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RESUMEN

Los Papilomavirus Humanos (PVH) presentan una alta especifi-
cidad tisular, ya gue solo infectan epitelios estratificados
planocs, en donde pueden desarrollar tumores benignos o malignos.
Dentro del genoma de ADN estos virus, existe un fragmentoc llamado
Regidén Larga de Control (RLC), que contiene sitios de unién para
factores transreguladores celulares y virales. E1 estudio de 1la
interaccién de factores celulares con la RLC del FVH-18 (impli-
cado en cancer cérvico-uterino), mediante ensayos de retarda-
miento en gel, mostré la unidn especifica de dos factores nuclea-
res. El factor K se encuentra enriquecido en células HelLa (de
origen epitelial estratificado) con respecto a lineas célulares
ne epiteliales, células de epitelios simples y glandulares vy
leucocitos humanos circulantes que no son blancos naturales de
los PVH. La regidén reconocida por este factor es homdéloga a una
secuencia conservada en regiones promotoras de genes de citogue-
ratinas e inveolucrina humanos, que se expresan solo en epitelios
estratificados, esto sugiere que un factor nuclear de gueratino-
citos esta involucrado en la regulacion de la transacripcidn
temprana del PVH-18. Un segundo factor, la proteina celular AP-1
interaccicna con una secuencia de ADN repetida dos veces en la
RLC del PVH-18 v es la transductora final de una serie de eventos
gue se 1nician en el exterior de la célula y terminan en el

ndcleo con la activacién transcripcional de algunos genes.



ABREVIATURAS

ADN.- Acido 2' desoxirribonucléico.

APS.- Persulfato de amonio.

ARN.- Acido ribonucléico.

CaCU.- Cancer cé&rvico-uterino.

CIP.- Coctel de inhibidores de proteasas.

cpm.-~ Cuentas por minuto. .

IdNTP.- 2’ deoxinucleotido 5 trifosfato.

DTT.- Dithicthreitol.

EDTA.- Acido etileno-diaminotetraacético.

HelLa.- CZlulas derivadas de carcinoma cervical humano con PVH-18
integrado.

Hepesa.- N-2 hidroxietil-piperazina-N'-2-acido etanc sulfonico.

MLA.- Marco de lectura abierta.

NI1C.- Neoplasia intraepitelial cervical.

NP-40.- Nonidet-P-40.

pb.- Pares de bases.

PMSF.- Fluorurc de fenilmetil sulfonilo.

PVH.- Papilomavirus hizmano_

PVH-18.- Papilomavirus humanc tipo 18.

RLC.- Regién larga de control.

TBE.- Tris-Boratos-EDTA.

TE.- Tris-EDTA.

Tria.- Hidroximetil-aminometano.



INTRODUCCION

El cancer es uno de los problemas mA&As grandes planteados
para la medicina moderna y uno de los mas fascinanes para la
biologia molecular.

{En términos DbiolSgicos el cancer es la manifestaci6n de
alteraciones en 1los mecanismos Dbasicos de control de la
regulacién metabflica, divisién y diferenciacitn celular de los
organismos superior‘es;j-

Estos cambios pueden definirse como alteraciones heredables
en una cé&lula caracterizadecs por una mayor velocidad de. divisién,
una diferenciacidn parcial o imperfecta, presencia de metastasis,
pérdida de la inhibicién por contacto, poca cohesién, camblos en
la morfologia, estructura antigénica, biogquimica y por lo regular
cariotipica, unidén por contacto con c&lulas de otro tejido,
aumentoc de los movimientos celulares en cultivos, elaboracidtn de
toxinas para otras células Yy sobrevivenclia en transplantes
(Robbins, 1974; Alvarez, 1988; Aviles, 1989).

fLa denominacién cancer se ha utilizado para designar a los
tumores malignos, los cuales se diferencian de los benignos por
tener un crecimiento acelerado, ser metastasicos Y no estar Dbien
diferenciados (no se parecen al tejido de origen).

Las proliferacién anormal de una célula da lugar a una

neoplasia, que significa crecimiento nuevo y la masa gue esta



compuesta por el nuevo crecimiento, se denomina neoplasma
(Willis, 1952, citado en Robbins, 1974).

Es claro gue el desarrolle de un proceso carcinogénico
encierra una serie de eventos consecutivos o simultaneos, donde
debe de existir un inicio gue involucra estimulos exdgenos y-o
enddgenocs y se debe rebasar un umbral para que sé implante el
estado carcinogénico, la 1niciacién es seguida por un periodo de
latencia donde muy posiblemente se lleven a cabo los cambios a
nivel meolecular para que se adquiera e implante el fenotipo
transformado. ,’—I:os estimulos end6genos pPueden ser genéticos,
hormoenales o inmunitarios; los exo’genos involucran una amplia
variedad de elementos ambientales tales como estimulos quimicos
(iniciadores y promotores de tumores), fisicos (luz U.V.)) vy
biclégicos (vu‘us)»i‘

Los procesos jt_..ulm:n"ales pueden presentar diversas manifesta-
ciones clinicas, pero se considera gque todos ellos tienen causas
comunes que los desencadenan. A nivel molecular dos de los
factores mas importantes que intervienen en la car‘cinogénesis son
los oncogenes y los virus.

Los recientes progresos en el conocimiento de la biologia
molecular de los virus tumorales, asl como las té&cnicas de
ingenieria genética, han conducido a la 1dentificacién de genes
del cancer en cé&lulas de mamifero, conocidos como oncogenes, cuyo
funcionamiento inadecuado parece ser un factor responsable de la

transformacién neoplasica (Bishop, 1983; Dulbecco; 1984).



CANCER CERVICO-UTERINO

Actualmente, el cancer ocupa uno de los cinco primeros
lugares como causa de defuncién en muchos paises del mundo,
afectando a personas de entre 30 y 60 afios principalmente (Diaz y
Zaragoza, 1974; Fernandez, 1983). Cada afo, mas de 80 000
mexicanos mueren por esta enfermedad. Las estadisticas reportan
que la mortalidad por neoplasias es de un 11%,donde el cancer
cérvico-uterino ocupa-el primer lugar entre las mujeres (Barroso,
1986).

El cancer c&rvico-uterino (CaCU) es la enfermedad neopldsica
mias frecuente en la poblacién femenina de los paises sulbaesarro-
liados (En Peto, 1986). A nivel mundial el CaCU ocupa el segundo
lugar como causa de muerte por neoplasias, superado solo por el
carcinoma mamario (Shodell, 1986; Broker y Botchan,i986).

Segin la Organizacién Mundial para la $alud, cada afio se
registran al menos 450 000 casos; de los cuales cerca del 45%
fallece.

La aplicacién de camparfias masivas de deteccién temprana del
CaCU, Jjunto a los avances terapeéuticos, han permitido en las dos
Blitimas decadas una disminucién notable en la incidencia y morta-
lidad de este padecimiento en los paises desarrollados (Nelson y
cols., 1984; Hakama, 1989). Actualmente en estos paises se ha
incrementado la frecuencia de 1la neoplasia intraepitelial

cervical (NIC) gque se considera la lesifn precursora del CaCU —=—



(Nelson y cols., 1984; Raymond, 1987).

La epidemiol6gia del cancer genital humano, muestra una
clara correlacién entre esta enfermedad y la actividad sexual,
por lo gue se han considerado como factores de riesgo : las
experiencias sexuales a edad temprana, contacto sexual con varios
individuos, contacto sexual con un individuo cuya pareja ha
estado previamente afectada por cancer cé&rvico-uterino, compafiero
sexual con experierncia con var.ias mu jeres, también correlaciona-
dos con enfermedades venéreas y compafiero sexual con cdncer de

pene.
PAPILOMAVIRUS HUMANOS Y CacCU

Numerosas observaciones clinicas, asi como estudios epide-
miclégicos, sugieren gue un factor viral transmitido sexualmente,
esti involucrado en el desarrollo del CacCU.

Actualmente se tienen varias evidencias de la participacién
de los Papillomavirus en la produccién de tumores de tipo benigno
Yy maligno en los humanos (zur Hausen, 1986; zur Hausen, 1987a).

Los humanos son afectados por una amplia variedad de PVH; a
la fecha se han caracterizado mas de S0 tipos diferentes (Cole y
Danos, 1987). Estos colonizan epitelios estratificados planos e
inducen la formaciffn de tumores benignos (verrugas y condilomas)
¥ malignos, principalmente cincer cérvico-uterino.

Recientemente se han obtenido ma&s fundamentos sobre el papel



oncogénico de estos virus (Durst vy cols, 1983), mediante técni-
cas de Biologia Molecular, con las que se han detectado secuen-
cias de ADN de PVH en tumores. La asoclacién de PVH tipo 16, 18,
21, 33 y 35 con cancer genital, necoplasias 1ntraepiteliales vul-
vares, cervicales y carcincmas de pene, estad ahora bién documen-
tada (Durst, 1987; zur Hausen, 1987Db).

