.4

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

“MECANISMO MOLECULAR DE LA INDUCCION DE LA EXPRESION
GENICA DE TGF-BETA-1 EN CELULAS TRANSFORMADAS CON EL
VIRUS DE PAPILOMA HUMANO”

TESIS DE DOCTORADO
AREA INMUNOLOGIA

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA

M. en C. OSCAR PERALTA ZARAGOZA

DIRECTOR DE TESIS
DR. VICENTE MADRID MARINA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

CONSEJO NACIONAL DE CIENCIAY TECNOLOGIA
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA

MEXICO.,D. F. 2006.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A mi esposa CLAUDIA GOMEZ CERON de Peralta, por su entusiasta motivacion y su constante
apoyo en la realizacion de éste trabajo, asi como en mi vida personal y profesional, mil gracias.

A HILDA MARGARITA ZARAGOZA MUNOZ, con el afecto, gratitud y admiracién que siento
hacia ella, por sus ensefanzas, espiritu incansable y por su confianza en mi; gracias por ser mi madre.

A mis hermanos: JOAQUIN PERALTA ZARAGOZA, ALEJANDRO PERALTA ZARAGOZA,
ARMANDO PERALTA ZARAGOZA, DAVID PERALTA ZARAGOZA Y MARIO PERALTA
ZARAGOZA, asi como a sus respectivas familias; que sin el regalo incondicional de su apoyo y amor que
de ellos recibo, posiblemente nunca hubiera perseverado en mi esfuerzo.

A todas aquellas personas que de alguna manera influyeron en mi vida, muchas gracias.



AGRADECIMIENTOS Y RECONOCIMIENTOS

Le doy gracias a Dios y a la vida por haberme brindado la oportunidad de existir en este momento,
en este espacio y en éste tiempo.

De manera muy especial le expreso mis mas sinceros y profundos agradecimientos a mi Maestro,
Amigo y Guia: Dr. VICENTE MADRID MARINA, ya que de no haber sido por el cuidadoso esmero que
puso en mi formacion, asi como por sus valiosas sugerencias, sus comentarios, por su apreciable afecto,
pero sobre todo por su excelente calidad humana; la realizacion de esta tesis doctoral, no hubiera podido
llegar a su conclusion. Asi mismo del agradezco a todos los miembros del Laboratorio 4 planta baja del
CISEI-INSP.

Agradezco al Dr. Félix Recillas Targa por sus valiosas sugerencias, asi como por su apoyo
incondicional y por su amistad que me brind6 durante el desarrollo de esta tesis y en mi vida.

Les expreso mis agradecimientos a los Drs. Fernando Esquivel Guadarrama y Joaquin Sanchez
Castillo por sus valiosas sugerencias en la correccion de los manuscritos.

Agradezco de igual manera a cada uno de los miembros del jurado de tesis: Dra. Martha Patricia
Ostrosky Shejet, Dr. Vicente Madrid Marina, Dr. Jaime Berumen Campos, Dr. Alfonso Duefias Gonzalez,
Dr. Jestis Chimal Monroy, Dra. Marcela Lizano Soberdén y Dr. Luis Ignacio Terrazas Valdes. Asi como al
Dr. Juan Manuel Alcocer Gonzalez, Dr. Patricio Gariglio Vidal y Dra. Lourdes Gutiérrez Xicotencatl, por
sus valiosas recomendaciones para esta tesis.

No quisiera omitir mis agradecimientos a todas y cada una de las personas que me brindaron su
apoyo de alguna u otra manera y que fueron decisivas en algin momento durante la realizacion de esta
tesis y de mi vida. A todas ellas y sin excepcion alguna, muchas gracias.

Finalmente le agradezco a la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) por haberme
permitido incorporarme a un programa de postgrado de excelencia (Doctorado en Ciencias Biomédicas).
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el financiamiento obtenido con numero
de expediente 1018-M9111, y por la obtencion de una beca de postgrado para Doctorado con niimero de
expediente 117983. Al Centro de Investigaciones Sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI) del Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP) por brindarme los apoyos en infraestructura e instalaciones, asi como
por los financiamientos para la realizacion de la presente tesis. Al Sistema Nacional de Investigadores
(SNI) por haberme brindado el nombramiento de candidato a investigador.



JURADO DE EXAMEN DE GRADO

PRESIDENTE: DRA. MARTHA PATRICIA OSTROSKY SHEJET
SECRETARIO: DR. VICENTE MADRID MARINA

VOCAL: DR. JAIME BERUMEN CAMPOS

VOCAL: DR. ALFONSO DUENAS GONZALEZ

VOCAL: DR. JESUS CHIMAL MONROY

VOCAL: DRA. MARCELA LIZANO SOBERON

VOCAL: DR. LUIS IGNACIO TERRAZAS VALDES



CONTENIDO

TEMA PAGINA
I. ABREVIATURAS Y PALABRAS CLAVE .. e 8
IL RESUMEN ..o e e e e 9
IIL ABSTRACT ... e 10
IV.INTRODUCCION ...ttt e e e e, 14
V. ANTECEDENTES ..o e 12
V.1. Céancer cérvico uterinoy HPV ... 12
V2. Cicloviral del HPV ..o 18
V.3. Respuesta inmune contra la infeccion por HPV ... 20
V.4. TGF-B1 y la respuesta inmune anti-tumoral ................ooevvviiiiiiiiiiiiniienennn, 26
V.5. Estructura y mecanismos de accion de TGF-B1 ............coooiiiiiiiiiiiiinnn.. 29
V.6. Control del ciclo celular por TGF-B1 ........oooiiiiiiiiiiiii e, 36
V.7. Caracterizacion del promotor del gen humano de TGF-B1 ............................ 40
V.8. Regulacion génica de TGF-P1 .......ooiviiiiiiiiiiiiiie e 42
V.9. Trans-regulacion de genes por las oncoproteinas de HPV ..., 44
VL JUSTIFICACION ...t e e e 46
VL HIPOTESIS .o e 47
VIIL OBJIETIVOS .o e 48
VL. Objetivo GENeTal .......o.uuieiiit it e 48
VIIL2. Objetivos ESPecifiCOS. . .oouuuintit it 48

IX. METODOLOGIA ... 49



IX.1. Células y condiciones de cultivo ..............ooeviiiiiiiiiiiiiiiinie e, 49

IX.2. Ensayo de ELISA . ... e 49
IX.3. Amplificacion de la region reguladora 5° de TGF-B1 por PCR ........................ 49
[X.4. Analisis por RT-PCR semicuantitativo ............o.oeeiieiiiiininiiniiniininninnennes 50
IX.5. Estrategia de clonacion y construcciones de plasmidos ..................ccoeene.. 50
IX.6. Transfeccion de DNA y experimentos de CAT .......coooiiiiiiiiiiiiiiiii i, 52
IX.7. Ensayos de DNasa y de Footprinting ..............coeiiiiiiiiiiiiiiiniiiieineenen, 52
IX.8. Analisis de electroforesis con movilidad retardada (EMSA) ........................ 54
X RESULTADOS .o e 58
X.1. Expresion de TGF-B1 humano en células transformadas con HPV ................. 58
X.2. Obtencion de la region promotora del gen humano de TGF-f1 ..................... 58

X.3. Regulacion de la actividad del promotor del gen humano de
TGF-B1 por los productos de los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 ........................ 69

X.4. Identificacion de los elementos reguladores en el promotor del

gen humano de TGF-Blresponsables de la trans-activacion por
EO Yy E7Tde HPV-16 ..o 82

X.5. Una secuencia de reconocimiento especifica para Spl es critica
para el mecanismo de trans-activacion del promotor del gen humano
de TGF-B1 por E6 y E7T Ae HPV-16 ...uvviviniiiiii e 89

X.6. Las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 interacttan in vitro con la
secuencia de reconocimiento para Sple en el promotor del gen humano

A TGF-BL oo, 92
XL DISCUSION ..., 97
XIL CONCLUSIONES ..ot e, 102
XIIL PERSPECTIVAS ..ottt 103

XIV. AGRADECIMIENTOS ... e 104



XV. REFERENCIAS ... 105

XV ANEXOS Lo 116

PUBLICACIONES GENERADAS COMO PRODUCTOS DE LA REALIZACION DE LA
PRESENTE TESIS

1). Peralta-Zaragoza O, Martinez Lagunas A, Madrid Marina V. TRANSFORMING GROWTH
FACTOR BETA-1: STRUCTURE, FUNCTION AND REGULATION MECHANISMS IN CANCER.
Revista Salud Publica de México. 43(4): 340-351; 2001.

2). Peralta-Zaragoza O, Bermudez-Morales VH, Gutiérrez-Xicotencatl L, Alcocer-Gonzalez JM,
Recillas-Targa F, Madrid Marina V. TGF-f1 PROMOTER IS TRANS-ACTIVATED BY HPV-16 E6
AND E7 ONCOPROTEINS. Immunology. 453-457; 2004.

3). Peralta-Zaragoza O, Bermudez-Morales VH, A, Gutiérrez-Xicotencatl L, Alcocer-
Gonzélez JM, Recillas-Targa F, Madrid-Marina V. E6 AND E7 ONCOPROTEINS FROM HUMAN
PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 INDUCE ACTIVATION OF HUMAN TRANSFORMING GROWTH
FACTOR BETA-1 PROMOTER THROUGHOUT Spl REGULATORY ELEMENT. Viral
Immunology. 2006 (Aceptado).




5-UTR:
AP-1.

ATCC:
CAT:
Células NK:
Cdk:
CMNSP:
DEPC:
EGFR:
EMSA:

Genes E:
Genes L:
HAT:
HDACSs :
HPV:
IARC:

Kips:
LAP:
LCR:
MH:
p53:
p300/CBP:
PAGE:
pRb:
SBE:
Smad:
Spl:

TGF-BL:
TRAF:
TRE:

. ABREVIATURAS

Region 5" no traducida (Untranslation).

Factor de transcripcion y secuencia de union para el factor de transcripcion AP-1
(Activation Protein 1).

American Type Culture Cells.

Gen reportero de cloranfenicol acetil transferasa.

Células asesinas naturales (Natural Killer).

Cinasas dependientes de ciclinas (Cyclin dependent kinases).

Células Mononucleares de Sangre Periférica.

Dietilpirocarbonato.

Receptor para el factor de crecimiento epitelial (Epithelial Gowth Factor Receptor).
Ensayo de electroforesis con movilidad retardada (Electrophoresis Mobility Shifting
Assay).

Genes de activacion transcripcional temprana (Erly) de HPV.

Genes de activacion transcripcional tardia (Late) de HPC.

Proteinas con actividad de acetilacion de histonas (Histone Acetyl Tranferase).
Proteina con actividad de desacetilacion de histonas (Histone Deacetilases).

Virus del papiloma humano (Human Papilloma Virus).

Agencia internacional para la investigacion en cancer (International Agency for
Research on Cancer).

Proteinas inhibidoras de cdk (Cdk inhibitor proteins).

Proteina asociada a latencia (Latency Association Protein) de TGF-P1.

Region larga de control (Long Control Region) del genoma de HPV.

Dominio Mad Homology.

Gen que codifica para la proteina celular supresora de tumores p53.

Proteina de union al AMPc de 300 kDa (cAMP Binding Protein).

Gel de electroforesis de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis).
Gene que codifica para la proteina celular supresora de tumores de retinoblastoma.
Elemento de union a Smad (Smad Binding Element).

Proteinas similares a Mad (Similar Mad) transductoras de sefial inducidas por TGF-B1.
Factor de transcripcion y secuencia de union para el factor de transcripcion Spl
(Stimulation protein 1).

Factor de crecimiento transformante beta 1 (Transforming Growth Factor beta 1).
Factores asociados de respuesta a TNF (TNF Response Association Factors).
Elementos de respuesta a TPA (TPA Response Element).

PALABRAS CLAVE

Cancer cervical, HPV, Oncogene E6, Oncogene E7, Sp1, TGF-beta-1



1. RESUMEN

El HPV representa el principal agente etiologico en el desarrollo del cancer cervical, y los
oncogenes E6 y E7 participan en la transformacion e inmortalizacion celular, y pueden trans-regular la
expresion de genes celulares e influir en la evolucion del proceso neoplasico. Existe una relacion entre la
expresion de TGF-beta-1 y el desarrollo del cancer cervical, sin embargo los mecanismos por los cuales el
HPV influye en la expresion de TGF-beta-1 aun no se conocen. Por tal motivo, en el presente estudio se
analizo si las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 estan involucradas en la expresion génica de TGF-beta-1
en cé€lulas cervicales tumorales. Por lo tanto, se generaron construcciones de plasmidos con delesiones
progresivas del promotor de TGF-beta-1 con las que se transfectaron en células C33A (HPV-) y se co-
transfectaron con los plasmidos pSV2E6 y pSV2E7. Los resultados obtenidos indican que E6 y E7
inducen la actividad del promotor central de TGF-beta-1. El andlisis de interaccion DNA-proteina
demostr6 que la secuencia Sple del promotor de TGF-beta-1 participa en la formacion de complejos
DNA-proteina especificos asociados a las oncoproteinas E6 y E7. El analisis mutacional de la secuencia
Sple revel6 que esta secuencia elimina la trans-activar del promotor central de TGF-beta-1 inducido por
las oncoproteinas E6 y E7. Estos resultados sugieren que en el mecanismo de trans-activacion del
promotor de TGF-beta-1 inducido por E6 y E7 de HPV-16 hay una interaccion fisica y una cooperacion
funcional entre las oncoproteinas virales y el elemento regulador Sple del promotor central de TGF-beta-
1; lo cual puede explicar la contribucion de las oncoproteinas de HPV-16 en la expresion de TGF-beta-1, y
explicar parte de los mecanismos de escape de la respuesta inmune anti-tumoral durante el desarrollo del

cancer cervical.



