un volumen de 500 pl. Las células
se continuaron incubando a 37°C en una atmosfera controlada al 5% de CO» y 95% de
humedad relativa.

8) Alas 24 horas del comienzo de la transfeccion se cambi6 el medio de cultivo por medio
de cultivo DMEM al 10% de SBF, y se continu6 la incubacidn hasta las 48 h, tiempo en

que se interrumpio el ensayo.

3.4.4.3 Optimizacion del método de lisis celular

Dado que la sensibilidad del método depende de una eficiente liberacion de las proteinas
de interés, se tuvo la necesidad de optimizar el método de lisis celular, variando la composicion
del buffer de lisis, volumen del buffer de lisis al momento de hacer el lisado, empleo o no de

ciclos de congelacion-descongelacion.
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3.4.5 Evaluacion de la eficiencia de transfeccion.

3.5.5.1 Cuantificacion de la actividad de p-galactosidasa.

Para la determinacion de la actividad de p-galactosidasa se siguio el protocolo descrito
por Huvar y Lernhardt, 1994. Una vez terminado el tiempo de incubacion de la transfeccién las
células fueron lavadas con 300 pl de PBS 1X pH 7.5 y posteriormente se adicionaron 200 pl de
buffer de lisis (0.25 M Tris [pH 7.4], 0.25 % (v/v) NP-40, 2.5 mM EDTA). Se procedi6 a 2 ciclos de
incubacion a -20°C por 30 minutos y se descongelé a temperatura ambiente. El lisado se
traspasé a tubos de 0.5 ml, para posteriormente clarificar por centrifugacién a 12,000 rpm x 5
minutos. Del extracto proteico se tomaron 50 il para llevar a cabo una reaccion con 150 pl de
sustrato para [-galactosidasa CPRG a una concentracion de 1 mg/ml en buffer A [pH 7.5] (25
mM MOPS, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2). La reaccion se llevé a cabo a cabo a 37°C y se
determind la intensidad de color midiéndose la absorbancia a 570 nm. La actividad de B-

galactosidasa se determind mediante la siguiente formula:

[ [{ (Abs 570 nm x 55) x volumen total del ensayo } 1]
Tiempo de incubacion a 37°C enminutos
Concentracion de proteinas en mg/ug

r
L

Actividad de f - galactosidasa = , ,
Volimen del lisado usado enelensayo enpl

Para calcular la actividad especifica de [B-galactosidasa en U/mg de proteina, se

cuantifico la concentracion de proteina total en el extracto celular mediante la técnica de

Bradford.
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3.4.5.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

En tubos de 0.5 ml se colocaron 1.0, 2.5, 5.0, 12.5 y 15 pl de una solucion estandar de
albumina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 0.5 mg/ml, aforando a 50 pl con una
solucion de NaCl 150 mM. Cada solucién tenia una cantidad equivalente de 0.5, 1.25,25,6.25 y
7.5 ug de proteina, respectivamente.

La reaccion se llevé a cabo con la adicion de 250 pl de colorante azul brilante de
Coomasie G-250, se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Se midi¢ la absorbancia a una

longitud de onda de 600 nm. En paralelo, con la elaboracion de la curva de calibracién se

determiné la concentracion de proteinas de cada una de las muestras problema.

3.4.6 Evaluacion de la fuerza promotora dirigida por URR

Para evaluar la fuerza promotora de las regiones URR se midid directamente la

fluorescencia emitida por EGFP.

3.5.6.1 Medicion directa de la fluorescencia de EGFP

La medicion de la fluorescencia emitida por EGFP se hizo mediante lectura directa de
150 pl del extracto proteico en fluorémetro, empleando una longitud de excitacion de 488 nm, y
una longitud de emision de 507 nm, calibrado con un estandar de 10 pg/ml de EGFP (Clontech).

La evaluacion de la fuerza promotora de las diversas regiones URR se hizo previa
normalizacién de la actividad de B-galactosidasa, para poder comparar entre si la fuerza de las

regiones promotoras en las diferentes lineas celulares y entre variedades de URR.
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3.4.7 Andlisis de los resultados obtenidos.

El analisis de los resultados se realizé en la hoja de calculo Excel, asi como las graficas
comparativas de todos los ensayos. Para determinar los valores de significancia estadistica, se
utilizé la prueba de ANOVA (comparacion entre dos o méas grupos). Estos calculos se realizaron
con el programa estadistico SPSS version 11.5 para PC. El valor fijado de significancia

estadistica para todas las pruebas fue > 0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Clonacion de las regiones URR del HPV-16 y 18.

4.1.1 Clonacién de la region URR del HPV-16
4.1.1.1 Amplificacion de las regiones URR del HPV-16

Para la amplificacién de la region URR se emplearon los iniciadores p971 y p972. Para
encontrar la temperatura dptima de alineamiento se realizd un gradiente de temperaturas de 40 a

60°C, escogiendo como temperatura éptima 50°C [figura 15].

GRADIENTE DE TEMPERATURAEN °C
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Figura 15. Gradiente de temperaturas de alineamiento de los iniciadores p971 y p972. En la
figura se muestra un gel de agarosa al 1%, donde se aprecia la especificidad de los iniciadores y
como aumenta la astringencia conforme se incrementa la temperatura. Carril M1: marcador de
peso molecular A + Pst |; Carril M2: marcador de peso molecular A + Bst E Il; carriles 3 - 14:
productos de PCR empleando los iniciadores p971 y p972, variando unicamente la temperatura
de alineamiento de los iniciadores de 40 a 60°C. Para la optimizacién de la PCR se empled DNA
de la linea celular CasKi.

4.1.1.2 Clonacion de las regiones URR del HPV-16.

Una vez que se logrd estandarizar la PCR para la amplificacion de las regiones URR del

HPV-16, se procedié a amplificar dichas regiones a partir de DNA de 12 biopsias de cervix
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previamente tipificadas con infeccion de HPV-16, tras lo cual se procedio a clonarlas por vector T
[pBlueScript SK (+)]. Posterior al levantamiento de colonias de la ligacion de vector T [pBlueScript
SK (+)] con el producto de 618 pb proveniente de la PCR para la amplificacion de la region URR
de HPV-16, se caracterizaron con la enzima Sal |, para determinar |a identidad de las clonas y su
orientacion [figura 16]. Finalmente se secuenciaron las regiones clonadas para confirmar su

presencia e identificar a las variedades de HPV-16.

