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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.

BamHI (205)

M1 234 568 S

Plac
pUC ori - B
B E B URR p105
bt e b G
: pTOPO- VPH18

A
£ \
9

Sall (953)

800 pb—> v LA WA MR «—B58 pb ‘
600 pb_' - \\

Zeocina “., \ 4145bp

Kan(r) \Bcunssa)
a) b)
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 IIl; carriles 1 y 2: clonas pTOPO-URR HPV18 negativas; carriles 3-5: clonas
pTOPO-URR HPV18 positivas. b) Mapa de restriccion de la construccién pTOPO-URR HPV18
donde se muestran los sitios de restriccion Bam H | y Saf | utilizados para su caracterizacion;

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

4.1.3.3 Secuenciacion ¢ identificacion de la region URR del HPV-18 clonada.

La secuenciacion se realizé 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 anexo), 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 realizé
utilizando las regiones URR empleadas por Ong y cols. "2 para clasificar a los HPV-18 en
variedades. El analisis empleando fue realizado en el programa MEGA 2.1 con el método
Maximun Parsimony y el método de calculo de distancias se baso en el nimero de diferencias
nucleotidicas. En esta figura se sefiala la ubicacién de la clona proveniente de Hela (variante
europea). La organizacién del arbol en variantes se realizd tomando como referencia las
secuencias reportadas por Ong y colaboradores 195,

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

Una vez identificada la variedad de la secuencia de la region URR del HPV-18
proveniente de Hela, se procedié 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 unién de GRE.

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

consenso a identificar y la secuencia blanco. El resultado obtenido se muestra de manera grafica
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en la figura 23; asi también en la tabla X| 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 X
7592 T ¢ *
7670 A T *

* Ningun 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 procedié 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, obteniende 2 como posibles clonas, las cuales
tras una posterior caracterizacion con la enzima Bam H | (la cual se encontraba como sitio Uinico
en cada producto purificado ligado, pero después de la ligacion se observd como sitio doble),

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

24),
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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 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 i, 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 Ia ligacién con cada region promotora se analizaron 18 colonias, obteniendo en
promedio 16 posibles clonas, de las cuales se escogié una de cada variedad para su

caracterizacion, las cuales se muestran en la figura 25.

4.2.3 Caracterizacion del vector pURRg~ EGFP.

La generacion del vector pURR1s-EGFP se llevd 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 I, y otro de 702 pb correspondiente a la region URR
proveniente de la digestion de la clona pTOPO-URR HPV18 con las mismas enzimas. De la
ligacion con la regién promotora se analizaron 18 colonias, obteniendo en promedio 9 posibles
clonas, las cuales se sometieron a caracterizacién enzimética mediante la liberacion del
fragmento ligado, obteniendo a las 9 colonias como clonas pURRss-EGFP. Los resultados se

muestran en la figura 26.
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Figura 25. Caracterizacion de las construcciones pURRe-EGFP y pURRasa-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 ¢) comun 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:e-EGFP. a} Electroforesis en gel de
agarosa al 1% que muestra la caracterizacion enzimatica de las clonas con las enzimas Hind Ill y
Pst 1, 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 |l b) Mapa de restriccion de la construccidn pURR1s-EGFP mostrando los sitios Hind fif y Pst
[ flanqueantes a URR, con los cuales se caracterizd el plasmido por liberacion 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 2643.88
pLESS-EGFP 1.85 2356.67
PURRe-EGFP 1.76 851.96
PURRam-EGFP 1.79 1707.08
PURR1s-EGFP 1.85 551.13

4.4 Ensayos de transfeccion.

La mejor condicion de transfeccién 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 p-galactosidasa.

Dicha condicion 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 otras 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 resultades, cada uno de los
plasmidos anteriores se cotransfectaron con pCMV Sport B-Gal. Pasadas 48 hrs de la
transfeccién, 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 cuantificacidn de EGFP en fluorometro, se hizo una curva
estandar, la cual se muestra en la figura 27, y se observa una correlacion del 99.80%, lo que
indica la certidumbre de los resultados en un rango de 10 pg/mla 1 ng/ml.

Todas las lineas celulares empleadas presentaron la misma eficiencia de transfeccion,
las cuales se pueden visualizar en la figura 28, donde la 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 fluorémetro. 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 grafica donde se observan las eficiencias de transfeccion
de las nueve lineas celulares empleadas, en las que destaca la homogeneidad de las eficiencias
de transfeccion, 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
homogeneos. 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 variacion 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 regién URR de la variedad europea del HPV-18, y su comparacion en relacion al

promotor CMV.

53



CAPITULO IV Resultados

Andiisis de |a expresion dirigida por 1a region URR de las vanedades suropea y asiatico-amencana del HPV tipo 16 en lineas celulares humanas.