1. ABSTRACT

HPYV infection represents the main etiologic agent in cervical cancer development and HPV E6 and
E7 oncogenes are involved in cell transformation and inmortalizacion, and they may trans-regulate the
cellular genes to influence the evolution of the neoplastic process. An association between TGF-beta-1
gene expression and cervical cancer development has been suggested, however the mechanisms by
which HPV influences TGF-beta-1 gene expression remains unclear. For this reason, in the present
study we analyzed the mechanism throughout HPV-16 E6 and E7 oncoproteins regulate TGF-beta-1
promoter in cervical tumor cells. Thus, we generate several plasmid constructs with progressive deletions
of TGF-beta-1 promoter which were transfected in C33A cells (HPV-) and were co-transfected with
pSV2E6 and pSV2E7 plasmids. Our results showed that E6 and E7 oncoproteins increased TGF-beta-1
core promoter activity. Furthermore, we identified specific DNA sequence motif in TGF-beta-1 core
promoter responsible for trans-activation which corresponds to Sple binding site associated to HPV-16
E6 and E7 oncoproteins. Mutational analysis showed that Sple recognition site abolished the trans-
activation caused by E6 and E7. These results suggest that in the trans-activation mechanism of TGF-
beta-1 promoter induced by HPV-16 E6 and E7 oncoproteins there is a physical interaction and
functional cooperation between viral oncoproteins and Sple regulatory element of TGF-beta-1 central
promoter. This could explain the contribution of HPV-16 oncoproteins in TGF-beta-1 gene expression,

and part of escape mechanisms of anti-tumoral immune response during cervical cancer development.
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V. INTRODUCCION

El estudio del proceso neoplasico se ha enfocado al andlisis de los mecanismos de
transformacion e inmortalizacion celular y ambos eventos involucran la desregulacion de la expresion
de genes, ya sea por mutaciones o por interacciones con proteinas virales, como es el caso de la
infeccion por el virus de papiloma humano (HPV Human Papilloma Virus) en el cancer cérvico uterino
[1]. Una caracteristica de las células tumorales es su capacidad para proseguir con el ciclo celular de
manera independiente del control del organismo hospedero. En esta proliferacion celular autonoma
participan genes que codifican para la produccion autocrina de factores de crecimiento mitogénicos,
genes para la expresion de receptores a factores de crecimiento, y genes involucrados en la biosintesis
de intermediarios en las vias de transduccion de sefiales. Sin embargo, la activacion de las vias
mitogénicas en el proceso tumoral no es suficiente para la transformacion neoplasica completa.
También estan involucradas sefiales de control negativo, que limitan la expansion clonal de las células
tumorales y protegen al organismo de la proliferacion desregulada de las células neoplasicas [2]. En
condiciones normales, el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1 Tranforming Growth
Factor beta-1) es una citocina que regula la homeostasis celular y participa en el control del ciclo
celular. La desregulacion de la expresion génica de TGF-B1 por mecanismos endogenos propios del
proceso neoplasico, podria contribuir a la pérdida del control del ciclo celular regulado por TGF-B1 y

favorecer las condiciones para el desarrollo de las células cancerosas.

En el cancer cérvico uterino, la infeccion por HPV es considerada como el principal agente
etiolégico de la enfermedad, y se han realizado amplios estudios en el andlisis de las funciones
oncogénicas de las oncoproteinas virales E6 y E7 [3-7]. Las actividades tumorogénicas de E6 y E7 son
promovidas por su asociaciéon con las proteinas celulares supresoras de tumores p53 y pRb
principalmente [8]. Adicionalmente, E6 y E7 pueden trans-regular la expresion de genes celulares y
contribuir al avance de la célula tumoral [9-12]. Hay evidencias que sugieren que TGF-B1 tiene una
importante funcion en el proceso de carcinogénesis [13]. En este sentido, se ha reportado una estrecha
asociacion entre la expresion de TGF-B1 y el desarrollo del cancer cérvico uterino [14-16]. Ademas,
también se han evidenciado alteraciones en la expresion de otros miembros de la familia de TGF-3 en

células de cancer cervical infectadas con HPV-16 [16]. Sin embargo, hasta este momento no se
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conocen exactamente cuales son los mecanismos que participan en los eventos de regulacion de la

expresion del gen de TGF-B1 en las células infectadas por HPV.

Por tal motivo, en el presente estudio se analizaron los mecanismos moleculares involucrados
en el proceso de regulacion de la expresion del gen humano de TGF-B1, mediado por los oncogenes E6
y E7 de HPV-16, en células cervicales tumorales humanas. Los resultados obtenidos sugieren que E6 y
E7 de HPV-16 influyen en la expresion del gen de TGF-B1 por un mecanismo de tras-activacion a
través de una secuencia de DNA de union para el factor de transcripcion Spl presente en el promotor
central de TGF-B1. Ademas, este efecto funcional de trans-activacion fue verificado por el analisis de
interaccion DNA-proteina en el promotor central de TGF-B1. Los resultados obtenidos confirman el
hecho de la interaccion de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 con secuencias especificas del
promotor central de TGF-B1. En particular con la secuencia para el factor de transcripcion Sple. Estos
resultados en conjunto, apoyan fuertemente el hecho de que la expresion del gen de TGF-B1 durante el
desarrollo del cancer cérvico uterino puede ser explicada en parte por la influencia de los oncogenes E6
y E7 de HPV-16 sobre el promotor de este gen. En consecuencia, los hallazgos aqui reportados tienen
implicaciones sobre los efectos biologicos de TGF-B1 en el contexto de la induccioén de una eficiente

respuesta inmune anti-tumoral contra el cdncer cérvico uterino.

V. ANTECEDENTES

V.1. CANCER CERVICO UTERINO Y HPV

El cancer cérvico uterino es un problema mundial de salud con més de 500,000 nuevos casos al
afio [17, 18], y en México ocupa el primer lugar de incidencia en canceres de la poblacion femenina [19].
En el desarrollo del cancer cervical estan involucrados varios factores de riesgo como: La infeccion por el
HPV; alteraciones en la expresion de proto-oncogenes celulares (c-myc, ras, erbB2, bcl2, etc.);
alteraciones en las funciones de genes supresores de tumores (p53 y pRb); y alteraciones de la respuesta
inmune anti-tumoral del huésped [5, 8, 20-24]. La infeccion por HPV representa el principal agente
etiologico de esta neoplasia y los datos clinicos y epidemiologicos asocian a la infeccion por HPV con el

desarrollo del cancer cervical [21]. Se han identificado mas de 200 diferentes tipos de HPVs que se
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clasifican de alto y bajo riesgo por su presencia en lesiones benignas y malignas [26], por su capacidad de
inmortalizar cultivos celulares in vitro [27], y por la afinidad que tienen las oncoproteinas E6 y E7 por las
proteinas celulares supresoras de tumores p53 y pRb respectivamente [8]. Se ha reportado que el 99.7% de
los carcinomas cervicales se asocian con la presencia del genoma de HPV de alto riesgo [25]. El HPV no
puede ser aislado ni cultivado en forma convencional, y el elevado cruce antigénico que tienen todos los
tipos de HPV no permite que sean serotipificables. Este hecho ha conducido a que la tipificacion del HPV
est¢ basada en el grado de homologia del DNA, por lo que el criterio de clasificacion es por
genotipificacion. Por lo tanto, se define un tipo viral de HPV como aquel que posee mas del 10% de
diferencia en la secuencia de nucledtidos del segmento mas conservado de la proteina estructural mayor
L1. En la genotipificacion de los HPVs de alto riesgo se encuentran los tipos HPV-16 y HPV-18; mientras

que en los de bajo riesgo se consideran los tipos HPV-6 y HPV-11 principalmente.

El HPV tiene un genoma circular de DNA de doble cadena de aproximadamente 8000 pb,
compuesto de dos marcos abiertos de lectura, una region de transcripcion temprana (E de Erly) que
codifica para proteinas involucradas en la replicacion y transcripcion viral (genes E1 y E2), y en la
transformacion e inmortalizacion de células normales (oncogenes ES5, E6 y E7); una region de
transcripcion tardia (L de Late) que codifica para proteinas de la capside (genes L1 y L2) que formaran los
viriones; y una region reguladora larga de control (LCR Long Control Region) que comprende de 400 a
1000 pb dependiendo del tipo viral y contiene secuencias de regulacion en CiS para la transcripcion de los
genes virales [4, 7] (Figura 1). La transcripcion de los genes de HPV se realiza en una sola direccion
(hebra positiva) y genera una gran cantidad de transcritos por los multiples patrones de splincing. Estos
transcritos son traducidos como proteinas de fusion o bien como productos policistronicos [28]. La
participacion de los oncogenes E6 y E7 en el cancer cérvico uterino es necesaria para establecer y
mantener la neoplasia. Esto se ha confirmado por la transformacion de células animales e inmortalizacion
de fibroblastos y de queratinocitos humanos al ser transfectados por los oncogenes E6 y E7 [26, 27, 28].
De la misma manera, el andlisis mutacional de las secuencias de E6 y E7 ha demostrado que los productos
de estos oncogenes son responsables de la transformacion celular. Por lo tanto, las oncoproteinas E6 y E7
de HPV tienen especial atencion de estudio, ya que permiten entender los mecanismos moleculares de
oncogénesis viral en humanos, y representan un adecuado blanco de andlisis para el desarrollo de

estrategias terapéuticas contra el cancer cérvico uterino.
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El proceso de integracion de HPV en el genoma de la célula hospedera se relaciona con el proceso
de transformacion celular [30, 31]. Los HPVs de alto riesgo pueden encontrarse de forma episomal en
lesiones precancerosas, o bien, pueden estar integrados al genoma celular en lesiones cancerosas [20]. Al
momento de la integracion del genoma viral, éste se rompe en el marco abierto de lectura de los genes E1-
E2 y los sitios de insercion en el genoma celular son diversos, aunque el DNA de HPV se ha encontrado
integrado en posiciones cercanas a proto-oncogenes celulares como c-myec, c-raf, c-src, etc. La integracion
puede ser intragénica como en el caso del gen c-myc en donde induce rearreglos y amplificaciones génicas
[32]. Esto sugiere que un mecanismo de induccion de la transformacion puede ser por activacion en Cis de

algunos proto-oncogenes celulares. No obstante, ésta no es la inica via de transformacion por HPV.

Otro mecanismo de induccion de la transformacion es por alteracion de las funciones de los genes
celulares supresores de tumores pS3 y pRb por interaccion con las oncoproteinas E6 y E7 de HPV. Se sabe
que E6 se une a varias proteinas celulares incluyendo a E6BP y E6AP, una ligasa de la via de proteolisis
por ubiquitina [33]. Los complejos E6/E6AP se asocian con la proteina p53 para una rapida degradacion
por el proteosoma y la pérdida de p53 induce un incremento de la inestabilidad genética [34, 35] Por otra
parte, se conoce que E7 se une a la proteina pRb y a miembros de la familia de pRb [36]. Las interacciones
ocurren inicialmente con la forma hipofosforilada de pRb lo que produce la liberacion del factor de
transcripcion E2F activo, lo que induce la expresion de genes involucrados en la progresion del ciclo
celular. Esta interaccion produce una desregulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, o bien,
inhibicion del proceso de apoptosis [36] (Figuras 2 y Figura 3). Otro mecanismo adicional de
transformacion celular que se ha reportado para E6 y E7 de HPV es a través de sus propiedades de trans-
regulacion de genes celulares e induccion de la actividad de telomerasa [9-12]. Todos estos eventos
pueden estar participando en la evolucion del cancer cérvico uterino, incluyendo el desarrollo de un estado
de inmunosupresion local y alteraciones de mas de un oncogen para generar la transformacion e

inmortalizacion celular [24].
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FIGURA 1. Genoma del virus de papiloma humano (HPV). El genoma esta constituido por una doble
cadena de DNA de aproximadamente 8000 pb. Se indica la localizacion de la region larga de control
(LCR), de los genes de activacion transcripcional temprana (genes E1, E2, E4, ES, E6 y E7), y los genes
de activacion transcripcional tardia (genes L1 y L2). Se indica también el sitio de inicio de la transcripcion.
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FIGURA 2. Mecanismos de accion de la oncoproteina E6 de HPV-16 sobre la proteina celular
supresora de tumores p53. La proteina p53 participa en la regulacion del ciclo celular o en la induccion
del proceso de apoptosis cuando la célula tiene daio en el DNA. Estas funciones de p53 son alteradas
cuando ocurre la interaccion con la oncoproteina E6 de HPV-16 o HPV-18. Este evento marca a la
proteina p53 para dirigirla a su degradacion por la via de ubiquitina (E1, E2, E3) dependiente del
proteosoma.
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FIGURA 3. Mecanismo de accién de la oncoproteina E7 de HPV-16 sobre la proteina celular
supresora de tumores pRb. La proteina pRb regula el ciclo celular y lo arresta en respuesta al dafo en el
DNA. La funcionalidad de pRb depende de su estado de fosforilacion el cual es regulado por los
complejos ciclinas-cdks. La forma hipofosforilada de pRb se asocia con el factor de transcripcion E2F
mientras que la forma hiperfosforilada permite la disociacion de E2F, el cual participa en la transcripcion
de una gran cantidad de genes. La asociacion de pRb con la oncoproteina E7 de HPV-16 o HPV-18 impide
la unién de E2F con pRb y por lo tanto se induce la transcripcion desregulada de genes blancos para E2F.
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V.2. CICLO VIRAL DEL HPV

La infeccion por HPV se inicia en las células basales del cérvix en division, que expresan
receptores para el virus (integrina 4-06). Una vez que el HPV ha penetrado la célula blanco, el virus
pierde la capside y comienza la transcripcion de los oncogenes E6 y E7 por la accion de los factores de
transcripcion propios de las células cervicales que interactian con el LCR del HPV. Inicialmente se
expresa el oncogen E6 para generar una oncoproteina basica de aproximadamente 150 aminoacidos que se
une a la proteina celular p53 y promueve su proteolisis por la via de ubiquitinacion dependiente del
proteosoma [35, 37]. Simultaneamente se expresa el oncogen E7 para producir una fosfo-oncoproteina
nuclear acida de aproximadamente 98 aminoacidos que se asocia con la proteina celular pRb
hipofosforilada y promueve la liberacion de los factores transcripcionales de la familia de E2F, lo que
induce la progresion de la fase S a la fase G2 del ciclo celular [36]. Posteriormente se transcriben los genes
El y E2. La proteina viral E2 funcional se une al LCR del HPV en la secuencia especifica de
reconocimiento para E2 (ACCGN4CGGT) y regula la expresion de los genes virales. La union de E2 al
DNA viral induce la interaccion de la proteina E1 con el sitio de origen de la replicacion (Ori). Una vez
terminada la replicacion viral, E2 regula negativamente la expresion de los oncogenes E6 y E7, lo que

permite la liberacion de p53 y pRb, y continuar con la diferenciacion celular [33-37].