De todos los tipos de PVH, s6lo algunos de ellos (6, 11, 16,
18, 31, 23 y 3%} se han encontrado frecuentemente en tumores de
la regidn genital. Los tipes & y 11 se han encontrado en 90-100%
de lesiones benignas, en 25% de lesiones precancerosas y muy
raramente (2%) en las cancerosas (Gissmann Y cols, 1983; Lorincz
v cols., 1987). Por ¢l contrario en 99% de carcinomas "“in situ" o
invasores se han encontrado los tipos 16, 18, 31, 33 y 35 (Durst
y cols., 1983; Boshart y cols. 1984, Beaudenon y cols., 1986);
de estos casos, el 50-90% corresponden los tipos 16 vy 18 (en
general el tipo 16 es 3 veces mas frecuente que el tipo 18).

En MExico, aproximadamente el 21*% de los canceres cervicales
estudiados en estadio de malignidad I y II se asocia al PVH-16
(Gariglic vy cols., 1987), ¥ un 7% en diferentes estadios de

malignidad al PVH-18 (Aviles, 1989).

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS PVH

Los PVH, son un grupo de virus pequernios que pertenecen

a la familia PAPOVAVIRIDAE, al igual que Polioma y SV40.



Las particul:as virales contienen sdélo ADN y proteinas, el
genoma se encuentra compactado con histonas, formando nuclecsomas
y encapsidado en viriones icosahedricos con 72 capssmeros
(Matthews, 1982).

El Papilomavirus Humano tipo 18 (PVH-18), es uno de los
tipos virales asociado a cancer dJenital (Neoplasias del cervix)
que se ha comenzado a estudiar recientemente a nivel molecular en
nuestro pais.

Su genoma de ADN de doble cadena, es circular y esta formado
por 7857 pares de Dbases (Cole y Danos, 1987). La informacién co-
dificada esta localizada sobre una scola cadena vy todos los marcos
de lectura abierta (MLA) tienen la misma orientacidn transcrip-
cional. Los MLA corresponden a 7 regiones de expresidtn temprana
(E) v 2 regiones de expresifn tardia (L), cada uno de los cuales
realiza funciones especificas dentro del ciclo de vida de estos
virus (Seedorf vy colsa. 1985).

Las regiones E1 a E7, a excepcién de E4, probablemente codi-
figquen para proteinas asociadas con las funciones de replicacién
viral, transformacidén y mantenimiento de la forma circular plas-
midica (Doobar, 1986).

El gen E1 parece regular la replicacifn extracromosomal,
mientras gque el producto E2 es un factor transregulador, el cual
modula positiva o negativamente la expresién del gencma viral a
partir de promotores de la regién temprana (Eé6 y ET).

E2 =e une al ADN reconociendo especificamente la secuencia



palindrdmica (blanco de E2) ACCG-NNNN-CGGT; dicha secuencia se
encuentra repetida varias veces en la RLC de todos los FVH
secuenciados hasta ahora, esta proteina se une al ADN en forma de
dimero (Thierry y cols., 1987; Déstatni Yy cols, 1988).

Los productos de los MLA E6 y ET son responsables de la
capacidad oncogénica del virus (ver mas adelante).

Ll v L2 son genes gque codifican para las proteinas estructu-
rales del wvirus; que sélo se expresan en tejidos productivamente
infectados (Lazo, 1988; Baker y cols., 1987).

Entre el inicio de la regién temprana y el fin de la regidn
tardia hay un segmento de ADN que no tiene capacidad codificante
para proteinas; esta contiene elementos regulatorics de la trans-
cripcién de la regién temprana del virus. Esta secuencia es
conocida como Regidtn Larga de Control (RLC) 6 Regifn no Codifica-
dora (RNC), posee 828 pares de Dbases (Cole y Danos, 1987). En
esta secuencia se encuentra el origen de la replicacién viral y
varias secuencias que activan la transcripcidén, las cuales inter-
actdan con factores transactivadores tanto celulares como virales
(Garcia-Carranci vy cols., 1988).

Se han caracterizado elementos con actividad enhancer en la
RLC del PVH-18, doz de estos elementos son responsivos a factores
transactivadores codificados por el virus y el tercero funciona
como un enhancer constitutivo requiriendo factores celulares para
su activacién. E1l primer enhancer (IE2) esta localizado cerca del

sitio cap de E6 y es responsivo al factor transactivador E2; el



(1/7857)

Fig. 1: Mapa genético del Papilomavirus Humano tipo 18 (PVH-
18), el gencma de ADN es circular, de doble cadena y posee 7857
pb. Exasten 7 regiones de expresién temprana (E) y dos de expre-
s16n tardia (L) La ubicacién de las flechas hacia el exterior,
indica el marco de lectura abierto al gque corresponde cada trans-
crito. Entre el final de la regién tardia y el inicio de la
regitn temprana se encuentra la Regitn Larga de Control (RLC), la
cual contiene los elementos regulatoricos de la transcripcién
temprana y el origen de la replicacién. Se indican los sitios de
poliadenilacién (pA) y algunos sitios de restriccién: B = BamHI,
K = KpnIl, R = Eco Rl y V = Eco RV.
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segundo enhancer (IE&) esta localizado aproximadamente 500 pares
de bases arriba del sitic cap de E6 v es dependiente del producto
del gene wiral E& para su funcifn; un tercer enhancer {C) esta
localizado entre 200 y 400 pares de_bases arriba del sitio cap iz
Ef v posee una actividad constitutiva v no reguilere de factores
codificados por el PVH-18 para su funcién. El elemento enhancer
constitutivo exhibe preferencias por lineas celulares epiteliales

para su funcidn (Gius y cols. 1988).

MECANISMOS DE TRANSFORMACION

No se sabe como, n1 en que momento el virus transforma a la
cBélula (Broker y Botchan 1986; Koss, 1986). Se sabe gque los FVH
6, 11, 16 v 18 se encuentran en estado episomal y en forma pro-
ductiva en las lesiones bhenignas y precancerosas; los PVH 16 vy 18
se encuentran en forma no productiva e integrados al genoma ce-
lular en las cé&lulas cancerosas, ¥y generalmente estan amplifica-
dos en wunas 50-200 coplas por célula (Broker y Botchan, 198&;
Durst y ceols.,, 1985, Durst vy cols., 1986). Esto parece indicar
que la integracién de los tipos 16 y 18 esta relacionada con el
proceso de malignizacién de las celulas normales o la progresion
tumoral.

El ADN wviral se abre generalmente en la regidén El-E2 durante
la integracisn al ADN celular (Schneider-Maunoury y cols, 1987),

los sitios de 1nsercién, al parecer son muy variados y no hay un
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patrdén caracteristice. En algunas lfneas celularea derivadas de
carcinnomasa genitalea, el ADN del PVH se ha encontrado cerca de
oncogenes celulares como myc, ras y src (Dirst, 1987; Ocadiz y
cols.,, 1987, Alvarez, 1988).

La transcripcién de los oncogenes virales E6 y ET7 parece
tener un papel muy importante en el mantenimiento del estado
transformado en la c&lula; los elementos regulatorios de la ex-
presién de estos genes se encuentran localizados en la RLC.

Se ha encontrado que en biopsias de cAncer cérvico-uterino,
en lineas celulares derivadas de este y en células transformadas
con PVH, los productos de los genes E6 y E7 son los que mayorita-
riamente se presentan; la persistencia de estos transcritos en
células transformadas sugiere firmemente que estos productos
Juegan un papel importante en el proceso de transformacién malig-
na (Smotkin y Wettstein, 1986, Baker y cols., 1987; Danos, 1986).

Contrario a lo gque sucede con los genes Ei y E2, los genes
E6 vy ET no se destruyen durante la integracién del ADN viral al
genoma celular; dichos genes se expresan selectivamente en tumo-
res genitales y lineas celulares derivadas de tumores humanos
(Schwarz y cols, 1985 Smotkin y Wettstein 1986).

Los genes E6 y t? parecen ser necesarios para la inmortali-
Zzacién de queratinocitos humanos por los PVH tipo 16 y 18

(Schlegel y cols., 1988, Munger Yy cols., 1989).
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ESPECIFICIDAD TISULAR DE LOS PVH

Los PVH presentan especificidad tisular absoluta ya gque solo
infectan epitelios estratificados planos (Secos como la piel o
himedos como las mucosas orales y genitales), donde pueden llevar
al desarrollo de tumores Dbenignos (verrugas y condilomas) o
malignos (CaCuU).

