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temprana de los papilomavirus humanos. Su sitio consenso es: ACCGN,CGGT,
dande N es cualguier nucledtido.

EDTA. Acido etileno-diaminotetraacético.

EGTA. Acido etileno-guaninoteira-acético.

HelLa. Linea celular de origen humano, que tiene integrada ia secuencia del VPH-
18 y contiene el factor NF-1.

Hepes. N-2 hidroxietil-piperazina-N'-2-acido etano sulfonico.

pCi. Micro curie = millonésima parte de un Curie.

MLA. Marco de lectura abierta.

NF-1. Factor de transcripcion de células epiteliales cuyo sitio consenso es:
TITGGCTT

ng. nanogramos.

mM. milimolar

NP-40 Nonidet-P-40.

pb. Pares de bases.

a-"*P.-Alfa- Fdsforo 32.

PMSF. Flucruro de fenilmetil sulfonilo



pKGEM. Plasmido de 36 pares de bases, que coniiene los sitios E2 y NF-1
separados entre si por fan solo cuatro nucledtidos, con multiples sitios de
clonacién, destacando el sitio Eco Rl y Hind IT1.

PGEM4Z. Plasmido de 2746 pares de bases, ufil para llevar a cabo las
clonaciones de este trabajo ya que cuenta con los sitios Unicos Eco Rly Hind 1L
rbeS. Ribulosa bifosfato carboxilasa de plantas.

RLC. Region larga de control.

SV-40. Virus de simio tipo 40 (Del inglés Simian Virus-40)

TBE. Tris Borato-EDTA.

TE. Tris —EDTA.

VPH. Virus del Papiloma Humano.

VPH-18. Virus del Papiloma Humano tipo 18.

Tris. Hidroximetil-aminometano.




RESUMEN

El acervo del conocimiento sobre los mecanismos moleculares por los cuales,
los genes pueden ser diferencialmente expresados durante el desarrollo de un
organismo, con una alta especificidad tisular, o por la accién de un inductor
ambiental, se ha incremertado gracias al descubrimiento de las secuencias de
ADN, que son mediadoras de la transcripcion. Estas, funcionan como sitios de
reconocimiento para proteinas, por lo gue la regulacién de un gen, esta
controlada por las interacciones ADN-Proteina. De esta manera, se caracterizé
la actividad de unidn de NF-1 a su sitio consenso en ef ADN y de igual forma se
hizo con la proteina E2, mediante experimentos de refardamiento en gel,
ademas, se determind la orientacion del complejo de retardamiento para NF-1.
Para ello se obtuvieron extractos nucleares de varias lineas celulares y de
leucocitos humanos circulantes, los cuales se incubaron con diferentes sondas
radiactivas de ADN, las mezclas se depositaron en geles nativos de
poliacrilamida a baja fuerza 1Onica y se sometieron a electroforesis. Los
resultados, se visualizaron en placas de autoradiograffa, en donde los
complejos ADN-Proteina, se detectaron debido al decremente de su movilidad
electroforética, a diferencia del corrimiento del ADN libre de factores. Por
altimo, se infirid la existencia de la interaccion entre E2-NF-1, con experimentos
de retardamiento en gel, al realizar la clonacién de pKGEM (que posee ¢l sitio

E2) y de pKl 8 {(que posee el sitio NF-1) separados entre si por 28 pb.



INTRODUCCION
El cancer es uno de los problemas mas relevantes en la medicina modema y es uno de
los mas fascinantes en la investigacion de la Biologia Molecular. Este, es una patologia
que integra una serie de anomalias de regulacion molecular, que son visibles a nivel
celular, por fas alteraciones manifestadas en los mecanismos bésicos de control de la
regulacion metabolica, division y diferenciacion celular de los organismos superiores
{1,2,4). La célula cancerosa se caracteriza por una mayor velocidad de division, una
diferenciacion parcial o imperfecta, presencia de metastasis, pérdida de inhibicién por
contacto, poca cohesion, cambios tanto en la morfologia como en ta estructura antigénica,
bioquimica y por lo regular cariotipica, pérdida de unién por contacto con células de otro
tejido, aumenio de los movimientos celulares en sus cultivos, elaboracion de toxinas para
las otras células y sobrevivencia en transplantes (1,2). Al proceso que origina ia aparicion
de cancer se Je llama carcinogénesis y encierra una serie de eventos consecutivos o
stmultaneos, donde debe de existir un iniclo, que involucra estimulos exdgenos yfo
endogenos, ademas, de rebasar un umbral para gue se implante el estado carcinogénico
La iniciacién es seguida por un estado de latencia, donde se llevan a cabo los cambios a
nivel molecular, para adguirir e implantar el fenotipo transformado. Los estimulos
endogenos bien pueden ser genéticos, hormonales o inmunitarios y dentro de los
exdgenos se han mencionado a factores: bioldgicos (virus), fisicos (radiaciones
iorizantes) y quimicos (compuestos organicos e inorgegnicos; 1,2,7). Los procesos
tumorales pueden presentar diversas manifestaciones clinicas, sin embargo; se ha visto
gue todos ellos tienen causas comunes que los desencadenan. A nivel molecufar dos de
los factores mas importantes que intervienen en la carcinogénesis son los oncogenes y
los virus (1-6). Los virus del papiloma (VP), se descubrieron como agente causal de
céancer a principios de siglo. Estos virus, pertenecen a la familia PAPOVAVIRIDAE que
incluye a Poliomavirus y SV40 (3-7) L.os VPH han sido intensamente estudiados en los
ultimos afios debido a su estrecha asociacion con canceres genitales (3-8). En Meéxico, el
cancer ocupa el segundo hugar como causa de muerte v el carcinoma cérvico uterino
(CaClU), esla cai:sa mas frecuente de mortalidad en paises en desarrolio En la poblacidn

mexicana, aproximadamente un 30% de los tumores malignos de la muer son de CaCl,




representando un serio problema de salud, por razones obvias, significa ademas un grave
problerna socioecondmico (10,59). Lo anterior ha dado lugar a una serie de
investigaciones epidemiologicas del CaCU en nuestro pais, asi como al estudio de los
mecanismos de regulacion molecular de esta patologia (11). Los VPH, lienen una alta
especificidad por las células epiteliales estratificadas, como son las paredes intestinales,
tejide pulmonar, cutanec o cérvico uterino (4-6,11,12,17), llevandolas a un estado de
transformacién maligna (14). Esta especificidad, ha impedido realizar estudios genéticos y
moleculares in vifro, como los reportados en SV40 & poliomavirus. Hasta ahora se han
descrito més de 100 tipos de VPH en el ambito mundial (7), destacando los tipos 16,18,31
y 33 por su alto potencial oncogénico et tumores malignos y lineas celulares derivadas
de CaCUl (5-8,14,15,17,20,21). Sin embargo, existen algunos VPH como los tipos 6 y 11
gue se asocian a las neoplasias benignas, es decir, los de bajo potencial oncogénico
(3,7,30). En los tumores genitales malignos el genoma de los VPH, estd integrado al
genoma celular (3,4,17) y estas secuencias son transcripcionalmente activas (18). Este
hecho tiene dos consecuencias importantes: a) la expresion de secuencias virales que
SON necesarias para propiciar y mantener el estado transformado de las células huésped.
{5,20,33,63,70) y b) la interaccion (activacidn O represion) con genes celulares {por
ejemplo, oncogenes 6 antioncogenes) vecinos al sitio de la integracion por parte de los
elementos regulatorios del VPH implicade (3-6,11,15,16,19,20,28,32,34,41,44-
45,49 54,56-58,61,62,65,69,70). Por ofro lado, en las neoplasias benignas, se ha
observado que las secuencias virales estan en forma episcmal (no integrada) y en
ocasiones multimérica, transcribiendo la mayor parte de sus genes (17,30),
principalmente del gen E2. Lo antes citado, muestra que la integracion de secuencias
virales al genoma celular y en asociacion con otra anomalia celular como la activacion de
oncogenes y ausencia de antioncogenes, puede desembocar en algan tipo de cancer
{5,70). Sin embargo, el ADN viral en estado fibre ha sido detectado dentro de tumcres,
indicando que la progresidon a cancer es posible con o sin la integracion viral (22),
mostrando que la infeccion por virus, asi como la expresion de genes virales son factores

necesarios, pero no suficientes para la induccion de ciertos tipos de cancer (13,14,17).




DESCRIPCION MOLECULAR DEL VPH

tos VPH son virus pequenos que poseen un ADN circular de doble cadena de
aproximadamente 8000 pares de bases (8 kb), compactado con histonas, formando
nucleosomas y encapsulado en virionas icosahédricos que constan de 72 capsomeros
{6,60). La organizacién genodmica de todos los VPH descubiertos hasta ahora es
extracrdinariamente conservada (7,8,16,26,29,63,64) va que presentan una estructura
basica muy similar, con homologia de secuencia entre ellos, gue va de moderada con
45% a una alta de 85%. Por lo que es dificll explicar, con base a su organizacién
gendmica las diferencias de su potencial oncegénico (7). El VPH-18 estd asociado a
CaClU y su genoma de ADN circular est formado por 7857 pares de bases (5-8). lLa
informacién codificada esta localizada sobre una sola cadena y todos los marcos de
lectura abierta (MLA) tienen la misma orientacion transcripcional. Estos corresponden a
los 7 genes gue codifican para las proteinas de expresion temprana E {del inglés Early)
¥ 2 regiones que codifican para proteinas de expresion tardia L {del inglés Late). Los
genes E son: E1, E2, E4, E5, E6 y E7; donde el producto del gen E1, regula la
replicacion extracromosomal (4), mientras el producto E2 es un factor transregulador, el
cual modula positiva o negativamente la expresion del genoma viral a partir de
promotores de la regidn temprana de E6 y EY (9). E2 es un factor viral de amplio
espectro funcional, que participa en interacciones con otros factores tanto virales
como celulares en el proceso de transcripcion de los VPH
{4,9,25,28,30,32,41,61,62). Los productos de los MLA, E6 y E7, no se desiruyen o
inactivan durante la integracion del ADN viral al genoma celular (como E1 y EZ2), al
contrario, son los responsables de la capacidad oncogénica del virus, esto es
debido posiblemente a la ausencia del represor E2 por ruptura de dicho gen
(3,5,8,12,26,30,32 60). Es decir, la integracion del ADN del VPH en el CaCU,
proporciona una ventaja selectiva que lleva a fa proliferacion descontrolada de las
células, debido a la expresion abundante de los genes E6 y E7 Las proteinas
codificadas par los MLA E6-E7, poseen secuencias muy similares entre si y entre los
VPH en general (8,64). En ellas reside el potencial oncogenico de los VPH dada su

capacidad de inmortalizacion y transformacién (5.8,64). La oncoproteina E7 posee



similitud estructural y funcional con otros productos de oncogenes virales como la
proteina Ela de Adenovirus o el antigeno T de SV40 (26,30, 64), ya que también
interactOa con el producte del regulador antiohcogénico RB (retinoblastoma). Los genes
de EB y E7 se expresan selectivamente en los tumores genitales y en lineas celulares
derivadas de tumores humanos, ya que cooperan con oncogenes celulares activados
{como ras), para producir fenotipos completamente transformados en células en cultivo
(5,28,34). Por sy parte L1 y L2 son los MLA tardios, que codifican para las proteinas
estructurales del virus; gue s6lo se expresan en fejidos productivamente infectados
(20). Entre el inicio de la region temprana y el fin de la region tardia hay un segmento de
ADN que no tiene capacidad codificante para proteinas; éste, contiene slementos
regulatorios de la replicacion y transcripcion de la region temprana del virus. Esta
secuencia conocida como Region Larga de Control (RLC), de aproximadamente 1
Kilobase, es decir, 1000 pares de bases, en ella se han identificado, fanto el origen de la
replicacién viral, como secuencias estimuladoras y represoras de la transcripcién, que
interactGan con factores transactivadores tanto celulares camo virales (8,12, 19, 25-
28,4562; Figuras 1 y 2). Se han realizado numerosos estudios para conocer [a
funcionafidad de la RLC y de los elementos celulares que se asocian a ella. La RLC tiene
regiones funcionales potenciadoras (enhancer), conocidas como Elementos Responsivos
y conservadas en los VPH genitales; una de ellas es regulada por E2 -ER2-(Figura 3),
ubicada cerca del origen de la transcripcién de E6 y E7 (26). Existe otra regién -ER6-
(Figura 3). aproximadamente a 500 pb del inicio de E6 {cap EB6), que posee una
alternancia de AT para los VPH de bajo potencial oncogénico y de GC para los del grupo
de alto potencial (63). Esta alternancia de purinas y pirimidinas en una secuencia, [a hace
susceptible de formar el ADN-Z, el cual es caracteristico de algunos elementos con
actividad transcripciona! (2). Para los VPH-16 y 18, esta region es responsiva a la
presencia de E6 (65). Sin embargo, el papel que desempefia E6 dentro de esta regién no
se conoce con exactitud v en todo caso no se relaciona directamente con la epiteliotropia.
La especificidad tisular exhibida por los VPH puede ser explicada en terminos de la
region potenciadora activa de epitelios (EC) presente dentro de la RLC (Figura 3). Esta

region guarda una alta similitud en su secuencia entre todos los VPH genitales




secuenciados hasta ahora. Esta similitud reside principalmente en dos secuencias de
ADN, una exclusiva de los VPH de alto potencial oncogénico GGCACATATTT y otra
conservada en todos los VPH genitales 5 TTTGGCTT 3 (12). Esta ultima secuencia
es el sitio consenso del factor celular NF-1, que es de especial interés ya que la misma
secuencia se encuentra en orientacion antisentido 3° AAGCCAAA 5’ en la regidn
promotora de los genes humanos de las citoqueratinas e involucrina (Figura 14) v
cuyos productos son expresados exclusivamente en epitelios de los huéspedes de
estos virus (12). De esta manera, podemos decir que la RLC es compleja y redundante
en sus funciones, ademas requiere de la asociacion cooperativa entre los diferentes
componentes que la integran (12). Con esta idea resulta ahora evidente que no es un
s0lo factor el responsable de la transcripcion viral (12,22-26 65), sino probablemente la
homo y heterosinergia en la actividad de una serie de factores celulares y virales tales
como AP-1, NF-1/ CTF, TFIID, C-MYC,NF-1, E2, etc,, (12,22,28.,62,65).
PROTEINA E2 DEL VPH

Se ha determinado recientemente, gue la proteina viral E2 de 47 kd aproximadamente, es
capaz de activar & reprimir la transcripcion temprana de los VPH (31-33). E2 forma
dimeros (35), capaces de activar la transcripcién viral cuando su secuencia blanco
ACCGN4CGGT (N, representa cualquier nucledtido) se encuentra a una distancia mayor
a 150 pb de la caja TATA, convirtiéndose asi en un fuerte represor cuando su secuencia
blanco se localiza cerca de la caja TATA (8,9,30,32,36,37). Los dimeros de E2 tienden a
formar tetrameros para potenciar la actividad de un promotor (8) v de esta manera, la
presencia de sitios £2 puede incrementar la probabilidad de formar horquitlas estables
‘ y tetr@meros por contactos E2-E2. De tal manera que E2 puede interactuar con factores
de transcripcion unidos en la vecindad del sitio de inicio de la transcripcién (34). Con la
implementacién de las técnicas de Ingenieria Genética se han realizado disecciones
moleculares de la proteina E2 (23), manifestando 3 divisiones funcionales; 1) Dominio
amino terminal {funcion activadora de la transcripcian), 2) Dominio central (por su
alto contenmide de prolinas es considerado una especie de bisagra) y 3) Deminio

carboxilo terminal que reconoce la secuencia blanco en el ADN (40; Figura 4). Ei



dominio amino terminal de E2 desestabiliza el compiejo ADN-proteina, envolviendo
solamente un sitio, pero adquiere estabilidad cuando méas de un sitio estd presente
{13,40). El transactivador E2 estimula la transcripcion tanto en sitios de unidn
dependientes a E2, como a los independientes o no especificos a E2 (13). Ademas, se
distingue de otros factores de unidn enhancer/promotor debido a su alta capacidad de
cooperacion con factores heterdlogos en la RLC (9,13,25,28,30,32,34,61). Conbase en lo
anterior, se han efectuado multiples estudios para conocer Ia funcionalidad de la RLC
(12,22) en los cuales se ha observade una clara participacion de factores celuiares
{27,38,41,45,48 53,56,61); un ejemplo es AP-1, que es capaz de activar la transcripcién
viral temprana en los genomas de los VPH, tanto en estado libre como integrado, ya sea
en forma complementaria ¢ independiente respecte a la presencia de E2 (4,27,41). La
participacion de otros factores celulares con E2 es factible, debido a la amplia capacidad
de cooperacion que tiens éste en la LCR de los VPH.
FUNCION DE NF-1

La presencia de los altos niveles del factor celular NF-1 en células epiteliales, adn no se le
ha inferido su funcionalidad correspondiente, sin embargo, se han propuesto algunas
alternaiivas, pero se necesitan de mas estudios como el presente para esclarecer su
funcionalidad. Puede ser enfocada en el marco de la regulacion transcripcional de los
VPH. La ubicacion conservada de la secuencia NF-1 en la RLC de los VPH genitales
(Figura 3), sugiere cierta implicacién al formar parte de un complegjo de preiniciacian de la
transcripcion tejido especifica. Esto es, que formara parte de un conjunto de factores
necesarios para dar inicio a la transcripeion viral en un momento dado del proceso de
diferenciacion epitehal (12) La funcion transitoria de NF-1, seria analoga a la del factor
transcripcional ATF, el cual posiblemente facilita la union de la ARN polimerasa mediante
una interaccion especifica con el ADN vy el facter TF-1ID en los promotores gue contienen
la caja TATA (27, 43,57) Por otro lado, la presencia del sitio NF-1 en los promotores de
citoqueratinas, implica gue no puede describirse como un elemento de replicacion del
ADN. Dada la entrada en el proceso de expresion diferencial de lag citoqueratinas, podria

tat vez enfocarse como sitio de sefial de activacion transcripcional, siendo una especia de



marcador para iniciar el proceso de diferenciacion (12). Por lo tanto, es viable considerar
gue entre el factor NF-1 y [a proteina viral E2 los cuales mantienen sus posiciones
relativas en la RLC de VPH genitales (Figura 3), pueda existir alguna interaccién, por la
capacidad sinergistica de esta proteina con factores celulares (61). Si es asi, debe existir
una posible inferencia de la interaccion entre este factor y la proteina, que sera
visualizada por experimentos de retardamiento.

MECANISMOS DE TRANSFORMACION

No se sabe como, ni en qué momento, el virus transforma a la célula (5-7). Se sabe que
los VPH-G v 11 se encuentran en estado episomal vy en forma productiva en {as lesiones
benignas y precancerosas; los VPH-16,18,31 y 33 se encuentran en forma no productiva
e integrados al genoma celular en las células cancerosas y generalmente se encuentran
amplificados en unas 50 a 200 copias por célula {4-8). Esto parece indicar que la
integracion de los tipos 16,18, 31 y 33 esta relacionada con el proceso de malignizacion
de las células normales o 1a progresidn tumoral (4). Et ADN viral se abre generalmente en
la region E1-E2 durante la integracion al ADN celular (4} los sitios de insercién son muy
variados, por lo gue no hay un patrdn caracteristico En algunas lineas celulares
derivadas de carcinomas genitales, el ADN del VPH se ha encontrado cerca de
oncogenes celulares como myc, ras y src (4,11,21,33,39). Ademas, se ha visto que la
transcripcion de los oncogenes virales EB y E7 parecen tener un papel muy importante en
el mantenimiento del estado transformado en la célula y los elementos regulatorios de la
expresion de estos genes se localizan en la RLC (5,12,22,70). Se ha enconirado gue en
las biopsias de cancer cérvico-uterino (CaCU) asi como en lineas celulares derivadas de
éste v en células transformadas con VPH, los productos de los genes EG-E7 son los que
mayoritariamente se presentan. Por lo tanto, la amplia persistencia de estos transcritos en
las células transformadas sugieren firmemente que estos productos juegan un papel
importante en el proceso de la transformacion maligna (3-6,11,34,42,64,69,70).
ESPECIFICIDAD TISULAR DE LOS VPH

Los VPH presentan especificidad tisular absoluta, debido.a que solo infectan epitelios
estratificados planos, como en CaCU (33,36,66,70; Figura 5)




HIPOTESIS
Sf conserva tanto el factor NF-1 como la proteina viral E2 sus posiciones relativas en

la RLC de fos VPH genitales, entonces, puede existir alguna interaccién entre estos dos
factores. Por la capacidad sinergistica que tiene E2 con los factores celulares. Si es
asi, debe existir alguna inferencia de esta interaccidn que sera visualizada por
experimentos de retardamiento.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar uno de jos mecanismos de regulacién in vifro del Virus del Papiloma Humano-18

OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Demostrar la Formacidn de un Complejo Nucteoprotéico utilizando fragmentos de ADN,

que contienen los sitios de union para el factor NF-1 y para la proteina viral E2.

2) Determinar si la union del factor NF-1 se lleva a cabo en sentido 5'-3',

3) Inferir si existe interaccién entre NF-1 y E2 en un mismo ensayo.



MATERIAL Y METODOS

E! presente trabajo se realizé en 3 etapas bésicas: a) Se dispuso de un ghasto suficiente
de los plasmidos pKGEM, pKi 8, pKl 12 y de los oligonucledtidos: EZ2, E2+AP-1, tbc S y
UPE, para la realizacion de las cionaciones necesarias y de los experimentos de
retardamiento {Figura 6), asi como, de los ensayos de competencia. A continuacion se
presentan sus respectivas secuencias, donde se resaitan los sitios de unién para :
E2 NF-1y los sitios heterdlogos de estos.

PLASMIDO SECUENCIA LONGITUD

g g
pKGEM TAGTGCAACCGATTTCGGTTGCCTTITGGCTTATGT 36 pb

E2 NF-1

5 ¥

pKI 8 CTAGCGGTTGCCTTTGGCTTATGTCTGT 28 pb
NF-1

3 5

pKl 12 GATCGCCAACGGAAACCGAATACAGACA 28 pb
NF-1

5 3

E2 CTAGTGCAACCGATTTCGGTTGCC 24 pb
E2

5 3

E2+AP-1 CTAGTGACCGAAAACGGTCGGCGCTGACTCAGATT 35pb
E2 AP-1

g 3
rbc S AGCTTITTTCAATCTTGTGTGGTTAATATGA 30pb

g Y
UPE TAGGCCACGTGACCGGGTGTTCCTGCA 28 pb




10

b} Se realizaron las clenaciones en el vector PGEM-4Z de las secuencias NF/1 y E2 para
determinar la inferencia de su interaccién (Figura 7). El plasmido pKGEM, contiene
clonado el oligonucledtido E2+NF-1 {como se encuentra in vivo en el VPH-18,
separados entre si por 4 nucledtidos) en el sitio Xba 1 de la secuencia de policlonacién
{polilinker), que se encuentra flanqueado con los sitios Eco Rl y Hind T de pGEM 4-Z
(Figura 8). Este plasmido se utilizd para checar la inferencia de la interaccion fisica a
distancia entre E2-NF-1. De esta manera, se planted la realizacion de varias
construccicnes plasmidicas y se obtuve tanto a pKl 8 como a pKl 12, ambos con una
longitud de 28 pb, flanqueados con los sitios Eco Rl y Hind I, se clono la secuencia
NF-1 en el sitio Xba I en direccion 5'-3' y 3'-5, respectivamente (Figuras 8A y 8B). Esto
se hizo con ia finalidad de clonar a pKGEM + pKl 8, para aumentar ia distancia entre el
sitio E2 de pKGEM y NF-1 de pKI 8 (Figura 9). Igualmente se hizo lo propio con
pKGEM + pKl 12 para determinar, si la inferencia de ia interaccion esta o no sujeta a la
orieritacion de la secuencia en el factor NF-1. ¢) Se realizaron los experimentos de
retardamiento, utilizando los plasmidos, oligonucleotidos, las clonaciones realizadas y
extractos nucleares de células de origen epitelial, asi como células productoras de la
proteina £2.
DIGESTION DE PLASMIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccion son endonucleasas (enzimas que cortan el ADN)} que
reconocen una secuencia especifica e hidrolizan (cortan el ADN por adicién de moléculas
de agua), dejando extremos simétricos (rasurados) o asimetricos (cohesivos; Figura 10).
Los plasmidos son material genético extracromosdmico y con replicacion autonoma de
origen bacterial (generalmente ADN), son de doble héiice circular y su tamanio es de 1-
200 Kb. Poseen las siguientes ventajas: generar resistencia a antibidticos sirviendo como
marcadores de seleccion de las bacterias que los propagan, produccion de antibioticos,
gran facilidad de replicacidn, asi como ser purificados y separados faciimente de los
acidos nucleicos cromosomicos. Las digestiones se realizaron en las condiciones
adecuadas, segun el fabricante para cada enzima. A partir de 10 ug de ADN de cada

plasmido (pKGEM, pKI 8 y pKl 12) fueron sujetos a tratamiento  con fa endonucleasa de
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restriccién Eco R1 (2040 unidades), se le agregé un volumen de 2ul + 2ul de buffer de la
enzima Eco Rl 1 Xy se lievd a un volumen total de 20ul con agua bidestilada; la mezcia
se incubd durante 1 % horas a 37 ° C. Se afadié 1ul de la mezcia de digestién en el gel
de agarosa al 1% y se corrid el ADN electroforéticamante durante 30 minutos. En cada
caso, se observd una sola banda de 2838 ph, 2830 pb y 2830 pb que corresponden a los
plasmidos pKGEM, pKI8 y pKl 12 en sus carriles respectivos (Figura 8). En forma similar,
se restringieron los mismos plasmidos pero ahora con la enzima Hind 111 (Figura 11).
PREPARACION DE VECTORES
Nuestra estrategia, consistid en utilizar el vector pGEM 4Z (Figura 7), el cual posee sitios
Unicos de restriccidn Eco R1 y Hind HI en la secuencia de policlonacion (polilinker),
ademas de ser altamente replicativo, resistente a la ampicilina y contar con un tamafio
pequefio para conferirle estabilidad. E! vector fue cortado en el sitic Eco Rt con la
finalidad de clonar el fragmento de 160 pb en este sitio. También el vector fue cortado en
Hind Il {ver Figura 9).
LIGACION

La ligacion se hizo con ambos ptasmidos (pKGEM + pKl 8 6 pK! 12) digeridos en un
mismo sitio y se defosforild uno de elios. Se ariadié 1yl de la enzima fosfatasa alcalina
(ALP) ¥ se incubd a 37° C durante 30 minutos, Se agregaron 80 pl de agua bidestilada +
50 ul de Fenol saturado, se mezclandose y se centrifugandose a 3000 rpm durante 5
minutos. Se recuperd la fase acuosa y se precipitd con Etanol (al 100%)-Acetato de
Amanio (7.5 M, pH 7.5) para remover las trazas de la actividad de la ALP, la cual evito
la recirculacion de los plasmidos. De esta manera, los pldsmidos previamente digeridos
en los sitios Eco R, asi como Hind III, fueron ligados con la enzima ADN ligasa T4, se
anadio 1pl de buffer de reaccion de ligasa (10X) + 1ul de ATP {10 mM) y se llevd a un
volumen final de 10 ul con agua bidestilada. Esta mezcla se homogenizé y se le agregd 1
wl de la enzima ADN ligasa T4, que catalizo la formacion de un enlace fosfodiéster entre
los nucledtidos adyacentes, con los grupos 5'P0O, y 3'0OH, gracias a Ia energia que provee
el ATP agregado; de esta manera, resulté un plasmido de 5.6 kb aproximadamente. Las

mezctas de ligacion en el sitie Hind 1l fueron las siguienfes. a) pKGEM + pKi 8
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(defosforilado), b) pKGEM + pKl 12 (defosforilado). De igual forma, se hizo para el sitio
Eco Rl las mezclas de ligacidén que contienen: ¢) pKGEM + pKl 8 (defosforilado) y d)
pKGEM + pKl 12 (defosforilade). Una vez efectuada ia ligacion de los pldsmidos ay b
que se encuentran flanqueados con sitios Eco R, se procedié a su restriccion donde se
obtuvo un fragmento de aproximadamente 160 pb, que contiene los sitios E2 y NF-1 en
posicion cis separados entre si por 28 nucledtidos aproximadamente. Este mismo
fragmento se obtuvo de las mezclas ¢ y d, solo gque estas se encuentran flanqueadas por
los sitios Hind I Las restricciones las visualizamos por electroforésis en gel de
poliacrilamida al 6% (10 ml de Acrilamida-bisacrilamida del stock 30:0.75 + 5 mi de TBE).
Se observaron 3 fragmentos resultantes, de los cuales dos son de un tamafio aproximado
de 2754 pb cada uno y un tercer fragmento de aproximadamenta 160 pb. Se corto este
ultimo fragmento del gel de acrilamida y se transfirié a un gel de agarosa para ser eluido
(Figuras 2y 12).
TRANSFORMACION DE BACTERIAS

A una alicuota de 200 pl de suspension de bacterias competentes Escherichia coli se
agrego de 1 & 10 ng de ADN y se incubd por 20 minutos en higlo. La mezcla se incubd en
bano Maria a 42 ° C durante 90 segundos y posteriormente en hielo por 2 minutos; se
afadieron 800 pl de medio SOC (medic SOB + 1/50 Glucosa al 20 % + 1/100 MgSOs.,
1M), se incubd en agitacion a 200 rpm durante 45 minutos a 37 ° C. Las bacterias se
espatularon directamente 50 pl de este cultivo en cajas de medio Luria-agar + ampicilina
(50 mg / ml], el resto se centrifugd y la pastiila se sembré de igual forma; se crecieron a
37 °C por una noche, las cepas se almacenaron a 4° G (12). Las bacterias se sembraron
en medio de cultivo Luria ampicilina [S0mg / ml] (antibidtico que sirvio como marcador de
seleccion de las clonas). La transformacion consistio en preparar bacterias de ia cepa
oDHS (que carece del gen Lac Z+), para la introducirles el ADN exdgeno (agente de
transformacion) mediante choques osmoticos y térmices. Las bacterias que crecieron en
el medio Luria ampicilina [50mg/ ml], poseen el vector, Se adiciond IPTG para saber si
tenian el inserte  El PTG estimuta |a sintesis de lactosa, asi como la de XGAL que es

analogo de la lactosa. Como resultado se presentaron dos tipos de colonias bacterianas
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las de color azul que metabolizaron lactosa, por lo tanto no contenian el inserfo vy las de
color blanco que carecen del gen Lac Z+ por lo tanto, no metabolizo lactosa y si contensian
el inserto. Se realizaron minipreparaciones para checar ef tamafio del inserio de
aproximadamente 160 pb, posteriormente se aumenté la cantidad del ADN mediante
maxipreparaciones.

PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Para la obtencién de bacterias competentes, se utilizé la téecnica descrita por Hanahan
(68). Las cepas se inocularon en medio SOB (Bactotriptona 20 gr, NaCl (.5 gr, ajustar
pH 7.5 con KOH, aforar a 1 litro), mas 10 mM MgSQO4 Se crecieron a 37°C con
agitacion constante a 200 rpm toda la noche, 500 pl de este precultivo se inocularon en
50 ml de mismo medio y en las mismas condiciones, hasta que el cultivo alcanzo una
D.0. (Densidad Optica) de 550 nm. El cultivo se transfirié a tubos estériles tipo Falcan
en condiciones de esterilidad y se enfrid en hielo durante 10 minutos, posteriormente sé
centrifugd 12 minutos a 4 © C a 2500 rpm. El sobrenadante se elimind cuidadosamente
y la pastilla se resuspendit en 16 ml de tampon RF1 (30 mM Kag, 100 mM RbC12 ,10
mM CaCl, 50 mM MnCl. , 15 % Glicerol, a pH 5.8 agjustado con 0.2 M de acido
metilico). La mezcla se centrifugo a 12 minutos a 4 ° C a 2500 rpm, el sobrenadante se
elimind y la pastilla se resuspendio en 4 mi de tampon RF2 (10 mM de MOPS [3-[N-
Morfolino] acide propanc sulfénicol 6 PIPES [piperazina-N,N"-bis [2-&cido
etanosulfénico]; 1,4-acido piperazina dietanosulfonico], 75 mM CaCl;, 10 mM RbCl,,
15% Glicerol [a pH 8.5 ajustado con KOH], se incubd 15 minutas en hielo y se
distribuyé en alicuotas de 200ui, en tubos estériles preenfriados y se almacenaron a 80
°C bajo cero.
MAXIPREPARACIONES DE PLASMIDOS

Se sembrd un pie de cultivo con la cepa portadara del plasmido de interés, en 5 ml de
medio Luria estéril (10% Bactotriptona, 5 % de extracto de levadura y 10 % de NaCl [a
pH 7.5 ajustado con NaOH] mas la ampicilina [50mg/mi], se crecié en agitacion
moderada a 200 rpm, toda la noche a 37° C. Se inocularon 500 ml de medio Luria con 3

ml de precultivo y se agregd la ampiclina [SOmg/mi], se dejd crecer en agitacion
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moderada a 200 rpm a 37° C, hasta que el cultivo alcanzé una D.O. de 600 nm y se
procedid a realizar la amplificacion del plasmido (incremento del nimero de copias por
célula), deteniendo la sintesis de proteinas bacterianas con 170 pg/ ml de cloranfenicol,
se dejé crecer en agitacion a 200 rpm a 37 °C toda la noche. El cultivo se transfirié a
botellas de polipropilenc de 500 ml, se centrifugd durante 15 minutos a 5000 rpm en rotor
Beckman JA-10, a 4°C. El scbrenadante se elimind y ia pastilla se resuspendid en 3.5 ml
de solucion Tris [50 mM a pH 7.5, Sacarosa al 25 %], |12 mezcla se transfirio a tubos de
polialémero de rotor S0 Ti 6 SW 40 de ultracentrifuga y se anadieron 3.5 mi de solucién
ELT [100 mM de EDTA a pH 8.0, 2 mg/ml de lizozima, triton X 100 0.1%]. La mezcla se
agitd y posterormente se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutes y 10 minutos
mas a 70° C; sé centrifugo a 40 000 rpm en ultracentrifuga Beckman a 4° C durante 25
minutos en rotor 50 T1 & 20 minutos en rotor SW40., Se recuperd el scbrenadante y se
anadid un volumen igual de solucion PEG-NaCl [20 % polietilen glicol, 1M de NaCl] en
tubos corex de 15 ml, se mezcld suavemente, se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugo 10 minutos a 4°C a 3000 rpm en el rotor S834. El
sobrenadante se elimind y se resuspendid la pastilla en un volumen de 4 m! de solucion
TE 1X, se incubd un instante en bafio marta a 90 °C y se le agregé 4 ml de LiCl {cloruro
de litio) 5 M frio y se mezcld suavemente, se incubd 5 minutos en hielo. La mezcla sé
centrifugo 10 minutos a 3000 rpm 8534 a 4°C para eliminar el ARN. Ei sobrenadante se
pasd a tubos corex de 30 ml y se agregé 20 ml de etanol absoluto frio (20 °C bajo cero),
se mezcld suavemente y se centrifugo 30 minutos a 4 °C a 8000 rpm para precipitar &
ADN. El sobrenadante se decantd y se agregaron 10 ml de etancl al 80 %, se centrifugd a
8000 rpm durante 3 minutos a 4°C y la pastilla se sect al vacio (de 5 a 10 minutos), se
resuspendio en 400 u | de solucidon TE 1X vy la mezcla se past a tubos eppendorf, se lavd
el tubo corex con otros 100 pl de TE 1X y se agregé al mismo eppendorf. Se agregd
RNAsa { 40 ug / ml) y se incubd 15 minutos a 37 ° C; después se le agregé 0.6 ml de
solucién de PEG-8000 13%, NaCl 1.6 N , se mezcld por inversidn, se centrifugé a 12 000
rpm durante 15 minutos a 4° C, se retird el scbrenadante y |a pastilla se resuspendio en
150 ! de solucion TE + 150 11 de solucidn cloroformo © alcohol iscamilico 24.1, se agitd

y se centrifugo a 12 000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente A 1a fase
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acuosa se le agregd 150 pl de fenol saturado (0.1 % de Hidroxiguinoleina en 100 mi de
fenol bidestilado, agregar 1 volumen de Tris 1M a pH 80 + 1 volumen Tris 0.1 M a pH
8.0)en TE { 10 mM Tris, 1 mM de EDTA [ajustar el pH 8.0 con HCI), se agité y se
centrifugo durante 5 minutos a 12 000 rpm a temperatura ambiente. A la fase acUosa se
e agregd un volumen de solucién de CHsCOONHs 4M + 2.5 volimenes de etanol
absoluto fric 20°C del anterior volumen final. Esta mezcla se centrifugé durante 30minutos
a 14 000 rpm a 4°C; el sobrenadante se decantd, la pastilla de ADN se lavé con etanol al
80 %, se secO al vacio {5-10 minutos) y se resuspendid en agua para obtener |a
concentracion deseada (12).

PURIFICACION
Se purificaron los plasmidos por la técnica de Gradiente isopicnico de Cloruro de Cesio

(CsCl). A la sclucion de ADN plasmidico se le agregd 1 gr. de CsCl en polvo por ml y
se disolvid por inversion. Por cada 5 mt de Ja mezcla (CsCl TE, acido nucleico) se le
agregd 400 pl de Bromuro de Etidio [10 mg/ml], para obtener una densidad de 1.55
griml y pader observar el indice de refraccion de 1.38, de esta manera, se procedio al
Henado de los tubos de polialdémerco quick—seal, hasta su tope de 51 mi con una
solucién de CsCl + Bromuro de Etidio TE {de la misma densidad), se pesaron en
balanza semi analitica a no mas de 0.1 gr. de diferencia. Se sellaron los tubos por
calor, se procedio a cendrifugarlos a 55,000 rpm durante 6 hrs. a 20 °C en un rotor vti
65.2 en una ultracentrifuga L-7. Con ayuda de una {ampara de luz ultravioleta de onda
corta, se obtuvieron las bandas del plasmido con una jeringa. Previamente se rompio
el vacio del tubo y luego se realizd la colecta, donde se procurd tomar solo de la forma
1 (super enrrollada), se quitd el Bromuro de Etidio con isopropancl saturado con NaCl
{en donde se formaron dos fases: la organica (abajo) y la acuosa (arriba), que es la
que contiene al ADN), se repitid este paso hasia que se dejo de ver el color rojo. Se
puso la fase acuosa en bolsitas de dialisis y se dializd contra TE durante 12 horas con
al menos 3 cambics de TE, a continuacién se visualizo el ADN en geles de agarcsa vy
luego se procedio a su cuantificacion.,

CUANTIFICACION DEL. ADN
Para la medicion de ADN por espectofotometria, se hicieron diluciones de |a muestra
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:500 y se realizaron las mediciones con el especirofotometro Beckman DU-7, en el que
e considera que un valor de densidad dplica a 260 nm = 1.00 corresponde
proximadamente a 50 pg / ml de ADN de doble cadena {31), de esta manera, para

alcular la concentracion se utilizé 1a siguiente relacion:

( Dilucién} (50 ng)
~oncentracion de ADN = A 260 =pug/ul
1000 p

MARCAJE TERMINAL DEL ADN CON o—*%p

"I marcaje radiactivo de ADN con [0-"2 P] dNTP (Amersham,UK), se realizé empleando
=l fragmenta Klenow de la enzima ADN polimerasa 1, que incorpora nucledtidos
narcados en los extremos 3'de! ADN lineal de doble cadena, con extremos 57salientes
oligonucledtidos 6 fragmentos). La reaccion para el marcaje de los oligonucledtidos, se
ealizo agregando 100 ng de ADN de doble cadena, §.166 mM de tres dNTP distintos no
narcados (ademas del que se incorpora marcado), 1.5 ul de Tampdn Klenow 10 X (0.5 M
je Tris & pH7.2, 0.1 M de MgSQ,4, 1mM de Dithiothreitol y 500 ug /m! de albamina sérica
yovina) y 60 uCi (micro curie) de [e~7P], dNTP (dATP é dCTP, dependiendo de la
secuencia del extremo 57 terminal), la mezcla de reaccidn se hizo en un volumen final de
i5 ul con agua bidestilada estéril y se dejd incubar 30 a 45 minutos a temperatura
asmbiente; para separar el ADN marcado del [ a~"2P]dNTP no incorporado, se agregaron
1 la mezcla 100 pl de TE + 50 ul de fenol saturado + 50 pl de solucién cloroformo:
Mcohol isoamilico 24:1 y sé centrifugo durante S5 minutos a 14 000 rpm a temperatura
ambiente, se tomo la fase acuosa v se agregd un volumen de CHzCOONH, 4 M, del
wevo volumen se agregb 2.5 vollimenes mas de etanol absoluto y se centrifugd a 14
)OO rpm durante 30 minutos a 4°C. Se decantt el sobrenadante, la pastilla se lavo con
stanol ail 80 %, se dejo secar de § a 10 minutos v se resuspendio con 100 1l de TE 1X.
-a actividad del ADN marcado fue usualmente de 20 a 50 cpming de ADN  Para el
narcaje de los fragmentos, se digineron de 1 a 2 ug de ADN plasmidico con la enzima de

estriccién adecuada y cortar una sola vez el poliinker en el cual se encuentra clonado el
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fragmento de ADN viral; para probar si la digestion fue completa, se tom6 una muestra y
se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1X. El marcaje se realizé en
el sitio de restriccion seleccionado de igual forma al de los ofigonucledtidos. Una vez
marcado el ADN lineal por ambos extremos del polilinker, se realizd una restfriccion
secundaria para separar el inserto del vector, fraccionando la mezcla realizando una
electroforésis en un gel nativo de poliacrilamida al 5 % en TBE 1X a 300 volis. Para
visualizar la ubicacion del fragmento en el gel, éste se expusc en una placa de
autcradigrafia durante 5 minutos, la banda se separd del gel de poliacrilamida, se
depaositd en 400 pl de tampon de elucion {0.1 % de SDS, 10 mM de Trisa pH 7.5, 0.5 mM
de CHsCOONH, v 1mM de EDTA), se incubd toda la noche a 37°C . La mezcla se
depositd en una jeringa de 20 ml vy se pasd por una unidad de filtracidn con membrana
milipore de 0.45 pm, el tubo se lavo con 300 pl de tampdn de elucién vy la jeringa con 700
ul de iscpropanol. La mezcla se centrifugd a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C; el
sobrenadante se decantd, {a pastilla resultante se dejé secar de 5 a 10 minutos y se
resuspendid en 100 pl de TE + 50 pl de CH3COONH, 4M + 250 ul de etanol absoluto, se
centrifugé a 14 000 rpm durante 30 minutos a 4°C ;el sobrenadante se decanto, la pastilla
resultante se tavd con etanol al 80 % , se dejo secar de 5 a 10 minutos y se resuspendid
con TE 1X, con una actividad de 25 a 50 ¢pm / ng de ADN (Figura 13).
LINEAS CELULARES

Para la realizacion de los experimentos de retardamiento, se emplearon las siguientes
lineas celulares: HelLa (tiene integrada la secuencia del VPH-18 en aproximadamente 20
copias y contiene al factor NF-1), SiHa (posee la secuencia integrada del VPH-16 en 2
copias aproximadamente y contiene al factor NF-1), CaSki {posee integrado el genoma
del VPH-16 en mas de 500 copias v cantiene al factor NF-1), Cos (células de rifion de
meno verde africano, transfectadas con el vector pC59, el cual tiene clonado la secuencia
del gen E2 viral, productoras de E2) y Linfocitos humanos (para ser nuestros controles
negativos). Las cuatro primeras lineas ceiulares, se crecieron en medio Eagle modificado
por Dulbecco, suplementade con 7% de suero fetal de ternera, a una atmosfera hiimeda
cont 5% de CO-.
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AISLAMIENTO DE NUCLEOS Y PREPARACION DE EXTRACTOS

e obtuvieron los extractos de proteina a partir de cultivos celulares al 90% de
nfluencia, los nlclegs fueron aislados por el método de detergente que a
ntinuacion se describe: las células fueron lavadas con tampdn salino de fosfatos { 37
M de NaCl, 5 mM de KCI, 0.7 mM de Na:HPQs y 25 mM de Tris, se resuspendieron
1 tampan A (10 mM de Hepes [N-2-Hidroxiétil piperazina-N"- 2 acido etanosuifénico]
pH 7.9, 85 mM de KCI, 5.5 % de Sacarosa, 0.5 mM de espermidina , 0.15 mM de
spermina, 0.5 mM de DTT, 0.5 mM de PMSF). Para el lisado de los niicleos se agregd

volumen de tampdn “A’, (de NP-40 al 1%). Los nlcleos se obtuvieron por
entrifugacion a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C  en centrifuga clinica DAMON!/
=C HN S -Il y fueron lavados con tampén "A” {12). Los extractos nucleares fueron
reparados como se describe a continuacion: los nucleos fueron resuspendidos en
ampoén "C" (20 mM Hepes a pH7.9, 25 % de glicerol, 420 mM de NaCi, 1.3 mM de
1gCly, 0.2 mM de EDTA, 0.5 mM de DTT, 05 mM PMSF). La suspension se agito
uavemente a 4°C duranie 45 minutos, posteriormente la cromatina fue sedimentada
urante 33 minutos a 16000 rpm, en la ultracentrifuga Beckman L855 con el rotor
W50.1. Las proteinas solubles fueron precipitadas por adicion de 1.6 volimenes de
na solucién que contieniene 3.8 M de {NHy4) 2 S04y 20 mM de Hepes a pH 7.9; la
wezcla fue agitada durante 45 minutos a 4° C y centrifugada a 35 000 rpm durante 20
linutos en el rotor SW40. Las proteinas fueron resuspendidas en 400 pl de tampdn D
20 mM de Hepes a pH 7.9; 60 mM de KCI, 20 % de glicerol, T mM de DTT, 1 mM de
MSF, 0.2 mM de EDTA). Se dializaron durante un tiempo de 2 a 3 horas contra 500
Jlamenes de tampdn “D". Los extractos nucleares fueron separados en alicuctas vy
Imacenados en nitrégeno liquido (12). En algunos extractos se adicioné CIP
Jepstatin a 0.2 pM/ml de solucidén, Antipaina 0.2 pM /mi, leupeptina 1 nM/ml,
enzamidina 0.05 nM/ml, guimostating™ A""B" y "C” 0.02 ug / ml), como agentes
thibidores de proteasas. La concentracion de proteinas fue determinada mediante la
icnica descrita por Bradford, usando albimina sérica bovina como estandar {1 mg/ml).
| atslamiento de ndcleos y la preparacion de extractos se obtuvieron a partir de dos

y0s de lineas celulares de onigen epitelial Hela, SiHay CaSKi para obtener NF-1 y
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a partir de células COS fransfectadas con pC58, productoras de ia proteina viral E2 en
grandes cantidades.
TITULACION
En este procedimiento se emplearon condiciones limitantes. Es decir, se varié ia
concentracidn del ADN radiaclivo para obtener la cantidad adecuada. Finalmente se
visualizd en placa autoradiografica.
EXPERIMENTOS DE RETARDAMIENTO

Esta técnica es utilizada para separar moléculas de ADN libre, de complejos ADN-
Proteina y se basa en las diferencias de su movilidad electroforética (12), a fin de
caracterizar la actividad de reconocimiento de factores protéicos por secuencias
funcionales especificas de ADN lineal, que pueden estar involucrados en mecanismos de
regulacion transcripcional o de replicacion (9,12,22,42,62,65). Las reacciones fueron
realizadas en un volumen de 20 ! en presencia de 10 mM de Hepes a pH 7.9 ; 30 mM
de KCI: 10% (v /v) de glicerol, TmM de DT, 0.5 mM de PMSF,1 a 2 pg de Poli dl-dC
como ADN competitivo no especifico, 4 mM de espermidina. La mezcia se ncubé con 5 a
25 ug de extractos nucleares durante 10 minutos en hielo, posteriormente se agregd 1 a 2
ng de oligonucledtidos de doble cadena marcados radiactivamente con o—>P (sondas de
ADN), se incubaron nuevamente durante 10 minutos en hielo; terminada la incubacion, la
mezcla se cargd en un gel nativo de pohacrimida al 6 % (Acrilamida-bisacrilamida 30:
0.75, desionizada con resina de intercambio ionico [Amberlita MB-1], conteniends TBE
0.5X (Tris-Boratos' 44.5 mM de acido bdrico, 1 mM de EDTA); se sometio a electroforesis
a 70 volts, durante un tiempo de 1.5 a 2 .5 horas dependiendo del tamafio de [a sondsg;
ios geles fueron secados y expuestos en pelicula Kodak X-Omat. Para los experimentos
de retardamiento fue necesario tener 1a secuencia de interés (fragmento de 160 pb con
los sitios NF-1 y E2, pKl 8, pKl 12 y el oligonucledtido E2) marcados radiactivamente con
a-"2 P en posicion 3 terminal. A este fragmento se les unié las proteinas NF-1 y E2,
guienes formaron un complejo ADN-proteina que migré cemparativamente mas lento con
respecto al ADN libre (sin profeina). Asi, estrategia que se utilizd para realizar estos

experimentos fue: 1} Preparacion de los Extractos Nucleares. 2) Marcaje terminal det ADN
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en el sitio Eco R1 usando dATP marcado con P en la posicién «. 3) Separacion y

Purificacién del fragmento marcado, utifizando los geles de poliacrilamida, 4) Titulacion del

ADN marcado. 5) Experimentos de retardamiento y 6) Experimentos de competencia.
EXPERIMENTOS DE COMPETENCIA

Para establecer la especificidad de los complejos retardados y el tipo de interaccion entre
sus componentes, se realizaron competencias homologas con fragmentos de ADN frios
{no marcados radiactivamente) que poseian las secuencias NF-1, E2 y heterdlogas
diferentes a éstas.
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RESULTADOS

Observamos que el factor NF-1 interactla con su sitio consenso TTTGGCTT,
guardando una posicion relativamente conservada en el genoma de los VPH genitales
(Figuras 14 y 18). Esta posicion se ubica cerca del potenciador epitelio-especifico de
los VPH entre los sitios E2 sencillos gue se encuentran distales de E6 y los sitios E2
imperfectos de los VPH malignos 16,18 y 33; asi como, los sitios E2 perfectos en los
VPH benignos 6 y 11. El VPH-18 presenta un sitio NF-1 a solo 4 bases del sitio E2
distal y un sitio similar cuyo sitic consenso es TTGGCT que se ubica en la misma
posicion relativa al potenciador epitelial y los sitios E2 (Figura 2).

Interaccion especifica de NF-1 con su sitio consenso. En Ia Figura 15 se demuestra
la interaccion especifica del factor celular NF-1 con su sitio consense (TTTGGCTT),
empleando a pKGEM que es la version in vitro entre los sitios E2 y NF-1 del VPH-18
(Figura 8) y tambien a pKl 8 en cuya secuencia de 28 pb posee el sitio NF-1 (Figura 8
A). La incubacién tanto de pKGEM (carriles a-c) como de pKl 8 {carriles e-g) marcados
terminalmente, mas extractos nucleares fotales de células Hela, en presencia de poli
di-dC, resultd de la formacion del complejo principal denominado NF-1.

Ensayo de Competencia para el sitio NF-1. En la Figura 15A se demuestra el ensayo
de competencia del sitic NF-1, empleando a pKGEM marcado, con extractos nucleares
totales de células Hel a, carriles (b v e), observamos los complejos CLCIl y ClIl. En los
carriles {c y d), Cl esté ausente, debido al empleo de pKI 8 sin marcar (frio). Cl por o
tanto corresponde al sitio NF-1. Ei carrii (&) esta libre de extracto nuclear.

Interaccion de E2 con su sitio consenso. En la Figura 16 se demuestra la interaccidn
de la proteina E2 con su sito consenso ACCGN4CGGT, empieando al oligo E2. La
ncubacion de E2 marcado radiactivamente con a—~ P, en extractos nucleares totales de
células Cos transfectadas con el plasmido pC59, resulto dei compleio principal E2.
Ensayo de competencia para el sitio E2. En la Figura 16 A se demuestra el ensayo de
competencia para el sitio £E2, empleando a pKGEM marcado con extractos nucleares de
células Cos transfectadas con el plasmido pCa9, carriles (b v ¢), donde la banda superior

corresponde al sitio E2, en fos carniles {d-f), no se observa esta banda debido al empleo
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del oligo E2 (frio), que compite el sitio E2. El carril (a) esté libre de extracto nuclear.

Nula Interaccién entre NF-1 y E2 en la secuencia original det VPH-18. En la
secuencia original dei YPH-18 (Figura 8), no se ha reportado la existencia de alguna
interaccion entre el factor NF-1 y la proteina viral E2. De ahi que nuestro interés a
realizar un ensayo de retardamiento con esta secuencia NF-1 y E2 separados por cuatro
nucledtidos Unicamente. Para ello, empleamos a pKGEM gue como ya se describid
previamente es la version in vitro de la secuencia original del VPH-18. La incubacién de
pPKGEM marcado con extractos nucleares totales de células Hel.a, resulté en la formacion
de tres complejos denominados CI, ClLy CIIL (Figura 17 A). Para determinar a que sitios
consensos comesponden éstos, se realizaron ilos ensayos de competencia donde
empleamos al pidsmido pKl 8 y a los oligos E2+AP1, rbc § y UPE. Se demostrd que el
complejo CI corresponde al sitio consenso de NF-1, ya gue no es competido por oligos
heterdlogos no marcados como los que contienen el sitio AP-1 (Figura 17 B, carriles e-f),
rbc S {gy h) y UPE (i e j). CI sblo es competido por pKGEM no marcado (Figura 17 B,
camiles ¢ y d) como se espera para una interaccion ADN-proteina. Por el contrario Clly
CIII si son competidos por los oligos no relacionados y no por el competidor homalogo
PKGEM (Figura 17 B, carriles e-j) demostrando que estos complejos son resultado de una
interaccion inespecifica probabiemente no relacionada con el sitio NF-1. La probable
interaccion de algun factor nuclear can la secuencia blanco de E2, incluida en pKGEM
queda eliminada al no existir competencia con €l oligo E2+ AP-1, que también confiene un
sitio E2 (Figura 17 B, carriles e-f).

Orientacian del sitio de unidn det factor NF-1 [ a ubicacion de sitios NF-1 en genes
humanos expresados en Queratinocitos, Involucrina y VPH genitales (Figura 18) nos
muestra una relacion importante en la orientacion de sus secuerncias, presentandose en la
la direccion -3’ o sentido (8} y en la direccion 3-8’ o antisentido (AS), por lo que fué
interesante analizar si la secuencia NF-1 tiene preferencia de onentacion para su sitio de
union y que ésta sea crucial para atguna interaccion con otro factor. En este ensayo de
competencia se Incubd a pKGEM marcado radiactivamente con a2 P en extractos

nucleares totales de células Hela, como agentes heterdlogos se emplearon a los



23

oligonuciedtidos rbe S (Figura 19, carril @) v UPE (carril h), como agentes homdélogos a
pKl 12 (carriles ¢ y d} y pKI 8 (carmiles abfg,i). Sin embargo, ios resultados nos
advirtieron que para pKl 12 con la secuencia de NF-1 (AS) no hubo competencia (Figura
19, carriles ¢ y d), contrario a pKl 8 donde no encontramos el complejo CI caracteristico
del sitio de unidn de NF-1. Ademas observamos a los complejos ClI y CIII (Figura 19,
carfiles e y h) ya reportados en este trabajo previamente (Figura 17 B).

inferaccion entre el factor NF-1 y la proteina viral E2. Con ia finalidad de expiorar las
posibles relaciones de NF-1 con ofros factores importantes para la transcripeion vira,
como es ¢f caso de £2, se planted la siguiente estrategia in vitro. Aumentar Ia distancia
enire la secuencia original de NF-1 v E2 del VPH-18, empleando a pKGEM (Figura 8) y
ligandolo con la secuencia NF-1 de pKi 8 (Figura 8A), es decir, pKGEM + pKi 8. De esta
manera, si existe algin blogueo estérico entre los sitios E2 y NF-1, con este simple
ensayo de clonacion se eliminara. El resultado de esta clonacion fue la obtencidn de un
fragmento de 160 pb, donde 1a distancia entre el sitio E2 de pKGEM vy el sitio NF-1 de pKi
8 es de 28 nucledtidos (Figuras 9 y 12). Se realizaron los ensayos de retardamiento én
gel, empleando exfractos nucleares de células Hela y células Cos (fransfectadas con
pCAY, gue expresa constitutivamente la proteina E2 det Virus del Papiloma Bovino tipo 1).
La incubacion simultanea de cantidades limitantes de estos extractos con el fragmento de
160 phb, resultd en la formacion de un complejo CE2, que aparentemente es una forma
aptimizada del complejo formado por £2 con su secuencia blanco (Figura 20). Esta
esbtmulacion de la interaccion E2-ADN en presencia de NF-1, pudiera resultar de una
modificacion estructural del ADN propiciada por la interaccion de NF-1.

Modelo de la funcionalidad de NF-1. La figura 21 ilustra fas posibles funciones de NF-1.
Una de elfas es la transcripcion viral dependiente de epitelios; pero también NF-1 pudiera
estar relacionado con la replicacion viral, o bien con Ia asociacion con otros factores
nucleares coma AP-1, ATE TFlI-D, E2. etc que interactian con la regién conirol de los
VFPH
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DISCUSION

Mediante la técnica de retardamiento en gel para la determinacion y caracterizacion de
los complejos ADN-Proteina, se demostrG |2 existencia especifica del factor NF-1 con
sy sifio consenso (TTTGGCTT), ef cuai se encuenira presente en las regiones
regulatorias (LCR) de los VPH genitales asi como, en genes que s& expresan en
epitefios (Involucring Humana y Queratinocitos). Este facior se identificd como CI en los
ensayos de competencia realizados (Figuras 15A,17B y 19). Otro factor de suma
importancia en los VPH genitales es E2, donde también se demostro la existencia
especifica de éste con su sitio consenso (ACCGN4CGGT), el cual guarda una posicion
relafivamente conservada cerca del factor NF-1 en la secuencia nativa (nucledtido 7453
al 7487) del VPH-18 (12). Esta posicién de tan solo cuatro nucledtidos de separacion
entre fos siios E2 y NF-1 (Figura 8), nos motivé a demostrar si existe interaccion entre
ambos factores. Tomando come base el plasmido pKGEM, gue resultd de clonar dicha
secuencia nativa, en el sitio Xba-l, del sitio de pohclonacion del vector pGEM 4Z. Ei
resultado fue negativo (Figura 17B), o tal vez la interaccidn no es posible por un
impedimento estérico enfre estos dos factores (71). De esta manera, se disefid una
cionacion donde se aumentd [a distancia entre el sitio E2 y NF-1 de la secuencia
ofiginal del VPH-18, resultando las construcciones entre pKGEM + pKl 8 y entre
pKGEM + pKi 12 (Figura 12}, que nos permitieron definir si [a orientacion -3 o sentido
(S) vy 3-5' 0 antisentido {AS) respectivamente son importantes para la interaccion,
observamos que la preferencia de orientacion en el ensaya de competencia fue [a de
5.3, de tal manera, que la preferencia fue TTTGGCTT (Figura 19),

La inferencia de la interaccién entre el complejo proteico NF-1/E2 jn_ witro, fue probada
empleando la construccidn entre el sitio E2 de pKGEM + el sitio NF-1 de pKI 8.
Separados ente si por 28 nucledtidos que puso de manifiesto, la interaccion entre estos
dos factores. Al resultar la formacion de un compigjo (CEZ2), que aparentemente es una
forma optimizada del complejo formado por E2 con su secuencia blanco (Figura 20)
Esta estimulacidn de la interaccién E2-ADN en presencig del factor celular NF-1,
pudiera resuitar de una modificacion estructural del ADN propiciada por (a interaccion

de NF-1, sin embargo se requiere de una mayor evidencia para determinar si NF-1 es
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un factor importante en la unidn de E2. Por io tanto, 1a realizacion de la técnica de
Hibridacion in sifu seria la indicada, ya que detecta fragmentos especificos de ADN y
proteinas tanto en células como en tejidos. De esta manera, nos permitiria conformar el
mapa de las moiéculas informacionales (DNA, RNA y Proteinas), que incluyen a los
factores celulares como NF-1 y a la proteina viral E2 del RLC del VPH-18. La
asociacion E2INF-1 puede ser interesante ya que en la diferenciacidbn de los
gueratinocitos, podria proporcionar a la proteina E2 una mayor eficiencia de enlace a
su secuencia bianco, tal vez por una modificacion de la estructura del ADN, haciendo el
sitic E2 mas accesible a la proteina (42), o bien interactuando directamente con la
proteina EZ, activando probablemente la ftranscripcion tardia (12). La peculiar
distribucién de los sitios NF-1 y E2 en el genoma de los VYPH genitales malignos v
benignos, donde la ausencia de un sitio £E2 en los VPHs malignos Y la presencia de un
sitio NF-1 extra en el VPH-18, sugieren que E2 podria requenr de factores adicicnales
para llevar a cabo su funcion (43).

La asociacion de la secuencia NF-1 con el sitio GGCACATATTIT en los VPH genitales
malignos, sugiere otra posible relacion entre NF-1 y ofros factores nucleares. Se demostrod
la interaccion de un factor (PVF) con esta secuencia (44). Las implicaciones de esta
relacion no son muy claras, pero la conservacion evolutiva entre esta secuencia y los VPH
de la regidon CE en general, apoyan la idea de una funcidn transcripcional
extremadamente importante de estos factores. Esto da soporte a la idea de la necesidad
sinergistica entre los factores de la RLC tales como E2, E6 - £7, asi como AP-1y en este
caso para NF-1. Al observarse los resuitados en lesiones precursoras sobre los niveles de
concentracion de estos factores y los cambios e implicaciones en las lesiones invasoras.
A continuacion se muestra el siguiente modelo para una implicacion funcional entre estos
factores en la LCR de los VPH gue desarrolian el CaCU.
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Estos resultados nos manifiestan que en las lesiones precursoras, los niveles de la

proteina E2 {flechas azules grandes) son altos comparativamente con los niveles de NF-1
{flecha multicolor) y de los oncogenes virales E8-E7 (Flechas verdes pequefias). Sin
embargo, al llevarse a cabo la integracion viral, el fragmento E1/E2 es interrumpido (4-
6,9,32,36), provocando una disminucion considerable de los niveles de E2 (flechas azules
pequefiag), es decir,- fa integracién del ADN del VPH en el CaCU proporciona una ventaja

selectiva que fleva a la proiferacion descontrolada de las células, debido a fa expresion



27

abundante de los genes EG-E7 (flechas verdes grandes). Por lo tanto, la transcripcion de
los MLA E6-E7, es promovida por factores celulares, a partir de sus promotcres naturales
dentro de la RLC, que no son afectades durante la integracion (4), este puede ser el caso
de NF-1, como se aprecia en ef modelo, donde se mantiene estable su nivel de
concentracion. NF-1, puede jugar un pape! muy importarte en la transcripcion de los VPH
genitales, al interactuar probablemente con otros factores tales coma AP-1, capaces de
activar la franscripcion del promotor ES-E7, en presencia o ausencia de E2. De esta
manera, la activacidn del promotor de E6 y E7 por agentes activadares de la via del
diaciigticerol {(DGA), como lo es AP-1, puede tener implicaciones considerables en la
induccidn de la transcripcion viral temprana, para los genomas de VPH en carcindmas
invasivos, con una actividad complementaria del factor NF-1, dependiente de la presencia
de la proteina E2. Por otre lado, la expresion diferencial de citoqueratinas y los MLA
virales, aunada a la conservacion de la secuencia NF-1 y a la expresion de secuencias
virales integradas, parecen apoyar la hipbtesis de una regulacién comun para ambos
sistemas. Sin embargo, se requiere de mejores mapeos de la actividad potenciadora
epitelio-dependiente del EC para saber si la secuencia de NF-1 resulta indispensable para
la actividad transcripcional especifica. Ofra funcién posible es que NF-1, forme parte de
un complejo de preiniciacion de la transcripeion tejido especifica. Esto es, gque forme parte
de un conjunto de factores necesarios para dar inicio a la transcripcidn viral en un
mormernito dado del proceso de diferenciacion epitelial (12). Esta funcion transitoria de NF-
1, seria analoga a la del factor transcripcional ATF, el cual facilita la unidon de la
RNApolimerasa mediante una interaccion especifica con el ADN y el factor TFII-D en los

promotores que contienen la caja TATA (27,43,57).
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CONCLUSIONES
El presente trabajo demostré que existe la formacion in vitro del complejo NF-1 ADN.
Se demostré que existe ta formacion in vitro del complejo E2 ADN.
Se demostrd que no existe interaccion entre la proteina viral E2 y el factor celular NF-
1 separados por 4 nucledtidos, tal vez por un impedimento estérico entre estos dos
factores.

Se determind que la orientacion de union preferencial es 5-3', del factor NF-1 a su
sitio consenso.

NF-1 se encuentra enriquecido en células derivadas de epitelios estratificados, en
relacion con células de epitelios simples & fibroblastos. Esto denota una funcién de
extrema importancia en [a epiteliotropia de los VPH genitales.

El presente trabajo demostro la inferencia de la interaccion in vifro del complejo
nucleoproteico NF-1/E2 al aumentar la distancia de 28 pb.

Esta inferencia apoya la idea de ia actuacion sinergistica de varios factores en la RLC
de los VPHs genitales y en particular del VPH-18.
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GLOSARIO

Amplificacion. Produccion de copias adicionales de ADN intra o extracromosomaies.
Autorradriografia. Defeccién de moléculas marcadas radiactivamente por su efecto de
crear una imagen sobre Ia pelicula radiografica.

CAAT, caja. Secuencia conservada, localizada cerca de 75 pb arriba del sitio de inicio de
la transcripcion de algunos genes eucaridticos, es reconccida por factores como NF-
1/CTF y NF-Y, puede estar involucrada en la unidn de la RNA polimerasa Il

Capside. Estructura de naturaleza proteica que protege a manera de capsula el material
genético del viridon.

Cis-activaciéon . Activacion transcripcional de genes por elementos de controf en la
risrma molécula de ADN.

DNAdigasa. Enzima que catafiza la formacion de un enlace fosfodiéster entre un grupo
J'-OH y ofro 5'-P0O, adyacentes

Endonucleasa. Enzima gue hidroliza enlaces fosfodiéster internos en un polinucledtide.
Enhancer o Potenciador. Secuencia de ADN intensificadora de la transcripcion
independientemente de su orientacion y distancia en relacion al promotor.

Enzima de restriccion. Endonucleasa gue reconoce secuencias de nucledtidos
especificas en el ADN, usuaimente no metiladas.

Fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli Enzima que posee la actividad
5-3 polimerasa yla 3-5" exonudeasa, pero carece de la actividad 5-3' exonucleasa.
Gen. Segmento de ADN que codifica una cadena polipeptidica .

Marco de Lectura Abierta. Regidon de ADN comprendida entre un coddn de niciacion y
otro de term'inacién, potencialmente traducible, contiene tripletes que codifican para
ammoacidos.

Nucledtido. Unidad basica de la estructura del ADN, consta de tres partes: un azicar
{ribosa © desoxinbosa), una hase nitrogenada (adenina,citosina,guanina y timina o
uractio) y un grupo fosfato (FO,).

Oncogen. Versidn alterada de un gen cuya expresitn anémala confribuye a que una

célula normal se transforme en cancerosa
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Ori (origen). Secuencia de ADN en la cual se inicia la replicacion.

Palindrome. Secuencia de ADN que es la misma cuando es leida de izquierda a derecha
o de derecha a izquierda, consiste de repetidos invertidos adyacentes.

Par de bases. Dos bases nitrogenadas que se complementan por puentes de hidrégeno
en ADN o ARN de doble cadena.

Plasmido. Moléculas de ADN bicatenario, circular, extracromosomal, de tamarfio
pequefio, se replica independientemente de su célula huésped y determina rasgos
geneéticos accesorios no codificados usualmente por el cromosema bacterial.

Promotor. Regidn de ADN gue contiene sefiales de inicio de la transcripcion, unién { caja
TATA) y vrientacion (caja CAAT) para 1as RNA polimerasas.

Represor. Proteina que se une a una secuencia en el ADN, inhibiendo la transcripcion
de los genes adyacentes.

Secuencia consenso. Es una secuencia idealizada en la cual cada posicion representa
fa base encentrada en un mayor ndmero de veces, cuando se comparan varias
secuencias de ADN.

TATA caja. Es un heptamero conservado rico en A-T, cerca de 25 pb arriba del punto de
inicio de la transcripcion de un gen, puede estar involucrada en {a onentacion de ia RNA
polimerasa I} para el inicio de la transcripcion.

Transactivaciéon. Regulacion transcripcicnal positiva de genes ubicados en secuencias
de ADN distintas a la del elemento control.

Transcripcion. Transferencia de la informacion genética codificada en las cadenas de

ADN a una secuencia de nucledtidos de ARN.
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FIGURAS

Figura 1. Organizacién del material genético del VPH-18.

Los Marcos de Lectura Abierta (MLA) corresponden a los genes de la regitn temprana
{E), que se encuentran representados por las cajas amarillas, destacando E2 como una
proteina transreguladora de la transcripcion, que actGa como un represor en la region
promotora de la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7, esto en células
normales. Las cajas moradas representan los genes de la region tardia (L), gue
codifican para las proteinas de la capside del virus. La RLC es una regidn no
codificadora de aproximadamente 1000 pb {de -1035 a -35) en la que se ha identificade
sitios de unidn para factores transreguladores tanto celulares como virales.

Figura 2. Region Larga de Control {(RLC) del VPH-18.

Una pequefia parte del genoma del virug es la RLC de 1 Kb (representada por la barra
herizontal azut), donde se encuentra el origen de la replicacion {P-105) y algunos sitios
consensos para los factores celulares y virales que juegan un papel importante en la
transcripcion del VPH-18. Donde apreciamos 4 sitios para la proteina E2 {cuadrados
amarillos), 4 sitios NF-1 ( hexdgonos morados), 1 caja TATA, 1 sitio AP-1, 2 sitios
OCTA, 1 sitio GRE-2, 1 sitioc GRE-1 y un Potenciador constitutivo que comprende entre
et sitio E2 y GRE2.

FIGURA 3. Mapa Funcional de la LCR de VPH-18.

En 1la RLC de los VPH genitales existen 3 regiones potenciadoras (Elementos
Responsivos) que a continuacion se describen: a) ER2, regulado por E2 ubtcado cerca
del origen de la transcripcion de E6 y E7. b) EC (Elemento Constitutivo), responsivo en
epitelios, cuya similitud de secuencia entre todos los VPH reside en dos secuencias,
una de alto potencial oncogénico GGCACATATTITT (Pentagono verde) y la otra
presente en los VPH genitales TITGGCTT (elipse azul) que corresponde a NF-1; ¢)
ER6G, elemento responsivo a la proteina E6 Se aprecian también los sitios: E2
perfectos (rectangulos amarillos oscuros) e Imperfectos (rectangulos blancos), AP-1
(circufos), caja TATA (cuadrado gris) y caja CAAT (tnangulo).

Figura 4. Diseccion Molecular de la Proteina §2.
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La proteina viral manifiesta sus 3 divisiones funcionales A) Dominio amino terminal con
funcidn activadora de la transcripcion, (B) Dominio central gue debido a su alto contenido
de prolinas, es considerado una especie de bisagra y {C) Dominio carboxilo terminal que
reconoce la secuencia blanco ACCGN,CGGT del ADN.

Figura 5. Esquema de la Organizacion de los Epitelios Estratificados.

Los epitelios estratificados de los mamiferos, estan compuestos principalmente por
queratinocitos. Estas células estan dispuestas en capas sucesivas con diferentes estadios
de diferenciacidén: el estralo basal o germinativo posee la actividad mitdlica del tejido,
mientras que en las etapas intermadias (estrato espinoso y granuloso), las células cesan
su division e inician un programa de diferenciacion {queratinizacién). Las capas externas
que forman el estratc cdmeo, estan constituidas por células muertas totalmente
queratinizadas y son eliminadas por descamacién. Los VPH son dependientes del
ambiente provisto por la diferenciacion terminal de los queratinocitos para desarroliar su
ciclo litico. Las lesiones preinvasoras e invasoras del cuelio del Gtero se presentan como
una serie de cambios gue empiezan generalmente como una Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC), es decir, empiezan con una lesion bien diferenciada. La primera en
aparecer es la NIC I o dispiasia leve; ia siguiente es NIC Il o displasia moderada y por
uitimo la NIC 111 que comprende la clasica displasia severa y el carcinoma in situ, para
finafmente terminar en el carcinoma invasor. Estos estadios se caracterizan por un
incremento progresivo en el nimero de células indiferenciadas y malignas, con un
decremento en la diferenciacion celular superficial, paralela al incremento de la severidad
de laNIC

Figura 6. Esquema de la Realizacién de un Ensayo de Retardamiento en Gel.
Metadologia empleada para el estudio de interacciones ADN-Proteing, que caracterizan la
actividad de reconocimiento y union de factores nucleares proteicos a secuencias cortas
de ADN. Que son visualizadas en geles nativos de poliacrilamida, donde permite separar
complejos retardados de ADN-Proteina de fragmentos de ADN libres de factores,
basandose en las diferencias de su movilidad electroforética. Para llevar a cabo esta
metodologia es necesariy” 1) contar can lineas celulares 2) obtener de ellas sus extractos

nucleares 3) Incubarlos con sondas radiactivas 4) Cargar el gel de poliacriamida con los
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extractos nucleares y las secuencias de ADN marcades y 5) por autoradiografia analizar
ios resultados.

Figura 7 Polilinker de pGEM 4Z.

E! plasmido pGEM 47 cansta de 2746 pb, con sus respectivos promotores (SPEy T7) v
su sitio de clonacién multiple {polilinker) donde tiene sitios Gnicos de las enzimas de
restriccion. Siendo de gran importancia sus sitios flangueantes Eco Rl y Hind Il que nos
fueron Utiles para la realizacion de las clonaciones al igual que el sitio Xba 1.

Figura 8 Construccion Plasmidica: pKGEM

PKGEM resultd de clonar la secuencia de 36 pb en el sitio Xba-I del plasmido pGEM 4Z
donde esta presente el sitic E2 (ACCGN4CGGT) y NF-1 (TTTGGCTT) separados entre si
por cuatro nucledtidos, como lo esta en la secuencia criginal del VPH-18. Esta
construccion es de suma utilidad para la realizacion de fos ensayos de retardamiento asi
come, de las construcciones plasmidicas sucesivas.

Figura 8A Construccion Plasmidica: pKI 8

pKI 8 resultd de clonar la secuencia de 28 pb en el sitio Xba-I del plasmide pGEM 42,
donde esta presente el sitioc NF-1 en el sentido de transcripcién 5-3' (TTTGGCTT). Esta
construccion fue imprescindible en |a realizacion de la nueva clonacién que tuvo por
objetivo aumentar la distancia entre E2 de pKGEM vy el sitio NF-1 de pKl 8. Para
demostrar la interaccion entre estos dos factores mediante ensayos de retardamiento.
Figura 8B Construccion Plasmidica: pKI 12

PKI 12 es el resultado de la clonacion del oligonucledtide NF-1 en el sentido de
transcripcion 3-5{AAGCCAAA), en el sitio Xbal 1 del polilinker de pGEM4Z, Con esta
clonacion se prob¢ mediante ensayos de cornpetencia el sentido de la interaccion entre
E2 y NF-1.

Figura 9 Contrucciones plasmidicas para obtener el fragmento de 160 pb. Estas
censtrucciones se plantearon para clonar a pKGEM + pKl 8 con sitios de union Hind 11l y
sitios de corie Eco Rl para recuperar el fragmento de 160 pb y de igual forma se hize o

promo con pKGEM + pKI 12 donde se obtuvo e fragmento de 160 pb con sitio NF-1 en
direccién 3-5’
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Figura 10 Enzimas de Reestriccion, Las enzimas de reestriccidn o endonucleasas,
recanocen la ausencia de grupos metilos en los sitios apropiados, por lo tanto, actdan en
estos sitios. Originando 2 tipos de cortes a) Cohesivos o asimétricos, como en Eco Rl y
Hind I que dejan en los extremos liberados por el corte, pequenas prolongaciones ya
sea en el extremao 5 0 en el 3'; b) Romos o simétricos como en el caso de Hind 11

Figura 11 Seleccitn de candidatos, Mediante la realizacidon de geles de agarosa al 1%,
se verificd los candidatos: pKl 8 de 2830 pb en el gel A, carriles A-D, pKI 12 de 2830 pb
en el gel B, carriles O y P, pKGEM de 2838 pb en &l gel B, carriles Q-8. Tanto los carriles
ay b del gel A asi como en el gel B, el carril a, corresponde al marcador de pese
molecutar SAU 3A 1.

Figura 12 Obtencign del fragmento de 160 pb. Producto de la cionacidn (Figura 9) se
abtuvo el fragmenio de 160 pb, este se puede apreciar en el corrimiento del gel de
poliacritamida al 6%. Carril 1, Marcador de peso molecular A BsiE II, que presenta 14
fragmentos de los cuales nos interesan los fragmentos: 4, de 5686 pb; 13, de 224 pb y 14,
de 117 pb; carril 2, Marcador de peso molecular SAU 3A-1; carriles 3y 5, pKGEM + pKI 8
unidos en el sitio Hind 11 y cortados con Eco RI donde se observa el fragmento de 160
pb, localizado entre el fragmento 13 y 14 del marcador de peso maolecular A BstE
IL carriles 46,7 y 9, pKGEM+pKI 8 unidos en sitios Hind III sin resfringir con Eco R,
observando que se encuentra en €l cuarto fragmento del marcador ABst II, carriles 8 y 10;
PKGEM + pKl 8 umidos en sitios Hind 1Il y donde se aprecia gue Eco Ri no restringio
adecuadamente.

Figura 13 Marcaje Terminal Radiactivo con el fragmento Klenow. La actividad de la
polimeraga 5-3' de la subunidad mayor del ADN polimerasa (fragmento Klenow),
incorpora nucledtidos ante un corte enzimatico cohesivo, de tal forma que se rellena sus
exiremos por los nucledtidos marcados con [o- * P1dATP representados con circulos de
colores)

Figura 14 Posicién Relativa de los Sitios NF-1 y E2 en la RLC de los VPH
Genitales. Las posiciones de los sitios NF-1 y E2 dentro de la RLC de los VPH

genitales manifiestan que éstas se mantienen conservadas, tanto en los VPH geritales
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de baja (6b y 11) y alta oncogenicidad (16,18 y 33). Aprecidndose los 4 sitios E2
perfectos (recténgulos azules) y 1 sitio NF-1 en ios VPH de alta incidencia y de baja
oncogenicidad. A diferencia de los de alta oncogenidad y baja incidencia con 3 sitios E2
perfectos y 1 sitio B2 imperfecto (rectangulo blanco) ademas, de 2 sitios NF-1 en &l
VPH-18.

Figura 15 NF-1 interactua con su sitio consenso. La afinidad de NF-1 con su sitio
consense {TTTGGCTT) se aprecid en geles de retardamiento, empleando a los
plasmidos pKGEM y pKl 8. Carriles L y d, libres de extracto de células Hela; carriles
{a-c), con 0.5 ng de pKGEM marcado terminatmente con o—""P-dATP mas 3,6 y 9 ug de
extracto nuclear de células Hel.a, en presencia de 0.5 ug de (poli dI-dC)} (polt dI-dC).
Carriles {e-g), igual que en los carriles {a-c), pero con el empleoc de pKi 8 mas 2,4y 6
1tg de exiracto nuclear de células Hela. Se observa el complejo ADN - NF-1.

Figura 15 A Ensayo de competencia para el sitio NF-1. E| ensayo de competencia
se realizd para determinar la especificidad del sitio NF-1. Carril a, ADN sin extracto
nuclear de células Hel a; carriles (b-e), ADN incubado con 7 ug de extracto nuclear de
célutas Hel a; carriles by e, con 5 ng de pKGEM marcado terminalmente, en presencia
de 0.5 pg de (poli dI-dG). Carriles c y d, con 20 vy 100 ng respectivamente de pKi 8.
Figura 16 E2 interactua con su sitio consenso. La afinidad de E2 con su sitio
consenso {ACCGN,CGGT) se demostrd en geles de retardamiento. Carril a, libre sin
extracto de células Cos + pC59; carriles (b y c), con 0.5 ng de nucledtido E2, marcado
terminalmente con a—>"P-dATP mas 2 y 4 ng de extracto nuclear de células Cos +
pC59, en presencia de 0.5 ng de (poli dI-dC) (poli dI-dC). Apreciandose el complejo
ADN-E2.

Figura 16 A Ensayo de competencia para el sitio E2. El ensayo de competencia se
realizd para determinar la especificidad del sitio E2. Carni a, ADN sin extracto nuclear,
carriles (b-f), ADN incubado con 4 pg de extracto nuclear de células Cos + pC5S,
carriles (b v ¢), incubados con 0.5 ng de pKGEM marcado terminalmente. Carriles (d-f),

incubados con 20, 50 y 100 ng de cligonuciedtido E2 frio.
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Figura 17A Formacion de.los complejos CI, CIl y CIl. £l ensayo de retardamiento
en gel se realizd incubando 0.5 ng de pKGEM (Figura 8), marcado terminalmente con
o—""P-dATP (6000 Ci/ mmol) en las condiciones descritas en Material y Métodos con
las exepciones indicadas. Carril 2, ADN sin extracto; carriles (b-d), incubacion del ADN
con cantidades crecientes de exiracto nuclear de células Hela (369 g
respectivamente) en presencia de 0.5 pg de {poali di-dC) {poli dI-dC}Y, carriles (e-g),
igual que en los carriles b-d, pero en presencia de 1ug de (poli dI-dC} {(poli dI-dC).
CLCIIy CHI representan los complejos ADN-Proteina formados.

Figura 17 B Determinacién especifica del complejo CI y la nula interaccion entre
NF-1/E2 de la secuencia original del VPH-18. Los ensayos de competencia se
realizaron para determinar la especificidad de estos complejos. Carril a, ADN sin
extracto nuclear de celulas Hela; carril b, ADN incubado con 7 ng de extracto nuclear
de células Hela; camiles (cq), igual que b mas 20 y 100 ng del oligo competidor:
PKGEM (carriles cy d), E2+AP-1 (e y f), rbcS (gy h)y y UPE {i e }).

Figura 18 Ubicacion de NF-1 en genes expresados en epitelios y en la LCR de los
VPH genitales. Se llustra la posicion relativa del factor NF-1 con respecto ala posicién
de la caja TATA en pb, asi como su secuencia y orientacén en Queratinocitos
Humanos (QH}, Involucrina Humana y en los VPH genitales.

Figura 19 Preferencia en la orientacion del sitio de unién a NF-1. Los ensayos de
competencia se realizaron con la finalidad de probar la orientacién (S) o (AS) de NF-1.
Carriles (a-i) 0.5 ng de pKGEM marcado terminaimente y 7 ug de exiracto de células
Hela; mas 20 y 100 ng del oligo competidor: pKl 8 (carriles a y b);, pKl 12 (carriles c
d},100 ng de competidor: rbc S (carril ¢); UPE (carrit h) y con 50,75 y 90 ng de competidor
pKI 8 (carriles f,g,i) apreciandose los complejos CI, Cil y CllI (carriles e y h).

Figura 20 interaccion entre NF-1/E2. La interaccion de NF-1 con la proteina E2 se
probé en ensayos de retardamiento, empleande la clonacion entre pKGEM + pKi 8
{Figura 9 y 12) y cantidades limitantes de extractos nucleares de células Hela (2ug) vy
celulas Cos transfectadas con el plasmido C59 que expresa E2 constitutivamente (5 y 10

ng). Carril a, ADN con extracto COSE2: carriles (e-g). ADN incubado con extracto Hela y
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posteriormente con extracto COSE2 (b y €}, con la incubacién simultanea de los dos
extractos (d y e) e incubado con extracto E2 y posteriormente con extracto Hela (f y g).
CI, complejo especifico ADN-NF-1; CE2 complejo ADN-E2.

Figura 21 Modela de ia funcionalidad de NF-1. Se muestra las posibles funciones de

NF-1 en la replicacion, transcripcion viral dependiente de epitelios o bien en Ia asociacidn
sinergistica con otros factores celulares yio virales.
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