El gen E4 codifica para una proteina cuya funcion no esta totalmente esclarecida. Se sabe que E4
es una proteina acida, fosforilada y constituye del 20% al 30% del total de las proteinas virales en
verrugas. Ademas, se ha reportado que E4 se expresa antes que la proteina L1 y que puede unirse al
citoesqueleto, a citoqueratinas y al Zinc [38]. Esta condicion representa una alteracion del proceso normal
de queratinizacién y puede ser una ventaja selectiva para el ciclo viral. Ademas, se tienen evidencias de
que la expresion de la proteina E4 coincide con el comienzo de la amplificacion vegetativa del DNA viral
en lesiones cervicales de bajo grado [38]. El gen E5 codifica para una proteina de naturaleza hidrofobica
constituida de aproximadamente 80 aminoacidos. Esta proteina viral mantiene el estimulo de proliferacion
celular al inhibir la degradacion del receptor del factor de crecimiento epitelial EGFR (Epithelial Growth
Factor Receptor), por inhibicion de la acidificacion endosomal que es inducido por interaccién con la
ATPasa protonica [39]. Como evento final, un promotor de la region tardia activa la expresion de los
genes L1 y L2 que participan en la sintesis de los viriones maduros que son liberados a la capa externa del
epitelio escamoso en las células muertas [38, 39] (Figura 4).
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FIGURA 4. Modelo de expresion de las proteinas de HPV en el epitelio cérvico uterino. El epitelio
diferenciado estd representado esquematicamente y la expresion de las proteinas virales de HPV esta
indicada con flechas. En los paneles A y B se indica la expresion de las proteinas virales en las capas de
diferenciacion de los queratinocitos. En el panel C se representa los cambios de expresion de las proteinas
virales en una manera predecible durante la progresion del cancer. En lesiones tempranas (LSIL Low-
grade squamous intraepithelial lesions, o CIN1 cervical intraepithelilal neoplasia) ocurre la infeccion
productiva de HPV. En lesiones avanzadas (HSIL High-grade squamous intraepithelial lesions o CIN2 y
CIN3) el orden de los eventos de expresion de las proteinas virales estan alterados y resulta en una
infeccion abortiva (Doorbar et al. J. Virol. 2003).
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En infecciones productivas causantes de lesiones, el genoma de HPV se mantiene episomal con un
gran numero de copias (de 50 a 100) y es dependiente de la diferenciacion celular. Por el contrario, en
células provenientes de cancer cérvico uterino, no se observa la produccion de virus, ya que ocurre la
integracion azarosa del DNA viral en el genoma celular [38]. La integracion del genoma viral ocurre entre
los marcos abiertos de lectura de los genes E1-E2 y permite la expresion de los oncogenes E6 y E7,
bloquea el proceso de diferenciacion celular y promueve el fenotipo displasico avanzado caracteristico de
las células que no responden a los efectos supresores de las citocinas como TNF-a y de TGF-B1 [40, 41].
Estos mecanismos oncogénicos del HPV han llevado a proponer que los tipos virales de alto riesgo como
HPV-16 y HPV-18 sean considerados por la IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) como

agentes carcinogénicos humanos.

V.3. RESPUESTA INMUNE CONTRA LA INFECCION POR HPV

Un componente importante que contra resta la evolucion del proceso neoplésico es la induccion de
una eficiente respuesta inmune anti-tumoral. La adecuada respuesta del sistema inmune contra el
desarrollo del cancer cérvico uterino puede inducir la regresion de lesiones cervicales tempranas. No
obstante, un alto porcentaje de estas lesiones progresan hacia estadios mas avanzados de la enfermedad.
Por lo tanto, el entendimiento de las funciones de la respuesta inmune en el desarrollo del cancer cérvico
uterino representa un aspecto relevante para comprender el fracaso o éxito del organismo para resolver

esta enfermedad.

En la respuesta inmune innata las células epiteliales en condiciones normales, incluyendo a los
queratinocitos cervicales, tienen la capacidad de sintetizar de manera constitutiva niveles basales de
citocinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento y quimiocinas [42]. Sin embargo, este conjunto de
interleucinas pueden ser inducidas por diferentes estimulos como son las infecciones virales. Se ha
reportado que las células cancerosas infectadas con HPV producen TNF-a [40], IFN-a ¢ IFN- [43] y
TGF-B1 [14, 15, 41]; los cuales tienen efectos anti-virales y anti-proliferativos en los estadios tempranos
del desarrollo de las células tumorales. No obstante, en estos estudios los resultados son contradictorios e
incluso no concluyentes, lo que sugiere que las diferentes respuestas mediadas por la secrecion de

interleucinas sobre las células tumorales tienen efectos diversos que dependen de la especificidad del tipo
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viral de HPV, de los diferentes estadios de progresion del tumor, y del estado fisioldgico del blanco celular
sobre el que actian. Otro componente de la respuesta inmune innata contra la infeccion por HPV es la
activacion de las células asesinas naturales (NK de Natural Killer) que generalmente estdn presentes en
lesiones asociadas al virus [44]. La reduccion de la actividad citotoxica de las células NK contra
queratinocitos aislados de lesiones pre-malignas de pacientes con epidermodisplasias verruciformes,
sugiere la importancia de la funcion de las células NK en la prevencion del desarrollo del cancer cérvico

uterino [44].

En relacion a la respuesta inmune adaptativa, se ha demostrado que en verrugas cutaneas,
condilomas y lesiones intracervicales que contienen DNA de HPV, hay un bajo numero de células
dendriticas en comparacion con las existentes en el tejido normal [44]. Especificamente, se ha descrito una
disminucion de la densidad de células de Langerhans en infecciones genitales por HPV, lo cual podria
sugerir una migracion de las células de Langerhans como células presentadoras de antigeno de la
epidermis a los nddulos linfoides para la presentacion de antigenos a los linfocitos T nativos [45]. Sin
embargo, se ha sugerido que las células de Langerhans en lesiones con HPV, pueden estar funcionalmente

alteradas, lo cual podria contribuir a la persistencia de la infeccion viral.

La respuesta inmune humoral en la infeccion por HPV no ha sido estudiada de manera
sistematica, debido a que la induccion de anticuerpos contra HPV no tiene una funcion relevante en la
eliminacion de la infeccion. Sin embargo, se han realizado estudios para detectar anticuerpos dirigidos
contra antigenos de HPV por ELISA para utilizarlos como marcadores de exposicion acumulada de la
infeccion. Hasta el momento, son pocos los estudios al respecto y el consenso de los resultados indican
que la seroprevalencia contra antigenos como VLPs (Virus-Like Particles) de HPV-16, -18 y —33
aumenta conforme aumenta la edad, con un 50 % en individuos mayores de 50 afios [46, 47] y del 35 %
en poblacion general [46]. Ademas, la seroprevalencia contra las proteinas E2, E4 y E7 alcanza un

maximo entre los 21 y 35 afios, con niveles maximos para E2 del 30 % y para E4 del 35 % [47].

La activacion de los linfocitos T CD4+ cooperadores en pacientes con cancer cervical también ha
sido analizada por varios grupos, sobre todo la respuesta dirigida hacia las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-
16 y HPV-18 [44, 48, 49]. En estos estudios se ha analizado la respuesta proliferativa de los linfocitos T

CD4+ en pacientes con lesiones intracervicales severas, en donde se ha observado una eficiente respuesta

21



en sujetos que no tienen progresion de lesiones en comparacion con sujetos con regresion de la
enfermedad. [48]. Las proteinas E2 y L1 de HPV-16 también han sido estudiadas como potenciales
moléculas para inducir la activacion de los linfocitos T CD4+, en donde se ha reportado una mejor

respuesta en sujetos con lesiones intraepiteliales cervicales que en sujetos sanos [49, 50].

Los hallazgos reportados en estos estudios poblacionales proporcionan una informacioén valiosa
para conocer la respuesta inmune celular, especificamente de los linfocitos T CD4+ cooperadores in vivo
en pacientes con diferentes grados de avance de la enfermedad. Sin embargo, presentan inconsistencias al
analizar en conjunto los resultados de los diferentes estudios, y esto es debido a varios factores. En primera
instancia tienen diferencias en la seleccion de los determinantes antigénicos a evaluar. El principal
argumento en este sentido es el uso de diferentes péptidos o determinantes antigénicos para inducir la
activacion de los linfocitos T CD4+. Por lo tanto, la respuesta a los diferentes determinantes antigénicos
sera tan variada como la cantidad de moléculas analizadas. En segundo término, estos protocolos tienen
diferencias en la seleccion de los sujetos en las poblaciones estudiadas. Tercero, los estudios transversales
son limitados, ya que los eventos importantes de eliminacion del virus o regresion de la enfermedad no
pueden ser analizados en periodos de tiempos cortos, y en los estudios longitudinales escasamente se tiene
toda la informacion de la historia natural de la enfermedad de los sujetos de estudio. En consecuencia, las
conclusiones a las que llegan estos reportes poblacionales permiten visualizar que hay una ausencia de
correlacion entre la respuesta de los linfocitos T CD4+ cooperadores y la historia natural de la enfermedad.
Sin embargo, a pesar de estas limitaciones en este tipo de estudios, lo rescatable es el hecho de que la
activacion de los linfocitos T CD4+ durante el desarrollo del cancer cervical, es un componente importante
de la respuesta inmune celular, ya que son necesarios en la induccion de la sintesis de anticuerpos por parte
de los linfocitos B, asi como en la activacion de los linfocitos T CD8+ citotdxicos especificos del tumor.
Sin embargo, la activacion de los linfocitos T CD4+ cooperadores por si mismos no puede correlacionar
directamente con la eliminacion del virus, ya que no tienen propiedades efectoras en el contexto de la

respuesta inmune anti-tumoral (Figura 5).

Por otra parte, se han desarrollado varios estudios para el analisis de la actividad de los linfocitos T
CD8+ citotoxicos por activacion con las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 y HPV-18 [51-53]. En estos
estudios se ha demostrado que la inmunizacion de fibroblastos normales transfectados con E6 o E7 de

HPV-16 induce la regresion de tumores que expresan E6 o E7 respectivamente, y esta regresion es

22



mediada por los linfocitos T CD8+ [52]. Los estudios en poblacion humana han demostrado que hay
activacion de linfocitos T CD8+ especificos contra E6 y E7 en pacientes que tienen infeccion de HPV-16 y
el fenotipo de las poblaciones de linfocitos T identificados incluye tanto a CD4+ y CD8+ [51]. En otros
estudios se ha evaluado la asociacion entre la activacion de linfocitos T CD8+ especificos para E6 y E7 de
HPV-16 y la persistencia de la infeccion por HVP-16 [53]. Los datos reportados evidencian una ausencia
de respuesta de linfocitos T CD8+ contra la oncoproteina E6, pero no para la oncoproteina E7, lo cual
correlaciona con la persistencia de la infeccion viral y sugiere que la respuesta de los linfocitos T CD8+ a

E6 puede ser importante en la eliminacion de la infeccion del HPV-16.

Adicionalmente, también se ha analizado la actividad de memoria citotoxica de los linfocitos T
CD8+ y su relacion por la presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 [54]. Los resultados
reportados demuestran que los linfocitos T CD8+ de memoria especificos para los oncoproteinas virales,
estan presentes en pacientes que son positivos a la infeccion por HPV-16, lo que sugiere una posible
proteccion por parte de los linfocitos T CD8+ citotoxicos de memoria especificos para E6 y E7 de HPV-16
[54]. Estas evidencias sugieren que la actividad de los linfocitos T CD8+ citotdoxicos especificos contra las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV es relevante en el desarrollo del cancer cérvico uterino, y por lo tanto, la
ausencia de la activacion de los linfocitos T CD8+ contra las oncoproteinas virales correlaciona con una
persistencia de la infeccion por HPV. En conjunto, estas evidencias sugieren el desarrollo de un
mecanismo de vigilancia inmune como respuesta a la aparicion o desarrollo de focos neoplasicos

asociados a la infeccion por HPV (Figura 5).

Los estudios de inmunoregulacion sugieren la clasificacion fenotipica de los linfocitos T CD4+
cooperadores en Thl por el patron de expresion de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-12; las cuales
inducen la respuesta inmune celular; y en linfocitos T CD4+ cooperadores Th2 que expresan las citocinas
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y que activan la respuesta inmune humoral [55, 56]. Esta dicotomia
funcional de citocinas Thl y Th2 puede tener una funcion importante en la historia natural de la infeccion
por HPV. Algunos reportes sugieren que la infeccion por HPV evoca una respuesta Thl. Por ejemplo, la
vacunacion contra HPV en modelos animales se caracteriza por la secrecion de citocinas Th1 como IFN-y
e IL-2 [57]. Ademas, se ha demostrado la produccion de IL-2 por células mononucleares de sangre

periférica en respuesta a péptidos de HPV-16 en mujeres con lesiones de bajo grado o con céancer, y en
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mujeres con citologia normal con historia de infeccion con HPV-16 [58]. Varios grupos han analizado el
nivel de expresion del RNAm y de las proteinas de diferentes citocinas Th1l y Th2 en células cervicales
exfoliadas de sujetos HPV+, en tejidos de biopsias cervicales de sujetos con lesiones de alto y bajo grado,
o con cancer cervical, y en células mononucleares de sangre periférica [59-62]. Los datos reportados por
estos grupos han permitido identificar la ausencia de una respuesta de citocinas Thl, lo cual puede estar
asociado con la persistencia de la infeccion o con el desarrollo de neoplasias asociadas al HPV. Esto
sugiere que la induccion de la expresion de citocinas Thl es un componente importante de la respuesta
inmune para la eliminacion de la infeccion por HPV. Por otra parte, se ha identificado la reduccién de los
niveles de IL-1, TNF y GM-CSF en varias lineas celulares cervicales inmortalizadas con HPV y de cancer
cérvico uterino, comparadas con células cervicales normales [63]. Ademas, se ha reportado la misma
correlacion de expresion de citocinas en muestras de biopsias de pacientes con lesiones cervicales de alto y
bajo grado comparado con muestras de epitelio escamoso cervical normal [54]. Estas evidencias
epidemioldgicas han demostrado que hay un desequilibrio en el balance de expresion de citocinas Thl-
Th2 que se asocia con un aumento en la frecuencia de neoplasias malignas. No obstante, existen
regresiones espontaneas de lesiones cervicales, producto de la generacion de una adecuada respuesta
inmune contra HPV. Sin embargo, en muchos casos, a pesar de que se genera una eficiente respuesta anti-

tumoral, no existe regresion del tumor.