M 32 519
f1 (+) ori

. AMPr
£ Sal1(675)
- Hind I (630)
B8al1(712)
- pBS-URR
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URR

—
—
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8 600 pb——" e B8 S8 — 633 pb b) puUC ori — Plac \fililifi;,

Figura 16. Caracterizacion de clonas por liberacion de inserto clonado. a) En la figura se
muestran a las clonas 3-2 y 51-9 digeridas con la enzima Sal / y se observa que liberan un
fragmento de 633 pb correspondiente a la region URR del HPV-16 clonada. El marcador de peso
molecular es DNA de PhiX174 digerido con Hae ll. b) Mapa de restriccion comUn para las clonas
3-2 y 51-9 mostrando los sitios Sal / empleados para su caracterizacion.

4.1.1.3 Secuenciacion e identificacion de las regiones URR del HPV-16
clonadas.

La secuenciacion se realizé con los mismos iniciadores con los que se amplificaron las
regiones URR. Las secuencias resultantes se alinearon en el programa en linea BLAST, para
verificar la identidad y la variedad de HPV-16 (ver anexos), para posteriormente realizar un arbol
filogenético empleando un analisis tipo Parsymony, utilizando todas las secuencias reportadas
actualmente en el Genbank para la region URR del HPV-16, incluyendo las utilizadas por
Yamada y Cols 73. % para agruparios en variedades. El arbol resultante se muestra en la figura

17, donde se sefiala la ubicacion de las clonas 3-2 y 51-9, las cuales se escogieron como
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representantes de las variedades europea y asiatico americana, respectivamente. En el apéndice

| se muestran las secuencias de las clonas 3-2 y 51-9.

>

FIGURA 17. Arbol filogenético de las variedades de HPV-16. El arbol filogenético se realizd
utilizando las regiones URR reportadas hasta el momento en el Genbank y en el HPV database
para los HPV-16. El analisis fue realizado en el programa MEGA 2.1 con el método UPGMA y el
método de calculo de distancias se baso en el nimero de diferencias nucleotidicas. En esta
figura se sefialan la ubicacion de las clonas 3-2 (variante europea G131) y 51- (variante asiatico-
americana). La organizacion del arbol en variantes se realizo tomande como referencia las
secuencias reportadas por Yamada y Cols 73.%,
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4.1.2 Anilisis de las regiones URR del HPV-16 clonadas.

Una vez identificadas las variedades de las secuencias de las regiones URR del HPV-16,
se procedio a identificar a los factores de transcripcion celulares y virales que se le unen,
siguiendo los criterios empleados por O'Connor y Cols. 195, los cuales toman en cuenta la
secuencia consenso que reconocen los factores transcripcionales AP1, YY1, TF1, NF1, Oct-1,
TFIID, SP1, E2 y E1, ademés de los sitios de union de GRE y CDP.

Para el anélisis de los sitios de union de los factores transcripcionales mencionados
anteriormente se utilizé el programa Primer Premier 5.0, el cual se aliment6 con las secuencias
consenso a identificar y la secuencia blanco. Los resultados obtenidos se muestran de manera
grafica en las figuras 18 y 19; asi también en la tabla X se muestran los cambios nucleotidicos de
las secuencias utilizadas, respecto a la secuencia de referencia.

Tabla X. Cambios nucleotidicos y sitios de union de factores transcripcionales afectados
en las dos secuencias URR del HPV-16 empleada.

Factor
HPV16 VARIEDAD transcripcional
Posicion | P(E )| E-G131 | AA|  afectado
7394 C C T GRE#1
7395 C C T1 GRE#1
7485 | A A [C| GRE#2
7489 G G A| GRE#2
7521 G A A *
7669 C C T .
7689 C C A TEF-1
7729 A A C 8
7743 T T G A
7764 C C T .
7786 C C T .
7810 A G A AP1
7886 C C G ¥

* NingUn sitio de unién de algin factor transcripcional conocido se ve afectado.
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Potenciador especifico de tejido
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Figura 18. Representacién grafica de la region URR de la variedad Europea G131 clonada

del HPV-16. En la figura se muestran los sitios de union de varios factores de transcripcion

celulares y virales. Notese los numerosos sitios YY1, resaltando el que se ubica sobre la caja
TATA.
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Figura 19. Representacion grafica de la region URR de la variedad Asiatico-americana
clonada del HPV-16. En la figura se muestran los sitios de unién de varios factores de

transcripcion celulares y virales conocidos por su union a URR. Nétese la igualdad con la region
URR de la variedad europea del HPV-16 (figura 18).
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4.1.3 Clonacién de la region URR del HPV-18.
4.1.3.1 Amplificacion de la region URR del HPV-18.

Para la amplificacion de la region URR del HPV-18 se emplearon los iniciadores p1051 y
p1052. Para encontrar la temperatura Optima de alineamiento se realiz6 un gradiente de

temperaturas, de 40 a 55°C, escogiendo como temperatura optima 50°C [figura 20].
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Figura 20. Gradiente de temperaturas de alineamiento de los iniciadores p1051 y p1052. En
la figura se muestra un gel de agarosa al 1%, donde se aprecia la especificidad de los iniciadores
y como aumenta la astringencia conforme se incrementa la temperatura, al igual que con la
amplificacion de URR para el HPV-16 (figura 14) . Carril M1: marcador de peso molecular A + Pst
I; Carril M2: marcador de peso molecular A + Bst E II; carriles 3 - 11: productos de PCR
empleando los iniciadores p1051 y p1052, variando tnicamente la temperatura de alineamiento
de los iniciadores de 40 a 55°C. Para la optimizacién de la PCR se empleé DNA de la linea
celular Hela.