Los epitelios estratificados de los mamiferos, estan com-
puestos principalmente por queratinocitos, estas c&lulas estan
dispuestas en capas sucesivas en diferentes estadics de diferen-
ciacién (Ver figura 2). El estrato basal o g’ermir_zativo posee la
actividad mit6tica del tejido, mientras gqgue en las capas interme-
dias, donde se encuentra el estrato espinoso y el granuloso, las
células cesan su divisién e inician un programa de diferenciacién
(Queratinizacién). Las capas externas que forman el estrato cor-
neo, 2stan constituidas por células muertas, totalmente querati-
nizadas, gue son eliminadas por descamacién. Los PVH son depen-
dientes del ambiente provisto por la diferenciacifn terminal de
los gueratinocitos para desarrcllar su ciclo litico. La sintesis
vegetativa del ADN viral -puede ser detectada por técnicas de
hibridizacidén "in situ" en la capa de cé&lulas en diferenciacién
del epitelio, pero no en la basal o en la subyacente de los
fibroblastos, La produccién de capsides virales y el ensamble de
los viriones ocurre en las capas de diferenciacifn superior. Se

piensa que los tumores surgen a partir de algun evento inicial en
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el ciclo infeccioso, por el cual el virus aumenta la velocidad de
division de la cé&lula infectada en el epitelio de la capa Dbasal,
estas células son no permisivas para la funcién reproductiva de
los papilomavirus, esta se encuentra sometida al programa de
diferenciacién de las c&lulas al migrar a traves de la capa epi-
dermal. De este modo la expresifn de los genes de los papiloma-
virua esta controlada por el estado de diferenciacién de los
gqueratinocitos (Orth y Favre,1985).

Después de entrar a la célula, el curso de la infeccién
viral es probablemente dependiente de su interaccitn con factores
celulares trans-activadores, dependiendo de estos factores, la
velocidad de transcripcidn y replicacién de los virus puede ser
muy baga, pero suficiente para permitir la persistencia viral,
resultando en una infeccién subclinica latente; bajo la influen-
cia de un estimulo apropiado, el incremento de la transcripcidn
resultara en la mayor expresién de los genes virales (particular-
mente del gen E2), 2 un nivel al cual este es capaz de transmodu-
lar la actividad de la regifn temprana, la consecuencia de esto
es la presencia de un elevado ndmero de copias de ADN episomales
en la célula y en el nivel clinico, una manifiesta infeccién de
PVH (Broker y Botéhan. 1986; Ostrow y Faras, 1987, Pirisi, 1987).

La diferencia entre una infeccién clinica latente o una
infeccifn clinica manifiesta es consecuencia de la concentracién
celular de factores transactivadores celulares y virales y su

respectiva afinidad por sus blancos en la secuencia de ADN.
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En suma, la formacién de particulas virales requieren la
expresion de los productos de la regién tardia, la cual esta 1li-
gada al proceso de queratinizacion de los epitelios, aumentando
la complejidad de la expresién coordinada de los genes virales
(Cripe vy cols., 1987).

En wvista de la amplia presencia de los PVH , al aparente
incremento de los casos de CaCU entre la poblacién mexicana, al
potencial oncogenico de estos virus y al wvacio de informacidn
existente en nuestro pais, se hace necesario ampliar su estudio
utilizando las herramientas de la ingenieria genética ‘-y la Bio-
logia Molecular, lo cual representa un estudio pionero en nuestro
pais.

Para comprender de gue forma se relaciona la expresidon de
los genes virales con la diferenciacién de los epitelios, el
papel gque Juegan los factores celulares en los mecanismos molecu-
lares de regulacién transcripcional viral y su posible implica-
cién en la oncogenésis, se realizé un estudioc molecular de la
interaccién de factores nucleares con fragmentos de la RLC del

PVH-18.
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Fig. 2: Representaciftn de’'la organizacién de los epitelios
estratificados planos. Las células se encuentran formando capas
en varios estadios de diferenciacién en el tejido normal, para
desarrollar el proceso de queratinizacién. Se muestran las
lesiones precursoras del cancer: NIC grados I, II vy III: displa-
s2i1a pequefia 6 mediana, displasia mod.erad.ai d displasia severa
(carcinoma "in situ" 6 cancer invasivo) respectivamente. Estos
estadios se caracterizan por un incremento progresivo en el
ndimero de cé&lulas indiferenciadas y malignas, con un decremento
en la diferenciacién celular superficial, paralela a el incremen-

to de la severidad de la NIC.
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OBJETIVOS

Analizar a nivel molecular,.la interaccién de factores
celulares vy virales, con elementeczs del ADN gque regulan la

transcripcidn temprana del Papilomavirus Humano Tipo-18.
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MATERIAL Y NETODOS

El conocimiento de los mecanismos moleculares por los cuales
los genes pueden ser expresados diferencialmente durante el
desarollo de un organismo, con una alta especificidad tisular, o
por la accifn de un inductor ambiental, se ha i1do desarollando
con el descubrimiento de secdencias de ADN, mediadoras de la
transcripcién. Estas funcionan como sitios de reconocimiento para
proteinas, por lo que la regulacién de un gen esta controlada por
interacciones ADN-Froteina.

A fin de caracterizar la actividad de unién de proteinas
nucleares a sitios especificos de ADN, se realizaron ensayos de
retardamiento en gel. Para esta técnica, se obtuvieron extractos
nucleares de varias lineas celulares y de leucocitos humanos
circulantes, los cuales se incubaron c¢on diferentes sondas
radiactivas de ADN, las mezclas se depositaron en geles nativos
de poliacrilamida a baja fuerza idnica Yy Se sometieron a
electroforesis. Los resultados se visualizaron en placas de
auntoradiografia, en donde los complejos ADN-Proteina se detecta-
ron debidc al decremento de su movilidad electroforetica, en

relacién al corrimiento del ADN libre de factores (Ver figura 3).
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Fig. 3: Metodologia empleada para el estudio de interaccio-
nes ADN-Proteina. Para caracterizar la actividad de reconocimien-
to y unién de factores nidcleares proteicos a secuencias cortas de
ADN, se realizaron ensayos de retardamiento en geles nativos de
poliacrilamida, esta técnica permite separar complejos ADN-
Proteina de fragmentos de ADN libre de factores, con base en las

diferencias de su movilidad electroferetica.
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ENSAYOS DE RETARDAMIENTO EN GEL

Esta té&cnica es utilizada para separar mol&culas de ADN
libre, de complejos ADN-Proteina, basada en las diferenclas de su
movil:dad electroforética (Garner Yy Revzin, 1981), a fin de
caracterizar la actividad de reconocimiento de factores protéicos
por secuencias funcilonales especificas de ADN lineal, los cuales
pueden estar involucrados en mecanlsmos de regulacidén transcrip-
cional o de replicacién (Garner y Revzin, 1988).

Las reacciones fueron realizadas en un volumen de 20 ul en
presencia de 10 mM Hepes, pH 7.9; 30 mM KCl; 10*% (V~-V) glicerol,
1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 a 2 ug de Poli 4I-4C como ADN competiti-
vo no especifice, 4 =M Mg(Cl2 v 4 mM de espermidina.

LLa mezcla se incubd con 5 a 25 ng de extractos nucleares
durante 10 minutos en hielo, posteriormente se anadieron 1 a 2 ng
de oligonucleftidos de doble cadena marcados radiactivamente con
32-P (sondas de ADN) y se incubaron nuevamente durante 10 minutos
en hielo; terminada la incubacién, la mezcla se depositd en un
gel nativo de poliacrilamida al 6% (Acrilamlda—bisacrilamlda 30
0.75, desionizada con resina de intercambio 1dénico [Amberlita
ME-1]1), conteniendo TBE 0.5X (Tris-Boratos: 445 mM Tris, 445 mM
acido Dbérico, 1 mM EDTA), la mezcla se sometié a electroforesis a
70 Volts, durante 1:20 a 2:30 hrs dependiendo del tamafio de 1la
sonda; los geles fueron secados Yy eXpuestos en pelicula Kodak

X-Omat.
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AISLAMIENTO DE NUCLEOS Y PREAPARACION DE EXTRACTOS

Los extractos de proteina fueron obtenidos a partir de
nidcleos de cultivos celulares en confluencia. Los nilicleos fueron
aislados por el método del detergente como se indica: las células
fueron lavadas con tampon salino de fosfatos (137 mM de NacCl, S
mM de KC1l, 0.7 mM Naz HFO04 y 25 mM Tris y se resuspendieron en
tampon A (10 mM Hepes (N-2-Hidroxietil piperazina-N'- 2 &cido
etanosulfdnicel pH 7.9, 85 mM KC1l, 5.5% sacarosa, 0.5 mM espermi-
dina, 0.15 mM espermina, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF); para el lisado
de los nicleos se aftadic 1 volumen de tampc';n A conteniendo 1% de
MP-40. Los ndcleos se obtuvieron por centrifugacidn durante 10
minutos a 4 € y 2000 rpm en centrifuga clinica DAMON-IEC HN S-II
Y <Tueron lawvadoss con tampén A (Dignam vy cols., 1983; Garcia-
carranca vy cols., 19838).

