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INTRODUCCION. .~
REGULACION GENETICA Y FACTORES DE TRANSCRIPCION

Los diferentes tipos de células que existen en un organismo
pluricelular deben coordinar la actividad de sus genes para lograr
un funcionamiento arménice del organismo del cual forman parte. En
muchos casos, el mas importante nivel de regulacién de la actividad
genética es el transcripcional.

Asi como ocurre en organismos procariontes, el control de la
transcripcién en las células eucariontes es el resultado de la
interacci6én entre secuencias reguladoras en el DNA y factores
proteicos. Estos Gltimos se conocen como factores da transcrip-
cién, ya gque muchos de éstos presentan afinidades marcadas por
secuencias especificas contenidas en el DNA, que estdn encargadas
de regular la transcripcién de uno o varios genes (Johnson y
McKnight, 1989).

Los factores de transcripcién intervienen en la regulacién de
1a expresitn de genes particulares mediante el reconocimiento de
secuencias reguladoras del DNA gue se encuentran en zonas aledafias
al gen en cuestidn (o inclusive dentro del mismo gen). Cada tipo
celular contiene una determinada combinaci6bn de facto-
res, la cual depende no s6lo del tipo celular en cuestién, sino
también del momento del ciclo celular, y en Gltima instancia, de

sefiales extracelulares.



Asi, la combinaci6tn de secuencias reguladoras de un. gen. o
grupo de genes constituyen una especie de c6digo de regulacién que -
determina dénde, cuando, bajo qué circunstancias vy é§p ié?é,“
intensidad debe de expresarse el gen en cuestién, Los factore§ de
transcripcién son los efectores de este c6digo, ya dque ﬂnicaméhte' ;

a través de ellos son capaces las RNA polimerasas (1as:én£iﬁasi

encargadas de realizar la transcripci6n) de reconocer y transcribir <=

de manera especifica genes particulares (rev. en: Lewin, '1990).

Funcionalmente, se pueden reconocer dos tipos de factores de
transcripeiébn: los denominados generales, los cuales parecen ser
necesarios para que se inicie la transcripcién en cualquier
promotor, y los especificos, gue reconocen secuencias particula-
res presentes s6lo en algunos genes y por lo tanto s6le son
requeridos para la expresion de éstos Gltimos (aunque pueden estar
ampliamente distribuidos y ser practicamente ubicuos), o inclusive,
Gnicamente para aumentar o disminuir el nivel de expresién
constitutivo o basal de un gen (Buratowski, 1989).

Los factores de transcripci6tn generales forman diversos
complejos en presencia o ausencia de las RNA polimerasas,
necesarios todos para realizar la transcripcion. El primero de
&éstos complejos, conocide como complejo comprometido, se forma al
reconocer un factor conocido come TFIID una secuencia de DNA alta-
mente conservada en pré&cticamente todos los organismos, conocida
como caja TATA. El1 factor TFIIA también interviene en éste
complejo, aparentemente estabilizando 1la uni6én TFIID-TATA

(Buratowski et al, 1989). La funcién del complejo comprometido



seria la de sefialar a las RNA polimerasas los genes que deben de
ser leidos.

Posteriormente,: la RNA polimerasa reconoce a éste complejo
mediante el factor TFIIB; la iniciacién de la transcripcién, sin
embargo, no parece ser posible hasta gque se une al complejo ya
formado el factor TFIIE, el cual confiere una actividad de ATPasa
DNA-dependiente; al complejo formado se le conoce como complejo de
iniciacién r&pida. Al elongarse la cadena de RNA transcrita,
algunos de é&stos factores son liberados (como TFIIE y TFIIB) Yy
otros se mantienen unidos al DNA, sin acompafiar a la polimerasa
(como TFIID y TFIIA). Aunque é&ste mecanismo es el que se propone
para la RNA polimerasa 1II, encargada de transcribir genes
estructurales, aparentemente tiene muchos puntos en comin con el
mecanismo utilizado por la RNA polimerasa III (Murphy et al, 1989).

Los factores especificos pueden tener diversas funciones, la
primera de las cuales es ¢l poder sustituir a alguno de los
factores generales, en el caso de algunos genes; por elemplo, se
sabe que no todos los genes poseen cajas TATA en sus promotores,
por lo que el factor TFIID no es utilizado para formar el compleijo
comprometido; en éste caso, algGn otro factor probablemente
sustituya a TFIID.

Comtnmente, sin embargo, los factores de transcripcién
especificos actGan como moduladores (positivos o negativos) de la
transcripcién, o bien como determinantes de especificidad,
temporalidad o de contexto fisiolégico de la misma. En ambos casos,

su funcién la cumplen permitiendo o regulando el acceso de la RNA



polimerasa a la regién de la cromatina en donde se encuentran genes
listos a ser transcritos (;s decir, a cuyos promotores estén
adheridos complejos comprometidos); en tejidos especificos (como en
el caso de los factores linfocito-especificos Oct-2 y NF kappaB),
en momentos particulares del desarrollo ontogenético (como en el
caso de diversas proteinas homebticas), o blen en respuesta a
alguna sefial externa a la célula, debida a un cambio en 1las
condiciones fisiolégicas del organismo o a la presencia de un
estinulo ambiental particular (como en el casoc de los receptores de
hormonas) .

Estas funciones las cumplen muchos de estos factores mediante
el reconocimiento especifico de m6dulos de secuenclas cortas y
particulares, presentes en regiones reguladoras de 1los genes,
conocidas como promotores Y secuancias intensificadoras
{"enhancers"). En el caso de los promotores, los mdédulos se
encuentran a distancias cortas y generalmente esti&n situvados en
direccién 5' de los genes a ser transcritos, y se encuentran
separados por distancias definidas los unos de los otros. Come
"enhancers”, los médulos se encuentran a distancias m&s grandes de
los genes que regulan, pudiendo inclusive regular a dos grupos de
genes situados en direcciones opuestas; ademis, se encuentran muy
juntos unns "enhancers" a otros, Y pueden funcionar igualmente si
se les invierte o si se les coloca a distancias muy variables de
los genes que regulan (Lewin, 1990).

Los "enhancers", a su vez, esti&n compuastos por elementos

bésicos que se repiten y se combinan entre ellos para formar a los



enhancer promotor

mondémero homodimero heterodimero inicio de
transcripcion

O factores generales
= factores especificos

Fig. 1. A: M6dulos del DNA y factores trans—-activadores que
los reconocen. B: Complejo de transcripcién. Nétese que la regién
correspondiente al enhancer puede estar a una cierta distancia del
promotor y aGn asi activar la trans.cnpcic:n, gracias a un doblez en
el DNA. Adaptado de: Mitchell y Tjian, 1989,



distintos "enhancers"; estos elementos se denominan "enhanzones"
(ondek et al, 1988), y a diferencia de los enhancers, no pueden
conferir actividad a un gen por cuenta propla, sino que requieren
combinarse con otros "enhanzones". Adem8s, para ser funcionales,
los ‘enhanzones" requleren estar situados a una determinada
distancia unos de otros, formando parejas; una pareja de "enhanzo-
nes" conforma el elemento funcional minimo que se conoce como
Yenhancer", aunque generalmente se requlere una repeticién en
tindem de un "enhanz6n" o una oligomerizaci6tn de una pareja de
“enhanzones" para formar un "enhancer" funcional (Fromental et al,
1988) . Los enhanzones son reconocidos por los distintos factores de
transcripeién, y el arreglo de los "enhanzones" determina cbmo se
situaran unos factores relativos a otros: si dos "enhanzones"
idénticos se encuentran uno al lado del otro, el resultado podria
gser que dos factores jidénticos formaran un homodimereo al unirse al
DNA; dos "enhanzones" diferentes inducirén la formacién de un
heterodimero.