En otros tipos de tumores se han identificado diversos mecanismos de escape a la respuesta
inmune, como son la expresion del receptor soluble para TNF-a., expresion de IL-10 y secrecion de TGF-
B1 [24, 65, 66]. Nuestro grupo ha identificado que la mayoria de las muestras de cancer cervical con HPV-
16 analizadas no expresan IL-2, IL-12 y TNF-a; mientras que IL-4, IL-10 y TGF-B1 se expresan en la
mayoria de los tumores estudiados. Estos datos sugieren que existe una expresion preferencial de citocinas
Th2 y de citocinas Th3 inmunosupresoras como TGF-B1. Como consecuencia, el desarrollo de un estado
de inmunosupresion local en el micro ambiente del tumor puede favorecer el desarrollo del cancer cérvico
uterino y eventualmente evadir la respuesta inmune que se pudiera generar. Estas evidencias sugieren la
posibilidad de que el HPV puede modular la sintesis de citocinas en los queratinocitos infectados, o
alternativamente, que los individuos con una respuesta anormal en el perfil de expresion de citocinas

pueden estar en un riesgo incrementado de infeccion por HPV o desarrollo de neoplasias (Figura 5).
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FIGURA 5. Respuesta inmune adaptativa contra las células tumorales. Las células dendriticas
(DC) procesan las proteinas en péptidos. En presencia de sefiales inflamatorias producto de la necrosis
tumoral, las células DC expresan moléculas co-estimuladoras de la superfamilia de B7 (CD80/CDS86).
Las células DC presentan los péptidos antigénicos a los linfocitos T CD8+ o CD4+ en el contexto de
las moléculas de MHC clase I o clase II respectivamente. Las sefiales de co-estimulacion inducen la
activacion de los linfocitos T efectores en CD8+ citotoxicos y CD4+ cooperadores. Los linfocitos
efectores pueden migrar a los tejidos y respondes contra las células que expresan los antigenos
tumorales. Los linfocitos T CD8+ lisan a las células blanco, y los linfocitos T CD4+ inducen un
aumento en la secrecion de citocinas como IL-2. La generacion de linfocitos de memoria reaccionan
con subsecuentes encuentros con los antigenos tumorales (Tindle et al. Nature 2002.).
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V.4. TGF-B1 Y LA RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL

TGF-B1 es una citocina Th3 que regula en gran medida las sefiales de arresto y de progresion
del ciclo celular de muchos tipos de células [67-69]. Esta citocina esta presente en 6rganos linfoides y
se expresa de manera constitutiva en el suero. Ademas, tiene efectos sobre la respuesta inmune celular
por inhibicion de la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T pre-inmunes en linfocitos T CD4+
cooperadores y en linfocitos T CD8+ citotdxicos, y es capaz de inhibir las funciones estimuladoras de
los linfocitos T inducidas por las células presentadoras de antigenos [70, 71]. Aunque los efectos de
inmunosupresion inducidos por TGF-1 pueden compartir respuestas inmunes, la produccion temprana de
TGF-B1 promueve una respuesta protectora por parte de los linfocitos T. Se ha demostrado que TGF-B1
facilita la diferenciacion de los linfocitos T CD8+ [72] e inducen el desarrollo de las células que secretan
IL-2 [73]. Ademas, regula las respuestas inmunes inducidas por las infecciones virales por aumento de la
activacion y proliferacion de linfocitos T CD8+ en las infecciones agudas. Debido al hecho de que la
actividad de los linfocitos T CD8+ y la produccion de citocinas Thl son componentes importantes de la
respuesta inmune anti-tumoral para la eficiente erradicacion de los tumores, la supresion de estas
funciones por los efectos de TGF-B1 podria ser un importante mecanismo para inhibir las funciones de
la respuesta inmune anti-tumoral. Por lo tanto, la biosintesis de TGF-f1 y sus efectos bioldgicos en el
contexto del desarrollo de los tumores, asi como en la respuesta inmune anti-tumoral, tienen

implicaciones importantes que permiten entender mejor la evolucion del proceso neoplasico.

No esté totalmente claro como las funciones de inhibicién o proliferacion celular inducidas por
TGF-B1 pueden ser reguladas durante las infecciones virales. Una explicacion es que los efectos
biologicos son dependientes de la concentracion de TGF-B1. Por lo tanto, a concentraciones bajas esta
citocina puede aumentar la respuesta de los linfocitos T pre-inmunes con la inhibicion de la respuesta
de las células NK [74, 75]. Sin embargo, altas concentraciones de TGF-B1 inhiben todas las respuestas
proliferativas de los linfocitos T. Aunque la mayoria de los diferentes tipos celulares pueden ser
inducidos para expresar TGF-B1, los monocitos y macréfagos expresan constitutivamente transcritos de
esta citocina, lo que parece ser un evento crucial para la sintesis de TGF-B1 [76]. Una hipotesis
alternativa para explicar las funciones de TGF-B1 consiste en que la cinética de produccion puede

controlar los efectos funcionales. Por lo tanto, la cinética de expresion de TGF-B1 puede ser una
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consecuencia de la relacion entre monocitos-macrofagos y las infecciones virales. Por otra parte, la
produccion de TGF-B1 por las infecciones virales tempranas puede promover respuestas protectoras de
los linfocitos T CD8+. Por lo tanto, las infecciones tempranas de monocitos-macrofagos pueden
producir niveles inmunopotenciadores de la produccion de TGF-B1, pero la produccion continua o
elevada de esta citocina en infecciones virales cronicas como es el caso de la infeccion por HPV, puede

tener efectos inmunosupresores.

Adicionalmente, TGF-B1 tiene importantes funciones indirectas en la respuesta inmune anti-
tumoral, ya que regula la expresion de otras citocinas. Puede inducir aumento en la sintesis de IL-10
por parte de los macréfagos, y se ha demostrado que las actividades anti-tumorales de los macrofagos
son inhibidas por la sobre expresion de IL-10. Ademas, se ha relacionado la expresion de IL-10 con la
inhibicion de la expresion de moléculas MHC clase I en las células tumorales. La disminucion de la
expresion de estas moléculas protege a las células tumorales de la activacion de los linfocitos T CD8+
por una deficiente presentacion antigénica [78]. Por otra parte, también se ha demostrado que TGF-1
puede modular la expresion de moléculas MHC clase II (HLA-DR) que estan involucradas en el
reconocimiento de antigenos tumorales por las células linfoides [79]. Estas evidencias sugieren que
TGF-B1 puede regular la expresion de los complejos moleculares antigenos-MHC durante el proceso
neopléasico y puede tener un efecto indirecto sobre las funciones de las células presentadoras de

antigenos.

Los estudios realizados para comprender las funciones bioldgicas de TGF-B1 permiten afirmar
que esta citocina media una gran variedad de efectos sobre el sistema inmune, principalmente regula la
activacion de los linfocitos B y T, asi como la citotoxicidad de células NK [71]. En el proceso
inflamatorio, los macrofagos activados tienen la capacidad de secretar grandes cantidades de TGF-f1,
lo cual induce un efecto quimiotactico de macrofagos, monocitos y fibroblastos [76]. Ademas, TGF-B1
inhibe la proliferacion y diferenciacion de células hematopoiéticas, altera la sintesis de
inmunoglobulinas, modula la expresion de moléculas MHC, regula la produccién de otras citocinas, y
es un importante regulador de la proliferacion de células epiteliales [68, 80, 81]. Por otra parte, hay
evidencias de que las células tumorales son responsables de la biosintesis primaria de TGF-B1, lo que

condiciona a las células neoplasicas en una ventaja selectiva para evadir la vigilancia inmune, inducir
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angiogénesis y/o facilitar la invasion metastasica [13, 82]. En cualquiera de los escenarios el resultado
final es que la presencia de TGF-B1 selectivamente favorece la expansion clonal de la poblacion de
células tumorales que originalmente eran sensibles a TGF-B1. Por lo tanto, la célula tumoral puede
tener un ambiente favorable, como es el desarrollo de un estado de inmunosupresion local, alteracion
de las funciones del sistema inmune y expresion diferencial de genes celulares; todos ellos asociados a
los efectos biologicos de TGF-B1, que eventualmente le pueden permitir escapar del control de

regulacion del ciclo celular.

En relacion a la progresion de las células tumorales, la activacion de la respuesta inmune y los
efectos de TGF-P1; se sabe que muchos tumores son capaces de evadir la respuesta inmune, lo cual se
explica en parte por la habilidad intrinseca del sistema inmune para reconocer mas eficientemente a los
antigenos exogenos provenientes de patdogenos, que a los antigenos propios o provenientes de tumores
que son poco inmunogénicos. Este concepto inicialmente sugirio la posibilidad de que los tumores no
son capaces de activar una respuesta inmune adaptativa y en consecuencia no pueden inducir sefiales de
co-estimulacion apropiadas para propiciar una respuesta anti-tumoral eficiente. No obstante, se ha
demostrado que en algunos tumores la eliminacion de una subpoblacion de linfocitos T (por ejemplo
CD4+) [83], o el bloqueo de una via de transduccion de senal (por ejemplo CTLA-4) [84]; pueden
inducir una respuesta anti-tumoral. Estas evidencias sugieren que la incapacidad del sistema inmune
para desarrollar una respuesta efectiva podria ser resultado del desarrollo de un estado de
inmunosupresion local mediada por el propio tumor, y no por la ausencia de la induccién de senales co-

estimuladoras apropiadas como originalmente se habia propuesto.

Muchas moléculas son biosintetizadas por las células tumorales o por las células circunvecinas
como resultado del desarrollo tumoral, las cuales tienen efectos inmunosupresores, y el mas prominente
de estos factores es TGF-B1. Aunque la fuente de biosintesis de TGF-B1 no ha sido establecida para
todos y cada uno de los tumores analizados en particular, se conoce una gran variedad de tumores que
producen directamente TGF-B1 [13]. Adicionalmente, TGF-B1 puede ser producido por diferentes
células no cancerosas asociadas al tumor como linfocitos T, células NK, macrofagos, células epiteliales
y las células del estroma; por lo que se ha reportado una estrecha asociacion entre las fuentes de

biosintesis de TGF-B1 y el desarrollo de los tumores [13, 82, 85]. Sin embargo, las células neoplasicas
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tienen la capacidad de superar los efectos inhibidores de TGF-B1 sobre la proliferacion celular y
pueden progresar hacia un estado mas avanzado de la transformacion neoplasica. Por lo tanto, los
efectos de TGF-B1 en el micro ambiente de las células transformadas pueden representar un
mecanismo para contra restar la expansion clonal de las células tumorales, por lo que en este sentido

TGF-B1 es considerado como un gen supresor de tumores.

V.5. ESTRUCTURA Y MECANISMOS DE ACCION DE TGF-p1

La proteina de TGF-B1 es una citocina Th3 que pertenece a una familia de moléculas
multifuncionales y es un importante regulador de la expresion de genes durante los procesos de
embriogénesis, proliferacion y diferenciacion celular, desarrollo y saneamiento de heridas [68, 80, 81].
TGF-B1 se identifico inicialmente como un producto de secrecion por parte de fibroblastos
transformados por el virus de sarcoma murino [86]. Sin embargo, se ha identificado que puede ser
sintetizado por diversos tipos celulares, incluyendo miocitos, condrocitos, astrocitos, plaquetas, células
epiteliales, glioblastomas y células de la médula 6sea [87-89]. Hay varias isoformas de TGF-B1
constituidas por homodimeros unidos por puentes disulfuro y designados como TGF-B1, TGF-B2,
TGF-B3, TGF-B4 y TGF-B5. Las isoformas 1 y 2 son sintetizadas por muchos tipos celulares, mientras
que TGF-B3 es expresado principalmente por células mesenquimatosas [80]. Los queratinocitos
humanos expresan las tres isoformas mas abundantes de TGF-3 (1, 2, y 3) las cuales comparten un alto
nivel de homologia y usan el mismo complejo de receptores para ejercer un conjunto redundante de
funciones biologicas similares [90]. Los genes que codifican para las isoformas de TGF-1, 2 y 3 se
encuentran localizados en los cromosomas humanos 19q13, 1g41 y 14q24 respectivamente [80]. Existe
una homologia de aminoacidos del 70% entre TGF-B1 y TGF-B2, y del 79% entre TGF-B2 con TGF-

B3; mientras que la homologia de TGF-B1 entre las diferentes especies de organismos es del 98% [80].

TGF-B1 es sintetizado como una proteina precursora inactiva que contiene 390 aminoacidos, y
que es procesada proteoliticamente en aminodcidos basicos para generar un monémero maduro que
consiste de una region COOH-terminal de 112 a 114 aminoacidos. Un complejo latente inactivo se
forma de la asociacion no covalente entre el dimero de TGF-B1 maduro con un segundo dimero

conocido como proteina asociada a latencia (LAP Latent Associated Protein) [69]. Después de la
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secrecion de la citocina, ocurre la maduracion para la liberacion de las formas bioldégicamente activas
de TGF-B1 que consisten de un homodimero de 25 kDa, que en condiciones de reduccion generan
monomeros de 11.5 a 12.5 kDa. Los precursores de TGF-1 contienen 3 a 4 sitios de N-glicosilacion, y
9 cisteinas que participan en la formacion de los puentes disulfuro [69]. La estructura tridimensional de
la proteina de TGF-B1 ha sido reportada, la cual comienza en el extremo NH-terminal con una cadena
o-hélice (1) seguida por una cadena B-plegada (1) y una cadena B-plegada antiparalela irregular. A
continuacion sigue una segunda cadena o-hélice (02) y un asa larga con numerosos contactos
hidrofobicos. Se contintia con una segunda cadena P-plegada (B2), otra asa larga y una tercera cadena
o-hélice (a3), la cual termina con un giro B tipo IT y un asa larga. El extremo COOH-terminal de la
molécula forma una estructura 3 antiparalela extensa con un giro [ tipo II. Las cadenas 3, B4, BS, 6 y
B7 plegadas se forman por apareamiento de los residuos intercatenarios del extremo COOH-terminal de

la proteina [91] (Figura 6).