Los extractos nucleares fueron preparados como se describe :
los nidrcleos fueron resuspendidos en tampon € (20 mM Hepes pH 7.9
25% glicerol, 420 mM NacCl, 1.3 mM MgcCl2, 0.2 mM EDTA, 05 mM DTT,
0.5 mM PMSF). La suspensifén fue puesta en agitacién suave a 4 ©
durante 45 minutos, ‘posteriormente la cromatina fue sedimentada
33 minutos a 16 0CO rpm, en rotor SWS0.1 y ultracentrifuga
Beckman LA8SS5. Las proteinas solubles fueron precipitadas por adi-
cidn de 1.6 volumenes de una solucién conteniendo 3.8 M (NH4)2
S04 v 20 mM Hepes (pH 7.9); la mezcla fue agitada durante 45
minutos a 4*C y centrifugada durante 20 minutos a 35 000 rpm, en

rotor SW40.
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Las proteinas fueron resuspendidas en 400 nl de tampdn D (20
mM Hepes (pH 7.9], 60 mM KCl, 20 * glicerol, 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
0.2 mM EDTA} v dializadas durante 2-3 horas contra S00 volumenes
de tampon D (Wildeman y cols, '198‘1), Los extractos nucleares
fueron alicuotadces vy almacanados en m.trégeno ligquido (Garcia-
Carranci y cols., 1988).

A algunos extractos se les adiciond CIP (Pepstatin A 0.2
pM- ml de solucifn, Antipaina 0.2 pM-ml, leupeptina inM-ml, Benza-
midina 0.05 nM~-ml, aprotinina .03 unidades 1nhibidoras de pro-
teasas-ml, quimostanina A, B y C 0.02 ng-ml) como agentes inhibi-
dores de proteasas.

La concentracifn de proteinas fue determinada mediante la
técnica descrita por Bradford (1976), usando albumina sérlca

bovina como estandar (1 mg-ml).

CULTIVOS CELULARES
Todas las células =e crecieron en medio Eagle modificado por

Dulbecco, suplementado con 7% de suero fetal de ternera, en

atm6sfera humeda con 5% de CO2.
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PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Para la obtencién de bacterias competentes, las cuales
fueron transformadas con los plasmidos usados en el trabajo, se
utilizé la té&cnica descrita por Hanahan (1983). Las cepas se
inocularon en medioc SOB (Bactotriptona 20 gr, NaCl 0.5 gr, [ajus-
tar pH 7.5 con KOH] aforar a 1 litro), complementado con 10mM Mg-
S04; se crecieron a 37 € con agitacién constante (200 rpm) toda
la noche. '

500 1l de este precultivo se inocularon en SO ml de medio
SOB complementado con 10 mM de MgS04 y se crecieron con agitacién
moderada (200 rpm) a 37 € hasta que el cultivo alcanz6 una D.O.
550nm = O.5.

El cultivo se transfiri6 a tubos esteriles tipo Falcon en
condiciones de esterilidad y se enfrié 10 minutos en hielo,
posteriormente se centrifugé 12 minutos a 4 € y 2500 rpm.

El sobrenadante se elimind cuidadosamente y la pastilla se
resuspendid en 16 ml de tampon RF1 (3C mM KAc, 100 mM RDbCl2, 10
mM CacCl2, 50 mM MncCl2, 15 * Glicerol [agustar pH 58 con 0.2 M
CH3COOQOH1).

La mezcla se ;:entrifugé 12 minutos a 4 €T y 2500 rpm, el
sobrenadante se eliminé y la pastilla se resuspendié en 4 ml de .
tampon RF2 (10 mM MOPS §3-[N-Morfolinol Acido propanc sulfonico:?
6 PIPES {piperazina-N, N'-bis [2-&cido etanosulfdnicol, 1,4-acido

piperazina dietanosulfénico}, 75 mM CacCl2, 10 mM RDbCl2, 15% Gli-
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cerol [ajustar pH 6.5 con KOHl), se incubé 15 minutos en hielo vy
se distribuyd en alicuotas de 200 jul, en tubos esteriles pre-

enfriados y se almacenaron a 80 °C bajo cero.

TRANSFORMACION DE BACTERIAS

A una alicuota de 200 nl de suspensién de bacterias compe-
tentes se agregd de 1 a 10 ng de ADN y se incubdbé por 20 minutos
en hielo.

La mezcla se incub6 en bafic maria a 42 © por 90 segundos ¥y
posteriormente en hielo por 2 minutos; se afiadieron 800ul de
medio SOC (medic SOB + 1-50 glucosa 20% + 17100 MgS04 1M), vy se
incubd en agitacién a 200 rpm durante 45 minuteos a 37 c.

Se espatularon directamente 50 ul de este cultivo en cajas
de medio agar-luria (mas el antibiotico adecuado), el resto se
centrifugd y la pastilla se sembré de 1gual forma; se crecieron a
37 € por una noche, las cepas se almacenaron a 4 C (Thierry y

cols., 1988).
MAXIPREPARACION DE PLASMIDOS
Se sembrd un pie de cultivo con la cepa portadora del
plasmido de interés, en 5 ml de medio Luria esteril (10% Bacto-

triptona, 5 % extracto de levadura y 10 % NaCl (ajgustar pH 75

con NaOHl) m&s el antibibtico adecuado (100 jpg-ml ampicilina 15
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Brg-ml cloranfen'icol 6 12.5 ng- ml tetraciclina); se crecié en
agitacifn moderada a 200 rpm, toda la noche a 37 °C.

Se inocularon 500 ml de medio Luria con 3 ml de precultivo y
se anadi6 el antibidtico adecuado; se dejo crecer en agitacién
moderada (200 rpm) a 37 ‘¢, hasta gque el cultive alcanzé una D.O.
600 nm = 0.6 y se procedié a realizar la amplificacién del
plasmido (incremento del namero de copilas por célula) deteniendo
la sintesis de proteinas bacterianas con 15 ng-ml de clorafenicol
6 125 jng-ml de tetraciclina (al cual sea sensible la cepa) y se
dej6 crecer en agitaciém a 200 rpm a 37 'C toda la noche.

El cultivo se transfirié a Dbotellas de polipropileno de 50Q
ml ¥y se centrifugd durante 15 minutos a 5000 rpm en rotor Beckman
JA-10, a 4 °C. .

El =sobrenadante se eliminé y la pastilla se resuspendié en
35 ml de solucién Tris 50 mM pH 7.5 sacarosa 25 %), la mezcla
se transfirid a tubos de polialomero de rotor 50 Ti & SW40 de
ultracentrifuga y se afiadieron 3.5 ml de solucién ELT (100 mM
EDTA pH 8.0, 2 mg-ml lizozima, triton X 100 0.1 %)

La mezcla se agité y posteriormente se incubd 10 minutos a
temperatura ambiente y 10 minutos a 70 C; se centrifugdé a 40 000
rpm en ultracentrifuga Beckman a 4 C durante 25 minutos en rotor
SO Ti 6 20 minutos en rotor SW40. Se recuperd el sobrenadante y
se afiadic un volumen igual de solucién PEG-NaCl (20 % polietilen-
glicel, 1M NacCl) en tubos corex de 15 ml, se mezcld suavemente,

se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente y sSe centri-
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fugs 10 minutos a 4 C y 3000 rpm, en rotor SS34.

El sobrenadante se elimind vy la pastilla se resuspendid en 4
ml de solucién TE 1X , se incub6é un instante en bafio maria a 90 ©
se afiadieron 4 ml de LiCl 5 M frio y se mezcld suavements y se
incudb6 5 minutos en hielo.

La mezcla se centrifugdéd 10 minutos a 3000 rpm en rotor SS34
a 4 € para eliminar el ARN. El sobrenadante se pasé a tubos corex
de 30 ml y se afiadieron 20 ml de etanol absoluto frio (20 'C bajo
cero), se mezclé suavemente y se centrifugé 30 minutos a 4 °C vy
8000 rpm para precipitar el ADN. El sobrenadante se decantd y se
agregaron 10 ml de etanol 80% , se centrifugé a 8000 rpm, 3
minutos a 4 C y la pastilla se secé al vacio (5 a 10 minutos), se
resuspendild en 400 ul de solucién TE 1X y la mezcla se past a
tubos eppendorf, se lavd el tubo corex con otros 100 pnl de TE 1X
y Sse atiadieron al mismo eppendort.

Se anadid RNAsa (40 ag-sml) y se incubd 15 minutos a 37 &
después se agregd 0.6 ml de solucitn 13% PEG-6000, 1.6 N NacCl, se
mezclé por inversién, se centrifugo 15 minutos, 12000 rpm a 4 %,
se retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 150 nl
de solucién TE + 150 ul de solucidn 24 : 1, de cloroformo:alcohol
1soamilico, se agité y se centrifugé 5 minutos, 12 000 rpm a
temperatura ambiente. A la fase acuosa se le afiadis 150 ual de
fenol saturado (0.1% Hidroxyquinoleina en 100 ml de fenol bides-
tilado, agregar 1 volumen de Tris iM pH 8.0 + 1 volumen Tris 0.1

M pH 80) en TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA [ajustar pH 8 con HC1l),
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se agité y s=e centrifugé 5 minutes a 12 000 rpm a temperatura
ambiente.

A la fase acuosa, se le agregd un volumen de solucifn 4M de
CH3COOMNH4, mAs 2 12 volumenes de etanol absoluto frio (20 C baJo
cero) del anterior volumen final,.

Esta mezcla se centrifugé d.ur_ante 30 minutos a 14 000 rpm a
4 C; el sobrenadante se decantd, la pastilla de ADN se lavo con
etanol al 80%, se secd al vacio (5-10 minutos) v se resuspendid a

la concentracién deseada (Tmerr}} y cols., 1988).

CUANTIFICACION DE ADN

Para la medicién de ADN por espectrofotometria, se hacen
diluciones de la muestra 1 : S00 y se realizan las mediciones en
espectrofotometro Beckman DU-7, se considera gue un valor de
denstdad optica a 260 nm = 1.00 corresponde aproximadamente a 50
ng-ml de ADN de doble cadena (Maniatis y cols., 1982) para cal-

cular la concentracion se utiliza la relacidn

( dilucion M 5S0ung)
Concentracion de ADN = A 260 ——--—---——————-——————uemo = ng7nl
: 1000 u1l
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DIGESTION DE PLASMIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccién son endonucleasas que reconocen
una secuencia especifica, e hidrolizan el ADN dejando extremos
simétricos (rasuradoa).o asimetricos (cohesivos).

Las digestiones se llevaron a cabo en las condiciones de
reaccién adecuadas (segun el fabricante) y las mezclas se some-

tieron a electroforesis en geles de agarosa.
MIGRACION ELECTROFORETICA DE PLASMIDOS EN GELES DE AGAROSA

La electroforesis en geles de agarosa nos perﬁu‘.te separar
facilmente moléculas de ADN de tamafio diferente, segﬁn su peso
molecular.

Loa geles se prepararon en concentraciones del 0.9% al 15%
(Agarosa grado N.A. Biorad) en TBE 1X (Tris-boratos: 0.089M Tris,
0.089 M Acido borico, 0.002 M EDTA), calentando la solucién hasta
ebullicién para disolver la agarosa, una vez que la temperatura
bajo a aproximadamente 50 °C, se agregé Bromuro de Etidio (0.05
Ag-ml, de una solucién de 10 ng~-ml) para tefiir los &cido= nuclei-
cos.

La solucién de agarosa, aun caliente, se vertié en una
cdmara para geles colocando el peine formador de pozos en un
extremo; una vez solidificada la agarosa, el peine se retiro Yy se

afiadid una solucién de TBE 1X hasta cubrir totalmente el gel.
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Las muesatras gl.e ADN se colocaron en los pozos afiadiendo
colorantes 1ndicadores de corrida (Azul de bromofenol 0.02%
Xilencianol 0.02%, Glicerol 50%).

El corrimiento electroforético se hace de cidtodo a &nodo
aplicando veltagje constante el cual depende de la concentracién vy
tamafo del gel.

Los fragmentos de ADN de tamario identico forman una estrecha
Panda horizontal, cuya posicién se determing exponiendo el gel

bajo luz ultravioleta.
CEPAS Y MEDIOS

Loz pli=smidos fueron introducides en las cepas DHS.1 y HB101
de Escherichia coli, usando la técnica de transformacién descrita
por Hanahan (1983); estas cepas sSe mantuvieron en medio agar-
Luria (1.5% bactoagar, 1% NacCl, 1* Dbactotriptona, 0.5% extracto
de levadura, ajustar pH 7.0 con NaOH y adicionar el antibidtico
deseado cuando el medio tenga de 45 a 50 C) 6 en medio Stabs (i%
Caldo nutritivo, 0.8 % NaCl, 0.6 ¥ Bactoagar m&s el antibidtico

deseado).
QOLIGONUCLEOTIDOS Y FRAGMENTOS DE ADN

Como sondas de ADN se utilizaron olxgonucleétidos con

secuencias similares (E2+K y E2+AP1) 6 no relacionadas con la RLC
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del PVH-18, con diferentes sitios de unidén para factores de
transcripcién conocidos (Ver tabla I). Uno de los fragmentos uti-
lizados, se obtuvo por digestién EcoRI-Hind III del plasmido pAlu
15, esta sonda contiene subclonado el fragmento Rsal-Rsal de 1la
parte central de la RLC del PVH-18, .la cual contiene una secuen-
cia "TTGGCTT" (nucledtides 7730 a 7736 de la secuencla descrita
por Cole y Danos, 1987). Otro fragmento se obtuvo por digestidn
EcoRI-Hind IIl del plasmido pKGEM el cual contiene clonado el

oligonucleétido (E2+K) en el sitio Xba I del polilinker (Ver

figura 4).

E2+K 5'-CTAGTGCAACCGATTTCGGTTGCCTTTGGCTTATGT -3’
I-ACGTTGGCTAAAGCCAACGGAAACCGAATACAGATC-S'

E2+AP-1 S'-CTAGTGACCGAAAACGGTCGGCGCTGACTCAGATT-3’
3'-ACTGGCTTTTGCCAGCCGCGACTGAGTCTAAGATC-5"

rbc 8 S'-AGCTTTTTCAATCTTGTGTGGTTAATATGA-3"
3I-AAAAGTTAGAACACACCAATTATACTTCGA-S

UFE 5'- TAGGCCACGTGACCGGGTGTTCCTGCA-3"

I-ACGTATCCGCTGCACTGGCCCACAAGG-5'

Tadbla I1.- Oligonuclef6tidos de doble cadena utilizados en
los experimentos de retardamiento y competencia en geles nativos
de poliacrilamida, los cuales contienen fragmentos cortos de ADN
de la RLC del PVH-18 ( E2 + K y E2 + APl ) y secuencias no rela-
cionadas con esta regién ( rbec S y UPE ).
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Fig. 4. Representacifn esquemitica de las construcciones que
contienen subfragmentos de la RLC del PVH-18. El oligonucledtido
aintético E2+K (1) con extremos cohesivos Xbal, fué clonado en el
pelilinker del plaamido pGEM 4Z, resultando el plasmido PKGEM
(3). El1 fragmento Rsal-Rsal de la RLC del PVH-18 (nucleétidos
7717 a 7739 de la secuencia descrita por Cole y Danos, 1987), fue
subclonado en el polilinker del plasmido pTZ originando el

plasmido pAlu 15 (2).
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MARCAJE RADIACTIVO DE SONDAS DE ADN

El marcaje radiactivo de ADN con [«-32P 1 ANTP (Amersham,
UK), se realizé empleando el fragmento Klenow de la enzima DNA
polimerasa I, la cual incorpora nucle6tidos marcados en 1os
extremos 3' del ADN lineal de doble cadena, con extremos 5’
salientes (oligonuclefStidos 6 fragmentos).

Para el marca/je de los ocligonuclettidos, la reaccién se
realizé agregando 100 ng de ADN de doble cadena, 0.166 mM de tres
dANTP no marcados (exceptuando el que se incorpora marcado), 1.5
nl de tampén Klenow 10X (0.5 M Tris pH 7.2, 0.1 M MgS0O4, 1mM
Dithiothreitol y 500 jag-ml de albumina sérica bovina) y 60 ncCi de
{(==-32P ] 4ANTP (4dATP 6 dCTP, dependiendo de la secuencia del
extremo 5' terminal), la mezcla de reaccién se llevd a un volumen
final de 15 jl con agua bidestilada esteril y se deJ6 incubar de
30 a 45 minutos a temperatura ambiente; para separar el ADN
marcado del E<-32P MNTP no incorporado, se agregaron a la mezcla
100 nl de TE + 50 nl de fenol saturado + 50 jnl de solucién
cloroformo: alcohol iscamilico 24 : 1 y se centrifugé durante 5
minutos a 14Krpm a temperatura ambiente, se tomd la fase acuosa y
se agregd un volumen de CH3COONH4 4M, del nuevo volumen se
afiadieron 2.5 volumenes mas de etanol absoluto y se centrifugb a
14 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Se decant6 el sobrenadante,
la pastilla se lavd con etanol al 80%, se dejd secar de 5 a 10
minutos y se resuspendié con 100 nl de TE 1X. La actividad del

ADN marcado fue usualmente de 20 a 50 cpm-ng de ADN.
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Para el marcaje de los fragmentos, se digirieron de 1 a 2 ng
de ADN plasmidico,” con la enzima de restriccifn adecuada para
cortar una sola vez el polilinker en el cual se encuentra clonado
el fragmento de ADN viral; para probar si la digestién fue
completa, se tomd una muestra y se someti6 a electroforesis en
gel de agarosa al 1% en TBE IX. El marcaje sSe realizd en el sitio
de restriccién seleccionado de igual forma al de los oligonucles-
tidos. Una wvez marcado el ADN lineal por ambos extremos del
polilinker, se realizd una restricciébn secundaria para separar el
inserto del vector, fraccionando la mezcla realizando una elec-
troforesis en un gel nativo de poliacrilamida 5% en TBE IX a 300
volts. Para visualizar la ubicacifén del fragmento en el gel, este
se expusd en una placa de autoradiografia durante 5 minutcs, la
banda se separs del gel de poliacrilamida, se depositd en 400 ul
de tampdn de elucifin (0.1% SDS, 10 mM Tris pH 7.5 0.5 mM
CH3COONH4 v 1 mM EDTA) v se incubd una noche a 37 C. La mezcla se
deposité en una Jeringa de 20 ml y se pasd por una unidad de
filtracién con membrana millipore de 0.45 um, el tubo se lav6 con
300 npl de tampdn de elucién y la jeringa con 700 jl de isopropa-
nol. La mezcla se centrifugdé a 14 000 rpm durante 30 minutos a 4
‘C, el sobrenadante se decanté y la pastilla se de)6 secar de 5 a
10 minutos y se resuspendidé en 100 unl de TE + 50 nl de CH3COONH+4
4M + 250 1 de etanol absoluto, se centrifugé a 14 000 rpmn,
durante 30 minutos a 4 C; el sobrenadante se decantd, la pastilla
se lavé con etanol 80%, se dej6é secar de 5 a 10 minutos y se
resuspendié con TE IX, con una actividad de 25 a 50 cpm“ng de

ADN.
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RESULTADCS

En un estudio previo, en el cual se analizé la interaccién
"in wvitro" de varias proteinas celulares y virales en la RLC del
PVH-18 (Garcia-Carranca y cols, 1988), =e sugirid que un factor
nuclear de cé&lulas Hela, es capaz de unirse a la secuencia de ADN
"TTTGGCTT" (AAGCCAAA sobre la otra cademna, en direccién antisen-
tido respecto al promotor) nombrada secuencia K. Posteriormente
por experimentos de Footprinting con DNAasa I, se observsd que un
factor nuclear de células Hela y SW13 (ambas de origen epitelial)
se une a esta secuencia (Garcia-Carranca y cols., 1989). La
regién protegida esta localizada en el segmento diatal de la RLC
del PVH-18 y corresponde con una secuencia "AAPuCCAAA" que esta
altamente conservada en las regiones promotoras de varios genes
de citogueratinas e involucrina humanos (ver tabla II).

Para estudiar la naturaleza de este factor se construyé un
oligonucleftido (E2+K) el cual contiene 32 pb de la RLC del
PVH-18 (nucleétidos 7454 a 7485 de la secuencia descrita por Cole
y Danos, 1987). Este oligonucle6Stido fueé usado en ensayos de
retardamiento en gel para evaluar la actividad de unién al ADN de
la proteina nombrada factor K.

Cuando se incubaron el oligonucleftido E2+K y los fragmentos
de ADN procedentes de los plasmidos pKGEM y pAlui5 (ver figura 4)
marcados radiactivamente, con extractos de proteina de células

Hela (Fig. 5), se observd la formacién de los complejos Ci y C2
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estas bandas retardadas mostraron una movilidad electroforetica
similar en todas las sondas lo que indicé que la movilidad del
complejo ADN-Proteina esta determinada por la naturaleza del
factor proteico y no por el tamafic de la sonda empleada.

La especificidad de los complejos retardados fue probada por
ensayos de competencia. El oligonucleftido E2+X marcado, se
incubdé con 6 pg de extracto nuv::lear de células Hela en presencia
de cantidades crecientes de oligonucledtidos homo'lo.gos 5 hetero-
logos no marcados radtiactivamente, estos ultimos contienen sitios
de unién para diferentes factores de transcripcién conocidos
(AP1, UPE v rbcS; ver metodologia). Este anilisis mostrdé que la
formacién del complejo C1 fue inhibida completamente sdlo por el
oligonucledtido homélogoe empleando bajas concentraciones (10 ng)
de competidor frio (E2+K); mientras que con el resto de oligonu-
clebftidos empleados no se observ®d ningun efecto aun empleando
concentraciones 100 veces mayores de competidores. Este resultado
sugiere que el complejo Ci resulta de una interaccién esapecifica
(Fig.6). Un segundo complejo de migracién (C2) fué observado solo
cuando se usaron los oligonucleftidos gque contienen un sitio
palindrdmico de unién para E2; se observd tambien la formacién de
un complejo (C3) inespeci{fico.

Para estudiar si el factor K presenta alguna especificidad
tisular exclusiva, se prepararon extractos nucleares de diferen-
tes lineas celulares tanto epiteliales (HeLa, SWi3 y MDCK) como
no epiteliales (3T3-A31 y 2T3 Balb-/c) asi como de leucocitos

humanos circulantes y se probaron en ensayos de retardamiento.
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Al realizar los ensayos con la sonda (E2+K), incubandola con
extractos nucleares de cé€lulas Hela, SWi3 y 3T3 Balb-c (fig. 7a),
se observd la formacién de un complejo Cl, el cual se detecta
empleando concentraciones menores de extractos de células
epiteliales con respecto a la no epitelial en la cual se requiere
el doble de concentracién de proteina para visualizar el complejo
retardado Ci.

Al incubar la sonda (E2+K) con extractos de células MDCK y
3T3-A31, se observé la formacifn del complejo Ci, empleando
concentraciones altas de proteina con relacién a la que se requi-
rié emplear con células Hela para la formacifn del complejo
factor K-oligonucleétido (Fig. 7b), (en este e‘xperilmento se
affadié 0.1%¥ de NP-40 para evitar la agregacitn de complejos en
los origenes del gel) estos resultados sugileren que el factor K
se encuentra enriquecido en células Hela.

Al incubar la sonda (E&+K) con el extracto de leucocitos --
humanos (Fig. 8), no se detectd la formacién de ningan complejo
retenido, adin empleando concentraciones relativamente altas de
proteina, para disminuir la formacién de complejos en los
origenes del gel debido a las elevadas concentraciones de pro-
teina, se adicioné 0.1% de NP-40 a la reaccién de unidn.

Para comprobar la existencia de factores nucleares activosa
en los extractos de proteina empleados, se utilizé el oligonu-
cle6tido E2+AP1 como sonda radiocactiva en ensayos de retardamien-

to, esta secuencia no se encuentra de manera nativa en la RLC del
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Fig. 7b: Presencia del fac?’.or K en extractos nucleares de
lineas celulares epiteliales (HeLa y MDCK) y no epiteliales (3T3
Balb“c y 3T3-A31). El oligonucleétido E2+K, marcado radiactiva-
mente se incub6 con diferentes concentraciones de proteinas, en
presencia de 0.1% de NP-40. En las reacciones se usaron 14 ung de
proteinas del extracto de cé&lulas Hela; 5, 10 y 15 ug de células
MDCK; 6, 12 y 18 ng de cé&lulas 3T3-A31 y 6, 12 y 18 ng de células
3T3 Balb-c. C1 indica el complejo especifico factor K-oligonu-

cle6tido; C2, C2'y C3 indican bandas inespecificas.
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PVH-18, ya que estos sitios de unidn para factores, se encuentran
ubicados en distintas posiciones.

La formacidn de un complejo retardado (a) indica la presen-
cia de un factor de transcripcién de la familia AP1 en los ex-
tractos de células Hela, MDCK, S_WIB. 3T3 Balb-c y 3T3-A31 (Fig.
9), empleandoc concentraciones relativamente bajas de proteinas en
las incubaciones, sin embargoc no Se observéd la formacién de
ningdn complejo con los extractos de leucocitos, aun empleando
concentraciones altas de proteina.

La especificidad de unién del complejo retenido (a), fue
confirmada por experimentos de cémpeticidn. usando 3 ung de
extracto nuclear de células §w13 e incubandolo con la sonda
E2+AP1 en presencia de cantidades crecientes de oligonucleéstidos
homdlogos (E2+AP1) y heterodlogos (E2+K, rbc § y UPE) no marcados
radiactivamente, como competidores (Fig. 10).

No se observt competicién dell complejo (a) con losa oligonu-
cledtidos no relacionados adn empleando un exceso 100 veces
mayor, mientras que un exceso 10 veces mayor de oligonucleétido
homologo elimind la formacién del complejo (a).

La preaencia y localizacién de secuencias K (TTGGCTT) fue
analizada en la RLC de otros PVH genitales secuenciados (6b, 11,
16, 18 vy 33).

La tabla II muestra una comparacién de las secuencias con
posibles sitios de unién del factor K y su posicién con respecto

a la caja TATA del MLA de E6, también se hizo una comparacién de
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Fig. 9: Preaencia del factor AP1 en extractos ndcleares de
células epiteliales (HeLa y MDCK) v no epiteliales (3T3-A31 y 3T3
Balb-c). El ocligonucleétido E2+AP1 se incubb con (A) 5 y 7 ung de
proteinas de cé&lulas Hela y S ng de células 3T3 Balb-c; (B) incu-
bacién con 3 y 5 ng de proteinas de células MDCK v 3 yv 5 ug de
células 3T3-A31. (a) indica la banda retardada especifica de 1la
interaccién APil-oligonuclestido, el carril 1libre no contiene

extracto nuclear.

47



A

L
E=
=

HelLa 3T3Balbkt
5 7 5 pugdeProteina

.-_-o

B

MDCK  3T3-A3l
v 9 3 B8

1 TR




- E2+APl E2+K rbc S UPE Oligo Competidor
10 50 10 50 10 50 10 50  (nq)

Libre

a— [ i o ¥ f
b— o - - e s e -
of ¥

Fig. 10: Uni16n =zpecifica de

gecuenclia blanco. 2 1ncubd 1 ng del oligonucledtido EZ+AP1,
marcado radiactivaments, con 3 ug de extracto nuclear de células
£W13, en ausencia 4§ presencla de 12 vy S0 ng de oligonucleétido
ezpecifico (E2+APl) 6 ineapecificos (E2+K, rbcS, UPE). El carril
Iibre no contiene extracto nuclear; (-) 1ndica ausencia de oligo-
nucledttide competider; (a) sefiala la Panda retardada especifica
del comple)s AP1-Oligonucleétide; (b) y () son bandas retardadas
no especificas.

1l factor nuclear APl, a su

49



los sitios K encontrados en las regiones regulatorias de la
transcripeitn de genes de citoqueratinas humanos que han sido

secuenciados Y que son expresados en epitelios estratificados as{
como del gen de involucrina humanq.

Se observa que existe una copia perfecta de la secuencia X
en la RLC de los PVH analizados y su 1oca1tzacioxﬁ respecto a la
caja TATA entre estos se encuentra altamente conservada (Fig.

11).
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Gene Celular 4 Secuencilia Orientacién Distancia a
Elemento de la TATA

RLC de PVH.

KH6 AAGCgAAA s -132
KH1 AAGCCAAA s -67
KH14 AAGCCCAAA s -146
H involucrina AAGtCAAA s -410
PVH 6b AAGCCAAA AS -183
PVH 11 AAGCCAAA as -192
PVH 16 AAGCCAAA AS -252
PVH 18 AAGCCAAA AS -445

AAGCCAA AS -189
PVH33 AAGCCAAA AS -188

Tabla No. II: Secuencias K localizadas en los promotores de
genes de gqueratinas (KH) e involucrina humanos y en regiones de
control de PVH genitales humanos. S y AS indican la orientacidn
(sentido y antisentido), respecto al promotor. Se muestran las

secuencias y su distancia a la caja TATA, en pares de bases.
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Fig. 11: Localizacién esquemitica de loa sitios de unién de
los factores E2 vy K, en la RLC de los FVH genitales secuenciados.
Las barras negras indican sitios perfectos de unién de E2
(ACCG-N4-CGGT); las barras claras, sitios imperfectos (ACC-N6-
GGT). Los triidngulos negros indican sitios posibles de unién del
factor K; las flechas 1ndican el inicio y direccitn de 1la
transcripcién del gen E6. Se muestra el tipo de PVH genital, su

potencial oncog&nico Yy sSu incidencia.
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DISCUSION

los experimentos mostraron que existen factores celulares
gque interaccionan especificamente con secuencias blanco del ADN
viral. El1 factor K, se encuentra enriquecido en células HelLa (de
origen epitelial, derivadas de un carcinoma de Cérvix) y reconoce
la secuencia K: 5'-AAGCCAAA-3"

3I'-TTCGGTTT~-5",

Esta secuencia estA presente dos veces en la RLC del PVH-18;
ambos siti0os se localizan arriba del sitio cap de E6, a 393 y 126
Pb, respectivamente. La secuencia K esta presente una sola vez en
los demas PVH genitales secuenciados a la fecha y es muy similar
a aquella que se encuentra altamente conservada en los promotores
de los genes de citogueratinas (que son expresadas en los epite-
lios estratificados) y en el gen de la involucrina humana (ver
Tabla II). Sin embargo, la secuencia K se encuentra en direccidn-
antisentido, respecto al promotor en todos los PVH genitales.

Los principales componentes estructurales de las cé&lulas
epiteliales son las gueratinas, proteinas fibrosas que se agregan
para formar los filamento=s intermediarios. Las queratinas son una
familia de aproximadamente 20 polipéptidos (Moll y cols., 1982).
Se han distinguido dc;s subfamilias en funcién de su comportamien-
to en sistemas electroforéticos en geles bidimencionales, una
adcida (tipo I) y una neutra-bdsica (tipo II) (Sun y cols., 1984).

Las gqueratinas se expresan diferencialmente a partir de un
gran complejo multigé&nico, de acuerdo a diferentes rutas de

diferenciacifn celular, siguiendo determinadas reglas, estas son
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expresadas por pares formados por un representante de cada sub-
familia, los cuales se aparean como tetrameros; la combinacién de
pares es caracterfstica de un fenotipo epitelial (Fuchs y Green,
1986).

El an&lisis de las secuencias de varios genes de gueratinas,
revela que las regiones 5 son altamente homélogas entre especies
diferentes (Bovinos, Murinos ¥y Humanos), en genes gque codifican
para las mismas citogueratinas o las egquivalentes, lo que sugiere
que estas regiones son escencilales para una eficiente expresidn
celular especifica.

Se ha demostrade gue las regiones 5' Juegan un papel muy
importante en la regulacién transcripcional de muchos genes
eucaristicos, la resistenclia a las presiones de mutacion mostra-
da, hace pensar gue la conservacifn evolutiva gque poseen es
debida a una probable 1mportancia funcional para su expresion.

Chavdhury (1986) ha reportado que los extremecs 5' de los
genes de las citogueratinas humanas (2 &cidas No 14 y 16 y una
basica No 6) gque son coexpresadas, exhiben un grado significante
de homologia, =sugiriendoc gque estas secuenclas Juegan un papel
importante en la expresifn coordinada de estos tres genes. Ademas
de la caga TATA, existe una secuencla AA(Pu)CCAAA (Pu=Purina)
altamente conservada, gue se encuentra en todeos los elementos
promotores de genes de cltogqueratinas gue se expresan en epite-
lios estratificados humanos. Esta secuencia puede ser localizada
a distancias varilables de la caja TATA en genes diferentes pero
su peosicién en un gen dado esta conservada en diferentes espe-

cies. Una secuencia muy siumlar se encuentra arriba del gen gue

55



codifica para la Involucrina, una proteina sintetizada por los
queratinocitos humanos (ver Tabla II) (Blessing Yy cols., 1987);
sin embargo, esta secuencia estad ausente en genes de citogquerati-
nas gque se expresan en epitelios simples o de queratinas no
epidermales.

En afios recientes se ha ido aclarando que el tropismo hacia
ciertos tejidos, en muchos virus, puede estar mediado por eale-
mentos genéticos que dirigen la expresidn de genes virales. El
enhancer y el promotor de un virus pueden ser activos sélo en un
tipoc de células, que contienen una apropiada concentracion de
factores de regulacién genética.

Se han caracterizado varios elementos en la RLC de algunos
PVH genitales, que son blanco de interaccién de factores protei-
cos virales y celulares (Garcia-Carranca y cols, 1988I}. Se ha
observado en experimentos de cotransafeccién (Bernard y cols,
1989) gue en gqueratinocitos humanos, el producto de E2 participa
en el control genético, reprimiendo fuertemente al promotor de E6
del PVH-18, en el gue se encuentran dos sitios de unién para E2
cercanos a la caja TATA, lo cual podria resultar en una interfe-
rencia espacial que impida la formacién de un complejo de
transcripcién sobre el mencionado promotor.

El analisis de las lesiones malignas de CaCU ha mostrado la
presencia de PVH mayoritariamente en estado integrado al genoma
celular, en donde el rompimiento del ADN viral ocurre general-
mente a nivel del MLA E2, por lo que el genoma viral podria
quedar bajo el efecto de productos de sua células hudsped, en

eapecial de factores de regulacién de genes de queratinas, con lo
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cual la activacién de los genes virales ocurriria durante la ruta
de diferenciacién de una célula epitelial basal a una cZlula
queratinizada.

La mavor abundancia del factor K en los teJjidos epiteliales,
sugiere la posibilidad de gque este factor involucrado posible-
mente en la regulacidén transcripcional de los genes de citoquera-
tinas e involucrina humanos, sea utilizado para la expresion de
los oncogenes virales (E6 Yy i-:?), los cuales se activan durante la
ruta de la diferenciacién de los epitelios.

Se identificé una secuencia especifica S5'-TGACTAA-3', que es
blanco de interaccién de un miembro de la familia AP-1; dicha
secuencia se encuentra presente dos veces en el RLC del PVH-18,
una localizada a 350 pb arriba del sitio cap de E6 y la otra a
175 pd arriba del miamo sitio. Esta secuencia reconocida por
AP-1, constituye un elemento de respuesta a esteres de forbol
(Garcia-Carranca et al. 1988 ).

zur Hausen (1987a) ha sugerido que el papel de los PVH es de
promotor mas que de iniciador de un tumor; algunos factores de
riesgo en asoclaci6tn con los FVH para el desarrollo de una
malignidad son la exposicién a la luz UV, el habito de fumar vy
coinfecciones por Herpex Simplex tipo II. Asi, el desarrollo del
CaCU puede ser facilitado y acelerado por agentes ambientales qﬁe
activen la transcripcién de los PVH que habian estado integrados
Yy permanecido en estado latente, en donde los factores de
respuesta al ambiente como AP1, podrfan estar altamente implica-

dos en la activacién de los genes virales.
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Varias observaciones clinicas y epidemioldgicas, pueden ser
explicadas con base en la Activacitn de los promotores de los
PVH, por factores de respuesta a agentes extracelulares.

Los factores de la familia AP-1 son los transductores de una
serie de eventos gque se inician en la membrana plasmatica y que
involucran sefiales de respuesta a agentes fisicos (luz U.V.),
quimicos (promotores de tumores) y bioldgicos (hormonas) (Angel y
cels.,, 1987; Lee y cols., 1987). Estas sefiales pueden influenciar
la unién de la RNA polimerasa 1I0 al ADN, es decir el encendido &
apagado de los oncogenes virales E6 v E7 (ver fig. 12) (Garcia-
Carranca y cols., 1986).

La parte central dela RLC del PVH-18 posee un enhancer
transcripcional tejido-especifico, que es reconocido por APl y
también contiene una secuencia 5'-TTGGCTT-3' (nucle&tidos 7730 a
7736 de la secuencia descrita por Cole y Danos, 1987).

Todos los PVH secuenciados muestran una alta homologia en su
organizacién genomica (Giri y Danos, 1986), por lo que la epite-
liotropia y potencial maligno diferencial que presentan, proba-
blemente se deba a pequefias diferencias en la disposicién de los
elementos regulatorios transcripcionales virales, a los mecanis—
mos de regulacitn de la transcripcién de genes especificos en sus
células Dblanco (ver Figura 12) y a la interaccién de factores

celulares como K y AP-1 con la RLC viral.
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Fig. 12: Esgquema de las interacciones ADN-proteinas, en la
Regién Larga de Control del PVH-18. Se ilustran algunos elementos
del ADN, gue son blanco de interaccitn de factores celulares o
virales. Estos factore_; modulan la actividad de la RNA polimerasa
110, encargada de la transcripcidén de genes celulares y virales.

En la polimerasa II0O se ilustran algunos posibles sitios de

fosforilacidn.
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CONCLUSIONES

Los experimentos mostraron que existen factores celulares
gue interaccionan espec{ficamente con secuencias del ADN viral.
El factor K reconoce especlficaménte una secuencia altamente
conservada en la regién 5 de los PVH genitalea. Eata secuencia
esta presente dos veces en la RLC del PVH-18 (una sola vez en los
demas PVH genitales) y es homfloga a un elemento consensc que se
encuentra en las regiones promotoras de genes de citogqueratinas e
involucrina humanos que se expresan en epitelios estx;atificadoa.
El factor K se encuentra enriquecido en células Hela (de origen
epitelial) respecto a c&lulas no-epiteliales (Leucocitos ‘humanos
circulantes, 3T3-A31 y 3T3 Balb-c) & de c&lulas derivadas de
epitelios planos 6 glandulares (MDCK y SW13) que no son el blanco
natural de los PVH, esto suglere que un factor de transcripcidén
de genes de citogqueratinas esta implicado en la alta especifici-
dad tisular de los FPVH y podria ser utilizado para la expresidn
de los oncogenes virales, los cuales se activan durante la ruta
de diferenciacién de los epitelios. La proteina celular AP1
interacciona con wuna secuencia de ADN repetida doa wveces en la
RLC del PVH-18, esta proteina puede estar implicada en 1la
activacién transcripcional de los oncogenes virales al ser la
transductora final de eventos que =se inician en la membrana

celular y terminan con la activacifn de genes.
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GLOSARIO

Amplificacién.- Produccién de copias adicionales de ADN
intra o extracromosomales.

Autoradiografia.- Detecci6n de mol&culas marcadas radiac-
tivamente por su efecto de crear una imagen sobre pelicula
radiogrdfica.

CAAT,caja.- Secuencia conservada, localizada cerca de 75 pb
arritba del sitio de inicio de laltranscripcion de algunos genes
eucaridticos, es reconocida por factores como NF1/CTF vy NF-Y;
puede estar involucrada en la unién de la RNA polimerasa IL

Cis-activacifn.- Activacién transcripcional de genes por
elementos de control en la misma molé&cula de ADN.

DNA-ligasa.- Enzima que cataliza la formacién de un enlace
fosfodieater entre un grupo 3'-OH y otro 5'-P04 adyacentes,

Endonucleasa.- Enzima gque hidroliza enlaces fosfodiester
internocs en un polinucledtido.

Enhancer.- Secuencia de ADN intensificadora de la transcrip-
ci6n independientemente de su orientacién y distancia en relacién
al promotor.

Enzima de restriccién.~ Endonucleasa que reconoce secuencias
de nucleftidos especificas en el ADN, usualmente no metiladasa.

Fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E.coli- enzima
gque posee la actividad 5'-3' polimerasa y la 3'-5' exonucleasa,

pero carece de la actividad 5'-3' exonucleasa.
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Footprinting.- Técnica para identificar el sitio de unién de
alguna proteina al ADN por la propiedad de darle proteccitn
contra el ataque de nucleasas o agentes guimicos.

Gen.- Segmentoc de ADN gue codifica una cadena polipeptidica,
incluyendo las regiones involucradas en el procesamiento del ARN.

Marco de Lectura Abierta.-Regitn de ADN comprendlda entre un
codon de iniciacién y otro de terminacifn, potencialmente tradu-
cible, contiene tripletes que codifican para aminoacidos.

MDCK.- Linea celular derivada de epitelio simple de rifion de
perro. _

Neoplasma.- Masa anormal de tejido, donde exXiste un creci-
miento excesivo e incoordinado, comparado con el tt-a\jido ‘normal,
la cual persiste despues del cese del estimulo que indujo a las
células a hacer el cambio.

Nucleétido.- Unidad basica de la estructura del ADN,
consta de tres partes: un azficar (ribosa o desoxiribosa), una
base nitrogenada (adenina, citocina, guanina y timina o uracilo)
y un grupo foafato.

Oncogen.- Gen cuya expresién anomala contribuye a que una
célula normal se transforme en cancerosa.

Ori (origen).- Secuencia de ADN en la cual la replicacifn es
iniciada.

Palindrome.- Secuencia de ADN que es la misma cuando es
leida de izguierda a derecha o de derecha a izquierda, consiste

de repetidos invertidos adyacenteas.
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Par de bases.- Dca bases nitrogenadas gue se complementan
por puentes de hidrogeno en ADN o ARN de doble filamento.

Plasmido.- Moléculas de ADN Dbicatenarlo, circulares,
extracromosomales, se replican independientemente de sus células
huésped y determinan rasgos gJdenéticos accesorios no codificados
usualmente por el cromosoma bacteriano,

Promotor.- Regitén de ADN que contiene sefiales de inicio de
la transcripcidn, uanién (caja TATA) vy orientacidén (caja CAAT)
para las RNA polimerasas.

Represor.- Proteina que sSe une a una secuencia en el ADN,
inhibiendo la transcripcifn de los genes advacentes.

Sscuencia consenso.- Es una secuencila idealizada en la cual
cada posicién representa la base encontrada un mayor numero de
veces, cuando se comparan varilas secuenclas de ADN.

SW-12.- CS8lulas de Adenocarcinoma adrenocortical humano.

TATA (caja).- Es un heptamero conservado rico en A-T, cerca
de 25 pd arriba del punto de inicio de la transcripcién de un
gen, puede estar involucrada en la orientacién de la RNA polime-
rasa II para la iniciacién de la transcripcidn.

Transactivacién.- Regulacién transcripcional positiva de
genes ubicados en secuencias de ADN distintas a la del elemento
control.

Tranacripcién.~ Transferencia de informacién genética codi-
ficada en las cadenas de ADN a una secuencia de nucledtidos de

ARN.
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3T3-A31.- Linea celular derivada de fibroblastos de raton

embridnico no tumorogenicos.
3T3-Balb-c.- Linea celular establecida a partir de fibro-

. i
blastos de raton embricnico.
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