4.1.3.2 Clonacion de las region URR del HPV-18,

Una vez que se logré estandarizar la PCR para la amplificacion de la region URR del
HPV-18, se procedié a amplificar dicha region a partir de DNA de Ia linea celular Hela, la cual
tiene integrada varias copias del genoma de HPV-18. Posteriormente se procedié a clonarlas con
el estuche comercial de clonacion TOPO® XL PCR Cloning Kit. Posterior al levantamiento de
colonias de la ligacion con el vector TOPO, se les extrajo el DNA y se sometieron a

caracterizacion con una doble digestion con las enzimas Sal | y Bam H |, para determinar la
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identidad de las clonas y su orientacion [figura 21). Posteriormente se secuenciaron las regiones

clonadas para confirmar su presencia e identificar a la region URR del HPV-18 clonada.
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Figura 21. Caracterizacion de clonas pTOPO-URR HPV 18 por liberacion de inserto URR
clonado. a) Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se muestran diferentes clonas
digeridas con Sal | + Bam H |, en las cuales, las que liberan un fragmento de 658 pb tienen la
region URR del HPV-18 clonada, y se consideran positivas. Carril 1: marcador de peso molecular
PhiX174 + Hae Ill; carriles 1 y 2: clonas pTOPO-URR HPV18 negativas; carriles 3-5: clonas
pTOPO-URR HPV18 positivas. b) Mapa de restriccion de la construccion pTOPO-URR HPV18
donde se muestran los sitios de restriccion Bam H | y Saf | utilizados para su caracterizacion;

ademas de los sitios Bl |'y Sal | contenidos en los iniciadores con los que se amplifico dicha
region.

4.1.3.3 Secuenciacion e identificacion de la region URR del HPV-18 clonada,

La secuenciacion se realizd con los mismos iniciadores con los que se amplifico la region
URR. Los resultados de la secuenciacion se alinearon en el programa en linea BLAST, para
verificar la identidad y la variedad de HPV-18 con las que alineaban (ver anexc), para
posteriormente realizar un arbol filogenético empleando un analisis tipo Parsymony, utilizando las
secuencias referidas por Ong y Cols. 112 para la clasificacion de los HPV-18 en variedades. El

arbol resultante se muestra en la figura 22, donde se sefiala la ubicacion de la clona resultante.
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FIGURA 22. Arbol filogenético de las variedades de HPV-18. El arbol filogenético se realizd
utilizando las regiones URR empleadas por Ong y cols. "2 para clasificar a los HPV-18 en
variedades. El andlisis empleando fue realizado en el programa MEGA 2.1 con el método
Maximun Parsimony y el método de célculo de distancias se baso en el nimero de diferencias
nucleotidicas. En esta figura se sefiala la ubicacion de la clona proveniente de Hela (variante
europea). La organizacion del arbol en variantes se realizd tomando como referencia las
secuencias reportadas por Ong y colaboradores 105,

4.1.3.4 Analisis de la region URR del HPV-18 clonada.

Una vez identificada la variedad de la secuencia de la region URR del HPV-18
proveniente de Hela, se procedio a identificar a los factores de transcripcion celulares y virales
que se le unen, siguiendo los criterios empleados por O"Connor y Cols. 1%, los cuales toman en
cuenta la secuencia consenso que reconocen los factores transcripcionales AP1, YY1, TF1, NF1,
Oct-1, TFIID, SP1, E2 y E1; ademas de los sitios de union de GRE.

Para el analisis de los sitios de union de los factores transcripcionales mencionados
anteriormente se utilizd el programa Primer Premier 5.0, el cual se aliment6 con las secuencias

consenso a identificar y la secuencia blanco. El resultado obtenido se muestra de manera gréfica
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en la figura 23; asi también en la tabla XI se muestran los cambios nucleotidicos de la secuencia

utilizada, respecto a la secuencia de referencia,

Tabla XI. Cambios nucleotidicos y sitios de union de factores transcripcionales afectados
en la secuencia URR del HPV-18 empleada.

Factor
HPV18 VARIEDAD transcripcional

Posicion | P(Al) | E (Hela) afectado
7486 C T *
7529 C A *
7567 A C *
7592 T C o
7670 A T 2

* Ningn sitio de unién de algun factor transcripcional conocido se ve afectado.
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Figura 23. Representacion grafica de la region URR de la variedad europea del HPV-18

clonada. En la figura se muestran los sitios de unién de varios factores de transcripcion celulares
y virales.

4.2 Construccion de los vectores de expresion.

Una vez que ya se tenian a las regiones promotoras clonadas, identificadas y
caracterizadas, se procedio a la construccion de un vector que contuviera al gen EGFP, para

posteriormente subclonar en éste a las regiones URR.
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4.2.1 Caracterizacion del vector pLESS-EGFP.

La generacion del vector pLESS-EGFP se llevé a cabo mediante la ligacion de dos
productos purificados: uno de 2615 pb proveniente de la digestion de pBlueScript SK (+) con las
enzimas de restriccion Ngo M IV y Sal [; y ofro de 1534 pb proveniente de la digestion secuencial
de pGREEN lantern-1 con las enzimas Ngo M IV y Sal |. Posteriormente fueron transformados en
bacterias XL1-Blue. Se analizaron 18 colonias, obteniendo 2 como posibles clonas, las cuales
tras una posterior caracterizacion con la enzima Bam H | (la cual se encontraba como sitio Gnico
en cada producto purificado ligado, pero después de la ligacion se observo como sitio doble),

donde en dos clonas se observé que liberaban un fragmento de 603 pb y otro de 3546 pb [figura

24],
Ml N 2 |34/ 86
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Figura 24. Caracterizacion de la construccion pLESS-EGFP. a) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% que muestra en el carril 1: Control de corte [pBS SK (+) + Bam H {); carriles 2 y 4:
clonas 1-pLESS-EGFP y 2-pLESS-EGFP respectivamente, sin digerir; carriles 3 y 5: clonas 1-
pLESS-EGFP y 2-pLESS-EGFP digeridas, donde se muestra su caracterizacion con Bam H |,
donde al ser positivas liberan dos fragmentos, uno de 603 pb y otro de 3546. b) Mapa de
restriccion del vector pLESS-EGFP donde se muestran la localizacion de los sitios Bam H |
utilizados para caracterizar a las clonas positivas. También se muestran los sitios Ngo M IV y Sal
I empleados en la ligacion para la generacion de este vector.
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4.2.2 Caracterizacion de los vectores pURRaa - EGFP y pURRe - EGFP.,

La generacion de los vectores pURR-EGFP se llevo a cabo mediante la ligacion de dos
productos purificados: uno de 4127 pb proveniente de la digestion de pLESS-EGFP con las
enzimas de restriccion Pst | y Hind IIf, y otro de 650 pb correspondiente a la region URR
proveniente de la digestion de las clonas pBS-URR con las mismas enzimas. La metodologia
para la insercion de ambas regiones promotoras fue la misma en la variedad europea y asiatico-
americana. De la ligacién con cada region promotora se analizaron 18 colonias, obteniendo en
promedio 16 posibles clonas, de las cuales se escogid una de cada variedad para su

caracterizacion, las cuales se muestran en la figura 25.

4.2.3 Caracterizacion del vector pURR1s= EGFP.

La generacion del vector pURRs-EGFP se llevd a cabo mediante la ligacién de dos
productos purificados: uno de 4127 pb proveniente de la digestion de pLESS-EGFP con las
enzimas de restriccion Pst | y Hind Hll; y otro de 702 pb correspondiente a la regién URR
proveniente de la digestion de la clona pTOPO-URR HPY18 con las mismas enzimas. De la
ligacion con la region promotora se analizaron 18 colonias, obteniendo en promedio 9 posibles
clonas, las cuales se sometieron a caracterizacion enzimatica mediante la liberacion del
fragmento ligado, obteniendo a las 9 colonias como clonas pURRsg-EGFP. Los resultados se

muestran en la figura 26.
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Figura 25. Caracterizacion de las construcciones pURRe-EGFP y pURRaa-EGFP. a)
Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la caracterizacion enzimatica de las
construcciones pURRe-EGFP y pURRaa-EGFP con las enzimas localizadas en el mapa de
restriccion (figura 21 ¢) comin para ambas construcciones; el marcador de peso mecular
utilizado fue DNA de lambda digerido con Pst | b) La tabla muestra las enzimas de restriccion
empleadas y los tamafios de los productos de las digestiones generados.
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Figura 26, Caracterizacion de la construccion pURR:-EGFP. a) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% que muestra la caracterizacién enzimética de las clonas con las enzimas Hind Il y
Pst I, las cuales liberan el fragmento de 702 pb correspondiente a la region URR del HPV-18
insertado en pLESS-EGFP. El marcador de peso molecular fue DNA de PhiX174 digerido con
Hae Il b) Mapa de restriccion de la construccion pURRss-EGFP mostrando los sitios Hind fif y Pst
I flanqueantes a URR, con los cuales se caracterizd el pldsmido por liberacién del fragmento
insertado.

4.3 Purificacion, cuantificacion y calidad de los plasmidos.

Las preparaciones a gran escala y purificacion de todos los plasmidos resultaron de
buena calidad y cantidad, ya que los resultados de la relacion de absorbancias a 260/280 nm
fueron superiores a 1.7. La cantidad obtenida de DNA plasmidico para cada construccion fue
variable pero aceptable. Los resultados de pureza y cantidad de DNA obtenidos para cada

construccion se muestran en la tabla XII.
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Tabla XII. Calidad y cantidad de DNA plasmidico de las construcciones.

DNA plasmidico Relacion 260/280 nm  [DNA] ng/wl

pCMV Sport pGal 1.76 1274.25
PGREEN lantern-1 1.81 2643.68
pLESS-EGFP 185 2356.67
pURRe-EGFP 1.76 851.96
PURRu-EGFP 1.79 1707.08
pURR1s-EGFP 185 551.13

4.4 Ensayos de transfeccion.

La mejor condicion de transfeccion se encontrd utilizando 1 ug total de DNA plasmidico y
empleando 1 pl de lipofectamina y 3 pl de reactivo PLUS, evaluando la eficiencia en base a la
actividad especifica de la B-galactosidasa.

Dicha condicién de transfeccion se ensayo en 8 lineas celulares, las cuales presentaron

igual eficiencia de transfeccion, y en las cuales se realizaron los ensayos de expresion dirigida
por URR.

4.5 Evaluacion de la expresion dirigida por las diferentes variedades de URR.

Los ensayos de transfeccion se realizaron tanto en lineas celulares derivadas de tejido
cervical, como en ofras de origen no cervical, entre las que se incluyen dos de origen hepatico.

Los plasmidos transfectados fueron pGREEN Lantern-1, pLESS-EGFP, pURRE-EGFP,
pURRAA-EGFP y pURR18-EGFP. Para la normalizacién de los resultados, cada uno de los
plasmidos anteriores se cotransfectaron con pCMV Sport B-Gal. Pasadas 48 hrs de la
transfeccion, se lisaron las células y se hicieron lecturas del extracto en fluorémetro para

cuantificar la cantidad de EGFP producida. Una vez tomada la lectura de EGFP en fluordmetro, el
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extracto se reutilizd para cuantificar proteinas totales y la actividad especifica de la

B-galactosidasa.

4.5.1 Rango de cuantificacion de EGFP.

Para verificar el rango de cuantificacién de EGFP en fluorémetro, se hizo una curva
estandar, la cual se muestra en la figura 27, y se observa una correlacién del 99.80%, o que
indica la certidumbre de los resultados en un rango de 10 pg/ml a 1 ng/ml.

Todas las lineas celulares empleadas presentaron la misma eficiencia de transfeccién,
las cuales se pueden visualizar en la figura 28, donde |a actividad especifica de B-galactosidasa
es muy similar entre los diferentes tipos celulares. Con base en estos resultados, las diferencias
en la cantidad de EGFP cuantificada para cada ensayo fueron comparables, al no haber
diferencias en la cantidad de plasmido ingresado. De esta manera las diferencias en las
cantidades de EGFP producidas estuvieron determinadas por la fuerza de los diferentes

promotores empleados.
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Figura 27. Curva estandar de cuantificacion de EGFP en fluordmetro. La curva estandar se
realizé calibrando el fluorémetro con un estandar de 10 pg/ml, y haciendo diluciones seriales
hasta 1 ng/ml con un factor de dilucidn de 10. Los resultados de URF y las concentraciones de
los estandares fueron convertidas a su forma logaritmica base 10 y se graficaron. El coeficiente

de correlacion observado con respecto a la recta corregida es de 99.80% en el rango de 10 pg/ml
a 1 ng/ml de EGFP lo que indica una confiable veracidad de las lecturas en este rango.

4.5.2 Eficiencias de transfeccion.

En la figura 27 se muestra una gréfica donde se observan las eficiencias de transfeccion
de las nueve lineas celulares empleadas, en las que destaca la homogeneidad de las eficiencias
de transfeccién, lo que da pauta para la comparacion de la fuerza promotora de las diversas

regiones promotoras empleadas.
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Figura 28. Eficiencias de transfeccién. En la grafica se muestran los resultados de las
eficiencias de transfeccion en las nueve lineas celulares ensayadas, siendo éstos muy
homogéneos. Cada barra representa el promedio de 15 datos (5 condiciones por triplicado, en la
que cada condicion significa una cotransfeccion de pCMV Sport B-Gal con una construccion
diferente). La desviacion mostrada en cada barra indica la poca variacién en los datos, lo que
demuestra que los resultados de las diferencias en las fuerzas promotoras estaran dadas por el

efecto mismo de cada region promotora evaluada y no por diferencias en la cantidad de plasmido
transfectado en cada linea celular.

4.5.3 Fuerza de promotores.

En la figura 29 se pueden observar el conjunto de todos los resultados de la fuerza
promotora de las cinco construcciones transfectadas que contienen al gen EGFP dirigido por
cinco diferentes promotores en los nueve tipos celulares utilizados. En ella se pueden observar la
fuerza y especificidad de la region URR de las variedades europea y asiatico-americana del
HPV-16, y la region URR de la variedad europea del HPV-18, y su comparacion en relacion al

promotor CMV.
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Figura 29. Fuerza promotora y especificidad de la region URR. En esta figura destaca la
especificidad de tipo celular de las regiones URR empleadas, y el incremento en la fuerza
promotora de la variedad asiatico-americana de la region URR del HPV-16. Asi también la
comparacion de la fuerza promotora de dichas regiones en relacion al promotor CMV. Cada barra
representa ensayos independientes por triplicado.

En la figura 30 se muestran en promedio la fuerza promotora y especificidad de las
regiones URR del HPV-16 (variedades europea y asiético-americana) y 18. El promedio se
realizé entre las fuerzas promotoras de estas tres regiones URR, agrupandolas en lineas de
origen cervical y no cervical. En ésta se destaca la especificidad de las tres regiones URR

ensayadas y la potencia de la variedad asiatico-americana de la region URR del HPV-16.
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Figura 30. Especificidad de la region URR. En la figura se muestra el promedio de la fuerza
promotora de las regiones URR en lineas celulares de origen cervical y no cervical, donde se
observa la especificidad promotora de tipo celular.

De la comparacion de las fuerzas promotoras de las tres regiones URR ensayadas en
lineas celulares de origen cervical y no cervical y el promotor CMV con respecto a la variedad
europea de la region URR del HPV-16 (que representa la unidad), se desprende la figura 31,
donde se observa que la variedad asiatico-americana es tres veces mas potente (p=0.000). Se
nota un 20 % de incremento en la potencia de la region URR de la variedad europea del HPV-18
(p=0.017) y que el promotor CMV es cinco veces mas potente. También se observa el caracter

constitutivo del promotor CMV.

55



CAPITULO IV Resultados

Andlisis de la expresion dirigida por la region URR de las vaniedades europea y asiatico-americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas.

2 CERVICAL
NO CERVICAL

VECES DE POTENCIA
X

HPV16.E HPV16-AA HPV18 cmv

PROMOTOR

Figura 31. Potencia de los promotores en relacion a la variedad europea del HPV-16. En la
figura se observa que la region URR de la vanante asiatico-americana del HPV-16 es tres veces
mas potente (p =0.000). También se observa un incremento apreciable de un 20 % en la potencia
promotora de la region URR de la variante europea del HPV-18, casi despreciable comparandolo
con el 200 % de incremento de la variedad asiatico-americana del HPV-16, pero significativa
estadisticamente (p=0.04).

4.5.4. Induccion con dexametasona.

Para evaluar si las diferencias en secuencia afectaban la potencia y el nivel de induccion
con glucocorticoides de las regiones URR de las variedades ensayadas, se realizaron
inducciones con dexametasona a una concentracion 1 uM en la linea celular C33-A. Los
resultados se observan en la figura 32, donde solamente se muestra el porcentaje de induccién
con dexametasona en las tres regiones URR ensayadas y en las cuales no hubo diferencia

significativa (p=0.935).
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Figura 32. Porcentaje de induccion con dexametasona. El la gréfica se muestra el porcentaje
de induccién con dexametasona en la linea celular C33-A, donde Unicamente las regiones URR
se muestran inducibles, y tanto el promotor CMV como los controles negativos no se inducen. El
porcentaje de induccion de las tres regiones URR es casi el mismo, y se encuentran en un rango
del 22 al 30 %. El ensayo de hizo por triplicado de manera independiente.
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CAPITULO V

DISCUSION

De las secuencias resultantes de las regiones URR amplificadas, clonadas y secuenciadas,
se seleccionaron las que al agruparse filogenéticamente se encontraban en las regiones extremas
del arbol resultante, es decir, una representativa de |la variedad europea y otra de la variedad
asiatico-americana. Coincidentemente las clonas seleccionadas alinearon en el Blast con un 99 % y
un 100 % de similitud, como primeras opciones, con las clonas HO33 y HO059, respectivamente,
empleadas por Veress y Cols. 2, las cuales son representantes de la variedad europea y asiatico-
americana, respectivamente. La region amplificada carece de un fragmento de 1a region 5° de URR,
ya que es responsable de una disminucién en la fuerza promotora al encontrarse de manera
episomal segun lo reportado por Stukel y cols 110,

A partir de la secuencia de las clonas seleccionadas se realizd un andlisis para evidenciar
cambios en la union de factores de transcripcion, los cuales son los responsables de la potencia y
especificidad de esta region promotora. Del andlisis se desprende que la variedad asiatico-
americana presenta el cambio de A/C en la posicion 7729 reportado por Kammer y cols. & como
responsable del incremento en tres veces de la potencia promotora de esta variedad, mientras que
en la variedad europea no hay cambio nucleotidico alguno en dicha posicién. De los diferentes
cambios nucleotidicos presentes en la regién URR de Ia clona de la variedad asiatico-americana,
solamente cinco se encuentran en la vecindad de los sitios de union de los primeros dos GRE y un
sitio TEF-1. La clona de |a variedad asiético-americana es idéntica en secuencia a la clona H033,

como se menciond en el parrafo anterior, mientras que la clona de la variedad europea G131
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ensayada tiene un solo cambio nucleotidico de A/G con respecto a la secuencia de referencia en la
posicion 7810, la cual se encuentra en la vecindad del sitio de unién del factor transcipcional AP1,
cuya funcién es de activador transcripcional, y que segun lo reportado por O’Connoar y cols. 104, es
blanco de represién en URR por parte de los YY1 ubicados a su alrededor.

La secuencia representativa del HPV tipo 18 perteneciente a la variedad europea, presenta
varios cambios nucleotidicos, ninguno de los cuales se encuentra en sitios de unién conocidos a
factores de transcripcion.

De los resuitades de la evaluacién de la fuerza promotora de |as variedades analizadas del
HPV tipo 16, la variedad asiatico-americana presenta un incremento de tres veces en comparacién
con la variedad europea, lo cual esta a favor de lo reportado por Kdmmer y Cols. 8!, pero contrasta
en la potencia segun los resultados de Veress y Cols. 28, que reporta un incremento de 1.7 veces.
Esto a pesar de que la secuencia ensayada es idéntica a |a utilizada por este (ltimo. La especificidad
de [a region URR de las dos variedades ensayadas se conserva, es decir, la expresion dirigida por
URR se limita a lineas derivadas de cervix, ya que no fue detectable expresion alguna en lineas no
cervicales.

La regién URR ensayada, representativa del HPV tipo 18, presenta una fuerza promotora
similar a |a de la vanedad europea del HPV tipo 16, con un leve incremento en su potencia de un
20 %, pero el cual le otorga una diferencia significativa (p=0.017). Estos resultados estan de acuerdo
con los hallazgos reportados por Shillitoe y Noonan 1. que encuentran niveles de expresion
similares entre los tipos 16 y 18 de HPV, pero de las variedades prototipo (europea y amerindia,
respectivamente para HPV tipo 16 y HPV tipo 18). La especificidad de esta region se conserva aln
en HPV 18 segun los resultados, con una potencia similar en |as diferentes lineas de origen cervical

y expresion indetectable en las lineas de origen no cervical ensayadas.
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En los ensayos de induccién transcripcional con dexametasona, el estimulo a la potencia fue
similar en las tres regiones URR, con un 25 % de incremento, los cuales no presentan diferencia
significativa {0.935), con io que se puede decir que los cambios nucleotidicos presentes en la
variedad asiatico-americana del HPV tipo 16 no afectan la unién del factor transcripcional GRE, con
respecto a la induccién observable en la variedad europea. De la misma manera se comporta la
variedad europea del HPV tipo 18, cuyo incremento en potencia es de un 25 %, lo que indica que
presenta el mismo nivel de induccion.

Con base en los resultados, se realizd una representacion grafica de los factores de
transcripcion que se unen a las regiones URR ensayadas, obteniendo que tanto a la variedad
europea G131 como la variedad asiatico-americana del HPV tipo 16 se le unen los mismos factores
transcripcionales en las mismas posiciones genomicas, respecto a los factores transcripcionales que
se saben se unen a URR, con lo que se puede decir que las regiones URR de las variedad europea
prototipo, eurcpea G131 y asiatico-americana presentan de manera general, la misma distribucion
de factores transcripcionales, segiin los hallazgos hasta el momento. A pesar de que se sabe que el
factor transcripcicnal YY1 ubicado sobre la caja TATA es responsable de un incremento de dos
veces en la potencia transcripcional, éste no se encontré ausente en la variedad asiatico-americana
del HPV tipo 16, lo que esta aun mas a favor de que el cambio nucleotidico A7729C es el
responsable del incremento en la potencia de dicha variedad, pero ninguno de los factores
transcripcionales ya conocidos por su union a la region URR parece verse afectado por dicho
cambio, lo cual da pauta a la busqueda de un factor transcripcional que se una a dicha regién, y que
se encuentre presente en |a variedad europea, pero ausente en la variedad asiatico-americana del
HPV tipo 16. Una busqueda en la base de datos Matinspector™ revel6 que la variedad europea del
HPV tipo 16 posee un potencial sitio de union del factor nuclear hepatico = 1 (HNF-1), el cual segin

la secuencia de ambas variedades ensayadas, se une a la europea, pero no a la asiatico-americana.
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HNF-1, ademas de restringir su expresién en células hepaticas, también se expresa en
queratinocitos, y cumple funciones de regulador transcripcional.

El anélisis de los factores de transcripcién que se unen a la region URR del HPV tipo 18 no
presenta cambios al compararla con la reportada por O'Connor y cols. 105, a pesar de que la
variedad del HPV tipo 18 aqui ensayada es de la variedad europea, y la que describen en el articulo
de O"Connor y cals. es de la variedad prototipo del HPV tipo 18, es decir, de la variedad Amerindia.

El presente estudio indica que los cambios nucleotidicos presentes en la region URR de la
variedad asiatico-americana del HPV-16 no afectan la especificidad transcripcional, pero si Ia
potencia. La region URR de la variedad asiatico-americana del HPV-16 presenta un incremento en [a
potencia transcripcional de 3 y 2.5 veces comparada con la variedad europea del HPY-16 y con la
vanedad europea del HPV-18, respectivamente. La region URR de |a variedad europea del HPV-18
presenta un incremento en potencia transcripcional de 0.2 veces en comparacion con la variedad
europea del HPV-16. Los cambios nuclectidicos presentes en los dos primeros sitios de unién del
elemento de respuesta a glucocorticoides en la region URR de la variedad asiatico-americana del
HPV-16 no afectan |a respuesta a dexametasona. Las regiones URR de las variedades europea y
asiatico-americana del HPV-16 y de la variedad europea del HPV-18 presentan el mismo nivel de

induccion transcripcional con dexametasona.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

1. Los cambios nucleotidicos presentes en la region URR de la variedad asiatico-americana del

HPV-16 no afectan la especificidad transcripcional, pero si la potencia.

2. Laregion URR de la variedad asiatico-americana del HPV-16 presenta un incremento en la
potencia franscripcional de 3 y 2.5 veces comparada con la variedad europea del HPV-16 y

con la variedad europea del HPV-18, respectivamente,

3. La region URR de la variedad europea del HPV-18 presenta un incremento en potencia

transcripcional de 0.2 veces en comparacion con la variedad europea del HPV-16.

4. Los cambios nucleotidicos presentes en los dos primeros sitios de union del elemento de
respuesta a glucocorticoides en la regién URR de la variedad asiatico-americana del HPV-16

no afectan la respuesta a dexametasona.

5. Las regiones URR de las variedades europea y asiatico-americana del HPV-16 y de la
variedad europea del HPV-18 presentan el mismo nivel de induccién transcripcional con

dexametasona.
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Anexos
Andlisis de la expresion dingida por la region URR de las variedades europea y asiatico-americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas.

ANEXO 1

ALINEAMIENTO DE LA REGION URR DE LA VARIEDAD EUROPEA DEL HPV-16 UTILIZADA

results of B L/&ST

>gi| 4092488 |gb|AF067025.1 |AFD67025 Human papillomavirus type 16 isolate HO059 long control
region, complete sequence
Length = 863

Score = 1229 bits (620), Expect = 0.0
Identities = 623/624 (99%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 tatatttgctacatcctgtttttgttttatatatactatattttgtagegecageggeca 60
LEEPEREE A PR rrerre et rhevrev e eerrreerl rvereprereed
Shjct: 231 tatatttgctacatcctgtttrtgttttatatatactatattttgtagegeccageggeca 2350

Query: 61 ttttgtagcttcaaccgaattcggttgcatgetttttggcacaaaatgtgttttettaaa 120

(A PULE TERERCE e et e bt e e et e et b et e ety
Sbjct: 291 ttttgtagcttcaaccgaattecggttgcatgetttttggecacaaaatgrgtttttttaaa 350

Query: 121 tagttctatgtcagcaactatagtttazaacttgtacgtttcctgettgeccatgegtgeca 180
0 T L e e e N R R N RN RN RN RN
Sbjct: 351 tagttctatgtcagcaactatagtttaaacttgtacgtttcctgcttgecatgegtgeca 410

Query: 181 aatccctgttttcctgacctgcactgcttgccaaccattecattgttttttacactgcac 240
(0 I T 1 1 et B S R R N R RN R RSN F N AR RR RN
Sbjct: 411 aatccctgttttccotgacctgcactgettgcecaaccattecattgttttttacactgecac 470

Query: 241 tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaatcactatgcgec 300
I I e A I O R O N R N AR AR AN R R AR RN
Sbjct: 471 tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaatcactatgcgec 530

Query: 301 aacgccttacataccgetgttaggcacatatttttggettgttttaactaacctaattge 360
R R e e R R R A N AR N N R R R AR R AR AN
Sbjct: 531 aacgccttacataccgctgttaggcacatatttttggettgttttaactaacctaattge 590

Query: 361 atatttggcataaggtttaaacttctaaggccaactaaatgtcaccctagttcatacatg 420

o R e e R e e L e e CLE R e fer e
Sbjct: 591 atatttggcataaggtttaaacttctaaggccaactaaatgtcaccctagttcatacatg 650

Query: 421 aactgtgtaagggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgcacatgggtgtgtgcaa 480
CETerent b e e e e r e e e e ey e e e
Sbjct: 651 aactgtgtaaaggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgcacatgggtgtgtgcaa 710

Query: 481 accgttttgggttacacatttacaagcaacttatataataatactaaactacaataattc 540
FEETRERER et b bt b e e e e e b et e e e e e bl
Shjct: 711 accgttttgggttacacatttacaagcaacttatataataatactaaactacaataattc 770

Query: 541 atgtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaagc 600
PEEEL 0 TRt brer v ettt vy e ey b ey
Sbjct: 771 atgtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaage 830

Query: 601 agacattttatgcaccaaaagaga 624
N N R Y|
Sbjct: 831 agacattttatgcaccaaaagaga 854
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Anexos

Andlisis de la expresion dingida por la region URR de las variedades europea y asiatico-americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas,

ANEXO 2

ALINEAMIENTO DE LA REGION URR DE LA VARIEDAD ASIATICO-AMERICANA DEL HPV-16

UTILIZADA

results of BLAST

>gi| 40924201 gb|AF067027.1[AF067027 Human papillomavirus type 16 isolate H033 long control

Score

Query:
Shjct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbjct:
Query:
Shjct:
Query:
Sbhjct:
Query:
Shjyct:
Query:
Shjct:
Query:
Shyct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbhjct:

region, complete seguence

Length = 863

= 1255 bits (633), Expect = 0.0
Identities = 633/633 (100%)
Strand = Plus / Plus

1

231

61

291

121

351

181

411

241

471

301

531

361

591

421

651

481

711

541

771

601

831

tatatttgctacattttgtttttgttttatatatactatattttgtagcgeccageggeca

R e R R N AR RN R RN NN RN
tatatttgctacattttgtttttgttttatatatactatattttgtagegccageggeca

ttttgtagcttcaaccqaattcggttgecatgetttttggcacaaactgtatttttttaaa

01011 1 A Y AR W O [ R RN RN RN AN RN RN
ttttgtagcttcaaccgaattcggttgecatgetttttggcacaaactgtatttttttaaa

tagttctatgtcagcaactatagtttaaacttgtacgtttcetgcttgecatgegtgeca
N e e S R NN RN RN RN
tagttctatgtcagcaactatagtttaaacttgtacgtttectgettgccatgegtgeca

aatccctgttttcctgacctgcactgettgecaaccattecattgttttttacactgeac

I ) AR LY FECEERErrrere et ie e et e el
aatccctgttttcctgacctgcactgettgccaaccattccattgttttttacactgeac

tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaattactatgcgcec

N 1 [ RN AR RN AR AR RN
tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaattactatgcgec

aacgccttaaataccgcectgttaggcacatattttrggettgttttaactcacctaattge
I e B R R A R R R RN RN N RN
aacgccttaaataccgetgttaggecacatatttttggettgttttaactcacctaattge

atagttggcataaggtttaaacttttaaggccaactaaatgtcaccttagttcatacatg

[ R R R RN RN RN RN AN
atagttggcataaggtttaaacttttaaggccaactaaatgtcaccttagttcatacatg

aactgtgtaaaggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgcacatgggtgtgtgcaa

POPEREEE R ceveei et bererrt et e ettt r e eriienl
aactgtgtaaaggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgcacatgggtgtgtgcaa

accgttttgggttacacatttacaaggaacttatataataatactaaactacaataatte

RN NERE e P ererrrerertr verrerere el
accgttttgggttacacatttacaaggaacttatataataatactaaactacaataattc

argtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaage
| (I [ I [N I
atgtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaage

agacattttatgcaccaaaagagaactgcaatg 633
| CEErrer b rerenerrerent
agacattttatgcaccaaaagagaactgcaatg 863

60

290

120

350

180

410

240

470

300

530

360

590

420

650

480

710

540

770

600

830
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Anexos

Analisis de la expresion dirigida por la region URR de las variedades europea y asiatico-americana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas,

ANEXO 3

ALINEAMIENTO DE LA REGION URR DE LA VARIEDAD EUROPEA DEL HPV-18 UTILIZADA

gb|U89349.1|HPUBS349 Human papillomavirus type 18 variant,

Score = 124

Identities
Strand = Pl
Query: 1
Sbjct: 1609
Query: 61
Sbjct: 1669
Query: 121
Sbyct: 1729
Query: 181
Sbjct: 1789
Query: 241
Sbjct: 1849
Query: 301
Sbjct: 1909
Query: 361
Sbjct: 1969
Query: 421
Sbjct: 2029
Query: 481
Sbjct: 2089
Query: 541
Sbyct: 2149
Query: 601

Sbjct: 2209

ngth = 5210

1 bits (626), Expect = 0.0
= 626/626 (100%)
us / Plus

tgtttgtggtatgggtgttgettgttgggctatatattgtcctgtatttcaagttataaa
(RN AR Il FLEEEEEEree b reerererrerrer 1
tgtttgtggtatgggtgttgcttgttgggctatatattgtectgtatttcaagttataaa

actgcacaccttacagcatecattttatectacaatectccattttgetgtgcaaccgat

| | | I (I
actgcacaccttacagcatccattttatcctacaatectcecattttgetgtgcaaccgat

ttcggttgectttggettatgtttgtggttttetgcacaatacagtacgetggeactatt
Il N O Wiy L PECETRREREr ey breerrernld
ttcggttgectttggettatgtttgtggttttctgcacaatacagtacgctggcactatt

gcaaaatttaatcttttgggcactgctcctacatattttgaaccattggecgecgectettt

I 1 T Y R N Y FECEETERTEEr e ey
gcaaaatttaatcttttgggcactgctecctacatattttgaaccattggegegectettt

ggcgcatacaaggcegecacctggtattagtcattttectgtccaggtgegctacaacaatt

[ (RN I (NENERRUAREN
ggcgcatacaaggcgcacctggtattagtcattttectgtccaggtgcgetacaacaatt

gcttgcataactatatccactccctatgtaataaaactgcettttaggcacatattttagt

| (| [ I B [ I Lrrrrererrrrn
gcttgcataactatatccactcecctatgtaataaaactgettttaggcacatattttagt

ttgtttttacttaagctaattgeatacttggettgtacaactactttcatgtecaacatt

Perrribyereer e reereerrrrrrr rerr b eer e e rerrrr e
ttgtttttacttaagctaattgeatacttggcttgtacaactactttcatgtccaacatt

ctgtctacccttaacatgaactataatatgactaagctgtgcatacatagtttatgcaac
1 O B B L O O teereerrereererrrr  rered
ctgtctacccttaacatgaactataatatgactaagctgtgcatacatagtttatgcaac

cgaaataggttgggcagcacatactatacttttcattaatacttttaacaattgtagtat

i [ Lereerrr
cgaaataggttgggcagcacatactatacttttcattaatacttttaacaattgtagtat

ataaaaaagggagtaaccgaaaacggtcgggaccgaaaacggtgtatataaaagatgtga
R R R A e N N NN RN RN RN AR
ataaaaaagggagtaaccgaaaacggtcgggaccgaaaacggtgtatataaaagatgtga

gaaacacaccacaataccatggcgcg 626

T T T Y O B B
gaaacacaccacaataccatggcgcg 2234

rasults of B' “\ ST

partial sequence

60

1668

120

1728

180

1788

240

1848

300

1908

360

1968

420

2028

480

2088

540

2148

600

2208
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