TGF-B1 induce sus efectos biologicos a través de la interaccion con sus receptores en la
superficie celular. Se han identificado 5 diferentes tipos de receptores serina-treonina cinasa
transmembranales que incluye el tipo I (TBRI de 53-65 kDa), el tipo IT (TBRII de 83-110 kDa), el tipo
III (TBRIII de 250-310 kDa), el tipo IV (TPRIV de 60 kDa) y el tipo V (TBRV de 400 kDa) [92]. Los
receptores I, I, III, y V son co-expresados en la mayoria de las células con la excepcion de unas pocas
lineas tumorales, mientras que el receptor tipo IV se ha identificado en células pituitarias [92]. Las
sefiales inducidas por TGF-B1 son transducidas intracelularmente por un mecanismo Unico que
involucra el acoplamiento especifico de los receptores con las proteinas de la familia Smad [93]. El
proceso comienza con la unién del ligando libre (TGF-B1) al receptor tipo II, entonces dos moléculas
del receptor tipo I son reclutadas en un complejo con dos moléculas del receptor tipo II y un solo
ligando dimérico. La formacion de este complejo permite a la cinasa del receptor tipo II fosforilar
residuos serina especificos del receptor tipo I, que se encuentran por arriba del dominio serina-treonina
cinasa. Esta activacion de los dominios de cinasa del receptor tipo I es necesaria como primer evento en

la cascada de transduccion de sefial inducida por TGF-B1 [93] (Figura 7).
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FIGURA 6. Estructura de segunda dimension de la citocina TGF-B1. El analisis de la estructura
secundaria sugiere una extensa cadena beta-plegada con pocas estructuras alfa-hélices
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FIGURA 7. Sistema de receptores para TGF-B1. Los receptores de TGF-B1 transducen la sefial al
interior celular a través de la fosforilacion serina-treonina cinasa. TGF-B1 interactua inicialmente con
el receptor tipo II e induce la transfosforilacion del receptor I. Se han identificado los diferentes
miembros de la familia de los receptores tipo 1 y II en diferentes células analizadas. En los dominios de
cinasa y GS intracelulares de los receptores se han identificado los aminoécidos substratos de la
fosforilacion.
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Los eventos post-receptor en la sefializacion son realizados por los miembros de la familia de
proteinas Smad [94]. Se han identificado 8 tipos diferentes de proteinas Smads las cuales se clasifican
en tres grupos: Smad reguladas por receptor (RSmad-1, RSmad-2, RSmad-3, RSmad-5 y RSmad-8);
Smad comunes de acoplamiento (CoSmad-4), y Smad inhibidoras (ISmad-6 e ISmad-7) [93, 94]. En
respuesta a la union de TGF-B1, RSmad-2 y RSmad-3 se encuentran transitoriamente asociadas con el
receptor tipo I activado y son fosforiladas por la actividad cinasa del receptor. Después de su
activacion, RSmad-2 y RSmad-3 son translocadas al nicleo y se acumulan en complejos heteroméricos
acoplados a CoSmad-4. Los dominios NH-terminal de RSmad-3 y CoSmad-4 estan involucrados en la
dimerizacion, mientras que los dominios COOH-terminal participan en la regulacion de la transcripcion
de genes de respuesta a TGF-B1 [93, 94]. Las proteinas ISmad-6 ¢ ISmad-7 interactiian con el receptor
tipo I posiblemente en una manera mas estable que RSmad-2 y RSamd-3. Esto puede ser debido a que
ISmad-6 e ISmad-7 carecen del sitio de fosforilacion en el extremo COOH-terminal. La sobre
expresion de ISmad-6 o ISmad-7 inhibe la fosforilacion de RSmad-2 y RSamd-3 estimulada por el
ligando, lo que sugiere que ISmad-6 e [Samd-7 tienen propiedades inhibitorias, ya que pueden bloquear
la sefializacion en puntos tempranos de la via de transduccion de sefial inducida por TGF-B1 [94]

(Figura 8).

Los complejos RSamd/CoSmad pueden regular la transcripcion de genes blanco a través de tres
mecanismos principales: 1) Por union directa al DNA, 2) por interaccion con otras proteinas de union
al DNA y 3) por reclutamiento con co-activadores o co-represores transcripcionales. Cuando ocurre la
estimulacion por TGF-B1, los complejos de RSamd/CoSamd son translocados al nucleo y regulan la
transcripcion de genes de respuesta a TGF-B1. Los dominios COOH-terminal y NH-terminal de las
proteinas Smads son denominados como MH1 y MH2 por su homologia con las proteinas Mad de
Drosophyla (MH Mad Homology). Se ha demostrado que el dominio MHI participa en la unioén de
RSmad-3 a secuencias especificas en el DNA, y puede asociarse con factores de transcripcion como c-

Jun [99, 100].

Por anélisis de la estructura tridimensional del dominio MH2 de CoSmad-4 se ha demostrado
que forma un homotrimero y participa en la interaccion con los receptores de TGF-B1. Ademas, se ha

demostrado que RSmad-3 y RSmad-4 se unen a las secuencias consenso GTCT o CAGA las cuales
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representan los elementos de union a Smad (SBE Smad-Binding Element) [103, 104]. Estos oligdbmeros
se asocian con varias proteinas de union al DNA e inducen la activacion transcripcional de muchos
genes de respuesta a TGF-B1 [101- 104]. Adicionalmente, se ha evidenciado que otros factores de
transcripcion como Fast-1 se asocian a RSmad-2 y RSmad-3 como un componente primario de union al
DNA en la activacion transcripcional de algunos genes. Otra asociacion que se ha reportado de Smads
con factores transcipcionales es con los miembros de la familia Runx, que son proteinas de union al
enhancer de poliomavirus y que participan en la hematopoyesis y osteogénesis [105]. Por lo tanto, las
evidencias reportadas indican que la unioén directa de Smads al DNA es requerida para la activacion
transcipcional de algunas familias de genes que responden a TGF-B1, mientras que para regular la

expresion de otros grupos de genes la interaccion con el DNA es de manera indirecta.

El reclutamiento de proteinas de remodelaje de la cromatina como co-activadores y co-
represores transcripcionales, por parte de las proteinas Smads es otro mecanismo para regular la
expresion de genes de respuesta a TGF-B1. El co-activador p300/CBP, una proteina con dominios de
acetilacion de histonas (HAT Histone Acetyl Transferase), permite el acceso de factores
transcripcionales a la maquinaria general de transcripcion. Se ha demostrado que las RSmads se unen a
p300/CBP y esta interaccion ocurre a través del dominio MH2 de RSmads con el dominio COOH-
terminal de p300/CBP, lo que permite el aumento de la transcripcion de genes blanco a través de

RSmad-3 [106].

Mutaciones, delesiones y/o rearreglos génicos de los receptores tipo I o IT de TGF-B1, asi como
en RSmad-2, RSmad-3 y CoSmad-4 han sido descritos en muchas lineas celulares de céanceres
humanos o en especimenes de tumores primarios [95-98]. Estas evidencias sugieren que la alteracion
de alguno de los componentes de la via de transduccion de sefal inducida por TGF-B1 puede contribuir
a la progresion del proceso tumoral. Por lo tanto, se propone que uno de los mecanismos de escape de
las células tumorales al control de la proliferacion regulada por TGF-B1, es en parte causado por la
alteracion en los componentes de la via de transduccion de sefial inducida por TGF-B1, lo cual
representa un evento exitoso en la evolucion de la transformacion maligna [13, 82, 85]. Sin embargo,

no es el unico mecanismo de escape de la respuesta inmune mediado por TGF-f1.

34



TRANSDUCCION DE SENAL INDUCIDO POR TGF-B1
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FIGURA 8. Modelo de la via de transduccion de sefial inducida por TGF-B1. TGF-B1 se une al
receptor TPRRII y después al TPRI. Este complejo tetramérico fosforila a las proteinas de la familia
RSmad 2 y RSmad 3, las cuales se asocian con la proteina CoSmad 4. El complejo de Smad 2-3-4
activo es translocado al nucleo donde funciona como un acoplador transcripcional para regular la
expresion de genes de respuesta a TGF-B1. El reclutamiento de co-activadores (p300/CBP) o co-
represores (HDAC) inducen la activacion o represion de genes. Las proteinas [Smad 6 y ISmad 7
pueden interactuar con TBRI y TPBRII e impedir que se fosforile RSmas 2 y RSmad 3.
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En relacion a la interaccion de Smads con co-represores, se ha demostrado que se asocian con
TGIF, c-Ski y SnoN; los cuales al interactuar con las proteinas Smads inducen represion de la
transcripcion por reclutamiento de proteinas con actividad de histonas deacetilasas (HDACs Histone
Deacetylases) [107]. Se ha reportado que Ski puede asociarse con RSmad-3 y competir por su union
con p300/CBP. El resultado de esta competencia produce la deacetilacion del motivo central de
histonas y reprime la activacion transcripcional inducida originalmente por RSmad-3 y p300/CBP
[107]. Por lo tanto, la funcion de las Smads y su asociacion con las diferentes proteinas de la
maquinaria de transcripcion y de remodelaje de la arquitectura de la cromatina, pueden explicar la
expresion o represion de los genes que responden a los efectos biologicos inducidos por TGF-B1

(Figura 8).

V.6. CONTROL DEL CICLO CELULAR POR TGF-B1

Una de las funciones mas importantes y mejor caracterizadas de TGF-B1 es la habilidad para
inducir el arresto en la fase G1 del ciclo celular en algunos tipos de células. Este efecto inhibidor de la
proliferacion puede ser un evento central para muchos de los efectos de TGF-f1 en una amplia
variedad de células [108]. Por lo tanto, la desregulacion de la habilidad de TGF-B1 para inducir este
arresto celular puede contribuir a la patogénesis de muchas enfermedades y al desarrollo del proceso de
carcinogénesis. Se han estudiado los eventos intracelulares que propagan las sefiales de arresto de la
proliferacion inducidos por TGF-B1 hacia el ntcleo. Las evidencias sugieren que los eventos nucleares
comienzan con la union de TGF-B1 a pRb [109, 110] (Figura 9). Las células solo son sensibles a TGF-
B1 cuando se encuentran en la fase G1 antes del punto de control, una vez que avanzan en el ciclo, las
células se comprometen a terminarlo. La fosforilacion de pRb es iniciada por los complejos ciclina D-
cdk4 y ciclina D-cdk6 (cdk Ciclyn-Dependent Kinases) inducidos en respuesta a factores de
crecimiento [111]. Este estado es mantenido por los complejos ciclina E-cdk2 y por ciclina A-cdk2, los
cuales fosforilan también a otros substratos importantes para la replicacion del DNA vy la proliferacion

celular.

Un mecanismo central por el cual TGF-B1 arresta el ciclo celular es a través del bloqueo de la

actividad de los complejos ciclinas-cdks. Se ha demostrado que TGF-B1 es capaz de aumentar la
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cantidad de moléculas cdKis (cdKis cdk inhibitor proteins) las cuales son los principales inhibidores de
los complejos ciclinas-cdks [112]. Los cdKis se han clasificado en dos grupos basados en su homologia
y funcion. El primer grupo incluye a p21 (WAF1/Cipl), p27 (Kipl) y p57 (Kip2); los cuales se unen a
los complejos ciclina-cdks e inhiben su actividad. El segundo grupo comprende a p15 (INK4B/MTS2),
pl6 (INK4A/MTS1), pl8 y pl19; los cuales se unen solo a cdks e inhiben su actividad.

Se ha demostrado una asociacion entre la actividad de TGF-B1 y de p27 durante el arresto del
ciclo celular [113]. Se conoce que p27 se asocia a los complejos ciclina E-cdk2 e inhibe su actividad, lo
que sugiere que la accion de p27 inducida por TGF-B1 tiene una funcioén reguladora negativa en el
control del ciclo celular [113]. Sin embargo, no se ha demostrado que TGF-B1 afecte la transcripcion o
traduccion de p27. En relacion a pl15 y p21, se ha demostrado que pueden ser inducidos por la accion
de TGF-B1 [114, 115]. Por analisis de los promotores de p15 y p21, asi como por ensayos funcionales
de acoplamiento de estos promotores con genes reporteros, se ha demostrado que ambos promotores
contienen elementos de respuesta SBE regulables por TGF-B1, y se ha confirmado que miembros de la
familia de proteinas del factor de transcripcion Spl pueden unirse a los elementos SBE [114-116].
Ademas, la activacion de cdk2 involucra la re-localizacion de p27 de los complejos ciclina A/E-cdk2 a
los complejos ciclina D-cdk4 y ciclina D-cdk6, y estos eventos son regulados por las accion de TGF-B1
[113]. Por lo tanto, este proceso de regulacion del ciclo celular por TGF-B1 evidencia la participacion
del factor de transcripcion Spl no solamente como una molécula acopladora que regula la expresion
del propio gen de TGF-B1, sino como un componente central para regular la expresion de moléculas

que controlan el ciclo celular.

Los mecanismos de accion de los complejos ciclinas-cdks y de los cdKis, asi como de los
efectos de regulacion que tiene TGF-f1 sobre estas moléculas, varia en funcion del tipo celular en
donde se han estudiado. En diferentes sistemas de células epiteliales se ha demostrado que TGF-B1
inhibe la actividad de cdk4 e incrementa la asociacion de p27 con los complejos ciclina E-cdk2 [113],
pero el mecanismo primario puede variar considerablemente dependiendo del tipo celular. Por ejemplo,
TGF-B1 inhibe la sintesis de cdk4 en células epiteliales sin alteracion de la expresion de ciclina D
[117], mientras que en células intestinales de rata TGF-B1 inhibe la sintesis de ciclina D1 [111]. En

queratinocitos TGF-B1 induce a p15 sin modificar la expresion de cdk4 y ciclina D [116]. En células de
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glandula mamaria, TGF-B1 evita la asociacion del complejo ciclina D-cdk4 por la induccion de la sobre
expresion de p15 [118]. La induccion de p21 y p27 por TGF-B1 es también especifica del tipo celular
[113, 116]. Las células que carecen de p15 no son resistentes a la inhibicion por TGF-B1, lo cual puede
ser explicado por la accion de la fosfatasa cdc25A que defosforila los substratos de ciclinas-cdks; o por
induccion de p21. En células HaCaT, TGF-B1 causa una rapida induccién de p15 y p21, los cuales

inhiben la actividad enzimatica de los complejos responsables para la fosforilacion de pRb [113, 116]

(Figura9).

El control selectivo de la expresion de genes por TGF-B1 puede ser indicativo de un mecanismo
de inhibicién de la proliferacion celular por TGF-f1. En la mayoria de las lineas celulares que
responden a los efectos anti-proliferativos de TGF-P1, también se ha identificado la desregulacion de la
expresion de c-myc que induce el secuestro de p27, a través de mecanismos que pueden ser
dependientes o independientes de la actividad de los complejos ciclina D-cdk4 en diferentes tipos
celulares [119, 120]. Ademas, se ha propuesto que la inhibicion de la proliferacion de queratinocitos
inducida por TGF-B1 es una consecuencia de la inhibicion de la transcripcion del gen c-myc regulado
por pRb [120]. Las oncoproteinas virales con propiedades de transformacion celular como E6 y E7 de
HPV-16, E1A de adenovirus y antigeno T de SV40; son capaces de unirse al gen de Rb e inhibir su
expresion. Por lo tanto, la participacion de pRb en la supresion de la transcripcion de c-myc por TGF-
B1 sugiere que TGF-B1 puede regular negativamente la transcripcion de c-myc y por consiguiente la
proliferacion celular [116, 121]. Esta hipotesis predice que mutaciones o deleciones en el gen de Rb
podrian ser un mecanismo por el cual las células cancerosas resisten los efectos de inhibicion
producidos por TGF-B1. Estas evidencias ponen de manifiesto el hecho de que el arresto del ciclo
celular inducido por TGF-B1 correlaciona perfectamente con la acumulacion de pRb hipofosforilado, y

es dependiente de la naturaleza del tipo celular.
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FIGURA 9. Regulacién del ciclo celular por TGF-B1. TGF-B1 produce arresto del ciclo celular a
través de la induccion de las proteinas de la familia de Kips (p15, p16, p21, p27). Las Kips inhiben la
formacion de los complejos ciclinas-cdks las cuales tienen un efecto final sobre el estado de
fosforilacion de la proteina supresora de tumores pRb. Este efecto que tiene TGF-B1 en la regulacion
del ciclo celular tiene variaciones en algunos de sus intermediarios dependiendo del tipo celular.



V.7. CARACTERIZACION DEL PROMOTOR DEL GEN HUMANO DE TGF-p1

Todos los genes de TGF-J tienen una longitud de mas de 100 Kb y contiene 7 exones en el
marco abierto de lectura. El gen humano que codifica para TGF-B1 se encuentra localizado en el
cromosoma 19q13 y se ha identificado y caracterizado la regiéon promotora de este gen [122] (Figura
10). En el promotor de TGF-B1 se ha identificado la presencia de 4 sitios independientes de inicio de la
transcripcion, de los cuales los dos primeros son usados de manera preferencial y se encuentran
ubicados en las posiciones de +1 y +271. Los otros dos sitios son utilizados con menor frecuencia y
estan ubicados en las posiciones de +470 y +525 en relacion al primer sitio de inicio de la
transcripcion. El promotor no contiene las secuencias consenso TATA ni CAAT, y el porcentaje de
secuencias CG es del 60%. Ademas, contiene 11 secuencias repetidas CCGCCCC, de las cuales 7 de
ellas corresponden a verdaderos sitios funcionales de union para el factor de transcripcion Spl. Se han
identificado también 3 secuencias homologas para unién al factor transcripcional FSE2, una secuencia
GRE, cuatro secuencias AP-1, una secuencia NF-1, una secuencia Egr-1, varias secuencias para la

proteina E2 de HPV y una secuencia para E1A de adenovirus [122].

Por estudios de expresion funcional de genes reporteros se han identificado 5 regiones
reguladoras distintas, las cuales se describen a continuacion [123]. Una region con actividad parecida a
un enhancer ubicada entre los nucledtidos de -1132 a -731; dos regiones con actividad reguladora
negativa localizadas entre los nucledtidos de -1362 a -1132 y de -731 a -453; y dos regiones
promotoras centrales localizadas inmediatamente antes de los dos primeros sitios de inicio de la
transcripcion. Se ha demostrado que deleciones en las secuencias de los promotores centrales y del
enhancer distal inhiben la actividad promotora [122, 123]. En relacion al segundo sitio de inicio de la
transcripcion (+271), se ha reportado que es muy activo, lo cual sugiere que existen secuencias de
reconocimiento para la maquinaria de transcripcion, localizadas después del primer sitio de inicio de la
transcripcion (+1), y que son requeridas para la regulacion diferencial de la expresion del gen humano
de TGF-B1 [123]. Ademas, durante la transcripcion de TGF-1, uno de los principales RNAm es
transcrito a partir del segundo sitio de inicio de la transcripcion y parece ser regulado de manera

independiente del primer sitio de inicio de la transcripcion [124].
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FIGURA 10. Esquema del promotor del gen humano de TGF-B1. La secuencia del promotor de
TGF-B1 ha sido reportada y tiene el nimero de acceso del gene bank: J04431 [122]. En el esquema se
indica la posicion de los 4 sitios de inicio de la transcripcion (+1, +271, +470 y +525). Ademas se
indica la localizacion de los diferentes elementos reguladores que se han identificados (GRE, E2,
FSE2, AP-1, NF-1, Spl, Egr-1, E1A). Secuencia enhancer (Eh), Region reguladora negativa (RN),
Promotor central (PC).

Dos regiones del promotor han sido identificadas como regiones de respuesta especifica, una a
la auto-induccién y otra a la induccion por ésteres de forbol TRE (TRE TPA Response Element) [123-
125]. La primera region corresponde a las secuencias localizadas entre los nucledtidos de -454 a -323,
y la segunda region se encuentra entre los dos principales sitios de inicio de la transcripcion de +1 a
+271. Esta disposicion tan particular del promotor del gen humano de TGF-B1 sugiere un patron
complejo de regulacion de su expresion. Las dos regiones contienen secuencias homoélogas a elementos
de respuesta TRE, lo que sugiere que pueden actuar como un elemento enhancer que inducen la
transcripcion por el tratamiento de las células con ésteres de forbol como el TPA. Se ha demostrado
que los elementos TRE funcionan como sitios de union para el factor de transcripcion AP-1, el cual
media la induccion de la transcripcion por ésteres de forbol [126]. En ambas regiones de respuesta
especifica del promotor de TGF-B1, la auto-induccion es mediada por la unién del complejo AP-1

[126]. La induccion de la expresion del gen c-jun por TGF-B1, asi como la auto-induccioén de c-jun,
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puede aumentar la transcripcion de TGF-B1 durante el desarrollo normal y el proceso de oncogénesis
[127]. EI control de la regulacion transcripcional de TGF-B1 también pude ser mediada por otros
elementos reguladores. Una secuencia similar a la secuencia consenso del elemento NF-1 se ha
identificado en la posicion de -260 a -240 en el promotor de TGF-B1, sin embargo no parece tener una
funcién importante en el mecanismo de auto-induccion de TGF-B1 [124]. Es de llamar la atencion la
presencia de 11 secuencias consenso para el factor de transcripcion Spl, de las cuales se ha
demostrado que 7 son funcionales. Estas 7 secuencias se encuentran localizadas en el promotor central

de TGF-B1 antes del primer sitio de inicio de la transcripcion.

V.8. REGULACION GENICA DE TGF-B1

Como se ha mencionado anteriormente, las funciones de TGF-B1 son multiples y variadas, y los
mecanismos de regulacion de expresion de esta citocina ocurren a nivel transcripcional, a nivel post-
transcripcional y a nivel post-traduccional. La desregulacion de la expresion de TGF-B1 esta implicada
en la patogénesis de muchas enfermedades incluyendo enfermedades autoinmunes, procesos de
fibrosis, y procesos de carcinogénesis. Con respecto a las cinco diferentes isoformas de TGF-B, la
regulacion de la transcripcion de cada una de ellas es diferente e independiente, ya que cada gen
contiene sus propias regiones reguladoras las cuales son selectivamente activadas por sefales

especificas durante la activacion, proliferacion y diferenciacion celular [124].

En relacion a los mecanismos de regulacion transcripcional de TGF-B1, se han realizado
avances importantes y uno de ellos consiste en la identificacion del RNAm de TGF-B1 [128, 129]. Se
ha realizado el analisis del tamafio de los transcritos del RNAm del gen humano de TGF-B1 y se ha
demostrado que el transcrito principal tiene una longitud de 2136 pb, aunque originalmente se reportd
un transcrito de tamafio mas corto [129]. En este sentido, varios estudios han documentado la presencia
de transcritos de TGF-1 de menor tamafio en células humanas. Uno de los eventos que puede explicar
la reduccion en el tamafio del RNAm es por el proceso de poliadenilacion que puede ocurre en
diferentes sitios en el extremo 3’ del gen. Por ejemplo, en la secuencia ATTAAA de la posicion +2136
y no en la secuencia AATAAA de la posicion +2517 [129]. Adicionalmente, el hecho de que el

promotor del gen de TGF-B1 contenga varios sitios de inicio de la transcripcion, los cuales son usados
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de manera diferencial en la expresion de TGF-B1, también puede explicar la variacion en la longitud

de los diferentes transcritos [128, 129].

Otro aspecto de regulacion a nivel transcripcional de la expresion génica de TGF-B1 consiste en
las interacciones de los factores de transcripcion con los diferentes elementos reguladores descritos en
el promotor de este gen. Se ha reportado la induccion de la actividad promotora de TGF-B1 por los
oncogenes jun, fos, rasy tax; por el gen E1A de adenovirus, asi como por pRb de manera positiva o
negativa dependiendo del tipo celular [122-126]. Adicionalmente, uno de los mecanismos mas
estudiados de la regulacion del promotor de TGF-B1, es por el factor de transcripcion Spl [132]. Como
se comento anteriormente, los transductores de senales Smads translocan al nucleo e interaccionan con
el promotor de TGF-B1 por asociacion con el factor de transcripcion Spl. Por ensayos de doble hibrido
de la proteina Sp1 fusionada al dominio de union al DNA de Gal4, se ha demostrado la interaccion del
factor de transcripcion Spl con el promotor del gen humano de TGF-B1 [132]. Esta interaccion se ha
observado que ocurre de manera especifica con las secuencias consenso CCGCCCC presentes en el
promotor central y que corresponden a los elementos de respuesta para el factor de transcripcion Spl.
La familia de los factores de transcripcion Spl no funciona como factores para transcribir a genes
constitutivos. En lugar de ello funcionan en asociacion con proteinas de union a enhancers como
factores especificos de promotores. En este contexto, la especificidad del promotor de TGF-B1 puede
ser activada por la interaccion de Spl con otras proteinas de union a enhancers, con co-activadores, o
con co-represores transcripcionales con Smads. Por lo tanto, estas evidencias sugieren que Spl ademas
de ser un componente de la maquinaria de transcripcion de muchos genes, también representa un factor
acoplador importante para regular la expresion del gen de TGF-B1 por interaccion con co-activadores o

corepresores (Figura 10) [132].

La regulacion post-transcripcional representa otro nivel importante de control de la regulacion
de la expresion de TGF-B1 [127]. Se ha identificado que la region 5°-UTR (UTR Untranslation) de
TGF-B1 tiene una funcién importante en la regulacion post-transcripcional. El RNAm correspondiente
al 5°-UTR tiene un tamafio de 840 nucledtidos y es rico en secuencias GC. Evidencias experimentales
han demostrado que al insertar la secuencia de +11 a +147 del 5’-UTR del gen de TGF-B1 en el 5'-

UTR del gen de la hormona de crecimiento, se inhibe la expresion del gen heterélogo de manera célula-
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especifica [127]. Ademas, el analisis del extremo 5'-UTR del gen de TGF-B1 ha permitido identificar
estructuras secundarias del tipo tallo-asa estables que comprenden del nucledtido de +49 a +76. Se ha
demostrado que estas estructuras son suficientes para inhibir tanto la expresion de TGF-B1 como la
expresion de genes heter6logos. Adicionalmente, esta estructura tallo-asa puede servir como un sitio de
union para factores de transcripcion especificos para cada tipo celular [127]. Sin embargo, se requieren
de futuros estudios para entender los mecanismos moleculares a través de los cuales, las proteinas de
unién al DNA pueden modular la expresion post-transcripcional de TGF-B1 en las estructuras
secundarias de sus transcritos. El control de la sintesis de TGF-B1, particularmente por esteroides y

moléculas relacionadas, es frecuente también a nivel post-transcripcional [130, 131].

Por lo tanto, estas evidencias ponen de manifiesto que los mecanismos y niveles de regulacion
de la expresion génica de TGF-B1 pueden explicar las multiples funciones de esta citocina durante las
diversas respuestas celulares. Por lo que las respuestas celulares a la induccion por TGF-B1 comprende
la integracion de los mecanismos moleculares de regulacion génica y los procesos celulares

involucrados.

V.9. TRANS-REGULACION DE GENES CELULARES POR LAS ONCOPROTEINAS DE
HPV

Como se menciond anteriormente, las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 y HPV-18 tienen
actividades de transformacioén e inmortalizacion celular, principalmente por su interaccion con las
proteinas celulares supresoras de tumores p53 y pRb. Por lo tanto, E6 y E7 juntas ejercen sus efectos
sobre el control del ciclo celular y en consecuencia inmortalizan y transforman eficientemente a
queratinocitos humanos normales [133]. Estas propiedades tumorogénicas son en gran medida
responsables del potencial oncogénico y anti-apoptotico de E6 y E7. Sin embargo, se ha reportado que
E6 y E7 tienen actividades adicionales independientes de su interaccion con p53 y pRb, que

contribuyen al avance del proceso neoplasico.

Recientemente se ha demostrado que E6 y E7 tienen propiedades de transformacion celular a

través de un mecanismo de trans-regulacion de genes heterdlogos [9-12]. Este mecanismo se ha
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documentado por la influencia que tienen las oncoproteinas E6 y E7 de HPV en la activacion de
diferentes promotores de genes celulares. Esta condicion tiene como resultado la desregulacion de la
expresion de diferentes familias de genes como los genes de respuesta a interferon, genes estimulados
por el factor transcripcional NF-kB, y genes que participan en la progresion del ciclo celular y sintesis
de DNA [133]. En este sentido se ha documentado que E6 y E7 de HPV disminuyen la expresion de
IFN-a e IFN-B, reprimen la expresion del factor nuclear STAT-1 y disminuyen la uniéon de STAT-1 al
elemento de respuesta estimulado por IFN. Ademas, inducen la expresion de genes que codifican para
componentes funcionales de la via de transduccion de sefiales inducida por NF-kB como p50, NIK; y
de proteinas que interaccionan con TRAF (TRAF TNF Response Association Factors) [133]. Por lo
tanto, este evento de transregulacion de genes celulares por parte de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV
sugiere que estas oncoproteinas pueden contribuir a la evolucion del proceso de carcinogénesis de una

manera independiente de su interaccion con p53 o pRb.