Los factores de transcripcién activan la expresibén genética
mediante dominios de 30 a 100 aminodcidos que son independientes de
los dominios que reconocen y se unen a las secuencias especificas
aean el DNA. Estos dominios, denominados activadores, son las
regiones gue confieren funcionalidad a los factores de transcrip-
cién, ya que 6stos son los sitios a los gue se unen las RNA
polimerasas, ya sca directamente, o bien indirectamente, a través
de proteinas que hacen las veces de puentes entre las polimerasas

¥ los factores secuencia~especificos; por ejemplo, los factores que
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Fig. 2. Cooperacion de dominios de activaci6n de la trans-
cripcién. En este ejemplo, A: en células no linfaticas, el factor
ubicuo Oct-1 no es 1lo suficientemente activo para promover
" transcripcién porque no presenta un dominio fuertemente activador
(area ashurada); B: en células linf&ticas la presencia de Oct-2,-an
canbio, 81 logra activar la transcripcidn; C: un promotor de snRNA
que contiene un equivalente a caja TATA (caja PE) capaz de unirse
a un factor con un segundo dominio de activacion permite a Oct-1
activar transcripclén en conjuncién con este factor; D: un segundo
dominio de activacién, aportado por VP16, auxilia a Oct-1 y permita
activar la transcripcién de un promotor de un gen estructural. De:
Schaffner, 1989.




pertenecen a 1os complejos de transcripcibn (Ptashne:y Gann; 1990)
(ver I-‘ig. 17 -

: Un tactor de transcripcibn puede tener mis de un dominio
activador, y varioa dominios activadores juntos parecen tener un
efecto sinérqlstico sobre la activaci6n transcripcional: (Mitchell
y Tjian, 1989). Segtn el tipo y el nGmero de dominios actlvadoreg
que posea un determinado factor, podrd activar la transcripcién de
"determinados genes. En algunos casos, s6lo podrd activar la
transcripcién de un gen si se combina con algGn otro factor gue a
su vez posea un dominio activador; la combinacién de los dominios
activadores de ambos factores activarid al gen. En otros casos,
ambos. dominios activadores se encontrardn presentes en un s6élo
factor. '

Un ejemplo del primer caso (dominios activadores en distintos
factores) lo constituye el factor Oct-1, el cual puede activar la
transcripcitn de los genes de U2 snRNAs sin el auxilio de otros
factores secuencia-especificos, pero no la de genes que codifican
para proteinas (genes estructurales). Con el auxilio de el factor
viral VP16, sin embargo, Oct-1 es capaz de.activar la transcripcién
de genes estructurales. En cambio, Oct-2, un factor con afinidad
por la misma secuencia que Oct-1, activa por s8I mismo 1la
transcripcién de genes estructurales, pero no la
de los genes de los U2 snRNAs. Aparentemente, esto se debe a que
Oct~1 y Oct-2 comparten un dominio activador pero difieren en
otros; Oct-1 no posee uno de los dos dominios activadores que

permiten la transcripcitn de genes estructurales que si posee Oct-
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2. Para dque Oct-1 pueda activar 1la trgnscripcién de genes
estructurales, es necesario que otro factor aporte el segundo
dominio activador; en este caso, esto es exactamente lo que hace
VP16 (Schaffner, 1989; Tanaka et al, 1992) (ver Fig. 2).

El sinergismo que es producto de la suma de dominios activa-
dores podria deberse a que existe un equilibrio dindmico entre las
RNA polimerasas o los otros componentes del complejo de
transcripcién que se encuentran unidos a los factores secuencia~
especificos y los que no lo estdn. Una mayor cantidad de dominios
activadores estabilizarfan 1a uni6én RNA polimerasa-factores
secuencia-especificos y desplazarian el equilibrio hacia la unién,
permitiendo la iniciacién de la transcripci6n (Ptashne, 1988).
Entre los diversos dominios gque componen a la RNA polimerasa II
(encargada de transcribir los genes estructurales a RNA mensajero),
existe un dominio altamente repetitivo, el carboxi-terminal, que
consiste en la repeticién de un heptapéptido, resultando en 1la
formacién de una especie de “"cola" en la polimerasa . Esta
*cola" aparentemente estd involucrada en el reconocimiento de
factores de transcripcién especifices, ya que mutaciones sobre la
regién del gen que codifica para este dominio alteran 1la
especificidad de la transcripcién. Ya que el dominlo es largo
(entre mds complejo el organismo, m&s larga la cola), se postula
que interactGa con varios dominioas activa&ores de los factores al
mismo tlempo (Woychik y Young, 1990; Corden, 1990; Liao et al,
1991); esto es un apoyo a la teoria del equilibrio dindmico que se

menciona arriba.
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De esta manera, una combinacién de secuencias de DNA‘
especifica una combinacién de- factores de transcripeién, lo cual a
su vez determina una combinacién de dominios activadores que
interactuardn con los complejos de traqscrlpcién unidos a los
promotores de unc o varios genes, activando, reprimlkendo [
modulando la expresién de los mismos, segin el contexto celular en

el que se hallen los genes.
BIOLOGIA DE LOS PAPILOMAVIRUS

Un sistema atractivo para estudiar cémo se regula la expresiédn
tejido-especifica de un gen lo representan los papilomavirus, los
cuales comprenden una familia de pequefios virus de DNA que inducen
proliferaciones epitiéliales o fibroepiteliales en la plel o mucosas
de vertebrados superiores. Estas proliferaciones, 1llamados
papilomas o verrugas, son generalmente benignas, muestran un
crecimiento limitado, y frecuentemente regresionan espontfneamente
{Rulison, 1942; Massing, 1963). 5in embargo, algunos miembros de la
familia de papilomavirus inducen proliferaciones que pueden
progresar hasta formar carcinomas epiteliales, usualmente después
de un periodo prolongado de latencia (rev. en: zur Hauson at al,
1987) .

El reconocimiento del potencial oncogénico de los papiloma-
virus humanos (HPVs) ha provocado un interés creciente, y el hecho
de que el DNA y el RNA virales persisten en carcinomas ha implicado

un papel directo de é&stos virus en la conversidn hacia el estado
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.maligno y su mantenimiento (rev. en: zur Hausen et al, 1987).

MAs recientemente, el papel causativo de los HPVs tipo

16,18,33 y 35 en la inducci6n de cénceres genitales ha sido
documentado, y el DNA y RNA virales han sido detectados en hasta el
90% de biopsias tomadas de estos canceres (zur Hausen, 1988).
Sin embargo, la infeccif6n del epitelio genital por algunos otros
HPVs (6 y 11, p. ej.}, rara vez conlleva a un desarrollo maligno.
De manera interesante, en el caso de los HPVs oncogénicos,
secuenclias especificas del DNA viral se encuentran integradas al
genoma celular.

Los HPV poseen una estricta especificidad tisular, ya que.sélo
infectan epitelios estratificados pilanos (secos como la piel o
hGmedos como las mucosas orales y genitales).

Los epitelios estratificados de los mamiferos estan compuestos
principalmente por queratinocitos, los cuales est&n dispuestos en
capas sucesivas en diferentes estadios de diferenciacién. El
estrato basal o germinativo posee la actividad mitética del tejido,
mientras que en las capas intermedias, donde se encuentra el
estrato espinoso y el granuloso, las células cesan su divisi6n e
iniclan un programa de diferenciacién {queratinizaci6n). Las
capas externas que forman el estrato cobrnec estin constituidas por
células muertas, totalmente queratinizadas, que son eliminadas por
descamacién.

Es muy probable que el virus infecta células germinales del
estrato basal para establecerse en el epitelio (Pfister, 1984;

Pfister, 1987). Aungue no se conocen con certeza los mecanismos
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mediante los cuales los papilomavirus inducen 1la formacién de
verrugas, se supone gue la inducciétn de los genes virales d& como
resultado la produccién de proteinas virales que estimulan 1la
proliferacidn celular e interfieren con la diferenciacién normal de
las células epiteliales (Orth y Favre, 1985). La diferenciacién
terminal de los queratinocitos permite a los virus primero,
replicar su DNA, a2 1la altura del estrato espinoso, y poste-
riormente, sintetizar sus proteinas estructurales, principalmente
en el estrato granuloso (Pfister, 1990). La sintesis vegetativa del
DNA viral puede ser detectada por técnicas de hibridizacién "in
Bitu" en la capa de células en diferenciacién del epitelio, pero no
en la basal o en la subyacente de los fibroblastos (ver Fig. 3).

Numerosas observaciones realizadas en proliferaciones
inducidas por papilomavirus humanos y animales que han subse-
cuentemente acabado por malignizarse han implicado la participacién
de agentes adicionales, quimicos, fisicos o gen&ticos, en el
desarrollo de tumores malignos (Orth et al, 1980, zur Hausen et al,
1984, zur Hausen Yy Schneider, 1987). En particular, se ha
enfatizado el posible papel jugado por la nicotina, infecciones por
HSV, bacterias y protozoarios, en 1la iniciacién del cancer
cervical. La pérdida de un supresor tumoral localizado en el
cromosoma 11 parece ser un evento esencial adicional, a nivel
genético, en el desarrello de la tumorigenicidad (Saxon et al,
1986) .

En México, aproximadamente el 31% de los c&nceres cervicalas

estudiados en diferentes estadios de malignidad se asocian al HPV-
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16 (Gariglio’y cols:, 1987); y un 7% ‘al HPV-18.(Aviles, 1989).

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS PAPILOMAVIRUS

Los papilomavirus son un grupo de virus: de DNA' bicatenaric
pequefios, pertenecientes a la familia Papovaviridae, al igual unei
polioma y SV40.

Las particulas virales contienen s6lo DNA y proteinas, y el
genoma se encuentra compactado con histonas, formando nuclecsomas
y encapsidado en viriones icosahédricos con 72 capsémeros
(Matthews, 1982).

Todos los HPVs exhiben una organizaciédn genéSmica similar,
consistente en por lo menos 10 secuencias potencialmente codifi-
cantes o0 marcos de lectura abiertos (ORFs), tcdas sobre la misma
cadena de DNA. Esto es consistente con la 'observacién de que todos
los transcritos virales de RNA mensajero que han sido detectados,
estan codificados por esta cadena (Antmann y Sauer, 1982; Engel et
al, 1983, Nasseri et al, 1982); la otra cadena contiene unicamente
ORFs pequefios no conservados, y se cree que no es codificante.

El papilomavirus humano tipo 18 (HPV-18) es uno de los tipos
virales asociados a cidncer genital (neoplasias del cérvix). S§ u
genoma de DNA de doble cadena es circular, y estd formado por 7857
pares de bases (Cole y Danos, 1987). Los ORFs corresponden a 7
regiones de expresi6n temprana (E1-E7) Yy 2 regiones de expresién

tardia (L1-L2), cada uno de 1los cuales realiza funciones
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Fig. 4. Mapa genético del papilomavirus humano tipo 18 (HPV-
18) . El1 genoma de DNA es circular, de doble cadena y posee 7857 pb.
Existen 7 regiones de expresién temprana (E) y dos de expresién
tardia (L). La ubicacién de las flechas hacia el exterior indica el
marco de lectura ablerto al que corresponde cada transcrito. Entre
el final de la regi6n tardia y el inicio de la regién temprana se
encuentra la regién larga de control (LCR), la cual contiene los
elementos requlatorios de la transcripcién temprana y el origen de
la replicacién. Se indican los sitios de poliadenilacién (pA}. En
el anillo externo se indican las funciones realizadas por 1las
distintas regiones del genoma. Adaptado de: Bravo, 1990.



especificas dentro del ciclo de vida de estés virus,(ﬁeadorf Yy
cols,, 1985) (ver Fig. 3) :

La persistencia de transcritos virales especificos “en:. la
mayoria de las células transformadas sugiere fuertemente que ‘sus
proteinas correspondientes juegan un papel en el desarrollo o
mantenimiento del estado transformado. Estudios. tempranos qué se
realizaron para identificar o asignar funciones a 1§s pfoteinaé
virales fueron obstaculizados por 1los bajos nivéle; Ae'ikﬁﬂ
mensajero y de proteina en las células transformadﬁs. HSs
recientemente, las funciones de la mayoria de los éenes virales hq
sido dilucidada, principalmente por experimentos en los cuales el
gen de interés es deletado, mutado, o expresado desde promotores
heter6logos en la ausencia de otros genes, para determinar sus
efectos sobre la tranformaci6n y replicacién virales (Souza et al,
1989) .

Asi, Be ha determinado que el gen El parece codificar para una
proteina que reqgula la replicacién extracromosomal del virus (Giri
y Danés, 1986), mientras que el producto de E2 es un factor
transregulador, el cual modula positiva o negativamente la
expresién del genoma viral a partir de promotores tempranos en la
regién larga de control (LCR); en vista de que la expresién de los
genes transformantes est& regulada por E2, se dice que ésta
proteina tiene un papel indirecto en la transformaci6n.

E2 se une al DNA reconociendo especificamente la secuencia
palindrémica ACCG~NNNN~CGGT; dicha secuencia se encuentra repetida

varias veces en la LCR de todos los HPV secuenciados hasta ahora
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(barpmann, et"al,’ .1987) . Varios‘trabsjos han’' mostrado que esta
ﬁfocainalactiva fﬁerCémehcu lthransctiécIOn de las LCR de diversos
‘Hsz (Phelps, 1987; Hirochika, 1988; Guido et al, 1992).
Contrastando con éstas observaciones, se encontré que el promotor
genuino de E6 en el HPV18 es fuertemente reprimido por la proteina
E2 en células SW13 (Thierry, 1987a; Thierry, 1987b) o en
queratinocitos humanos (Bernard, 1989). Trabajos recientes han
demostrado que E2 reprime la transcripci6n cuando el sitio de unién
a E2 en la LCR se encuentra a menos de 70 pares de bases del sitio
CAP, como ocurre en los HPVs 6,11,16,18 y 33, asociados a lesiones
de los genitales (Guido et al, 1992).

La funcién de las proteina E3 en HPV se desconoce; la funcién
de E4 aGn tiene que ser establecida, pero 'se ha sugerido que guiza
jJuegue ilin papel en la maduracién del virus, tratdndose posiblemente
de una proteina estructural o de transporte (Doorbar et al, 1986).
En cambio, se ha encontrado que la proteina E5 del HPV-6 es capaz
de transformar células 373, provenientes de fibroblastos de ratén,
aunque no asi células C127, derivadas de epitelios de ratén (Chen
y Mounts, 1990); su homblogo en el BVP (papilomavirus bovino), en
cambio, sl es capaz de transformar células epiteliales, aparente-
mente mediante 1la activacién de receptores de factores de
crecimiente (Martin et al, 1989).

Los productos de E6 y E7 han sido implicados en 1a induccién
Yy el mantenimiento del estado inmortalizado en células que
contienen secuencias de HPV. Contrariamente a lo que sucede con los

genes E1 y E2, E6 y E7 permanecen intactos duranta la integracién
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del DNA viral al genoma celular; dichos genes se expresan
selectivamente en tumores genitales y lineas celulares derivadas de
tumores humanos (Schwarz et al, 1985). Ademds, se ha demostrado gue
la expresiétn de E6 y E7 es esencial para la proliferacién in vitro
de células provenientes de carcinomas cervicales (von Knebel, 1988)
Yy que E6 y E7 son capaces de inmortalizar células humanas primarias
{Barbosa et al, 1989; Munger et al, 1989%a).

Un mecanismo que se ha sugerido como plausible para explicar
la interferencia de los genes virales con la proliferacién celular
normal, es la formacién de complejos proteicos entre E7 y el
producto del gen retinoblastoma, y E6 con p53. Retinoblastoma y p53
son genes supresores de tumores, encargados del control de la
proliferacién celular normal (Dyson et al, 1989; Werness et al,
1990; Munger et al, 1989b); E6 y E7 desrregularian este control.
Recientemente, se ha encontrado un anidlogo celular de E6, por lo
que se ha postulado que E6 podria estar substituyendo el funcio=-
namiento adecuado de la proteina celular, promoviendo asi el
desrregulamiento del crecimiento o diferenciaci6én celular (Roggen-—
buck et al,1991).

Las células HeLa, una linea celular derivada de un céncer
cervical, contienen DNA del HPV-18 integrado, y estas secuencias
son transcritas activamente en ellas (Schwarz et al, 1985).

L1 y L2 son genes que codifican para las protefinas que
componen la cépside del virus, y s6lo se expresan en tejidos
infectados que producen virus (Lazo, 1988; Baker et al, 1988).

El genoma contiene un segmento de DNA no codificante, conocido
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‘como regi6n larga de control (LCR), que mide aproximadamente 1 Kb
en los HPVs genitales (en cutdneos es mas pequefio, midiendo 400
pb) . Aqui se ha identificado el origen de la replicacién viral, asi
como secuenclas estimuladoras y represoras de la transcripcioén
viral; éstas Gltimas interactGan con factores transactivadores
tanto celulares como virales (Garcia-Carrancid et al, 1988).

Funcionalmente, se puede dividir a la LCR en tres regiones. La
regién distal (relativo al gen de E6) es responsable del 25% de la
actividad transcripcional del promotor de E6, y un trabajo
realizado anteriormente detectd, mediante ensayos de "footprint”,
4 sitios de unién de factores celulares (I-IV), ademds de un sitio
sencillo de unién a E2, en extractos nucleares de diferentes
células. La regi6én central contiene un enhancer constitutivo que se
‘activa en células de origen epitelial, y posee por lo menos dos
sitios de unién a factores celulares (V-VI) (Garcia-~Carranca et al,
1988); otros trabajos han identificado algunos sitios mas,
reconocidos por el factor ubicuo NF-1.

Finalmente, la regién proximal contiene otros dos sitios de
unién a factores celulares (VII-VIII} y un doble sitio de unién de
E2 (Garcia-Carrancd et al, 1988), y funciona como represor de
transcripcién en presencia de E2 (Thierry et al, 1987a).

Puesto que el enhancer constitutivo de la LCR tiene actividad
epitelio-especifica, y funciona atn en ausencia de proteinas
virales (Swift et al, 1987), se sugirié que las dos huellas que se
encontraron protegiéndolo eran producidas por factores celulares,

posiblemente involucrados en la especificidad del HPV. De éstas, la
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huella V cubre una secuencia 5‘-TGACTAA-3‘, idéntica a una que se
sabe es capaz de ser reconocida por el factor de transcripcién AP-
1, el ‘cual es ubicuo, excepto en c&lulas F9 de teratocarcinoma
embrionario (Kryske, Piette y Yaniv, 1987). La huella VI cubre una
"secuencia similar (S'-TGCATAA-3‘) a la reconocida por AP-1. La
posibilidad de que l1a huella VI fuese producto ya sea de AP-1 o de
algin otro factor de transcripcién, tejido-especifico o no, nos
1llevé a explorar la naturaleza de &ste factor.

Caracterizar los factores que interactGan con la LCR de los
papilomavirus es un paso importante para comprender la regulaclién
de los genes de los mismos. Adem&s, aportarid informacién que
ayudard a comprender mejor la regqulacion de aquellos genes que
posean promotores con secuencias reconocidas por los factores de
transcripcién celulares asi caracterizados, y podria ayudar a
esclarecer co6mo se determina la especificidad tisular a nivel
transcripcional.

Con el fin de caracterizar la interaccién de proteinas
reguladoras con un sitio especifico dentro de la LCR, correspon-
diente a los nucledtidos 7639-7652 (Cole y Danbs, 1987) dal DNA dal
papilomavirus humano tipo 18, y cublertos por la huella VI (Garcia-
Carrancd et al, 1988), se realizaron ensayos de retardamiento en
gel. Para realizar esta técnica, se obtuvieron extractos nucleares
de células HeLa y de hepatocitos de rata, los cuales se jincubaron
con diferentes sondas radiocactivas de DNA, para después depositar
las mezclas en gales nativos de poliaétilumidu a baja fuerza

i6nica, y ©someterlas a electroforesis. Los resultados se
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visualizaron en placas de autoradiografia, en donde los complejos
de DNA-proteina se detectaron debido al decremento de su movilidad
electroforética, en relacién al corrimiento del DNA 1libre de
factores (ver Fig. 5).
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Fig. 5. Métodos de estudio de factores de transcripci6n. A la
regién del DNA estudiada (a) se le marca radiocactivamente en un
extremo, y se le agrega un extracto nuclear(b); el complejo DNA-
proteinas formado (c)} se diglere enzimiticamente con DNAsa, y las
proteinas son detectadas como "huellas®™ en un footprint (d). Se
puede fabricar un oligonuclettido de la secuencia cubierta por 1la
huella (e), marcarse, agregarse a otro extracto nuclear (f), y
correrse en un gel de ratardamiento; un complejo DNA-proteina se
ver& aqui como una banda retrasada con respecto a la que forma el
DNA 1libre (g}. Si se metila el mismo oligonuclettido (h) y se
agrega el mismo extracto (i), las bandas retardadas y libres en un
gel de retardamiento podran ser cortadas (j), Yy el DNA modificado
quimicamente; en un gel de secuencia, las bandas que representan
puntos de contacto DNA-proteinas desaparecerfin en el carril
correspondiente a la banda retardada (k).



OBJETIVO

Caracterizar el factor de transcripcién de células epiteliales
que interacta con la regién comprendida entre los nuclettides 7639
Yy 7652, en la regién larga de control (LCR)  del papilomavirus
humano tipo 18 (HPV-18). ' :



MATERTAL Y METODOS
ENSAYOS -DE RETARDAMIENTO EN GEL

La electroforesis de complejos DNA-proteinas en gel conocida
como ensayo de retardamiento se basa en la observacién de que los
complejos especificos migran a través de geles de poliacrilamida de
baja fuerza i6énica mds lentamente gque los fragmentos libres de DNA
que no han formado complejo; es decir, los primeros migran retarda-
dos con respecto a los Gltimos (Garner y Revzin, 1981). Esto
permite caracterizar la actividad de reconocimiento de factores
proteicos por secuencias funcionales especificas de DNA lineal, los
cuales pueden estar involucrados en mecanismos de regulacién de
transcripcién o de replicacién.

Las reaccliones fueron realizadas en voluimenes de 20-25 ul en
presencia de Hepes 10 mM, pH 7.9; KCl 30 mM; glicerol lo% (V/V),
DTT 1 mM, PMSF 1 mM, 1 a 2 ug poli dI-dC como DNA acarreador,
cloruro de magnesio 4 mM y espermidina 4mM.

La mezcla se incubd con extractos nucleares en cantidades
variables durante 10 minutos en hielo; posteriormente, se afiadieron
1 a 2 ng de oligonucleétidos de doble cadena marcados radiocactiva-
mente con 32-P, y se incubaron nuevamente durante 10 minutos en
hielo; terminada la incubacién, la mezcla se deposité en un gel
nativo de polijacrilamida al 6% (acrilamida-bisacrilamida 30:0.75,

desionizada con resina de intercambio i6nico Amberlita MB-11),
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conteniendo TBE 0.5X (Tris-Boratos-EDTA:44.5 mM Tris, 44.5 mM &cido
bérico, 1 mM EDTA); las mezclas se colocaron en los pozos del gel
afadiendo colorantes indicadores de corrida en los carriles sin
extracto (azul de bromofenol 0.02%; xilencianol 0.02%; glicerol
50%) la mezcla se sometlé a electroforesis a 150 volts, durante
1:30 a 2:30 hrs dependiendo del tamafio de la sonda. Al concluir la
corrida, los geles se fijaron en 10% &cido acético/ 10% metanol por
15-20 min, se transfirieron a papel Whatman 3MM y se secaron por
60-90 minutos. Finalmente,los geles fueron expuestos en pelicula

Kodak X-Omat.
AISLAMIENTO DE NUCLEOS DE HIGADO DE RATA

los higados (peso aproximado 8-12 g} de 3-9 ratas macho, (cepa
Sprague~Dawley, de 180-200 g) fueron disectados y lavados con
buffer salino de fosfatos (NaCl 137 mM, KCl1 5 mM, Na2HPO4 8 mM,
KH2PO4 1.4 mM). Se eliminé tejido no hepitico y se cortaron los
higados en trozos pequefios, adgregdndosa sacarosa modificada
(sacarosa 2.3 M, EDTA 1 mM y Hepes 10 mM) en una relacién
peso:volumen de 21:5. Esta mezcla se homogeneiz6 utilizando un
pistilo de teflén impulsado con motor. El homogeneizado se £iltré
a través de 4 capas de gaza estéril y se colocd sobre un colchén de
$ ml de sacarosa modificada en tubos de polialémero de 50 ml para
rotor de ultracentrifuga Beckman SW 28. Se centrifugd por 60
minutos a 25 000 rpm (82 705 g) a 2 °C., Se aspirs el sobrenadante

utilizando una trampa de vacio, eliminindose las 3 capas superiores
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AISLAMTENTO DE NUCLEOS DE. LINER CEI;ULAR He};h

Los nﬁcleos fuex:on aislados por ‘el método 1z detergente a-

partir de cultivos celulares de Hela en confluencia. 1

fueron lavadas con 4 volGmenes de HNB (0.5 M sacarosa, 60 'mM kcl,
0.}5 mM.-Tris pH 7.5 15 mM, 0.15 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM
espermidina, ©.15 mM espermina, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF). Se
centrifugé en centrifuga clinica por 5 minutos a 2000 rpm a 4 C; el
sobrenadante se decanté y se anadié HNB + 1% NP40 al botén de
células, para lisarlas; inmediatamente después de 5 agitaciones
vigorosas, se agregb otro volumen de HNB, para después centrifugar
nuevamente en la centrifuga clinica por 10 minutos a 2 500 rpm a 4
C; finalmente, se decantd el sobrenadante, y se dejé escurrir a los
tubos invertiéndolos para después secar su interior con gaza

estéril (Cereghini, 1988).
PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES

A partir de los nlcleos aislados como se menciona arriba, los
extractos fueron preparados de la siguiente manera: los botones
nucleares fueron resuspendidos en buffer C (Hepes 20 mM pH 7.9,

glicerol 25%, NaCl 420 mM, MgCl2 1.3 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.5 mM,
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PMSF 0.5 mM). La suspensién fué puesta en agitacién suave a 4 C
ddr;nte 45 minutos; a continuacién, se centrifugs por 30 minutos a
16-000 rpm (23 941 g) a 4 °C en rotor Beckman SW 50.1; se desecha-
ron 1los botones resultantes, compuestos por cromatina, y se rescaté
el sobrenadante, al cual se adicionaron 1.6 volGmenes de una
solucién gque contenia (NH4)2S04 3.8M y Hepes 20 mM pH 7.9, con el
fin de precipitar las proteinas solubles. Esta mezcla fue agitada
suavemente durante 30 minutos a 4 °C y centrifugada durante 20
minutos a 35 000 rpm (154 693 g) a 4 °C, en rotor Beckman SW 40.

El bot6n de proteinas resultante se resuspendié en 500 ul
buffer de didlisis (Hepes 20 mM pH 7.9, KC1 60 mM, glicerol 20%,
DTT 1 mM, PMSF 1 mM, EDTA 0.2 mM), conteniendo inhibidores de
proteasas (5 ug/ml de extracto de cada uno de los siguientes:
pepstatina A, leupeptina, antipaina, quimostatina, aprotinina; y
benzamida 2mM). La suspensién se dializ6 durante 90 minutos a 4 C
contra 1000 volGmenes del mismo buffer de dislisis, conteniendo
éste Gnicamente benzamida 2 mM y PMSF 1 mM como inhibidores de
proteasas (Shapiro et al, 1988).

Los extractos fueron repartidos en alicuotas de 10-20 ul,
congelados en nitrégeno 1liquido y almacenados a =70 °C; 1la
concentracién de proteinas fué determinada mediante la técnica
descrita por Bradford (1976), usando 1 mg/ml albGmina sérica bovina

como est&ndard.
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CULTIVOS' CELULARES ,

Todas lae células se crecieron an medio Eagle modificado por

Dulbecco (DMEM), suplementado con 7 de suers. fe!

de ternera, en:

'atmbsfe:a hfimeda’ con 5% "de coz, é 37

*. MARCAJE - RADIOACTIVO . DE LOS' OLIGONUCLEOTIDO

El marcaje radioactivo de los oligonucleétidos utilizados en
los ensayos se realizé de dos. maneras: diétintas: --la . primera,
utilizando 32-P ANTP alfa (Amersham, U.K.) se realizd empleando el
fragmento Klenow de la enzima DNA polimerasa I de E. coli, la cual
incorpora nucle6tidos marcados en los extremos 3*' del DNA lineal de
doble cadena, con extremos 5' salientes; esta técnica se utilizé
tnicamente cuando el oligonucleSétido en cuestién posefa un
nucledtido complementario al 32-P dNTP utilizado, en la primera o
segunda posiciones del extremo monocatenario saliente, con respecto
a la zona de doble cadena. En este caso, la reaccién se llevé a
cabo agregando 100 ng de DNA de doble cadena, 0.166 mM de tres dNTP
no marcados (exceptuande el que se incorpora marcado), 1.5 ul de
buffer Klenow 10 X (Tris 0.5 M pH 7.2, MgS04 0.1 M, DTT 1mM, Y 500
ug/ml de albGmina sérica bovina), 5 unidades/ug de DNA de enzima
Klenow, y 60 uCli de 32-P ANTP alfa (dATP 6 dCTP, dependiendo de la
secuencia del extremo 5 terminal); la mezcla de reaccién se llevé
a un volumen final de 15 ul con agua bidestilada estéril y se deijo

incubar por 45 minutos a temperatura ambiente.
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La otra manera en la gue se llevd a cabo el marcaje, fué
mediante la utilizacién de 32~P ATP gama (I.C.N.); en este caso, se
utilizd la enziwa cinasa, la cual incorpora el fosfato gamma
radioactivo gue lleva el 232-P ATP al OH- de la posicién 5 en el
nucledtido terminal del oligonucle6tido a marcar. La reaccién se
realiz6 utilizando 100 ng de DNA de doble cadena, 1.5 de buffer de
cinasa (NaCl 500 mM, Tris 500 mM pH 8.0, MgCl2 100 mM), 5
unjdades/ug de DNA de enzima cinasa y 100 uCi de 32-P ATP gama; la
mezcla se llevd a un volumen final de reaccién de 15 ul con agua
bidestilada estéril, y se incub6 por 60 minutos a 37 C.

En ambos casos, una vez realizado el marcaje se procedié a
separar el DNA marcado de los nucle6tidos no incorporados al
oligonucledtido y de la enzima. Para realizar esto, se agregaron a
la mezcla 100 ul de TE + 50 ul de fenol saturado + 50 ul de
soluciébn cloroformo: alcohol isocanilico 24:1 y se centrifug6
durante 5 minutos a 14 000 rpm a temperatura ambiente. Después de
agitar vigorosamente se tom6 la fase acuosa resultante y se agregd
un volumen de CH3COONH4 4 M; al nuevo volumen resultante se
aftadieron 2.5 volamenes mas de etanol absoluto y se centrifugd a 14
000 rpm durante 60 minutos a 4 C. Se decant6 el sobrenadante, y la
pastilla se lavé con 80% etanol; a continuacién, se del6 secar por
10 minutos y se resuspendidé con TE 1X de manera que la actividad

resultante quedase entre 50-100 cpm/ng de DNA (Cereghini, 1988).
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OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN LOS ENSAYOS

Como sonda marcada radioactivamente se utilizé un oligonuc-

le6tido que contenia la secuencia correspondiente a los nuclettidos:

7639-7652 del LCR del HPV-18. Como competidores frios se utiliza’ronk‘

oligonuclestidos con otras secuencias del LCR del HPV-18 (E2+K, " T

E2+AP-1) y de otros genomas virales (HSV-1-UPE, SV40-0CT),

reconocidas por factores de transcripcién conocidos (ver Tabla '1.)-

vi 5 ' -GCTACAACAATTGCTTGCATAACTATATCC-3 '
3 '-TGTTGTTAACGAACGTATTGATATAGGTGA-S'

E2 + K 51 -CTAGTGCAACCGATTTCGGTTGCCTTTGGCTTATGT~3 *
3'-ACGTTGGCTAANGCCAACGGAAACCGAATACAGATC-5"'

E2+AP1 5! -CTAGTGACCGAAAACGGTCGGCGCTGACTCAGATT-3 "
3'=ACTGGCTTTTGCCAGCCGCGACTGAGTCTAAGATC-5 "

UPE ' 5'-TAGGCGACGTGACCGGGTGTTCCTGCA-3"'
3 ' -ACGTATCCGCTGCACTGGCCCACAAGG-5

svV4ao-oCcT 5' ~GCATGCTTTGCATACTTC-3 "
3 ' ~CGTACGAAACGTATGAAG-5"'

Tabla 1. Oligonucledtides de doble cadena utilizados en los
experimentos de retardamiento y competncia en geles nativos de
poliacrilamida. Algunos contienen fragmentos cortos de DNA del LCR
de HPV-18 (VI, E2+K, E2+AP-1) (Cole y Danés, 1987); otros,
secuencias de otras regiones virales (Ad MLP-UPE, SV40-OCT) (Ondek,
1988).
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RESULTADOS

‘Para caracterizar al factor "WI", se construyé un oligonucleb-
“tido que contiene 30 pares de bases del LCR del HPV-18 (nuclebtidos
7631-7661 de la secuencia descrita por Cole y Danos, 1987), y que
contiene la secuencia protegida por 1la huella VI. Este oligonu-
cledtido fué usado en ensayos de yetardamiento en gel para
determinar la especificidad de la interacci6n y contribuir a
determinar la naturaleza del factor que produce la huella.

Inicialmente, al desconocerse por completo la naturaleza del
factor "VI%, se decidié trabajar utilizando extractos nucleares de
células Hela, puesto que éstas derivan de un carcinoma cervical a
cuyo origen estd asociado el HPV-18, y de higado de rata, debido a
la accesibilidad y abundancia de éste material, Gtil en caso de
detarminarse que se trataba de un factor no caracterizado y se
decidiese, por lo tanto, proceder a su purificacién. Por lo tanto,
el primer paso fué determinar la existencla, en extractos de nGcleo
de higado de rata y células HeLa, de un factor capaz de reconocer
a este oligonucleétido.

Como se observa en la figura 6, los extractos de nicleos de
higado de rata y de células HeLa forman ambos un complejo
nucleoproteico de migracién idéntica (Ci1) al incubarse con el
oligonuclebtido VI- marcado. Esto habla no solo de la presencia,
tanto en higado de rata como en HeLa, de un factor celular con
capacidad de reconocer la sccuencia del oligonuclebtido, sino de

que muy posiblemente se trata del mismo factor, ya que la movilidad
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electroforética del complejo DNA-proteina ests determinada por
caracteristicas de la protelna, y movilidades electroforéticas
idénticas podrian indicar proteinas idénticas. En el caso de los
extractos de Hela, se puede observar la formacién de una segunda
banda de mayor migracién (C2), gue no se encuentra en higado, ¥y
cuya explicacidn se dars mds adelante.

A continuacién, se trat6 de determinar la especificidad de los
complejos retardados mediante ensayos de competancia. El
oligonuclestido VI marcado se incubSd con 10 ug de extracto de
ncleos de higado de rata en presencia de cantidades crecientes de
oligonucleétidos homblogos o© heterdlogos no marcados radiocac-
tivamente (frios). Estos fltimos contenian secuencias reconocidas
por factores de transcripcién ya conocidos (AP-1, K, UPE; ver
Material y Métodos). En la figura 7 se observa el resultado de éste
experimento: la formaci6n del complejo €1 fué inhibida parcialmente
por el oligonucleétido homélogo empleando bajas concentraciones (10
ng) de competidor frio, y totalmente inhibida al emplear
concentraciones mias altas (50 ng) del mismo competidor. En cambio,
los oligonucledtidos heterélogos no inhibieron 1la formacién del
complejo ni adn a altas concentraciones (50 ng) de los mismos. Este
resultado sugerfa que el complejo C1 resultaba de la interaccién
especifica de un factor nuclear y el DNA.

Un experimento posterior determind que el factor VI podria ser
un factor conocido o, por lo menos, un factor pertenaciente a una
familia de factores conocidos. En condiciones similares a las del

experimento anterior, pero ahora utilizando un oligonucleétido
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Fig. 6. Presencia de un factor nuclear que reconoce al
oligonuclebtido VI en extractos nucleares de higado de rata y
células HeLa. Todos los carriles tienen 1 ng de oligonuclestido VI
marcado; carril 1: oligonucleétido VI en ausencia de proteina;
carriles 2-4: + 4,8 y 16 ug de extracto nuclear de HeLa, respec-
tivamente; carriles 5-7: + 4, 8 y 16 ug de extracto nuclear de
higado de rata, respectivamente. C1, complejo DNA-proteina
especifico; €11, complejo DNA-proteina inespecifico; L, oligonu-
cle6tido VI libre.

Fig. 7. Unién especifica de un factor nuclear presente en
higado de rata con el oligonuclestido VI. Todos los carriles tienen
1 ng de oligonucleé6tido VI marcado. Carril 1, cligonucleétido VI en
ausencia de protefna; carriles 2-9, oligonuclebétido VI + 10 ug
extracto nuclear de higado de rata; 3-4: + 10-50 ng oligonuclestido
VI frio; 5-6: + 10-50 ng oligonucleétido E2 + AP-1 frio; 7-8: + 10-
50 ng oligonuclettido E2 + K frio; 9: + 50 ng UPE. Cl1l, compleijo
especifico; Ci complejo inespecifico; L, DNA libre.
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hetertlogo frio que contiene una secuencia reconocida por 1la
familia de factores de transcripcién gque se unen a secuencias
octaméricas (Oct), se observé una inhibiciédn total del complejo
nucleoproteico €1, aGn a bajas concentraciones (10 ng) del
oligonuclestido frio. Esta inhibicién es superior incluso a la que
Be encuentra utilizando el oligonucle6tido homéSlogo, por lo que se
determiné que el factor estudiado se trataba de una protefina con
afinidad por secuencias octaméricas (5'-ATTTGCAT-3') (Figura 8)..

Una vez determinado que el factor era una proteina de tipo
oct, se procedi6 a determinar si el complejo nuclecproteico que se
observaba en Hela era el mismo, debido a que en Hela se habia
reportado la existenclia del factor de transcripcién ubicuo oOct-1.
De ésta manera, de encontrar el mismo patrén de competencias en
HeLa que en higado de rata, se entreveria la posibilidad de que el
factor Oct-1 estuviese interviniendo en los complejos nucleopro-
teicos.

Como se mencionaba arriba, al realirar ensayos de ratardo en
HeLa se obtenian dos complejos DNA-proteina con migracién
electroforética distinta. Se decidié investigar la especificidad de
ambos complejos, mediante ensayos de compaetencia. Un ensayo previo,
sin embargo, pareci6é indicar que el complejo €2 era inespecifico;
en la figura 9 se observa que, al camblar el orden de interaccién
usual, de: acarreador inespecirico-extracto nuclear-oligonucleétido
marcado, por el de: acarreador inespecifico-oligonucleétido
marcado-extracto nuclear, se obtiene un claro canbio en 1la

intensidad del complejo C2; esto se debe a que, en el primer caso,
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Fig. 8. Interaccién especifica de una secuencia octamérica con
el factor celular VI. Todos 1los carriles ¢tienen 1 ng de
oligonucle6tido VI marcado. cCarril 1, oligonuclettido VI en
ausencia de proteina; carriles 2-8, oligonucleétido VI + 10 ug
extracto nuclear de higado de rata; 3-4: + 10-~50 ng oligonucleétido
VI frio; 5-6: + 10-50 ng oligonucleétido E2 + AP-1 frio; 7-8: + 10—
50 ng oligonuclettido Sv40-oct frio. Cl1, complejo especifico; L,
DNA libre.

Fig. 9. Efecto del acarreador inespecifico sobre los complejos
DNA-proteina en HeLa e higado de rata. Todos los carriles tienen 1
ng de oligonucleétido VI marcado. Carriles 1,6: oligonucle6tido VI
en ausencia de proteina; carriles 2-5, mezcla de acarreador
inespecifico y extracto antes del cligonucleétido VI; carriles 7-
10, mezcla de acarreador inespecifico y oligonucleétido VI antes
del extracto; 2-3 y 7-8: + 4-8 ug extracto nuclear HeLa; 4-5 y 9-
10: + 4-8 ug extracto nuclear de higado de rata. C1, complejo
especifico; Cl1, complejo inespecifico; L, DNA libre.
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el extracto tiene que interactuar con el acarreador antes de poder
interactuar con el oligonuclabtido marcado, y las proteinas con
afinidades poco especificas tienden a unirse al acarreador,
eliminando la posibilidad de que interactfien de manera inespecifica

“con el oligonucledétido marcado; en el segundo caso, el extracto
interactGa con el acarreador y el oligonucleétido marcado al mismo
tiempo, permitiendo que factores con baja o ninguna especificidad
se unan a los oligonuclettidos. Complejos especificos, sin embargo,
no se ven afectados por el cambio de orden en las interacciones, y
&ste es el caso del complejo Cl, como se observa en la misma
figura.

A continuacién, se realizaron ensayos de competencia con
oligonucledtidos homblogos y heterblogos. En este caso, se utilizé
una cantidad de extracto nuclear de células HeLa menor a la
utilizada con anterioridad (0.5 ug)}, en presencia del oligonu-
cleétido VI marcado, de manera que s6lo se observa la banda
correspondiente al complejo C2 (figura 10). Como se observa, existe
una inhibicién parcial de la formacién del complejo al utilizar
bajas concentraciones (10 ng) de cualguier oligonuclebtido
competidor, tanto homblogo como heterflogo, y la inhibicién es
total a concentraciones altas (50 ng) de todos los oligonu-
cleétidos. De é&sta manera, se observa que el complejo nucleopro-
teico €2 en HeLa es inespecifico.

Finalmente, se incubaron 10 ug de extracto nuclear de Hela en
presencia del oligonucle6étido VI marcado, en presencla de

cantidades crecientes de oligonuclettidos homblogos y héterédlogos
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en exceso. Como se observa en la figura 11, a concentraciones altas
(50 ng) de competidor frio, tanto el oligonucledtido hom&logo como
el. heterSloge que contiene 1la secuencia octamérica inhiben
totalmente la formacién del complejo nucleoproteico C1; a bajas
concentraciones (10 ng), el oligonucleétido homélogo inhibe
parcialmente; el oligonucledtido con secuencia octamérica inhibe
totalmente la formacién del complejo. NingGn otro oligonuclestido
heter6logo utilizado inhibe la formacién del complejo Cl, por lo
que el complejo Cl1 parece formarse por la interaccién entre el

oligonuclettido VI y una proteina de tipo Oct.
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Fig. 10. Interaccién inespecifica del complejo 2. Todos los
carriles tienen 1 ng del oligonucledtido VI marcado radicactiva-
mente + 0.5 ug extracto nuclear de linea celular HeLa. Carriles 2
y 6¢ + 10 y 50 ng oligonucle6tido VI frio; carriles 3 y 7: + 10 y
50 ng oligonucle6tido E2 + AP-1 frio; carriles 4 y 8: + 10 y 50 ng
oligonucle6tido SV40-oct frio; carriles 5 y 9: + 10 y 50 ng .
oligonuclesdtido E2 + K frio. €11, complejo inespecifico; L, DNA
libre, :

Fig. 11. Interaccién especifica del complejo i. Todos los
carriles tienen 1 ng del ocligonuclettido VI marcado radioactiva-
mente. Carril 2: + 10 ug extracto nuclear de linea celular HeLa;
carriles 3-4: igual gque 2 + 10-50 ng oligonucleétido VI frio;
carriles 5-6: igual que 2 + 10-50 ng oligonuclebdtido E2 + AP-1
frio; carriles 7-8: igual que 2 + 10-50 ng oligonuclebdtido SV40-oct
frio; carriles 9-10: igual que 2 + 10-50 ng oligonucleétido E2 + K
frio, €1, complejo especifico; L, DNA libre.
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DISCUSION

En este trabajo se mostr6 gue un factor proteico de origen
celular de cip'o Oct, es decir, con capacidad de reconocer una
secuencia octamérica consenso 5'-ATTTGCAT-3', existe en el ndcleo
de células Hela y de hepatocitos de rata. Este factor interactda
con una regi6én de la LCR del HPV-18, la correspondiente a los
nuclebtidos 7639-7652 (secuencia publicada por Cole y Dands, 1986).
En ésta regién existen dos secuencias con extrema similitud al
octémero: la secuencia 5'-AATTGCTT-3', con 6/8 bases idénticas a
las de la secuencia octamérica, y la secuencia 5'~TTGCATAA-3', con
5/8 bases idénticas; ambas secuencias se sobrelapan en dos bases
(ver tabla 2), y en teoria, ambas podrian ser reconocidas por una

' proteina de tipo Oct.

Esta sobrelapacién de dos secuencias similares a la octamé-
rica, ocurre de manera similar en direccién 3' de la regién
mencionada anterlormente, en la regifén correspondiente a 1los
nuclebtidos 7815-7824 (Cole y Danés, 1986). Aqui existe una
secuencia S5'-GGTTGCAT-3', con 6/8 bases idénticas al consenso, asi
como la secuencia 5'-TTGCATAA-3', con 5/8 bases 1dénticas, y
exactamente idéntica en su conjunto a una de las sacuencias de la
regi6én antes mencionada. Esta regién, al igual que la anterior, se
encontrs protegida por factores celulares en un ensayo de footprint
realizado con anterioridad (Garcia-Carrancd et al, 1988), por lo
qua existe la posibilidad de gue se traté de un segundo sitio de

reconocimiento para algGn factor Oct. Un trabajo reciente encontré6
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VI B'-TACAACKATTGCT TIGCATAACTATAT=8".
. B-ATGTTGT TAACGAACGTAT TGATATA-5'

Sl B TATTTOGGT TGCATRARCTATG-8!
. @-ATAAAGCCRACGTATT TTGATAC-5'

AAT TGCATACT TGG-8"
AACGTATGIAACC-5'

oa OCT 5 OACF“TTAT T TGCATRAGCGA-3'
‘ . 3' ~GTGGAATALACGTAT TCGCT-5'

,;vm-ocT 5' Gf‘ATGCT T TGCATACTT TC-3'
' 3'-CGTACEBABACGTATGAAG-5'

Tabla 2. Regiones del LCR gque guardan similitua con
secuencias octaméricas. VI y VIII corresponden a sitios en el LCR
del HPV-18 donde se han detectado huellas; oct-18 es un sitio
dentro del mismo LCR al cual se une Oct-1; H2B-oct corresponde a un
sitio dentro del pramotor de la histona H2B que es reconocido por
Oct-1, Yy que posee la secuencia octamérica consenso. En 1los
recuadros estdn los sltios con por lo menos §/8 bases idénticas a
las del oct&mero consenso.



‘un tercer ‘sitio de interaccisn OCt-DNA sobre las bases 7721-7728
',delf LCR; del 'HPV-18; aqui, existe un sitio 5'-AATTGCAT-3'con 7/8
A‘lbases idénticas alyoctamero consenso, el cual aparentemente es
:~reconocido por Oct-1 (Hoppe-Sleyer et al, 1991).

Los factores de transcripcién conocides como Oct, o bien OBP
(siglas que significan proteinas de unién a octadmero) constituyen
una familia de factores cuyo comin denominador es la capacidad de
reconocer y unirse a la secuencia octamérica §'-ATTTGCAT-3', Estas
proteinas posecn una regi6én conservada conocida como dominio POU,
la cual comparten con la proteina Pit-1, un factor de trancripcién
especifico para pituitaria descubierto en rata (Ingraham et al,
1988), y con el producto del gen unc-86, involucrado en el desarro-
1lo de linajes neurales en el nemdtodo Caenorabdhitis elegans
(Finney et al, 1988); por lo mismo, a todas éstas se les conoce
como protefnas POU. Las proteinas Oct poseen dominios POU
extremadamente conservados entre ellas (87% de similitud), ademéis
de poseer otras regiones conservadas entre ellas que no comparten
con Pit-1 y unc-86.

El dominio POU es un elemento de 150 aminoicidos que, a su
vez, contiene un sub-elemento de 75 aa denominado caja homeética,
originalmente descrito para un grupo de genes cuyos mutantes
producian serias alteraciones en el desarrollo de prosophila sp
{Ghering, 1987; Scott y Carroll, 1587). En las proteinas codifi-
cadas por estos genes es justamente la caja homeStica, a través de
estructuras sccundarias conocidas como hélice-vuelta-hé&lice, 1la

responsable de la unién entre la protefna que lo posee y secuencias
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especificas de DNA. Aparentemente, las cajas homebticas de las
proteinas POU también son esenciales en su unién al DNA; sin
embargo, a diferencia de otras protefnas con cajas homeébticas, las
protelnas POU poseen un segundo sub-elemento dentro del dominio POU
que también parece jugar un papel en la unibn DNA-proteina (ver
figura 12); la alta conservacién de este subdominio sugiere que la
caja homebtica no es suficiente para que estas proteinas se unan al
DNA debido, posiblemente, a que su estructura es distinta a las de
otras proteinas con cajas homeéticas (Sturm and Herr, 1988).

La regién 5' de la secuencia octamérica es idéntica a la
secuencia que reconocen otras proteinas homeéticas (5'-ATTT~3"');
muy posiblemente, la caja homedtica del elemento POU esté
reconociendo esta regién de la secuencia. Existen ciertas diferen-
cias entre los cajas homebticas de las proteinas Oct y aquellas
que forman parte de las demads proteinas homebticas, con las cuales
las primeras comparten cuando mucho 21 de 60 aa; en cambio, las
cajas homebticas de las proteinas Oct son muy parecidas entre si
(53 de 60 aa son compartidos por Oct-1 y Oct-2) (Herr, et al,
1988). Existe cvidencia de que las diferentes proteinas homeb6ticas
pueden reconocer una variedad de secuencias relacionadas con una
secuencia de 10 pb rica en AT: 5'-TCAATTAAAT-3' (Levine y Hoey,
1988). En todo caso, existen secuencias aledaflas con un cierto
gradeo de conservaciétn que podrian auxiliar a la unién entre el DNA
y las proteinas.

Aparentemente, las proteinas Oct poseen, como las demés

proteinas home6ticas, una marcada flexibilidad en su reconocimiento
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Fig. 12 pominios POU en Oct-1 y Oct-2. POU-SP: sub-elemunto

“especifico a’POU; HOMEO: . caja homebtica, En: Sturm y Herr, 1988.
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Fig. 13. Puntos de contacto sobre el DNA del factor que forma
el complejo Ci en loa ensayos de retardamiento con el oligonuc-
le6tido VI. Los puntos bajo la secuencia corresponden a las bases
que no fueron cortadas por estar protegidas por el factor; el punto
atravesado por una linea diagonal representa un contacto parcial;
la barra corresponde a la huella que se observa an el footprint.
C=banda retardada (correspondiente al complejo Cl); f= banda libra;
s= secuencia del oligaonuclettido.
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a la secuencia determinada como consenso: en este caso, 'con
respecto a la secuencia octamérica. Estudios previes han examinado
la capacidad de unién de una de éstas proteinas, Oct-1, a una serie
de variantes octaméricas naturales y sintéticas dentro del enhancer
de 5V40 y dentro de los enhancers de los genes tempranos inmediatos
del herpesvirus (HSV-l). Uno de los dos sitios de interacci6n de
Oct-1 con el enhancer del SV40 poseia Gnicamente 5 bases idénticas
a las del consenseo, y se demostr5 que la interaccién de Oct-1 con
ese sitio dependia de la integridad de las secuencias aledafias al
octémero degenerado. Cuandeo las bases internas eran cambiadas de
manera que quedasen equivalentes a las del octamero consenso, las
secuencias aledafias podlan ser cambiadas sin afectar la interaccién
entre Oct-1 y el sitio {Baumruker et al, 1988).

Esta marcada flexibilidad en el reconocimiento de secuencias
aparentemente se debe a la naturaleza del dominio POU. No sdlo es
flexible la caja homedtica de POU; el segundo subelemento, presente
s610 e.n proteinas POU y presumiblemente responsable del contacto
entre Oct y la regi6n 3' de la secuencia octamérica (5'-GCAT-3')
también contribuye con una cierta flexibilidad de reconocimiento de
secuencia. Adem&s, los diferentes subelementos de POU se influyen
mutuamente y modifican el tipe de secuencia que reconoceria cada
uno de los subelementos en ausencia de los otros (Aurora y Herr,
1991). En estudios detallados que compararon la especificidad del
dominio POU de Pit-1 y el de la caja homebtica de POU en ausencia
del resto del dominio, se encontré que la caja homebdtica hace

contacto con bases enteramente distintas a las que contacta el
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dominio POU completo (Ingraham et al, 1990); es muy probable que
esto se aplique igualmente al dominio POU de Oct-i. (Fig. 12).

Asi, la capacidad de una proteina Oct de reconocer secuencias
octaméricas degeneradas le permitirfa, en principio, interactuar
con sitios de la LCR del HPV que guardan una cierta similituaq,
aunque no identidad, con la secuencla octamérica consenso. De
hecho, ensayos de interferencia por metilacitn realizados
paralelamente a este trabajo, han demostrado que existe una
interacci6tn DNA-proteina en un sitio aledafio a la secuencia
actamérica degenerada (ver figura 13), lo cual puede ser explicado
de distintas maneras. Una de éstas es que Oct pueda contactar con
bases aledafias, establlizando su unidén con una secuencia octamérica
imperfecta. Otra posibilidad es que la interaccién de Oct con un
octémero degenerado sea estabilizada por otro factor o factores,
los cuales a su vez tendrian especificidad por 1las secuencias
aledafias al octémero. Un ejemplo de lo anterior es el promotor del
virus tumoral mamario del ratém (MMTV), en donde otro factor con
afinidad por secuencias especificas de DNA, el receptor da
progesterona, estabiliza o facilita la unién de Oct-1 a secuencias
octaméricas; en éste caso, las secuencias son idénticas o casi
idénticas (7/8 bases) al consenso, pero el receptor de progesterona
promueve la unién de oct-1 al promotor a concentraciones muy bajas
de é&ste filtimo, con las cuales la unién no ocurria cuando el
promotor se hallaba en presencia s6lo de Oct~l1 (Bruggemeler et al,
1991).

La existencia de maltiples proteinas Oct que reconocen
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secuencias ~idénticas hace ‘aificil definir . con’ exactitud la
naturaleza . de . la proteina responsable de la formacién de . los
complejos - especificos que se observan en los resultados. Sin:
embargo, de las 5 proteinas Oct caracterizadas hasta ahora, tres

no han sido halladas atGn en tejidos adultos: Oct-3 fue locglizada' s
en células de carcinoma embrionario (Okamoto et al, 1990), y O'ct';-:4

Yy 5 en células germinales, oocitos no fertilizados y blastocités de
ratén (Scholer et al, 1990). Oct-2, ha sido hallada ﬁnicamenﬁe en -
linfocitos B (Scheidereit et al, 1987), y se piensa que es tejido-
especifico, ya que no ha sido encontrada aGn en otros tipos
celulares. La Gnica proteina Oct detectada en células HeLa hasta
la fecha ha sido Oct-1, la cual ha sido hallada practicamente en
todos los tejidos adultes, por lo que se le considera ubicua;
consideramos, probable, por lo tanto, que éste sea el factor que
forma el complejo especifico en nuestros experimentos; sin embargo,
no descartamos que pueda tratarse de otro miembro aiin no caracteri-
zado de la familia oOct,

El papel que pudiese jugar Oct-1 en la regulaci6n de los genes
del papllomavirus no estd clare. La regién del enhancer
constitutivo de la LCR que reconoce Oct ha sido caracterizada como
responsable del epiteliotropismo del HPV~18 (Garcia-Carranca et al,
1988); como no ha sido reportada atn la existencia de un factor
epitelio-especifico que interactde con &sta regi6bn, sc penssd en un
principio que el factor responsable de la huella VI era tejido-
especifico. En caso de ser Oct-1 el gue produce la huella, su

ubicuidad podria tomarse como un argumento en contra de un papel
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definjtorio en cuanto a la_especiflcidad tisular del HPV-18. Sin
embargo, dos posibilidades permitirian involucrar a Oct-1 en éste
sentido. En primer lugar, Oct-1 podria(estar actuando como un
intermediaric o estabilizador entre algtn otro factor tejido-
especifico y el LCR, o bien, como intermediario entre éste mismo
factor tejido-especifico y un factor de transcripcién general. Este
tipo de interaccién, que implicaria un control combinatorioc de la
transcripcién, ha sido observada en la regulaci6bn de los genes
tempranos inmediatos del herpesvirus; en éste caso, Oct-1 funciona
cooperativamente con una proteina viral, Vmw65, en la activacion de
la expresién de los genes virales (Goding y O'Hare, 1989). Una
interacciébn similar, pero involucrando un factor celular tejido-
especifico en lugar de la proteina viral, podria postularse para el
caso del HPV-18.

Una segunda posibilidad es que la especificidad tisular estd
determinada no por uno o dos factores especializados, sino por
distintas combinaciones y/o concentraciones de factores ubicuos.
Por ejemplo, no se ha encontrado algin factor que interact@e con el
LCR del HPV-16 dque se halle presente en células donde el enhancer
estd activo y que no se encuentre en aquellas células donde el
mismo enhancer no es activo (Chong et al, 1991). En particular, se
ha reportadoc que la concentracién diferencial de Oct puede
determinar la especificidad o ubicuidad en la funcién de distintos
promotores (Kemler et al, 1991).

La posible participacién de Oct-1 en el epiteliotropismoc de

los HPV no excluye otro tipo de funciones. Asi, se ha encontrado
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que Oct-1 es capaz de activar la transcripcién de una gran variedad
de .genes que se transcriben de manera ubicua, incluyendo a 1la
histona H2B (Fletcher et al, 1987) y algunos U snRNA (Mattaj et al,
1985); también estd involucrado en la iniciacién de la replicacién
del adenovirus (O'Neill et al, 1988)., Una vez mids, sin embargo, el
contexto en el gue se encuentra ayuda a determinar la funcién que
realizaréd: en el caso del HPV-18 se ha encontrado gue Oct-1 podria
estar actuando como represor transcripcional (Hoppe-Sleyer et al,
1991), en vez de activador, come en los casos anteriores, pero sin
necesidad de unirse al DNA. Esto podria explicarse aduciendo un
secuestro por parte de Oct-l de una proteina activadora, o,
alternativamente, de una interaccién entre Oct-1 y una proteina
represora que actuaria a través de éste Bltimo. Cualquiera de estas
dos alternativas apoyarian 1la tesis de gue Oct-1 regula
transcripcién mediante interacciones con otros factores; en
particular, se ha sugerido gue Oct-1 podria activar la transcrip-
ci6én de H2B mediante una interaccién con el factor de transcripcién
general TFIID (Tanaka y Herr, 1990).

Una tercera alternativa, sin embargo, es que Oct-1 esté compi-
tiendo con algGn otro factor activador por sitios sobrelapantes, en
cuyo caso estaria funcionando como inhibidor competitivo de la
transcripcién. Recientemente, se ha reportado gque Oct-1 estaria
compitiendo con un nuevao factor epitelio especifico, KRF-1, en el
LCR del HPV-18, inhibiendo el aumento de actividad del enhancer del
HPV mediado por é&ste Gltimo factor (Mack, D. H., y Laimins, L.,

1991) . Nosotros no pudimos detectar la presencia de éste factor,
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pero si se confirma la existencia de KRF-1, el balance existente
entre &ste y Oct-1 podria determinar la permanencia de las células
kepitelinles en un estado diferenciado o su transformacién mediante
la activacién de los oncogenes virales E6 y E7; un mecanismo mis
genétal diferenclacién-divisién involucrando regulacién a un nivel
transcripcional por equilibrio entre diferentes factores gque
compitiesen por sitios similares podria, por 1lo tanto, ser
postulado.

Estudios recientes han conectado la regulacién transcripcional
de algunos genes con el ciclo celular, a través justamente de Oct-
1. Se ha encontrado que Oct-1 se puede hallar en distintos estados
de fosforilacién, dependientes de la fase del ciclo en el que se
encuentra la célula; aparentemente, el tipo de residuos de aa en
los que se fosforile a Oct-1 y el nfimero de sitios fosforilados
determinan el que Oct sSea capaz de unirse al DNA, y de que esté o
no transcripcionalmente activo una vez que se una al mismo. La
enzima P34cdc2, una cinasa que aparentemente funciona como
reguladora general del ciclo celular, fosforila a una gerie de
proteinas, entre ellas a Oct-1l, modificando su actividad y
praovocando toda una bateria de respuestas que inducen a la célula
a pasar a la siguiente fase del ciclo (Roberts et al, 1991). De
esta manera, se podria postular a Oct-1 como un intermediario clave
entre la proliferaci6n de las células del ‘epitelio del cérvix y la
axpresioén de los oncogenes del HPV-18, para el caso particular del
CaCU; y como elemento clave de un control determinante en la

decisién de una célula entre dividirse o diferenciarse, en términos
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generales.

54



'CONCLUSIONES -~

Estetrabajo mostré . que existe un factor é‘elular”qu tipo :0(:}!:7
que interéctﬁa'especlt‘icamenteVccn‘ 1a’ VrVegi‘éﬂn cbrfeéiﬁné‘lienfe ak, los
nucleétidos '7639—7652 de 1la regibn .larga . de confrol (LCR) . del
R papi;omavirus humano tipo 18 (HPV-18) (ver Fig. 14) .”‘Se derﬁosﬁré la

existencia de este factor tanto en ndcleos de.células Hela, “de

) origeﬁ epitelial, como en nficleos de hepatocitos de rata. La
presencia de este factor en estos dos tipos de células de
naturaleza distinta y el hecho de que no se ha demostrado 1la
existencia de factores Oct distintos a Oct-1 en células Hela, son
argumentos gque apoyan el que sea Oct-1 el factor gue esnté
interactuando con la regi6n antes mencionada. La ubicuidad de este
factor es un apoyo a la teoria que propone que la especificidad
tisular de la transcripci6n estd determinada por diferentes
combinaciones de factores universalmente localizados.

€2 €2 €2
Oa? 5Pt G P10s

AP ol Pt
mll |22 enl o9 Nl oo cmm)

E2

constilutive onhancer

Fig. 14. Representaci6n esquemdtica del LCR del HPV-18. Se
indican los sitios de interaccién con los factores de transcripcién
celulares y virales. La barra horizontal representa la regién del
enhancer constitutivo que se activa Gnicamente en células
epiteliales. Se indica la localizacién del sitio que recconoce Oct-2
dentro del enhancer, y la posible presencia en el LCR de un sequndo
sitio de reconccimiento del mismo Oct-1 en una regién localizada en
direccién 3' con respecto al primer sitio. Se indican, ademds los
sitios de interacci6n de factores ya caracterizades o posibles
dentro del mismo LCR.
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ABREVIATURAS

APS.~ Persulfato de Amonio

CaCU,.~ C&ncer cérvico-uterino

DNA.- Acido 2*-desoxirribonucleico
DTT.~ Dithiothreitol

EDTA.- Acido etilén-diaminotetraacético
Hepes,~ N-2 hidroxietil-piperazina-N'-2-&cido etano sulfénico
HPV.- Papilomavirus humano

LCR.- Regibn larga de control

ORF.~ Marco de lectura abierto

NP-40.- Nonidet-P-40

PMSF.- Fluoruro de fenilmetil sulfonilo.
TBE.~ Tris-Boratos-EDTA

TE.- Tris-EDTA

Tris.~ Hidroximetil-aminometano
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