700 4

600 {

500 1 O SiHa

SHela
SCI3-A |
M HepG2 :
EHuh? |
@HuTu |
=UBT

AJAR

URF

400? \

300

4

A,
s

N\ odiE BN\ o o R
CMvV LESS HPV16-E HPV16-AA HPV18 Ct)
PROMOTORES

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 asidtico-americana) y 18. El promedio se
realizo 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 HPY-18.
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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 celuiares 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 asiético-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.
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Figura 31. Potencia de los promotores en relacion a la variedad europea del HPV-16. En la
figura se observa que la regidon URR de Ia variante 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 puM en la linea celular C33-A. Los
resultados se observan en la figura 32, donde solamente se muestra el porcentaje de induccion
con dexametascna 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 grafica se muestra el porcentaje
de induccidn 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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CAPITULOV

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 H033 y HO059, respectivamente,
empleadas por Veress y Cols. %, 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 disminucion en la fuerza promotora al encontrarse de manera
episomal segin lo reportado por Stukel y cols 110,

A partir de la secuencia de las clonas seleccionadas se realizé un analisis 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 analisis se desprende que la variedad asiatico-
americana presenta el cambio de A/C en la posicién 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 nuclectidico alguno en dicha posicion. De los diferentes
cambios nucleotidicos presentes en la region URR de Ia clona de la variedad asiatico-americana,
solamente cinco se encuentran en la vecindad de los sitios de unién de los primeros dos GRE y un
sitio TEF-1. La clona de la variedad asiatico-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 sclo 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 union del factor transcipcional AP1,
cuya funcion es de activador transcripcional, y que segun lo reportado por OConnor y cols. 14, es
blanco de represién en URR por parie 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 resultades de la evaluacién de la fuerza promotora de las variedades analizadas del
HPV tipo 16, la vanedad 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. 81, pero contrasta
en la potencia segun los resultados de Veress y Cols. 2, que reporta un incremento de 1.7 veces.
Esto a pesar de que la secuencia ensayada es idéntica a la utilizada por este ultimo. La especificidad
de la region URR de las dos variedades ensayadas se conserva, es decir, la expresién dirigida por
URR se limita a lineas derivadas de cervix, ya que no fue detectable expresion alguna en lineas no
cervicales.

La region URR ensayada, representativa del HPV tipo 18, presenta una fuerza promotora
similar a la de la variedad 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 193 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 regién se conserva ain
en HPV 18 segin los resultados, con una potencia similar en las diferentes lineas de origen cervical

y expresion indetectable en las lineas de origen no cervical ensayadas.
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En los ensayos de induccion transcripcional con dexametasona, el estimulo a [a potencia fue
similar en las tres regiones URR, con un 25 % de incremento, los cuales no presentan diferencia
significativa (0.935), con lo 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 faclores de
transcripcidn 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, can lo que se puede decir que las regiones URR de las variedad europea
prototipo, europea G131 y asiatico-americana presentan de manera general, la misma distribucién
de factores transcripcionales, segun los hallazgos hasta el momento. A pesar de que se sabe que el
factor transcripcional YY1 ubicado sobre la caja TATA es responsable de un incremento de dos
veces en la potencia transcripcional, éste no se encontrd ausente en la variedad asiatico-americana
del HPV tipo 16, lo que estd ain 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 bisqueda de un factor transcripcional que se una a dicha regién, y que
se encuentre presente en la variedad europea, pero ausente en la variedad asiatico-americana del
HPV tipe 16. Una bisqueda en a base de datos Matinspector™ revelé que la variedad europea del
HPV tipo 16 posee un potencial sitio de unidn dei factor nuclear hepatico - 1 {(HNF-1), el cual segln

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 restingir su expresibn en células hepaticas, también se expresa en
queratinacitos, y cumple funciones de regulador transcripcional.

El andlisis de los factores de transcripcidn que se unen a la region URR del HPV fipo 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 cols. es de la variedad prototipo del HPV tipo 18, es decir, de la variedad Amerindia.

El presente estudio indica que los cambios nuclectidicos presentes en la region URR de la
variedad asiatico-americana del HPV-16 no afectan la especificidad transcripcional, pero si la
potencia. La regién URR de |a 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 HPV-16 y con Ia
variedad 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 nucleotidicos presentes en los dos primeros sitios de unidn del
elemento de respuesta a glucocorticoides en la regién URR de la variedad asiatico-americana del
HPV-16 no afectan la 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 transcripcional 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 region 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

Analisis de la expresion dirigida por la region URR deé las vanedades europea y asiatico-americana del HPY tipa 16 en lineas celulares humanas,

ANEXO 1

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

Erimel
S

g
%

SRS

H

>qi|4092488 |gb|AF067025.1 | AF067025 Human papillomavirus type 16 isolate HO059 long control
region, complete sequence
Length = B63

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

Cuery: 1 tatatttgctacatcctgtitttgttttatatatactatattttgtagegeccageggeca 60

CEEEEErr et e et e tbre b et et
Shjct: 231 tatatttgctacatcctgtttttgttttatatatactatattttgrtagegecageggcca 290

Query: 61 ttttgtagcttcaaccgaattcggttgeatgetttttggcacaaaatgtgtttttttaaa 120

FITITT ) PUEE TRERE et e e e ber et r et e e e et e b e e
Sbjct: 281 ttttgtagcttcaaccgaattecggttgecatgetttttggeacaaaatgtgtttttttaaa 350

Query: 121 tagttctatgtcagcaactatagtttaaacttgtacgtttceotgettgeccatgecgtgeca 180
Frerer o rrertrr b et rerer e e e e e et
Shjct: 351 tagttctatgtcagcaactatagtttaaacttgtacgtttcctgcttgccatgegtgeca 410

Query: 181 aatcecctgttitcctgacctgcactgettgeccaaccatteccattgttttttacactgecac 240
R e N R R R RN RN R R R AR RN R R
Sbjct: 411 aatcoctgttttoccotgacctgcactgottgecaaccattccattgttttttacactgcac 470

Query: 241 tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaatcactatgcgece 300
[ N e e N R R R R R N AR R R R R R RN
Shjct: 47] tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaatcactatgegec 530

Query: 301 aacgccttacataccgcetgttaggeacatatttttggettgttttaactaacctaattge 360
[Preerrre el crrrrerrrrere et errrrerrre el
Sbhjct: 531 aacgeccttacataccgeotgttaggecacatatttitggettgttttaactaacctaattge 590

Query: 361 atatttggcataaggtttaaacttctaaggccaactaaatgtecaccctagttcatacatg 420

[ N R R R RN RN RN RN R R RN R AR R RN
Sbjct: 591 atatttggcataaggtttaaacttctaaggccaactaaatgtcaccctagttcatacatg 650

Query: 421 aactgtgtaagggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgeacatgggtgtgtgcaa 480
GOttt e e e b e ettt e e e e et e
8bject: 651 aactygtgtaaaggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgecacatgggtgtgtgecaa 710

Query: 481 accgttttgggttacacatttacaagcaacttatataataatactaaactacaataattc 540

(NN R R R R R R R RN RN AR RN RN R A RRRRRR N R
Sbjct: 711 accgttttgggttacacatttacaagcaacttatataataatactaaactacaataattc 770

Query: 541 atgtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaage 600
PELeE L b rre ey trree ot et ei e b b e
Sbjct: 771 atgtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaage 830

Query: 601l agacattttatgcaccaaaagaga 624
1 1 T T A A Y O T B AR
Sbyct: 831 agacattttatgcaccaaaagaga 854
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Anglisis de la expresion dirigida por la regién URR de las vanedades europea y asiaticc-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

>gi|40924901gb|AF067027.1|AF067027 Human papillomavirus type 16 isolate HO033 long control
region, complete sequence
Length = 863

Score = 1255 bits (833}, Expect = 0.0
Identities = 633/633 (100%)
Strand = Flus / Plus

Query: 1 tatatttgctacattttgtttttgttttatatatactatattttgtagegeccageggeca 60

Fervtrerrrrereererrrrrrerrree et teeey et et e rneh
Sbjct: 231 tatatttgctacattttgtttttgttttatatatactatattttgtagegeccageggeca 290

Query: bl tittgtagcttcaaccgaattcggttgcatgectitttggeacaaactgtatttitttaaa 120
(rrereereereert rrorin D L et et e et
Sbjct: 291 ttttgtagcttcaaccgaattcggttgcatgectttttgycacaaactgtatttttttaaa 350

Query: 121 tagttctatgtcagcaactatagtttaaacttgtacgtttcctgettgeccatgegtgeca 180

FEEEEE Cen et ver et e b e by b et e e et et
sbjcr: 351 tagttctatgtcagcaactatagtttaaacttgtacgtttoctgcettgecatgegtgeca 410

Query: 181 aatccctgttttcctgacctgcactgettgecaaccattecattgttttttacactgeaec 240

I e il ceeeearrrrere treererrrteeierrrrrerd
Shjct: 411 aatccctgttttcoctgacetgeactgettgccaaccattccattgttttitacactgeac 470

Query: 241 tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaattactatgcgec 300

I I 1 ottt e et ren eyl
Sbjct: 471 tatgtgcaactactgaatcactatgtacattgtgtcatataaaataaattactatgegec 530

Query: 301 aacgccttaaataccgctgttaggcacatatttttggettgttttaactcacctaattge 360

FEEERrrnrerener  Perrere e e et e et rtd
Sbjct: 531 aacgccttagataccgctgttaggeacatatttttggocttgttttaactcacctaattge 590

Query: 361 atagttggcataaggtttaaacttttaaggccaactaaatgtcaccttagttcatacatg 420
R AN RN AR RN RN RN RN R RN |
Shjct: 591 atagttggcataaggtttaaacttttaaggccaactaaatgtcaccttagttcatacatg 650

Query: 421 aactgtgtaaaggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgcacatgggtgtgtgcaa 480

CCTETRREEEr b g b e et et e e e e et ey e e it il
Shyjct: 651 aactgtgtaaaggttagtcatacattgttcatttgtaaaactgcacatgggtgtgtgcaa 710

Query: 481 accgttttgggttacacatttacaaggaacttatataataatactaaactacaataattc 540

LEerrin il 1l orrrrrrrereert teerrrrrrrrveb
Sbjct: 711 accgttttgggttacacatttacaaggaacttatataataatactaaactacaataattc 770

Query: 941 argtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaage 600

| [ I I [ 1l |
Sbjct: 771 atgtataaaactaagggcgtaaccgaaatcggttgaaccgaaaccggttagtataaaage 930

Query: 601 agacattttatgcaccaaaagagaactgcaatg 633
I (RN RN R E RN
Sbjct: 831 agacattttatgcaccaaaagagaactgcaatg 8963
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ANEXO 3

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

>l 20542453 |ab

HEU89349 Human papillomavirus type 18 variant, partial sequence

Length

Score = 1241 bits (626}, Expect = 0.0
Identities = 626/626 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 tgtttgtggtatgggtgttgettgttgggectatatattgtecectgtatttcaagttataaa 60

(RN RN Il CLEETrrrrre rreeeerrrrnnn |l
Sbjct: 1609 tgtttgtggtatgggtgttgcttgttgggctatatattgtectgtatttcaagttataaa 1668

Query: 61 actgcacaccttacagcatccattttatcectacaatectccattttgetgtgcaaccgat 120

I | I [N [N
Sbjct: 1669 actgcacaccttacagcatccattttatcetacaatcctecattttgetgtgecaaccgat 1728

Cuery: 121 ttcggttgcctttggcttatgtttgtggttttetgeacaatacagtacgetggecactatt 180

(I FEEE TErrrn FEEETTEre et rrrerreernd
Sbyct: 1729 ttcggttgectttggettatgtttgtggttttctgecacaatacagtacgetggcactatt 1788

Query: 181 gcaaaatttaatcttttgggcactgctectacatattttgaaccattggeygegectettt 240

I I T O Y I O I COOTEETErrEnr e e ety
Sbjct: 1789 graaaatttaatcttttgggcactgetectacatattttgaaccattggogegectcottt 1848

Query: 241 ggcgcatacaaggcgcacctggtattagtcattttcectgtecaggtgegetacaacaatt 300
I RN I Frrrererertd
Sbjct: 1849 ggcgcatacaaggcgcacctggtattagtcattttectgtccaggtgecgcetacaacaatt 1908

Query: 301 gcttgcataactatatccactcectatgtaataaaactgettttaggcacatattttagt 360

| [ [ [ I Trrrereerrnl
Sbjct: 190§ gcttgcataactatatccactccctatgtaataasactgettttaggcacatattttagt 1968

Query: 361 ttgtttttacttaagctaattgcatacttggcttgtacaactactttecatgtecaacatt 420

Perrerreree e reerr e e bt e e e e e e e e e
5bjct: 1969 ttgtttttacttaagctaattgratacttggettgtacaactactttcatgtecaacatt 2028

Query: 421 ctgtctacccttaacatgaactataatatgactaageotgtgeatacatagtttatgcaac 480

[ I N Frrrer il feereeererrerreetr el
Sbjet: 2029 ctgtctacccttaacatgaactataatatgactaagectgtgcatacatagtttatgcaac 2088

Query: 481 cgaaataggttgggcagcacatactatacttttcattaatacttttaacaattgtagtat 540

i [ FEErerry 1
Sbjct: 2089 cgaaataggttgggcagcacatactatacttttcattaatacttttaacaattgtagtar 2148

Query: 541 ataaaaaagggagtaaccgaaaacggtcgggaccgaaaacggtygtatataaaagatgtga 600

A R R R R R R R RN RN E RN RN R RRRRARR RN
Sbiyct: 2149 ataaaaaagggagtaaccgaadacggtcgggaccgaaaacggtygtatataaaagatgtga 2208

Query: 601 gaaacacaccacaataccatggegeg 626

I T T T O O B B
Sbjct: 2209 gaaacacaccacaataccatggcgcg 2234
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