Adicionalmente, se ha descrito que la oncoproteina E6 de HPV-16 puede inducir la actividad
del promotor del gen humano de TGF-P1 a través de una secuencia rica en GC en fibroblastos humanos
[134]. Los resultados de este estudio sugieren que E6 puede inducir la actividad promotora de TGF-B1,
mientras que no se ha demostrado que E7 pudiera tener efectos significativos de trans-regulacion de
este mismo gen. En este mismo estudio se reportd que una secuencia rica en GC podria ser una
secuencia blanco en el DNA para inducir la actividad promotora de TGF-B1 por influencia de E6.
Ademas, se demostré por mutaciones de la oncoproteina de E6 que la region NH-terminal es critica
para la induccion del promotor de TGF-B1, especificamente entre los aminoacidos de 123 a 136 de E6
de HPV-16. Por lo tanto, estas evidencias apoyan la hipotesis de que existe un mecanismo molecular de
regulacion de la expresion génica de TGF-B1 por influencia del oncogen E6 de HPV-16; pero no
demuestra si E6 de HPV-16 regula de manera directa o indirecta el promotor del gen humano de TGF-
B1. Ademas, hasta este momento no se ha demostrado que E7 de HPV-16 tenga algtin efecto sobre la
regulacion transcripcional del gen de TGF-B1. Por lo tanto, estos aspectos requieren ser estudiados con

mayor detalle y profundidad.
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VI. JUSTIFICACION

El céancer cérvico uterino representa un problema de salud en México, no solo por la alta tasa de
incidencia de esta enfermedad en la poblacion femenina, sino también por los altos indices de
mortalidad. La infeccion por HPV es el principal factor etioldgico de esta neoplasia. Sin embargo,
aunque es un evento necesario, no es una condicion suficiente para la evolucion exitosa del cancer
cérvico uterino. Las propiedades de transformacion e inmortalizacion celular inducidas por los
oncogenes E6 y E7 de HPV permiten proponer que estas oncoproteinas son las responsables directas
del desarrollo del cancer cérvico uterino. Ademads, son un buen modelo de anélisis para el estudio de la
carcinogénesis viral, y representan un blanco idoneo para el disefio de estrategias terapéuticas contra el
cancer cérvico uterino. Por otra parte, el desarrollo de una eficiente respuesta inmune anti-tumoral
constituye un elemento de gran importancia para contrarestar el avance del cancer cérvico uterino; lo
cual es evidente por el alto porcentaje de regresiones espontaneas de lesiones inducidas por HPV, y la

alta incidencia de estas lesiones en pacientes inmunosuprimidos.

Uno de los aspectos importantes en el contexto de la regulacion del ciclo celular, en la
expresion diferencial de genes, y en la induccion de la respuesta inmune anti-tumoral durante el cancer
cérvico uterino; consiste en el conocimiento de las funciones que tiene TGF-B1, asi como de los
mecanismos moleculares que regulan la expresion génica de esta citocina. La accion de TGF-B1 en la
respuesta inmune durante el cancer cérvico uterino puede tener efectos inmunopotenciadores o bien
inmunorrepresores, los cuales dependen del tipo de infeccion por HPV, del grado de avance del tumor,
y del blanco celular sobre el que actia. Alteraciones en la expresion de algunos de los componentes de
la via de transduccion de sefal inducidos por TGF-B1, o en los mecanismos de regulacion de la
expresion del gen de esta citocina se asocian con el avance de los tumores. Por otra parte,
recientemente se ha evidenciado que las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 tienen actividades
tumorogénicas adicionales e independientes de su asociacion con p53 y pRb. Estas propiedades
adicionales se han demostrado por la capacidad que tienen E6 y E7 de trans-regular la expresion de
genes celulares. No obstante, hasta este momento no se ha identificado con precision cual es el
mecanismo por el cual se lleva a cabo el proceso de trans-regulacion de genes celulares por parte de E6

y E7 de HPV. Por lo tanto, este escenario pone de manifiesto que para comprender mejor la induccion
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de una eficiente respuesta inmune anti-tumoral durante el desarrollo del cancer cérvico uterino, la
expresion diferencial de genes, y la regulacion del ciclo celular; es necesario analizar los eventos
moleculares que estan involucrados en la regulacion de la expresion génica de una de las citocinas que
tiene funciones inmunorreguladoras relevantes en estos procesos celulares, y que se encuentra

estrechamente asociada con la evolucion del cancer cérvico uterino, como es la citosina de TGF-p1.

Vil. HIPOTESIS

El HPV se ha identificado como el agente etioldogico del cancer cérvico uterino y las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV son las que tienen las principales propiedades de transformacion e
inmortalizacion celular. Ademas, E6 y E7 tiene la capacidad de trans-regular la expresion de genes
celulares. Por otra parte, hay una correlacion entre el desarrollo del cancer cérvico uterino y la
expresion de TGF-B1, lo cual puede contribuir a la induccién de un estado de inmunosupresion local.
Por lo tanto, se propone que durante el desarrollo del cancer cérvico uterino parte de los mecanismos
moleculares que participan en la regulacion de la expresion génica de TGF-B1 pueden ser a nivel
transcripcional, por interaccion de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 con el promotor del gen

humano de TGF-B1.
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VIiIl. OBJETIVOS

VIII1.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente estudio es identificar los mecanismos moleculares que regulan
la expresion génica de TGF-B1, por la accion de las oncoproteinas E6 y E7 del HPV-16, a través del
analisis del promotor del gen que codifica para esta citocina, en células cervicales tumorales humanas
transformadas con HPV.
VII1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1). Clonar la region reguladora 5° no codificante del gen humano de TGF-31.

2). Hacer el andlisis de los elementos reguladores presentes en la region reguladora del gen de

TGF-Bl.

3). Evaluar la funcionalidad del promotor de TGF-B1 por deleciones progresivas del promotor

acopladas a genes reporteros.

4). Identificar las secuencias de DNA y los complejos de interaccion DNA-proteina en el

promotor de TGF-B1 inducidos por la presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16.
5). Correlacionar los efectos funcionales y las interacciones DNA-proteina para identificar los

eventos moleculares, como factores transcripcionales celulares y/o virales, que participan en la

regulacion de la expresion génica de TGF-B1 en células cervicales tumorales humanas.
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IX. METODOLOGIA

IX.1. CELULAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se utilizaron células cervicales tumorales humanas transformadas con HPV-16 (CaSki y SiHa),
con HPV-18 (HeLa), y c€lulas no infectadas con HPV (C33A); las cuales fueron adquiridas del ATCC
(ATCC American Type Culture Cells). Las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM
(Invitrogen, Carlsbad, CA.) suplementado con 10% de suero bovino fetal, antibiotico-antimicético, en una
atmosfera de 5% de CO,, a 37°C, a una densidad celular de 2.5 a 5 x 10° células. Las células
mononucleares de sangre periférica (CMNSP) se obtuvieron de individuos sanos y fueron separadas por
centrifugacion por gradiente con Ficoll-Hypaque, y cultivadas en medio RPMI-1640 (Invitrogen,
Carlsbad, CA.) suplementado con 10% de suero bovino fetal. Se realizaron las preparaciones de los

extractos nucleares a partir de los cultivos de las lineas celulares, como se indica mas adelante.

IX.2. ENSAYO DE ELISA

La produccion de TGF-B1 soluble fue evaluada por un kit de ELISA en el medio de cultivo de
todos los tipos celulares y normalizada a una cantidad de 1 x 10° células, de acuerdo a las instrucciones
del proveedor (Quantikine RD System). La concentracion de proteina fue determinada por el kit BCA

protein (Pierce, Rockford, IL.) de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

IX.3. AMPLIFICACION POR PCR DE LA REGION REGULADORA 5’ DEL GEN HUMANO
DE TGF-B1

La amplificacion por PCR se realizd6 de acuerdo al método descrito previamente [135].
Brevemente, a partir de 1 ug de DNA de CMNSP se adiciond a una mezcla de reaccion de 50 pl que
contiene 10 mM de dNTPs, 30 pMol de los primers que delimitan la region reguladora 5° de TGF-B1, 2
ul de DMSO concentrado y 2 ul de BSA (10 mg/ml). La mezcla de reaccion se incubd a 94 °C por 10
min antes de adicionar 5 U de la enzima Taq DNA polimerasa. Para amplificar la secuencia de DNA de

interés se normalizd el nimero de ciclos de amplificacion en el rango de 30 a 40 ciclos en el
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termociclador Mastercycler Gradient Epperdorf. Se disenaron y sintetizaron los oligonucleétidos sentido y
anti-sentido que delimitan la region reguladora 5” del gen de TGF-B1. El oligonucleotido sentido fue 5'- T
TTGGATCCTTAGCAGGGGAGTAACATGGATTT -3 que corresponde de la
region de -1362 a -1338, y el oligonucledtido anti-sentido fue - TTTGGATCCACTGCCGAG
AGCGCGAACAGGGCT -3 que corresponde de la region de +795 a +819. Las condiciones del
programa de amplificacion por PCR fueron las siguientes: 94°C por 1 min, 50°C por 45 seg y 72°C por 2
min durante 30 ciclos, seguido por 72°C por 10 min. El producto de amplificacion obtenido fue un
fragmento de DNA de 2181 pb que se verifico por electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. La identidad de la secuencia del producto de amplificacion fue verificada por el patrén

de fragmentos de restriccion y por secuenciacion de DNA.

IX.4. ANALISIS POR RT-PCR SEMICUANTITATIVO

Las células fueron cosechadas y procesadas para el aislamiento de RNA total usando el reactivo
de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA.). Brevemente, 1 x 10 6 células se homogenizaron en 1 ml de Trizol.
El RNA total se precipitd de la fase acuosa por adicion de isopropanol, se lavo y disolvio en agua-DEPC
(DEPC Dietil Pirocarbonato) para su posterior uso. Se obtuvo el RNAm con el uso del primer dT,.13y la
sintesis de cDNA fue realizada por la incubacion con la reverso transcriptasa RT-MMLYV (Invitrogen,
Carlsbad, CA.) por 1 h a 37°C. La expresion del RNAm de TGF-B1 fue medida por RT-PCR
semicuantitativo usando los oligonucleétidos sentido 5>-GCCCTGGACACCAACTATTG
CT-3"yanti-sentido 5’-AGGCTCCAAATGTAGGGGCA GG -3’. Las condiciones del
programa de amplificacion por PCR fueron las siguientes: 94°C por 1 min, 60°C por 1 min y 72°C por
1 min durante 27 ciclos seguido de 72°C por 10 min. Se obtuvo un fragmento de DNA de 160 pb. El
gen constitutivo de B-actina fue usado como control interno y los oligonucleétidos utilizados fueron el
sentido >-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA -3 yelanti-sentido5>-CTCCTTAAT
GTCACGCACGATTTC-3". Las condiciones del programa de amplificacion por PCR fueron
las siguientes: 94°C por 1 min, 58°C por 1 min y 72°C por 1 min durante 25 ciclos seguido por 72°C
por 10 min. Se obtuvo un fragmento de DNA de 540 pb. Para cada amplificacion por PCR se utilizaron
1 pg de cDNA, 2.5 mM de dNTPs, 30 pMol de los primers y 5 U de la enzima Taq DNA polimerasa

(Invitrogen, Carlsbad, CA.) en un volumen de reaccion de 50 pl. Para asegurarse que la reaccion de
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amplificacion permanecio en el rango lineal, se realizaron diluciones seriadas 1:5 del cDNA. Se realiz6
el analisis por densitometria de los niveles de expresion de TGF-B1 normalizado con los niveles de

expresion de -actina. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

IX.5. ESTRATEGIA DE CLONACION Y CONSTRUCCIONES DE PLASMIDOS

La region reguladora del gen humano de TGF-B1 fue obtenida por amplificacion por PCR a partir
de DNA gendmico de CMSP de individuos sanos como previamente se describio. El fragmento de 2181
pb de DNA amplificado fue digerido con Pst | para obtener un fragmento de DNA de 1903 pb, el cual
contiene 1132 pb antes y 771 pb después del primer sitio de inicio de la transcripcion. El fragmento de
DNA de 1903 pb fue clonado en el vector reportero pPBLCAT3 el cual carece de una secuencia promotora
y esta acoplado el gene reportero de CAT (CAT cloranfenicol acetil transferasa). Se generaron diferentes
construcciones de plasmidos (pTGFs) por deleciones progresivas del promotor de TGF-B1 (Figura 11).
El disefio de las construcciones fue realizado en base a las ubicaciones de los elementos reguladores y a la
posicion de los diferentes sitios de restriccion. La construccion pTGF1 (de -1132 a +771) fue generada
por clonacion del fragmento completo de 1903 pb en el sitio Pst |. La construccion pTGF2 incluye un
inserto de DNA de 1089 pb (de -319 a +771) el cual fue clonado en los sitios Bst Ell y Pst I. La
construccion pTGF3 contiene un fragmento de DNA de 813 pb (de +42 a +771) y fue generada por
clonacion en los sitios Eag | y Pst |, y no contiene el promotor central de TGF-B1 ni el primer sitio de
inicio de la transcripcion. La construccion pTGF4 fue producida por clonacion de un fragmento de DNA
de 1543 pb (de -1132 a-318 y de +11 a +771) en los sitios Pst | y Bst Ell y en los sitios Eag | y Pst | con
delesion del promotor central de TGF-B1 y del primer sitio de inicio de la transcripcion. La construccion
pTGFS5 contiene solo el promotor central de TGF-B1 (de -650 a +36) el cual fue clonado en el sitio Apa l.
La construccion pTGF6 contiene dos copias en tandem del promotor central de TGF-B1 (de -650 a +36)
clonadas en el sitio Apa |. La construccion pTGF7 contiene dos copias en tandem del promotor central de
TGF-B1 pero en orientacion invertida (de +36 a -650) (Figura 11). La integridad de las construcciones

fue verificada por el analisis del patrén de restriccion.

Adicionalmente, fueron generadas varias construcciones de plasmidos por mutagénesis dirigida

con el promotor central de TGF-B1 (de -650 a +36) en las cuales fueron generadas mutaciones puntuales
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en las secuencias de reconocimiento para el factor de transcripcion Spl (pSpl-wt, pSpla-mt, pSp1b-mt,
pSplc-mt, pSpld-mt y pSple-mt) (Figura 12). La integridad de las construcciones mutantes fue
verificada por secuenciacion del DNA. A partir de las construcciones obtenidas se transformaron
bacterias E. coli de la cepa DH5 y las bacterias transformadas se seleccionaron por crecimiento de
colonias blancas en medio de cultivo solido LB que contiene IPTG y X-gal. Se realiz6 la extraccion de
plasmidos a gran escala por el método de lisis alcalina [135] y los plasmidos purificados se

almacenaron hasta su utilizacion en los ensayos funcionales de transfeccion.

IX.6. TRANSFECCION DE DNA Y EXPERIMENTOS DE CAT

Las células cervicales tumorales C33A (HPV-) fueron transfectadas transitoriamente con las
construcciones que contienen el promotor de TGF-B1 (pTGFs) generadas previamente. Las
transfecciones fueron realizadas con el reactivo Lipofectamina-Plus (Invitrogen, Carlsbad, CA.) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Todas las transfecciones fueron hechas con 20 ug de DNA
plasmidico total. En cada transfeccion 1 pug del plasmido que expresa B-galactosidasa (lacZ), que esta
regulada por el promotor de B-actina, fue incluido como plasmido de normalizacion. Las células fueron
incubadas con medio DMEM libre de suero y con Lipofectamina por 8 h, lavadas y resuspendidas en
DMEM que contiene 10% de suero bovino fetal. Las células fueron cosechadas a las 48 h después de la
transfeccion y los extractos nucleares fueron realizados en 100 ul de buffer Tris-HCI pH 8.0, 0.25 M.
En general 5 ug de los extractos nucleares fueron usados para los ensayos de la actividad de -
galactosidasa. El nivel de la actividad de [B-galactosidasa no fue afectado por la expresion de los
oncogenes E6 y E7 de HPV-16 cuando las células C33A fueron co-transfectadas con los plasmidos de
expresion pSV2E6 y pSV2E7; por lo que la actividad del gen reportero CAT en todos los ensayos fue

normalizada en relacion a la actividad de B-galactosidasa.

Los ensayos de co-transfeccion fueron realizados con los plasmidos de expresion pSV2E6 y
pSV2E7 los cuales fueron donados por el Dr. Yoshiike (Instituto Nacional de Salud, Tokio, Japon), y
contienen el marco abierto de lectura de los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 [136]. Todos los ensayos
de transfecciones y co-transfecciones fueron repetidos tres veces de manera independiente y el

promedio del porcentaje de acetilacion fue calculado y es presentado como la actividad relativa de
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CAT. La actividad de CAT fue evaluada por el método de Nordeen como se reportd previamente [137].

IX.7. ENSAYOS DE DNasa | Y DE FOOTPRINTING

Los extractos nucleares de las células C33A fueron preparados de acuerdo al método de Dignam
[145]. Brevemente, 1 x 107 células fueron resuspendidas en buffer A (20 mM de HEPES pH 8.0, 10 mM
de KCl, 0.5 mM de DTT, 1.5 mM de MgCl,, 0.5 mM de PMSF, 0.25 mM de EDTA y 0.25 mM de
EGTA) y lisadas con 20 golpes en un homogenizador de cristal. Los nucleos fueron centrifugados a 2,000
rpm y resuspendidos en 2 ml de buffer C (20 mM de HEPES pH 8.0, 1.5 mM de MgCl,, 0.5 mM de DTT,
0.25 mM de PMSF, 0.25 mM de EDTA, 0.25 mM de EGTA, 420 mM de NaCl y 50% de glicerol) y
lisados con el homogenizador de cristal como se menciond anteriormente. La suspension fue centrifugada
a 12,000 rpm por 2 min y el sobrenadante fue dividido en alicuotas y almacenadas a -70°C. La

concentracion de proteinas fue determinada por el kit BCA protein (Pierce, Rockford. IL.).

Los ensayos de Footprinting fueron realizados como se describid previamente [135, 139] y la
sonda de DNA que se utilizé corresponde al promotor central de TGF-B1 (de -650 a +36). Este fragmento
de DNA fue clonado en el plasmido pGEM11Z (Promega, Madison, WI.) y digerido con BamHI y Hind
I1I. La sonda fue incubada con la DNA polimerasa I fragmento Klenow y con 30 pCi de dGTP-[o->*P].
Las secuencias A+G y G fueron determinadas con el método de secuenciacién de modificacion de bases
de Maxam y Gilbert [135] usando DMS y piperidina (Sigma). Las muestras fueron tratadas con buffer
DMS-stop (1.5 mM de acetato de sodio pH 7.0, 1 M de B-mercaptoetanol, y 250 pg/ml de glicogeno) y
precipitadas con etanol a -70°C. Los precipitados de DNA fueron lavados y resuspendidos en 200 ul de
piperidina 1 M fresca y calentados a 90°C por 30 min. Las muestras fueron liofilizadas tres veces y
resuspendidas en 10 pl de buffer Dye (0.1% de azul de bromofenol, 80% de formamida y 1X de TBE
(0.089 M de Tris base, 0.089 M de acido borico y 0.02 M de EDTA pH 8.0). Se realizaron los ensayos de
interaccion DNA-proteina y de digestion con DNasa I en presencia de concentraciones crecientes de
extractos nucleares de células C33A no transfectadas o transfectadas con los cDNA de los oncogenes E6 y
E7 de HPV-16 en buffer de unién (10 mM de HEPES pH 7.4, 25 mM de CaCl,, 2% de BSA, 25 mM de
KCl, 0.25 mM de EDTA, 4 mM de EGTA y 1 ug/ul de poly dI-dC) y digeridas con 0.015 U de DNasa I

(Whorstington). Después de 2 min de digestion a temperatura ambiente, las muestras fueron tratadas con
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solucién DNasa-stop (50 mM de EDTA pH 8.0, 0.2% de SDS, 100 pg/ml de glicogeno y 100 ug/ml de
proteinasa K) e incubadas a 45°C por 45 min. Posteriormente, a las muestras se les realizd tres
extracciones de proteinas con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se precipitaron con etanol
absoluto y se resuspendieron en 10 ul de buffer Dye. Las muestras fueron calentadas por 5 min a 98°C y
fueron separadas por electroforesis por 4 h a 1800 volts en un gel de secuenciacion al 6% de
poliacrilamida y 6 M de urea. Los geles fueron secados a 80°C por 1 h y expuestos a peliculas de
autorradiografia a -70°C con pantallas intensificadoras por 24 h. El andlisis de Footprinting fue realizado
por comparacion de los carriles de A+G y G producidos por el rompimiento quimico de la reaccion de
secuenciacion, comparados con la misma sonda incubada con los extractos nucleares y por digestion con

DNa I, para determinar las secuencias de nucleotidos correspondientes.

IX.8. ANALISIS DE ELECTROFORESIS CON MOBILIDAD RETARDADA (EMSA)

Los extractos nucleares fueron preparados a partir de las células C33A no transfectadas o
transfectadas con los vectores pSV2E6 y pSV2E7 como se describid anteriormente. El ensayo de
electroforesis con movilidad retardada EMSA (Electrophoresis Mobility Shifting Assays) fue realizado
como se reportd previamente [139]. Brevemente, se sintetiz6 un oligonucledtido de DNA de doble cadena
que contiene el sitio de uniodn para el factor de transcripcion Sple. Este oligonucledtido se usé como sonda
y fue marcado radioactivamente en sus extremos 5’ con la enzima T4 DNA polinucledtido cinasa usando
30 uCi de APT-[y-"*P]. La sonda fue purificada por PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en un gel
al 15%. Se realizo la incubacion de la sonda marcada (1-2 x 10° cpm) con 5 ug de extractos nucleares por
20 min a temperatura ambiente en buffer de union (10 mM de Tris-HCI pH 7.5, 50 mM de NaCl, 1 mM de
DTT, 1 mM de EDTA, 5% de glicerol y 1 ng de poly dI-dC). Los complejos DNA-proteina fueron
identificados por electroforesis en condiciones no desnaturalizantes en PAGE al 6% con bajas
concentraciones isotonicas de buffer TBE al 0.5X (0.089 M de Tris base, 0.089 M de acido borico y 0.02
M de EDTA pH 8.0). Los geles fueron pre-corridos por 30 min a 200 volts y posteriormente las muestras
fueron aplicadas y separadas en las mismas condiciones de voltaje durante 3 h. Los geles fueron secados a
80°C por 1 h y expuestos a peliculas de autorradiografia a -70°C con pantallas intensificadoras por 24 h.
Los experimentos de competencia fueron realizados con un exceso de 100 veces la concentracion molar de

las sondas AP-1 y Sple no marcadas radioactivamente, las cuales fueron adicionadas antes de la
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incorporacion de la sonda Sple marcada. Para los experimentos de super-retardamiento, los complejos
DNA-proteina fueron formados antes de adicionar 5 pg de los anticuerpo policlonales IgG anti-E6 y anti-
E7 de HPV-16. Como control se utilizé el anticuerpo monoclonal IgG anti-IL6 irrelevante (Santa Cruz,
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Las muestras fueron incubadas con los anticuerpos por 4 h a 4°C y
posteriormente toda la noche a temperatura ambiente antes de analizar los complejos DNA-proteina por

PAGE al 6%. En la Figura 13 se resume la estrategia experimental del estudio.
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FIGURA 11. Construcciones de pldsmidos pTGFs con el promotor de TGF-B1 en el vector
pPBLCATS. Se generaron 7 construcciones (pTGF1, pTGF2, pTGF3, pTGF4, pTGFS5, pTGF6 y PTGF7)
con diferentes regiones del promotor de TGF-B1. En pTGF1 se incluy6 el promotor completo. En pTGF2
se deletd parcialmente el extremo 5’ y se respetaron los cuatro sitios de inicio de la transcripcion. En
pTGF3 se elimino toda la region 5’ incluyendo al primer sitio de inicio de la transcripcion. En pTGF4 se
incluy6 la region 5° y se delet6 parte del promotor central. En pTGF5 se incluy6 tnicamente el promotor
central con el primer sitio de inicio de la transcripcion. En pTGF6 se clond por duplicado el promotor
central. En pTGF7 se incorporo el promotor central por duplicado pero en orientacion opuesta.
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FIGURA 12. Construcciones de plasmidos pSpl-mts con el promotor central de TGF-B1 con
mutaciones en las secuencias de unioén para Spl, en el vector pBLCAT3. Se generaron 6
construcciones (pSpl-wt, pSpla-mt, pSp1b-mt, pSplc-mt, pSpld-mt y pSple-mt) con el promotor central
de TGF-B1 (-650 a +36). En el promotor central se localizan 5 secuencias de reconocimiento para el factor
de transcripcion Spl. Se generaron mutaciones no funcionales para cada una de las secuencias para Spl
indicadas en rojo y con una “X”’.
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FIGURA 13. Disefio de la estrategia experimental. En el proyecto se plated realizar dos tipos de
analisis: Un andlisis funcional y un analisis de interaccion DNA-proteina. En el analisis funcional se
propuso obtener el promotor del gene humano de TGF-B1 y generar diferentes construcciones en el
vector de expresion pBLCAT3 por deleciones progresivas del promotor. Estas construcciones se usaron
para transfectar células C33A (HPV-) y evaluar el efecto de E6 y E7 de HPV-16 sobre la actividad
promotora de TGF-B1 por co-transfeccion con los plasmidos de expresion pSV2E6 y pSV2E7. En el
analisis de interaccion DNA-proteina se evaluo la formacién de complejos DNA-proteinas por EMSA
y por Footprinting para hacer una correlacion con los datos obtenidos del analisis funcional.
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X. RESULTADOQOS

X.1. EXPRESION DE TGF-f1 HUMANO EN CELULAS TRANSFORMADAS CON HPV

Evidencias anteriores obtenidas por otros grupos sugieren que TGF-1 suprime la activacion y
proliferacion de los linfocitos T, y probablemente esta involucrado en los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune del huésped durante el desarrollo del cancer cérvico uterino [140-145]. Tales
hallazgos permiten proponer que existe una estrecha asociacion entre la alteracion de la expresion
génica de TGF-B1 y el desarrollo de lesiones ginecologicas. Con la intencion de analizar el patron de
expresion de TGF-B1 en células de cancer cervical, en primera instancia se evalué el nivel de
expresion del RNAm de TGF-B1 en lineas celulares humanas de cancer cérvico uterino (HeLa, CaSKi,
SiHa y C33A) por RT-PCR semicuantitativo (Figura 14A). Consistente con las observaciones previas
realizadas por otros grupos, los niveles de expresion del RNAm de TGF-f1 aumentaron
considerablemente en las células HelLa, CaSKi y SiHa que estan transformadas con HPV, en
comparacion con las células C33A que también son células tumorales cervicales pero que no estan
transformadas con HPV. No obstante, aunque la expresion del RNAm de TGF-B1 fue observada en
todas las lineas celulares, el porcentaje de expresion del RNAm se increment6 en aproximadamente dos
veces en las células infectadas con HPV en comparacion con las células HPV negativas (Figura 14B).
La expresion del RNAm no tuvo cambios significativos entre las células transformadas con HPV-16

(CaSKi y SiHa) y las células transformadas con HPV-18 (HeLa).

En un intento por hacer una correlacion entre los niveles de expresion del RNAm de TGF-1 y
la sintesis de la proteina, se determind la expresion de la proteina de TGF-B1 soluble en todas las lineas
celulares estudiadas. El andlisis fue normalizado por la concentracion de proteina (50 pg) y por el
namero de células (1 x 10° células) (Figura 15). Los resultados mostraron que la sintesis de la proteina
de TGF-B1 aument6 por arriba de 1,000 pg/ml en las células transformadas con HPV, mientras que en
las células no transformadas con HPV el nivel de expresion fue menor a 600 pg/ml. Estos datos fueron
consistentes con los niveles de expresion del RNAm de TGF-B1. Por lo tanto, este resultado sugiere
que las células transformadas con HPV son especificamente capaces de mediar la activacion

trasnscripcional de TGF-B1 en respuesta a la expresion de las oncoproteinas de HPV16 y HPV-18.
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FIGURA 14. Expresion del gen humano de TGF-B1 en células cervicales tumorales humanas. A.
Analisis de expresion del gen de TGF-B1 por RT-PCR semicuantitativo en lineas celulares de cancer
cérvico uterino transformadas por HPV-18 (HeLa), HPV-16 (CaSKi, y SiHa) y en células C33A que no
estan transformadas con HPV. El DNA de CMNSP de donadores sanos se uso como control interno.
Las muestras fueron separadas por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Como marcadores de peso
molecular (MPM) se utilizaron el DNA de escalera de 50 pb y el DNA de ¢X174/Hae Il1l. B. Las
bandas del panel A fueron digitalizadas y analizadas por densitometria y los datos fueron analizados
por la relacion de expresion del RNAm de TGF-B1/RNAm de B-actina. Los ensayos fueron realizados
por triplicado y se muestra un experimento representativo reproducible.
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FIGURA 15. