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RESUMEN

La fosforilacién es uno de los mecanismos mediante los cuales la célula
transduce una sefial extracelular a su interior y genera respuestas que incluyen la
activacién transcripcional de genes especificos. Existen variadas rutas de
transduccion de sefial que llevan a la activacion de la transcripcion, y una de ellas
de gran importancia es la ruta de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA).
La adenilato cilcasa es activada en respuesta a un estimulo extracelular, elevando
los niveles intracelulares de AMP ciclico, estos a su vez activan a la PKA que inicia
diversos eventos de fosforilacion modificando la expresion de genes especificos
que responden a AMPc.

La PKA es capaz de fosforilar una gran variedad de factores de transcripcion,
entre los que se encuentran algunos que estan involucrados en la regulacion de la
expresion de los oncogenes de papilomavirus humano tipo 18, (tales como AP1,
OCT1, GRE, YY1 y SP1). Sin embargo, la actividad transcripcional de estos
factores, es dependiente de la activacién de los coactivadores CBP y P300, que
facilitan la comunicacién entre los factores de transcripcion y la maquinaria
transcripcional basal.

En este trabajo demostramos que PKA incrementa la actividad
transcripcional de! promotor p105 de HPV18 en la linea celular C33-A. Del mismo
modo que activa el promotor minimo que posee los sitios de unién para GRE, YY1y
SP1 integros. Al parecer dicha activacion es regulada por los coactivadores CBP y
P300.




INTRODUCCION

I. CANCER

Cuando las células se dividen sin control, el exceso de tejido desarrollado
recibe el nombre de tumor o neoplasia. Los tumores pueden ser malignos a veces
mortales, o bien pueden ser inofensivos. Las células de los tumores malignos se
duplican continuamente, muy a menudo, de una forma rapida y sin control. Una
propiedad de los tumores malignos es su capacidad para producir metastasis, es
decir, la propagacion de las células cancerosas a otras partes del organismo.
Existen diversos factores que contribuyen al desarrollo de neoplasias, entre los
mas importantes son los medioambientales, mientras que los virus son una
segunda causa. Estos factores alteran la estabilidad celular, causando
mutaciones, pérdida cromosémica, amplificacién y re-arreglos génicos (Munger,
1995),

Il. CANCER CERVICO UTERINO

El cancer es un problema de salud de gran interés en todo el mundo, siendo
el cancer cérvico uterino la enfermedad neoplasica mas frecuente en la poblacién
femenina de los paises subdesarrollados. En México éste cancer ocupa el
segundo lugar como causa de muerte entre la poblacién femenina, ocasionando
anualmente alrededor de 10 mil decesos. Debido a todo esto, el cancer cérvico
uterino representa un importante problema de salud y socioeconémico (SSA).

La lesidon temprana del cancer se conoce como neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), la cual ha sido definida por la presencia de anormalidades
intraepiteliales con células que exhiben nicleos atipicos. Estas lesiones poseen
potencial de progresiéon a carcinoma invasor si no son eliminados. Las NIC's se
agrupan en tres categorias dependiendo del grado de lesién: neoplasia leve (NIC
1), moderada (NIC ll) y severa (NIC 1ll) o carcinoma in situ, el cual puede progresar
a carcinoma invasor (Crum & McLachlin, 1995; Koss, 1987). Una NIC | presenta el
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tejido completamente diferenciado, en una NIC Il el tejido es menos diferenciado, y
en una NIC lil el tejido se encuentra totaimente indiferenciado. Estas lesiones
avanzan o revierten de acuerdo con el dafio genético en oncogenes, anti-
oncogenes o dependiendo de la integridad del sistema inmune del paciente.
Asimismo el tiempo de evolucién y desarrollo de las NIC's, y el paso de éstas a
carcinoma invasor, depende de la fisiologia de cada individuo (Koss, 1987).

Entre los factores que predisponen al desarrollo del cancer cérvico uterino
esta la multiparidad, multiples parejas sexuales, el tabaquismo, el alcoholismo, el
uso de anticonceptivos y un comienzo de una vida sexual activa a temprana edad,
entre otros. Uno de los factores etiolégicos implicados en el desarrolio del cancer
cérvico uterino, es la infeccion con el virus del papiloma humano (HPV).
Aproximadamente el 95% de las biopsias derivadas de cancer de cérvix presentan
secuencias de DNA viral, con mayor frecuencia de los tipos 16 y 18 (zur Hausen,
1991; 1996), clasificados como virus de alto riesgo en base a su potencial
oncogénico. Actualmente se han descrito mas de 90 tipos de HPV y se clasifican
con respecto a su actividad transformante en tipos de bajo riesgo, si solamente
pueden provocar una neoplasia leve (NIC 1), y tipos de alto riesgo si ademas de
provocar una neoplasia leve, promueven el desarrolio de cancer invasivo. Aquellos
de bajo riesgo como HPV6 y HPV11 son frecuentes en verrugas genitales que
muy raras veces progresan a lesiones malignas (zur Hausen, 1996).

il. PAPILOMAVIRUS HUMANO )
El genoma de los papilomavirus contiene alrededor de 8000pb, es de DNA
circular, de doble cadena y con 8 genes (generalimente) en la misma orientacion en
un arreglo conservado entre los distintos tipos virales (Danos et al, 1982). Estos
genes se clasifican en los de |a region de expresion temprana (“early”), que codifican
para proteinas relacionadas con la replicacion (E1 y E2), transactivaciéon (E2) y
transformacion celular (ES, E6 y E7);, y genes de expresion tfardia (“late’), que
codifican para las proteinas de la capside (L1 y L2). Ademds, existe también una




region no codificante denominada region larga de control LCR (“long control region®).
En HPV18 esta region es de apraximadamente 1Kb y estd comprendida entre el
extremo 3’ del ORF (“open reading frame®) de L1 y el extremo 5' del ORF E6. En
este fragmento de DNA'encontramos el origen de replicacién viral, el promotor
temprano, el potenciador constitutivo y diversos elementos de regulacion (zur
Hausen & de Villiers, 1994; Gius et al, 1988).

El genoma viral de los HPV's de alto riesgo, se encuentra generalmente
integrado en el genoma celular en tumores malignos y lineas celulares derivadas
de ellos (como Hel.a, SiHa y CaSki); mientras que en lesiones leves, el DNA viral
esta presente en forma episomal preferentemente (Shirasawa et al, 1988; Spence
et al, 1988; Schwarz et al, 1985) (Fig 1). La integracién del DNA viral
generalmente ocurre al azar, aunque «r: algunos casos sucede cerca de proto-

oncogenes.
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Fig 1. Genoma de HPV18 y su integracién durante el desarrotio de cancer. El genoma de este
virus es de 7.9kb. Los factores que controlan la transcripcién y replicaci6n viral son locaiizados en
{a regién de contol (LCR). Los marcos de lectura (ORF) de los oncogenes E1 a E7 codifican para
proteinas de expresién temprana; y ORF L1 y L2 codifican para las proteinas de expresion tardia.
La integracién del genoma viral ocurre durante la progresién maligna de muchos tumores con la
disrupcién de el ORF EZ2, liberando la expresién de [os oncogenes E8 y E7.
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Estos virus infectan las células basales del epitelio en las que el virus se
mantiene en forma episomal y se replica de manera coordinada con la divisién
celular. La expresién de los genes virales tempranos estimula la proliferacién de
las células basales, resuitando en una hiperplasia. La expresién de los genes que
codifican para las proteinas de la cdpside y produccidn de viriones, sélo ocurre en
células diferenciadas del epitelio (Mansur & Androphy, 1993).

IV. FUNCION DE LAS PROTEINAS VIRALES DE HPV

E1 es una fosfoproteina involucrada en la iniciacién y elongacion de la
replicacién viral, por lo que se une al origen de replicacién que se encuentra
localizado en la LCR. Esta proteina tiene la capacidad de interactuar con la
histona H1 y disgregar el nucleosoma; de esta forma es como promueve e/ inicio
de la replicacién (Conger et al, 1999). E2 también se une a E1 aumentando la
afinidad de éste hacia el DNA (Mohr et al, 1990). E2 es la principal proteina que
controla la transcripcién del virus, actuando como un transregulador; éste se une a
la regién reguladora de HPV y actia regulando positiva o negativamente le
expresion del genoma viral. Esta actividad transreguladora depende
esencialmente de la posicion y nimero de los sitios E2 en la LCR. La proteina E2
actua en forma dimérica y es capaz de activar !a transcripcion viral cuando su
secuencia blanco se encuentra retirada de la caja TATA de un promotor, pero se
comporta como un fuerte represor cuando su sitio de unidn se encuentra muy
cerca (menos de 200pb) de la caja TATA de un promotor. En los casos de HPV16
y 18, E2 actia como un represor del promotor temprano que controla la expresién
de los genes virales E6 y E7. La integracion de los HPV interrumpe el marco de
lectura abierto del gen E2, de tal manera que se pierde {a expresién de esta
proteina, y con ello se libera la transcripciéon de los oncogenes virales E6 y E7
(Munger et al, 1989; zur Hausen, 1996).




La proteina E4 se expresa exclusivamente en estratos diferenciados del
epitelio infectado, por lo que esta proteina participa estableciendo condiciones
favorables para la maduracién viral. E4 puede expresarse como una proteina de
fusién con E1, formando un complejo que rompe los filamentos de queratina de las
células suprabasales, permitiendo la salida de las particulas virales (Laimins,
1993; zur Hausen, 1996).

La proteina ES5 es la principal proteina transformante de BPV1 (virus del
papiloma de bovino) (Schiller et al, 1986) y al igual que ES de HPV, tiene
funciones muitiples (Pim et al, 1992). Estas proteinas pueden causar
transformacion de keratinocitos y pérdida de la dependencia de anclaje en
fibroblastos de ratén; estimulan el crecimiento de células epiteliales de rifion de
rata en cooperacién con E7 de HPV16. ES principalmente se localiza en Aparto de
Golgi y en membrana plasmatica, por lo que se encuentra relacionada con
procesos de maduracion protéica. Asimismo ES se une a multiples factores de
crecimiento y reduce la degradacion de receptores por lo que puede amplificar la
sefal mitogénica (zur Hausen, 1996).

Las proteinas codificadas por los marcos de lectura abiertos E6 y E7 de
papilomavirus de alto riesgo poseen un papel importante en la transformacién
celular y en la promocién de tumores en ratones (Song et al, 1999). La expresién
de estos oncogenes virales es un evento crucial en el proceso de carcinogénesis,
ya que en ellos reside parte del potencial oncogénico de los papilomavirus dada su
capacidad de inmortalizacién y transformacién (Manger et al, 1989). Ambas
proteinas de papilomavirus de alto riesgo participan en procesos de
transformacion celular y desarrollo de tumores en ratones (Song et al, 1999). Por
consiguiente la interaccion E6-p53 y E7-pRB es considerada el mecanismo més
importante en el proceso de transformacién celular (Tommasino & Crawford, 1995;
Voudsen, 1993), y la expresion de estos genes es necesaria para mantener el
fenotipo transformado de la célula.




V. MECANISMO DE TRANSFORMACION

La proteina E6 de papilomavirus de alto riesgo se une a la proteina p53 y
promueve su degradacion a través de la via de la ubiquitina (Scheffner et al, 1990,
1993; Wemess et al, 1990). El supresor de tumor p53 controla la proliferacién celular
activando o reprimiendo genes involucrados en el ciclo celular. Durante estrés
genotoxico, p53 arresta el ciclo celular para que ocurra la reparacion de DNA o
conduce la célula hacia apoptosis cuando ocurre un dafio imeparable en el DNA. La
disminucién de los niveles de p53 en la célula no permite que la reparacién del DNA
o que la entrada a apoptosis se lleve a cabo; de esta manera ocurmre la acumulacién
de las alteraciones somdticas en la célula. Es asi como E6 tiene la habilidad de
alterar las vias involucradas con el control del ciclo celular (Bums & El-Deiry, 1999,
Tommasino & Crawford, 1895).

La proteina E7 de los virus de alto riesgo es capaz de interactuar con el
producto del gen del retinoblastoma, pRB (Dyson et al, 1989), inactivdndolo. Este
ultimo participa en la regulacién del crecimiento celular y la pérdida de la funcién de
pRB se asocia con varios tipos de cancer (retinoblastoma, osteosarcoma, y
carcinoma de prostata), dado que hay induccién constante de la replicacion de DNA
con baja fidelidad. pRB controla {a salida de la fase G1 y entrada a S del ciclo celular.
pRB se une a factores de transcripcién como E2F, factor que regula la transcripcion
de genes necesarios para la replicacién del DNA. Esta interaccion pRB-E2F es
regulada por eventos de fosforilacion, E2F hipofosforilado se encuentra unido a pRB,
y es inactivo; cuando se une E7 con pRB se libera el factor E2F dejandolo activo al
ser fosforilado (Fig 2).
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Fig 2. Efecto de las proteinas ES y E7 en el ciclo celular. Posible mecanismo por el cual E8 y E7
alteran el ciclo celular al unirse a los supresores de tumor p53 y pRB respectivamente. E6 promueve la
degradacién de pS3 por ubiquitinacion. E7 se une a pRB y lo secuestra, de manera que e factor
transcripcional E2F se mantiene transcripcionatmente activo.

También se ha visto que E7 presenta ofras funciones implicadas en la
transformacion celular independientemente de su capacidad de unién con pRB. E7
puede unirse también con las proteinas p107, p130 y con el complejo ciclina A/cdk2.
Los primeros dos regulan la transcripcién de la familia E2F en diferentes fases del
ciclo celular por 16 que una sobrexpresién de cualquiera de estos genes puede
causar una constante replicacion de las células. La union de E7 con la ciclina A/cdk2
permite que la célula escape del punto de control (“checkpoint®) normal, o que trae
como consecuencia una baja fidelidad de la replicacién del DNA (Tommasino &
Crawford, 1895).

E7 de HPV16 es capaz de inmortalizar células de ratdon, pero requiere de la
presencia de E6 para una completa transformacion. De la misma manera en células
de humano, la transformacion depende de la expresion simultdnea y cooperacion
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entre el producto de los genes E5, E6 y E7. Puesto que las tres proteinas son
capaces de interferir con el funcionamiento nommal del epitelio e inducir
transformacién celular, se ha considerado a estos oncogenes como el principal
mecanismo de accion de los papilomavirus.

VI. REGULACION DE LA EXPRESION DE HPV

La expresién de los oncogenes ES, E6 y E7 de HPV18 se encuentra regulada
por la LCR, que inicia en el nucledtido 105 (p105) frente al marco de lectura abierto
de E6. Esta regién presenta sitios de unién para factores de transcripcion virales y
celulares. Entre los factores celulares podemos encontrar a NF1 (Butz & Hoppe-
Seyler, 1993), AP1 (Thierry et al, 1992), KRF1 (Mack & Laimins, 1991), OCT1
(Hoppe-Seyler et al, 1991), SP1 (Hoppe-Seyler & Butz, 1992), YY1 (Bauknecht et al,
1992) C/EBPB (Bauknecht et al, 1996) y un elemento de respuesta a
glucocorticoides (Medina-Martinez et al, 1996). La mayoria de estos factores se unen
a la regién central de la LCR, muchos de ellos estimulan al promotor y algunos de
ellos tienen una funcién dual, es decir pueden activar o reprimir, como es el caso de
YY1 (Bauknecht et al, 1995). Es asi como esta region es regulada por distintos
factores de transcripcion que le permiten actuar de manera positiva y/o negativa
segun el contexto de accién.

Eé6

TR ..

YY1l NF1 APl OCT1 GRE P11 E2

Fig 3. Representacién esquemitica de la LCR de HPV18. Se encuentran indicados los sitios de
uni6n para diversos factores de transcripcion virales y celulares.
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La regulacién transcripcional es un mecanismo de control critico para diversos
procesos bioldgicos como son el crecimiento y diferenciacion celular. Asimismo, la
regulacién transcripcional de los genes de papilomavirus es dependiente de la RNA
polimerasa |l, de factores de transcripcién sitio especificos, de la maquinaria de
transcripcién basal y de coactivadores celulares, que se encuentran finamente
regulados por eventos de fosforilacion (Boulikas, 1995).

La fosforilacién protéica es una de las modificaciones post-traduccionales mas
versdtiles extensamente usadas por la célula. Los dos principales sistemas de
transduccién de sefiales incluyen el AMPc y el diacilglicerol (DAG) como segundos
mensajeros. Cada via es también caracterizada por una proteina cinasa especifica
(proteina cinasa A y proteina cinasa C, respectivamente) y su secuéncia blanco en la
cual repercuten [elemento de respuesta a AMPc (CRE), y elemento de respuesta a
12-O-tetradecanoiforbol acetato (TPA), respectivamente] (Sassone-Corsi et al,
1990). La activacién de éstas proteinas cinasas es estimulada por factores de
crecimiento que se unen a sus receptores. Estas cascadas de sefalizacion por
fosforilacion pueden ser bidireccionales y existe un control dindmico entre fosfatasas
y cinasas (Sassone-Corsi, 1998).

~ Fig 4. T;nmn:cduccion de sefiales
. por . Representacién

® ®Ligandos | £ nsica del trayecto por la
cual los ligandos se unen a los
receptores (R) de la membrana

receptores, activan las proteinas
G, la cual estimula la adenilato
ciclasa (AC). Esta convierte of
ATP en AMPc, promoviendo ia
disociacion de {a proteina
tetramérica inactiva PKA. Las
subunidades castaliticas (C) se

reguiadoras y migra a el nicieo,
donde fosforitan

\ a proteinas

O . sdivmad:: la transcripcion,

como CREB. CREB actia como

I'-’ un dimero al unirse a un

CRE elemento de respuesta a AMPc
Genes inducibles por AMPc (CRE).
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Vil. PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE AMP CICLICO.

Los niveles intracelulares de AMPc son regulados principalmente por ia
adenilato ciclasa. Esta enzima es modulada por varios estimulos extraceluares
mediados por sus receptores y su interaccién con proteinas G, de manera que la
unién de un ligando especifico a su receptor provoca la activacion o inhibicion de la
via dependiente de AMPc. El AMPc se une a dos subunidades reguladoras del
complejo tetramérico proteina cinasa A (PKA), liberando las subunidades cataliticas.
La PKA puede entrar al nlcleo dénde fosforila a diferentes proteinas nucleares,
transfiriendo grupos fosfato del ATP a ciertos aminoacidos (S, T) de determinadas
proteinas, entre ellas a CREB (“‘cAMP-response element binding protein”) y CREM
(“cAMP-responsive element modular”), estimulando asi la expresion de un nimero
importante de genes y originando la sintesis de enzimas, canales iénicos y
neuropeptidos, asi como factores de transcripcién que a su vez activan otros genes
(Fig 4) (Chrivia et al, 1993; Sassone-Corsi, 2000).

VHI. GENES RESPONSIVOS A AMPc

CREB, CREM y ATF1 (“activating transcription factor 1”), son algunos de los
factores de transcripcion que son fosforilados directamente por la PKA. Estas
proteinas presentan un alto grado de homologia en su secuencia en el curso de la
evolucion. Estos factores pertenecen a la clase de proteinas bZip, con cierre de
leucinas; un alfa hélice, necesaria para la dimerizacién y un dominio adyacente
basico rico en residuos de lisina y arginina necesarios para el contacto directo con el
DNA.

Estas proteinas actian como dimeros y son capaces de heterodimerizar
entre ellas, pero s6lo son posibles ciertas combinaciones de dimerizacién. Los
dimeros se unen a una secuencia de DNA (CRE), la cual es definida como una
secuencia palindrémica de 8pb TGACGTCA. Varios genes son regulados por
estimulos endocrinales y contienen secuencias similares en su regién promotora,
asimismo el extremo §' del palindrome es el mejor conservado. Algunos factores
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ATF/CREB son capaces de heterodimerizar con Fos y Jun, y esto puede cambiar
la afinidad especifica de unirse a CRE con respecto a sitios de unién Fos-Jun
(Sassone-Corsi, 1995).

La parte amino terminal de CREB y CREM contiene un dominio de
activacion modular (AD) que esta dividido en dos regiones independientes: la caja-
P, la cual contiene un grupo de sitios fosfoaceptores para varias cinasas; y dos
dominios ricos en glutamina (Q1 y Q2), estos dominios sirven como superficie de
interaccidn con componentes de la maquinaria de transcripcién basal y han sido
caracterizados en otros factores como SP1 (Fig 5).

Fig S. Estructura CREB y
. CREM. Los dominios de
Activacion transcripcional  Unién-DNA/dimerizacién | activacién transcripcional,

unién al DNA y dimeriza
AD . bZip cién son indicados. La
fosforilacién de las serinas
\ F \ 133y 117 de CREB/CREM
Q1 caja-P Q2 BD 4 de la caja-P produce la ac

tivacién de estas
N N u

Las proteinas de unién a CRE pueden actuar como activadores y
represores de la transcripcion dependiendo de la heterodimerizacién, y las
isoformas generadas por el procesamiento alternativo, poliadenilacion altemativa e
iniciacion de la traduccion alternativa (Sassone-Corsi, 2000).

La activacion transcripcional de CREB requiere de la fosforilacién de la
serina 133 por PKA, o por otras cinasas en la serina 142, La regulacién de la
fosforilacion de CREB puede ser ocasiocnada por sefiales mitogénicas (Fig 6)
desencadenadas por factores de crecimiento y el factor de crecimiento epidermal
(EGF) (Parker et al, 1996). La fosforilacion de la serina 142 desestabiliza la
interaccién de CREB y su coactivador CBP (“CREB binding protein”).
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IX. PAPEL DE CBP EN LA ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL POR CREB Y
CREM

CBP y p300 son proteinas que se unen a CREB con la misma afinidad sélo
cuando éste se encuentra fosforilado. Estas actian como proteinas puente
acoplando los componentes de la maquinaria de transcripcién basal, con factores
de transcripcion sitio especificos, por lo que no se unen directamente al DNA.
Ambas proteinas presentan una identidad en su secuencia con tres dominios ricos
en cisteina/histidina, un bromodominio y un dominio rico en glutamina en el
extremo carboxilo terminal.

Vias de transduccién de sefiales
(AMPc, Ca, Ras)

'

Fig 6. Activacion de CREB. La
activacién de CREB puede ocurir por
diferentes cinasas. PKA es regulada por
los niveles intracelulares de AMPc. La

cinasa dependiente de
Cinasas Ca+*/calmodulina tipo IV, es activada
(PKA, CaMIV RSK-2) por concentraciones de Ca+°, La unién
de NGF y EGF a sus receptores induce
+ la cascada de fosforilacién que incluye a
Ras unido a proteinas G. La activacién
Ser133, Ser144 de éstas y otras vias es dependiente del
tipo celular, asimismo del estimulo
CREB EFL—E-D recibido por la célula.
Dominio de activ b-Zip

ricoen Q

Estos coactivadores participan en una variedad de procesos celulares, tales
como crecimiento celular, diferenciacion, reparacién del DNA, y apoptosis (Giles et
al, 1998); son requeridos para la activacién de genes musculo-especificos 'y
arresto del ciclo celular durante la diferenciacién de células musculares (Eckner,
1996). Debido a que estos coactivadores se encuentran mutados en algunos
canceres como en la leucemia mieloide aguda y enfermedades como et Sindrome
de Rubinstein-Taybi, han sido denominados también anti-oncogenes celulares
(Giordano & Avantaggiati, 1999).
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CBP y p300 reclutan directamente a la RNA polimerasa 1l por interaccion
con componentes de la maquinaria de transcripciéon basal. De manera semejante
CBP y p300 tienen la capacidad de interactuar con varios factores de
transcripcién, revelando su funciébn como integradores moleculares, asimismo
regulando los complejos eventos de sefializacién a nivel transcripcional. En este
caso CBP y p300 actian como puentes fisicos (Chrivia et al, 1993). Otra
caracteristica de estos coactivadores es su actividad acetiltransferasa sobre las
histonas nucleosomales (Fig 7), la cual facilita la trénscripcién al remodelar la
cromatina, y regular los niveles de acetilacién de activadores y factores de
transcripcién. Asimismo CBP y p300 son capaces de asociarse con otros
coactivadores nucleares con actividad acetiltransferasa, formando un complejo
multicoactivador que contribuye al inicio de la transcripcién (Goldman et al, 1997).

Acetilacion de histonas Fig 7. Funcién coactivadora

de CBP y p30. Ambas
protei actian como
proteinas puente conectando
la maquinaria de transcripcién
con factores de transcripcion
sitio especificos, al mismo
tiempo que acetilan las
histonas del nucleosoma,

Nucleosoma J

DNA

CBP y p300 pueden sufrir diferentes grados de fosforilacién en respuesta .a
distintos estimulos celulares que incrementan su potencial de activacién para
actuar en las diferentes cascadas de sefializacion (Liu et al, 1998). Esta activacion
también es dependiente del tipo celular (Kamei et al, 1991), asimismo, los
diferentes estimulos conducen a la asociacién con multiples factores de
transcripcion. Dicha activacién puede ser potenciada por algunas cinasas, entre

ellas PKA (Swope et al, 1996; Vo & Goodman, 2001).
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De esta manera, la activacién de CBP por PKA, conduce a un incremento
en la activacién de la transcripcién de ciertos genes, en muchos de los cuales
participan algunos factores de transcripcién (blancos directos de CBP y p300)
como OCT1, AP1, SP1y YY1, mismos que participan en la regulacién de HPV18.

16




JUSTIFICACION

El papilomavirus humano es considerado como el principal agente
etiolégico del cancer cervico uterino. En la mayoria de los tumores cervicales el
DNA de HPV esta integrado en el genoma celular. Durante la integracion se libera
la expresién de los oncogenes virales E6 y E7, los cuales junto con ES alteran el
ciclo celular. El control de la transcripcion de éstas oncoproteinas se encuentra
bajo el dominio de la LCR, la cual es regulada de manera diferencial en las
distintas lineas celulares. Durante la transcripcién de ésta, participan la RNA
polimerasa Il, factores de transcripcibn generales y sitio-especificos, y
coactivadores celulares. )

La regulacién de la expresién de los genes es un mecanismo de control
muy fino, en el cual muchas veces intervienen procesos de fosforilacién. Los
diferentes grados de fosforilacion de las proteinas pueden alterar las interacciones
fisicas entre los factores de transcripcién mediante modificaciones post-
traduccionales, regulando positiva o negativamente la transcripcion.

Una de las principales cinasas de las vias de sefializacion es la proteina
cinasa dependiente de AMPc. Un incremento en los niveles de PKA afecta la
funcién de un sin nimero de proteinas nucleares y citoplasmaticas al ser
fosforiladas. En el nucleo, el estado de fosforilacidn de factores de transcripcién y
proteinas relacionadas parece modular su funcion directamente. Esto pone en
relieve la importancia que tiene el estudio de estos procesos de fosforilacién sobre
la regulacién del papilomavirus humano, asimismo, los diferentes grados de
fosforilacién quizas son criticos en la respuesta a estimulos extracelulares en
diferentes células, por lo que es necesario analizar {a funcion que ejerce PKA en la
regulacién transcripcional de los HPV en lineas celulares derivadas de carcinoma
cervical.
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OBJETIVOS

Para determinar el efecto que tiene la proteina cinasa A (PKA) sobre la LCR
de HPV18, nos proponemos como objetivos:

General:

Determinar el efecto de PKA sobre la actividad transcripcional del promotor p105
de HPV18 en !a linea celular C33-A.

Especificos:
e Generar las construcciones cortas de la LCR con los sitios GRE y SP1

mutados y wt, a partir de las construcciones que presentan a la LCR completa
con tales sitios mutados y el plasmido wt.

o Emplear mutagénesis sitio dirigida para mutar el sitio de unién proximal para el
factor transcripcional YY1.

e Determinar el efecto que ejerce PKA sobre la actividad transcripcional de
dichas construcciones.

o Determinar el posible mecanismo de accién de PKA sobre la LCR de HPV18.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

La linea celular C33-A es derivada de carcinoma cervical y se encuentra
libre de secuencias de HPV. Las células se cultivan a 37°C con 5% CO- en medio
DMEM/F12 (GIBCO BRL), suplementado con 2mM de L-Glutamina, S0U/ml de
penicilina y 50ug/mi de estreptomicina y 10% de suero de bovino neonato
(Equitech).

Plasmidos
A continuacion se muestra un cuadro con los plasmidos empleados en este
trabajo, asi como una breve descripcion de estos:

PBL vector base que contiene el gen reportero de luciferasa y al gen de resistencia para

ampicilina

Pp18URRLUC |contiene a la LCR completa de HPV18 frente al gen reportero de luciferasa, comprendida
entre los nucledtidos 6929 y 88, clonada entre los sitios de corte para las enzimas
BamH | y Hind it del vector base pBL (Hoppe-Seyler et al, 1991)

p18GREmM contiene fa LCR de HPV18, def nt 6929 al nt 88, donada en pBL. El plasmido presenta
el sitio Unico de unién para GRE en ef nt 7839 mutado (Butz & Hoppe-Seyler, 1993)

p18SP1m contiene la LCR de HPV18, del nt 6929 al nt 88 clonada en pBL. El plasmido presenta el
sitio tnico de unién para SP1 mutado en el nt 7847 (Butz Hoppe-Seyler, 1993)

PFPKA Comprende la longitud que codifica para fa subunidad alfa de PKA, e vector contiene los
genes de resistencia para neomicina y ampicilina

PTICRELUC y |ambos plasmidos contienen un sitio de reconocimiento para CREB/ATF-1 y un promotor
PTICRECAT |minimo constituido por el iniciador de la TdT y la caja TATA frente al gen reportero de
luciferasa y cloramfenicol acetil transferasa, respectivamente
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Oligonucleétidos
Las secuencias de los oligonucleétidos empleados (GIBCO BRL) para las
construcciones se enlistan en el siguiente cuadro:

Oligonucleétido Secuencia Posicién en
la LCR
YY1pms 5'acatactatacCCGCGGtGaatTcAGCGaacaattgta3’ 7841 a 15
YY1pma 3'-aacccgtegtgtatgatatgGGCGCCaCttaAgTCGCtt 5 7833 a 13
LCR 88 5' ggc aagctt tictcacatcttttatatacace 3’ 68 a 88
LCR 7808 5' ggg ggatcc tacatagtttatgcaaccgaaat 3' 7806 a 7829
Cuadro 1. Descripcién de los olig ledtid d en las construcciones. Los

oligonucledtidos LCR88 y LCR7806 presentan con negritas los sitios de corte para las enzimas
Hind It y BamH | respectivamente. *Los extremos 5'de estos oligonucleétidos tienen un sitio de
restriccién precedido por 3 nucle6tidos extra para hacer mas eficiente el corte correspondiente. Los
oligonucledtidos YY1pm sentido y antisentido presentan la mutacién en mayusculas; su secuencia
ya habla sido reportada por Bauknecht y colaboradores en 1995. Ambos oligonucleétidos son
complementarios en 30 bases.

Construcciones cortas de la LCR: wt, GRE-m y SP1-m

En mezclas de PCR independientes se emplearon cada uno de los
pldsmidos correspondientes como templado (p18URRLUC, p18GREm vy
p18SP1m), y los oligonucleétidos LCR7806 y LCR88, para generar las
construcciones cortas: wt y las que presentan el sitio de unién para GRE mutado y
SP1 mutado, respectivamente. Los productos obtenidos son fragmentos de 157pb,
que son purificados a partir de gel de agarosa, de manera que se recupera
unicamente el producto de PCR que porta la mutacién y wt. Este fragmento fue
digerido con las enzimas BamH ) y Hind Nl. Precedida a la restriccién, los
fragmentos fueron purificados para después realizar la clonacién en el vector base
pBL. A las construcciones obtenidas se les denomind p18/7806wt,
p18/7806 GREm p18/7806SP1m.
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Construccién corta de la LCR que presenta el sitio de unién para YY1
proximal mutado

Se utilizaron los oligonucledtidos internos complementarios entre si por
30pb, portadores de la mutacién: YY1pms (sentido) y YY1pma (antisentido); asi
como los oligonucledtidos externos flanqueantes: LCR7806 (sentido) y LCR88
(antisentido). Ya que estos ltimos oligonucleétidos presentan los sitios de corte
para las enzimas BamH ! y Hind Ill respectivamente, la clonacion es dirigida.

Esta construcciéon se realizé mediante 3 ensayos de PCR. En el primer
ensayo, se utilizo el plasmido p18URRLUC como templado y los oligonucledtidos
YY1pms y LCR88; en un segundo PCR se empleé el mismo templado y los
oligonucledtidos YY1pma y LCR7806; ambos productos de PCR se purificaron y
se mezclaron en un tercer PCR para ser empleados como templado, ya que son
fragmentos complementarios que portan la mutacién en el sitio de unién proximal
para YY1 de la LCR de HPV 18, Ademas en esta regién son complementarios al
100%. Este ensayo de PCR se dividi6 en 2 etapas, en la primera se adicionaron
los componentes de la reaccién, y los productos de los PCRs anteriores y se
sometié a 10 ciclos de amplificacién. En la segunda etapa se adicionaron los
oligonucleétidos LCR7806 y LCR88, para generar un fragmento de
aproximadamente 160pb con la mutacién deseada y con los sitios de corte para
las enzimas BamH | (5') y Hind Uil (3'). Este fragmento, después de ser digerido
(con las enzimas BamH | y Hind Ill) y purificado, se clond en el vector pBL, el cual
fue previamente restringido con las mismas enzimas.

El sitio de unién wt para el factor YY1 presenta en su secuencia un sitio do
corte para ia enzima Ase |, que se pierde cuando se integra la mutacién, pero se
genera un sitio de corte para la enzima EcoR |. Se empled este criterio para la
seleccidn de las clonas que portan la mutacion.
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La secuenciacién de los candidatos correspondientes para cada
" construccion se realiz6 mediante PCR, utilizando el Kit para secuenciacién de
ADN: Big Dye™ (Applied Biosystems) y el andlisis se realiza en el secuenciador
automético ABI PRISM 310, en la Unidad de Sintesis de Acidos Nucléicos del
Departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN.

Preparacién de bacterias competentes (método con CaCl,)

Se crecié un cultivo de la cepa bacteriana DH5a de Escherichia coli en 5mi
medio SOB (bacto-triptona 2%, extracto de levadura 0.5% y NaCl 0.05% a un pH
de 7.5) y se incubd a 37°C con agitacion constante a 200rpm durante 12 h.
Posteriormente se inocularon 500ul de este precultivo en 250ml de medio SOB
suplementado con 20mM de MgSOJml y se incubd a 37°C a 200rpm durante
aproximadamente 3 h, hasta que las bacterias alcanzaron una densidad éptica de
0.4 a 600nm. Se colecté el cultivo en tubos de 15mi cénicos de pre-enfriado
manteniéndose en hielo 10 min. Se empastillaron las células por centrifugaciéon a
2000rpm por 15min a 4°C, eliminando asi el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié en 10ml de CaCli; 0.1M pre-enfriado y se incubaron durante 30min en
hielo. Nuevamente se centrifugaron a 2000rpm por 15min a 4°C y la pastilla se
resuspendié en 2m! de CaClz 0.1M pre-enfriado, se incubaron durante 10min y se
hicieron alicuotas de 200pl en tubos eppendorf para aimacenarse a -80°C.

Purificacién plasmidica .
Se transformd en la cepa DHSa de Escherichia coli, con cada uno de los
plasmidos mediante un choque térmico a 42°C (las bacterias fueron previamente
tratadas con el método de CaCl. para ser competentes) y realizar la purificacién
de los pldsmidos con el Kit tip-500 de QIAGEN:
Se picéd una colonia de la caja de cuitivo con las bacterias transformadas
con el plasmido en tumno y se cultivd en 5ml de medio Luria con Ampicilina
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100pug/mi a 37°C con agitacion moderada durante 12h. Las bacterias se
empastillaron a 5000rpm durante 10min a 4°C y se resuspendieron en 10ml del
buffer P1 (Tris-Cl 50mM, EDTA 10mM y RNAsa A 100ug/m! a pH 8.0), después de
adicionaron 10m| de buffer P2 (NAOH 200mM y SDS 1%) con la finalidad de lisar
las células, se agitaron suavemente por inversion (4-6 veces) y se incubaron 5min
a temperatura ambiente con el propdésito de desnaturalizar el DNA cromosomal sin
afectar el DNA plasmidico. Posteriormente se adicionaron 10mi de buffer P3 pre-
enfriado (acetato de potasio 3M pH de 5.0), se agité suavemente y se incubé en
hielo durante 20min para neutralizar el buffer P2. En este paso el DNA
cromosomal forma agregados que son capaces de causar la precipitacion de las
proteinas y el RNA que ha sido degradado por ila RNAsa. La muéstra se centrifugo
a 13000rpm, 30min a 4°C para empastillar estos contaminantes que han
coprecipi‘tado. El sobrenadante se pasé por la columna de intercambio i6nico
QIAGEN-tip 500 ya equilibrada con 10mi de buffer QBT (NaCl 750mM, MOPS
50mM, isopropanol 15% y Triton X-100 0.15% a un pH de 7.0). La columna se lavé
con 30mi de buffer QC (NaCl 1M, MOPS 50mM e isopropanol 15% a un pH de
70)y desbués se eluyd el plasmido con 15ml de buffer QF (NaCl 1.25mM, Tris-Cl
50mM e isopropanol 15% a un pH de 8.5). EI DNA eluido se precipita con
isopropanol y se lava con etanol al 70% por centrifugacion. La pastilla de DNA se
secd, se resuspendid en 500ul de agua desionizada estéril (milli-Q) y se almacend a
4°C.

Ensayos de transfeccién transitoria

Las transfecciones se realizaron mediante el método de pracipitacion con
fosfato de calcio (van der Eb & Graham, 1980) en la linea celular C33-A, con las
construcciones correspondientes. Para ello, 24 h antes de la transfeccion, se
sembraron 350,000 células en placas de cultivo de 6 pozos a partir de una caja p100
que se encontraba al 90% de confluencia. Una hora antes de la transfeccién, el
medio de cuitivo de las células se cambié para inducir la mitosis, ya que es sélo en
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ese momento en el que el DNA transfectado puede entrar al nticleo. En un tubo de
microfuga estéril se adicionaron 5-7.5ug de DNA total (ajustado con DNA de
esperma de salmoén) y 16ui de CaCl, 2M ajusténdose a un volumen de 125yl totales
con agua desionizada estéril (milli-Q). En un tubo de polipropileno se adicionaron
125pl de HeBS 2X (275mM NaCl, 10mM KCI, 1.4mM Na:HPO,, 10mM Dextrosa,
50mM Hepes) a pH 7.05. La solucion DNA-CaCl. se mezcld por goteo y en agitacion
constante con el HeBS. Esta mezcla de transfeccion se incubd un min a 37°C y
después se le adicioné un volumen (250ul) de medio suplementado para detener la
reaccién evitando asi la formacion de grandes cristales, ios cuales no son
permeables a la célula. La mezcla se homogenizé por vortex y se distribuy6 sobre la
monocapa celular. 14 h post-transfeccion, las células se lavaron 2 veces con PBS 1X
y se les adiciond medio fresco para evitar muerte celular por toxicidad (Fig 8).

Cosecha celular

La cosecha se realizé 40h post-transfeccion: se eliminé el medio de la
monocapa celular por vacio, y se lavaron las células 2 veces con PBS 1X seguidos
de la adicion de 150p! de buffer de lisis 1X (del Kit Luciferase Assay System de
Promega). Las células se incubaron por 15min en agitacion constante con el buffer
de lisis, después se recuperd el lisado celular con fragmentos de hule estériles en
tubos de microfuga. Los lisados se agitaron con vortex y se centrifugaron a 12000rpm
5 min a 4'C y asl recuperar 1304l del sobrenadante (Fig 8).

Cuantificacién protéica ]

Los lisados celulares se cuantifican por el método de Bradford: se toman 6ul
del lisado y se colocan en un tubo de microfuga nuevo, junto con 54ul de buffer de
lisis 1X y 540ui de reactivo de Bradford. Se agita suavemente y se cuantifica a
£95nm para normalizar (Fig 8).
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Ensayo de luciferasa

Para el ensayo de luciferasa se emplearon 70ul del lisado celular ya
normalizado, a los cuales se les adicionaron 50ul de reactivo de luciferasa. Las
unidades relativas de luminiscencia se cuantificaron en el luminémetro Fluoroskan
Ascent FL (Labsystemns) (Fig 8). '

Siembra C33-A Fig 8. Sintesis de |a estrategia empleada on la
350,000/placas 6 pozos transfeccion transitoria. Se slembran 350,000
células C33-A en placas de 8 pozos 24 h antes de
la transfeccion. Una vez que se lleva a cabo la

Transfeccién transitoria trasnfeccién se requieren de 40h para realizar la
,; cosecha y efectuar el ensayo de luciferasa.
Cosecha

Ensayo de luciferasa
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RESULTADOS

PKA activa la transcripcion de la regién de control de HPV18

Para analizar el efecto que tiene PKA sobre la regulacion transcripcional de
la LCR de HPV18, cotransfectamos el plasmido p18URRLUC (que posee ia LCR
completa de HPV18 frente al gen reportero de luciferasa) y el plasmido pPKA (que
codifica para la subunidad alfa de PKA) en células C33-A. Los resuitados nos
muestran que PKA incrementa la transcripcidn de la LCR completa dos veces por
arriba de la basal (Fig 9). Todos los resultados mostrados aqui representan el
promedio de 3 ensayos independientes en los que se tomé a la basal como uno

relativo.
4
T Fig 9. PKA activa la transcripcién de
3 T la LCR completa. Ensayo de
lucifeasa. Se transfecté 1ug del
: plésmido reportero p18URRLUC vy
2 500ng del plasmido transactivador
pPKA. PKA induce un incremento en
1 la actividad transcripcional de la LCR
de HPV18, representada por veces de
0 — activacién con respecto a ia basal.
p1BURRLUC + +
pPKA +

Esto puede explicarse, porque la funcibn de algunos factores de
transcripcion sitio especificos de la LCR posiblemente se encuentran regulados
por fosforilacién, esto nos sugiere que la fosforilacién favorece la unién de estds
factores de transcripcién con su secusencia consenso.

Ya que la funcion de PKA podria estar implicada en la activacion
transcripcional de la LCR mediante !a fosforilacién de algunos de los factores que
tienen sitios de unién dentro de ésta, decidimos realizar una construccién corta de
la LCR para identificar cual es la regién responsiva de dicha activacién, en la cual
deletamos el extremo 5' de la LCR hasta el nucleétido 7806.
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Construccion corta de la LCR wt

Mediante PCR generamos el fragmento corto de la LCR que abarca de la
posicién 7806 a la 88 de HPV18. En el ensayo de PCR utilizamos como templado
el plasmido p18URRLUC con los oligonucledtidos LCR7806 y LCR88, a una
temperatura de alineamiento de 53° C. ElI fragmento obtenido es de
aproximadamente 160pb (Fig 10). El fragmento se purificé a partir de gel de
agarosa, con un Kit para extraccion de DNA de Boehringer Mannheim.
Posteriormente se digirié con las enzimas BamH | y Hind lll. Posterior a la
restriccion el fragmento fue purificado mediante precipitacién con acetato de
amonio para después realizar la ligacién en el vector base pBL, previamente
restringido con las mismas enzimas.

Con la mezcla de ligacion se transformaron células competentes de la cepa
bacteriana DH5a de E. coli. A partir de cultivos liquidos de las colonias obtenidas
de la transformacion se realizd una extraccion plasmidica en pequefia escala para
llevar a cabo el andlisis de restriccibn con las enzimas BamH | y Hind 1ll, y
corroborar que las clonas candidato tengan el fragmento esperado (Fig 11).

—— GREm _ __wt_ M
1 2 3 M sanuanzmmmmgnz

.

< (] -
cani can2 can3 Gan4can3 cand
8 Tw

Fig 10. Fragmentos de ~160pb, Fig 11. Candidato restringidos con BamH &

generados con los oligonudedtidos y Hind IIX. Las enzimas liberan el fragmento

LCR7806 y LCR88. 1)wt y los que clonado de 157pb con los sitios de unién para

presentan la mutacion en los sitios: GRE, SP1 mutados y wt (sefialado con las

2)GRE, 3)SP1, y 4) marcador de 100pb. flechas). Candidato sin restringir y restringido
en cada caso. M) marcador de 100pb.
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La construccién que obtuvimos fue denominada p18/7806wt, y presenta los
sitios de unién para GRE, YY1 y SP1 integros (Fig 12 y 13).

a)

Fig 12. Construccion corta
de la LCR. a) el plasmido

Luciferasa

b GRE YY1p SP1

p1BURRLUC contiene la
LCR compieta desde el
nucledtido 6929 hasta el 88
frente al gen reportero de
luciferasa. b) construccion
corta de la LCR, comprende

I———' Luciferasa
929 806 +88

desde el nucledtido 7808
hasta el 88.

p18URRLUC

LCR7806\A A/Lcm;a
PCR
a U

=
Fragmento de157pb

Fig. 13. Estrategia experimental empleada
para obtener las construcciones
p18/7808GREm, p18/78068P 1M y
p18/7806wt. En mezclas de PCR
independientes se empiearon cada uno de los
pldsmidos correspondientes como templado, y
los oligonucleétidos LCR7808 y LCR88. Los
productos obtenidos son fragmentos de 157pb
(a), estos PCR’s fueron purificados a partir de
gel de ag , de esta I se recuperd
anicamente el producto de PCR wt y los que
portan la mutacién. Este fragmento fue
digerido con las enzimas BamH | y Hind Il (b).
Precedida a la restriccién, los fragmentos
fueron purificados (C) para después realizar la
clonacién en el vector base pBL
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Después de seleccionar a los candidatos que portan el fragmento, se
realizd la secuenciacién automatica de los mismos para corroborar que no se
introdujeron cambios.no deseados. La secuencia obtenida de esta construccion se
muestra a continuacion:

5'AGGTTGGGCAGCACATACTATACTTTTCATTAATACTTTITAACAATTGT
AGTATATAAAAAAGGGAGTAACCGAAAACGGTCGGGACCGAAAACGGTGTAT
ATAAAAGATGTGAGA 3. A continuacion se muestra el electroferograma
representativo obtenido para la secuencia wt:

SETREETORIR (T TRA T CTTITRGAT TAR GR R RANG0e STAC T3 AMACTC "lﬁL(EaAf-CLTin.T LA 30T (TR CTRCTANTT
@ ; R : ‘a} e 129
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PKA activa la transcripcién de la construccién que presenta la regién de
control corta de HPV18

Cotransfectamos la construccion p18/7806wt junto con el plasmido PKA en
células C33-A y observamos que PKA sigue presentando su comportamiento de
activador (Fig 14).

4 Fig 14. PKA activa la
T ’ transcripcion de la LCR corta,
3 s Ensayo de cotransfeccion de la
construccién p18/7808wt  (3ug)
. : con el pldsmido que codifica para
2 PKA (500ng), dénde observamos
que ésta cinasa sigue activando la
1 . construccion con la LCR corta.
0= :
p18/7808wt  + + 29
PPKA + —
( e e
2] .
J.IE: ,1, A__.

{
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Puesto que PKA se encuentra activando una construccién que sélo posee
sitios de unién para los factores de transcripcion GRE, YY1 y SP1, decidimos
realizar tres construcciones que presenten mutados cada uno de estos sitios y de
esta manera determinar que factor es el responsable de |a activacion por PKA (Fig
15).

p18/7806wt ~ p18/7806YY1m Fio 15. Construg
. : . n ciones mutadas de
JRE_YY1g RE.YYI4 1aLCR corta. Estas

construcciones prg
sentan los sitios de

i6 GRE,
p18/7806GREM p18/78065P1m YY1y 'SP1 muta

dos.

Construcciones cortas de la LCR con los sitios de unién para GRE y SP1
mutados

Se siguié la misma estrategia empleada para la construcciéon p18/7806wt,
pero los templados utilizados en este caso son los plasmidos p18GREmM y
p18SP1m (Fig 10 y 11). Las construcciones generadas se denominaron
p18/7806GREm y p18/7806SP1m, respectivamente. La figura 13 presenta un
diagrama de la estrategia empleada para la obtencion de las construcciones cortas
de la LCR: p18/7806wt, p18/7806GREm y p18/7806SP1:

La secuencia obtenida para la construccion p18/7806/GREm:
5'GGTTGGGCAGCQgATACTATACTTTTCATTAATACTTTTAACAATTGTAGTATATAAAA
AAGGGAGTAACCGAAAACGGTCGGGACCGAAAACGGTGTATATAAAAGATGTGAGA
3.

La secuencia obtenida de la construccién p18/7806/SP1m es la siguiente:
5'GGTTGGGCAGCACATACTATACTTTTCATTAATACTTTTAACAATTGTAGTATATAAA
AAARCtAGTGACCGAAAACGGTCGGGACCGAAAACGGTGTATATAAAAGATGTGAGAY'
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Las bases en minuscula son los nucleétidos que cambiaron; en el resto de
la secuencia no se encontraron bases alteradas.

Construccién corta de la LCR con el sitio de unién paraYY1 mutado

Mediante PCR, generamos un fragmento de 114pb (Fig 16, carril 2), con los
oligonucledtidos YY1pms (sentido) y LCR88 (antisentido), el templado
p18URRLUC, con una temperatura de alineamiento de 35° C. Este fragmento
presenta la mutacion del sitio YY1 proximal en su extremo 5'. En un segundo PCR,
generamos un fragmento de 75pb (Fig 16 carril 1), utilizando a los oligonucleétidos
LCR7806 (sentido) y YY1pma (antisentido), con el mismo templado pero a una
temperatura de alineamiento de 50° C. Este fragmento presenta la mutacion del
sitio de union proximal para el factor YY1 en su extremo 3'. Ambos fragmentos
presentan 30pb complementarias en el sitio de unién proximal para YY1, de tal
manera que al mezciarlos forman un hibrido en sus extremos 3' (fragmento de
75pb) y 5’ (fragmento de 114pb), en la regién que tiene la mutacion.

Los productos de los PCR’'s se migraron electroforéticamente en gel de
agarosa y se purificaron con el Kit para extraccion de DNA de Boehringer
Mannheim, para utilizarlos en un tercer PCR en donde utilizamos a estos
fragmentos de 114pb y 75pb como tempiado para generar el fragmento completo
de 157pb con la mutacién deseada (Fig 16 carrit 3y Fig 17)

1 2 3 M

Este tercer ensayo de PCR se
dividié en dos etapas, en la primera se
adicionaron todos los componentes de la
mezcla de PCR, excepto los
oligonucleétidos, sometiéndose a 10
ciclos de amplificacion. Esto nos permite
generar el fragmento completo, al rellenar

Fig 186. Distintos productos de PCR obtenidos
durante la estrategia para la construccién de la los fragmentos sobrelapantes.
mutacidon en el sitio de unién proximal para
YY1, 1)Fragmento LCR7808-YY1pms, 2)
Fragmento LCR7806-YY1pma, 3) Fragmento
completo, de 7806-88, y M)Marcador 100pb.
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1¥ PCR 2°PCR
Templado: p18URRLUC Templado: p18URRLUC
Oligonucledtidos: YY1pms, LCR88 Oligonuciedtidos: YY1pma, LCR7806

P18URRLUC P18URRLUC

e

y . o
= !

114pb 3% PCR 750b
Templado: productos anteriores
Oligonucledtidos: LCR7806, LCR88

1 o

']
2 etapa :4':1 ‘_:
S 157
LCR7806 * pb
| Digestion BamH I/Hind III |
| e | C/
—t v —
= L
L -

Fig 17. Estrategia experimental para generar la construccidn pt8/7806YY1m. En un 1+ ensayode PCR, se utiizd al
plasmido p18URRLUC como templado y a los oligonucledtidos YY1pms y LCR88 y en otra reaccién (20 PCR), a los dligonucledtidos
YYipma y LCR7806, de esta manera, se generaron fragmentos complementarios que portan la mutacién en el sitio de unidn
proximal para YY1 de la LCR de HPV18, Ademds en esta regi6n son complementarios al 100%. Ambos fragmentos fueron
mezclados en un 3* PCR con los oligonucledtidos LCR7806 y LCRBS, para generar un fragmento de 157pb con la mutacidn
deseada y con los sitios de corte para las enzimas BamH | (5) y Hind Ill (3'). Este fragmento, después de ser digerido (con las
enzimas BamH | y Hind lll) y purificado, & clond en el vector pBL, previamente restringido con las mismas enzimas,
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La temperatura de alineamiento empleada durante esta primera etapa fue
de 35°C, para favorecer el empalme de las regiones complementarias de los
fragmentos de 114pb y 75pb. Después, se adicionaron a la mezcla de reaccion
los oligonucledtidos flanqueantes LCR7806 y LCR88, durante 15 ciclos mas de
amplificacion (Fig 17). .

El fragmento se purificé a partir de gel de agarosa, sé digiri® con las
enzimas BamH | y Hind Wi, posteriormente se precipité con acetato de amonio
para eliminar las enzimas y poder clonar el fragmento dentro del vector pBL..

Con la mezcla de ligacion se transformé a la cepa bacteriana DH5a de E.
coli, se realizé una extraccion plasmidica a partir de cuitivos liquidos de las
colonias candidato, y de esta manera llevar a cabo el andlisis de restriccion con
las enzimas BamH | y Hind lll, para corroborar que las clonas candidato tengan el
fragmento esperado (Fig 18).

Posteriormente a los candidatos
que poseen el fragmento de ~160pb, se
digirieron con las enzimas EcoR | y Ase
. Como se mencion6 anteriormente, la
LCR wt presenta en la secuencia de
unién para YY1, un sitio de corte para la
enzima Ase | Cuando generamos la
mutacien en el sitlo de union para YY1 | 8 . tmiace st Tt 1 e
se pierde el sitio de corte para esta y Hind ill. Candidato sin restringir y Restringido en

. . cada caso. Las flechas indican los candidatos que
enzima, pero se genera el sitio de corte § (iberan el fragmento esperado (145pb). En el (ltimo

para la enzima EcoR |. Esto nos ayudé carmil el marcador de 100p0.
a elegir una sola clona portadora de la mutacién. A continuacién se corroboré la
mutacién mediante la secuenciacién. A esta construccion le denominamos
p18/7806YY1m.
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La secuencia obtenida de la construccion con la mutacién en el sitio de
unién proximal para YY1 (p18/7806/YY1pm), las bases en minuscula son las
bases cambiadas, el resto de la secuencia no se encuentra alterada:

5'GGTTGGGCAGCACATACTATACCccgco@TgAATICagegAACAATTGTAGTATATAAAAA
AGGGAGTAACCGAAAACGGTCGGGACCGAAAACGGTGTATATAAAAGATGTGAGA 3.,
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PKA activa la transcripcién de las construcciones que presentan los sitios
de unién para GRE, YY1 y SP1 mutados

Cotransfectamos las construcciones p18/7806GREm, p18/7806YY1m y
p18/7806SP1m, con el plasmido que codifica para PKA. Encontramos que la
actividad en las tres construcciones continia mostrando una activacién en
presencia de PKA (Fig 19).

Estos resultados nos sugieren que PKA no estd actuando (fosforilando)
directamente ninguno de estos tres factores, lo que nos hace suponer que PKA
podria estar actuando sobre el coactivador CBP (“CREB binding protein”)
enddgeno, ya que se sabe que CBP es blanco de fosforilaciéon por PKA y actua
como una proteina puente al conectar estos factores con la maquinaria de
transcripcién basal (Chrivia, etal 1993), asi al mutar alguno de los sitios, la unién
con CBP puede estar siendo sustituida por cualquiera de los otros dos factores.

8 3
5
4 2 I
3 1
2 1
1
0 r ‘ pos 0
p18/7808GREmM + + p18/7808YYim + *
pPKA + PPKA +
4
R L Fig 19. PKA incrementa la actividad .
3} i transcripcional de las construcciones
. T cortas con los sitos GRE, YY1 y SP1
. I mutados. Cotransfeccion de cada una de
2 — i las construcciones: p18/7808GREm
: - S o p18/7808YY1m y p1&/7808SP1m (3uQ) ¥y
1 el plésmido que codifica para PKA
E : - . (500ng) respectivamente. Obsérvese
0 como PKA presenta una activacion
p18/7806SP1m + o + constante en cada una de Ias
pPKA + construcciones.
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PKA activa la construccién pTICRELUC

Para estudiar el posible efecto de PKA en CBP cotransfectamos la
construcciéon pTiCRELUC que sblo posee una secuencia CRE (“cAMP-response
element”) frente al gen reportero de luciferasa, con el plasmido pPKA en células
C33-A, y observamos que PKA actia como un activador en dicha construccién
(Fig 20). Lo que nos hace suponer que PKA esta actuando también sobre el CBP
enddgeno en este caso.

5 Fig 20. PKA activa la transcripcién de
pTICRELUC. Cotransfectamos 500ng del

4 - F plasmido pTICRELUC con 500ng del

3

2

tdsmido pPKA. La gréifica muestra que
PKA induce un incremento de
aproximadamente dos veces por arriba de

1 J j la basal, d6nde los responsables de dicha
0 v activacién probablemente sean CREB y
z;';fE'-UC * M cBP,

El factor transcripcional CREB es fosforilado directamente por la PKA
(Sassone-Corsi, 1995), esta fosforilacibn de CREB, es necesaria para que se
encuentre activa y se pueda unir a su secuencia consenso CRE, activando asi la
expresion de genes inducibles por CREB (Boulikas, 1995). Por otro lado CBP
también es fosforilado por la via de la PKA y consecutivamente puede
interaccionar con TFIIB y factores generales de la transcripcién envueltos en la
actividad de la RNA polimerasa Il (Kwok et al, 1994); de esta manera la
fosforilacion de CREB y CBP por PKA ayuda a la activacion de genes con
secuencias CRE (Fig 21).
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Fig 21. Activacion de CREB y
CBP por PKA. CBP fosforilado
puede actuar como un puente
entre CREB y el complejo de pre-
iniciacién transcripcional
favoreciendo la transcripcién.

csp

CREB | 55
— CRE

Para corroborar que PKA esta actuando como un activador especifico, se
empled un inhibidor de cinasas, la estaurosporina. Se repitié la misma transfeccion
y dos horas antes de la cosecha se realizaron 4 lJavados con PBS 1X, se les
adicioné 1ml de OPTIMEM (medio minimo, libre de antibiéticos, glutamina y suero)
a las células, después de una hora se les adicion6 el inhibidor (en concentraciones
de 200, 500 y 1000mM) diluido en 1mi de OPTIMEM, para incubarlas 60min més y
seguir con la cosecha normal (Fig 22).

Fig 22. Activacion de la
de

ipcién

pTICRELUC por PKA en
presencia de un inhidbidor
6 - de cinasas. La activacién
por la PKA no se vi6
afectada adin empleando
4 altas concentraciones de
estaurosporina, no obstante
la actividad basal de
: ’ pTICRELUC en presencia
2 — de 1uM del inhibidor, es
reprimida seguramente
I_| porque se encuentra
0 = inhiblendo otras cinasas no
PTICRELUC + + + + + * dependientes de PKA que
pPKA + + + + probablemente estén
inhibidor + e eeee—] repercutiendo sobre fa
maquinaria de transcripcién

basal.
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El inhibidor no tuvo efecto alguno, probablemente porque |a estaurosporina
no es un inhibidor especifico de PKA o probablemente su mecanismo de inhibicién
no es mediado por la subunidad alfa de la PKA (el plasmido que empleamos para
las transfecciones codifica para ésta).

Debido a que el inhibidor no presentd el efecto que esperdbamos se
decidié6 emplear un competidor, pTICRECAT, éste plasmido es el andlogo de
pTiCRELUC, a diferencia de que el primero cuenta con el gen reportero de CAT
en lugar del reportero de luciferasa. Para ello se cotransfecté el plasmido
pTiICRELUC y ef plasmido pPKA en presencia de distintas concentraciones de
pTICRECAT (250, 500 y 1000ng), y observamos que ni atn con la concentracion
maxima de pTiCRECAT (1ug) se obtuvo una represion total (Fig 23).

14
12 Fig 23. Efecto de PKA
- : j sobre la actividad trang
10 cripciona de pTICRELUC
8 - . en p ia de dife
) rentes concentracio
] - nes de pTICRECAT.
4 ) ) pTICRECAT se encuentra
. [ compitiendo por los
2 $ n i fact dQ
| | ! 1 transcripcién  empleados
pTICRgLUC + R + + + por pTiICRELUC.
pPKA + + + +
pTICRECAT +
e ]

Se esperaba que la actividad disminuyera hasta la basal o por debajo de
esta. Posiblemente existen algunos factores que una vez que son fosforitados por
PKA se unen a el promotor y no se vuelven a separar, existiendo una fuerte
afinidad cuando son fosforilados, quizas por ese motivo la concentracién maxima
de pTiCRECAT no logra abatir al 100% !a activacién que ejerce PKA,
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pTICRECAT compite por CBP en la activacién de p18/7808wt

Analizamos directamente el efecto del competidor sobre la construccion que
presenta la LCR corta. Para lo cual cotransfectamos el plasmido p18/7806wt (3ug)
con el plasmido pPKA (500ng) en presencia de concentraciones crecientes de
pTiCRECAT (1ug, 3ug y 5ug), y los resultados nos muestran que pTiCRECAT se
halla compitiendo por los mismos factores necesarios para la activacion de
p18/7806wt, es decir, por CBP (Fig 24).

' El coactivador CBP es una fosfoproteina cuya actividad de unién a la
proteina CREB es estimulada por la accién de la PKA y los niveles de esta
proteina son regulados por el AMPc en respuestas a seftales mitogénicas. Es asi
como la fosforilacién de CREB y CBP incrementa su capacidad de interactuar
(Swope et al, 1996).

7 Fig 24. Efecto de PKA sobre

6 - la actividad transcripcional

de la LCR corta en

s P ia de un

4 T competidor. Ensayo de

'.t' cotransfeccién del plasmido

3 : p18/7806wt y el plasmido

2 pPKA con concentraciones

1 — u;'é t de pT1!lCREc(::A‘I."..

Obsérvese como pTICRECA

0 I_L l—l v v mﬁ estd actuando como un

p18/7806w + + + + + + competidor.

pPPKA + + + +
pTICRECAT + et
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DISCUSION

El carcinoma cervical es uno de los tumores que mas comunmente afectan a
las mujeres en todo el mundo. Estos tumores se asocian con |la presencia de
algunos tipos especificos de papilomavirus humano, como los tipos 16, 18, 33y 42,
Los genes virales que participan en la transformacién celular son E6 y E7, y en la
regulacion de su expresion participan una variedad de factores celulares, algunos
de los cuales son regulados por eventos de fosforilacion.

Nuestros resultados indican que la sobrexpresion exégena de la subunidad
catalitica de la PKA, activa la transcripcion del promotor p105 de HPV18 al
cotransfectar ambos plasmidos en la linea celular C33-A. Este incremento en la
actividad del promotor viral por la expresion de PKA, la observamos también cuando
evaluamos el promotor minimo (p18/7806wt) de HPV18 el cual contiene Unicamente
sitios de unién para los factores transcripcionales GRE, YY1 y SP1.

La activacion de la transcripciéon del promotor inducida por PKA, no parece
estar directamente relacionada con la unién de alguno de los factores de
transcripcion (GRE, YY1 y SP1) a sus sitios blanco en el promotor p105, ya que
aquellas construcciones del promotor p105 de HPV18 en las que se realizé la
mutagénesis de |os sitios de union a cada uno de estos factores, mostraron una
activacion similar por PKA.

Estos resultados podrian explicarse considerando que la fosforilacién de los
factores GRE, YY1 y SP1 por la via de PKA, no es suficiente para inducir la
actividad transcripcional de promotores que poseen sitios de unién para estos
factores, o bien que PKA en nuestro sistema particularmente no se encuentra
fosforilando de manera directa a ninguno de estos factores (aunque los tres son
blanco de fosforilacién por la via de la PKA).

Existen reportes sobre {a modulacién de la actividad transcripcional del
receptor de glucocorticoides por la proteina cinasa A y genes que tienen secuencias
GRE se ven afectados por esta cinasa (Christoffels et al, 1998; Massaad et al,

1999).
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De igual manera, Rohiff y colaboradores en 1997 encontraron que la funcion
del factor de transcripcion SP1 responde a niveles de AMP ciclico el cual puede ser
activado en respuesta a un estimulo mitogénico como el suero presente en el medio
de cultivo de las células, y consecuentemente los genes dependientes de SP1
pueden ser estimulados por la via de seftalizacion de la PKA. Por otra parte YY1 es
un factor de transcripcién multifuncional implicado en la regulacién positiva y
negativa del HPV18 asi como en la iniciacién de la transcripcion, y al parecer la
actividad de este factor esta regulada también por eventos de fosforilacién que
incluyen la PKA entre otros (Goldman et al, 1997).

Cualquier promotor que posee sitios de unién a factores de transcripcién que
son regulados por PKA, requiere ademas de la fosforilacion del mismo factor, de la
participacién de alguno de los coactivadores celulares como CBP y p300, los cuales
actuan como proteinas puente comunicando la maquinaria transcripcional basal con
factores de transcripcion sitio especificos.

Los coactivadores CBP/p300 son fosfoproteinas cuya actividad de unién a
factores sitio especificos (de los cuales CREB es prototipo), es estimulada por |la
accion de la PKA y los niveles de esta proteina son regulados por el AMPc en
respuesta a sefiales mitogénicas (Mayr & Montminy, 2001). Esto nos hace suponer
que en células epiteliales como las cervicales las cuales mantienen una tasa alta de
replicacion, la expresién de genes regulados por PKA es un proceso muy comun
(Shen, 1998).

Estos cofactores al ser fosforilados por la via de la PKA son capaces de
interactuar con los factores de transcripcion GRE, YY1 y SP1 (Gouilleux, 1999;
Shetty et al, 1997; Galvin & Shi, 1997).

Al cotransfectar la construccion pTiICRELUC que sélo posee una secuencia
CRE (“‘cAMP-response element®) frente al gen reportero de luciferasa, con el
plasmido pPKA en células C33-A, observamos que PKA actia como un activador
en dicha construccion.
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Esta activacion se debe a que la fosforilacién de CREB y CBP por la
subunidad catalitica de la PKA, induce su interaccion con {a maquinaria
transcripcional basal, promoviendo la iniciacién de la transcripcién de cualquier gen
con secuencias CRE. De la misma forma, la fosforilacién de CBP/p300 enddgeno
por PKA puede estar favoreciendo la activacion del promotor minimo de HPV18, ya
que cada una de las construcciones en las cuales se muté el sitio de unién para un
factor de transcripcién especifico, aun posee los restantes sitios de interaccion para
los otros factores de transcripcion.

Por todo lo anterior podemos concluir que PKA activa la transcripcién del
promotor p105 de HPV18 en la linea celular C33-A, asimismo PKA produce un
incremento en la actividad transcripcional del promotor minimo (p18/7806wt) de
HPV18.

La activacion que ejerce PKA sobre la construccion que presenta la LCR
corta (p18/7806wt) que tiene los sitios de unidn para los factores de transcripcién
GRE, YY1 y SP1 no depende de !a fosforilacién de dichos factores, sino involucra
cofactores como CBP y p300, los cuales al ser fosforilados benefician la
comunicacién entre los factores de transcripcién GRE, YY1 y SP1 con la maquinaria
transcripciénal basal, asi dicha unién estimulada por la accién de la PKA favorece la
activacion del promotor mimimo de HPV18,
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CONCLUSIONES

3 | a PKA activa la transcripcion del promotor p105 de HPV18.

* |La PKA es capaz de activar la transcripciéon del promotor minimo de HPV18
el cual posee unicamente sitios de unién para los factores transcripcionales
GRE, YY1 y SP1. Dicha activaciéon no se encuentra relacionada con la presencia
exclusiva de alguno de los sitios de unién para estos factores transcripcionales.
#  La PKA incrementa la actividad de unién de CBP/p300 a diversos factores de
transcripcion, lo que nos lleva a proponer que la activacion ejercida por PKA en
HPV18 es mediada por la fosforilacién de CBP/p300 la cual una vez activada, se
une a los factores de transcripcién sitio especifico y a la maquinaria
transcripcional basal, activando la transcripcién.
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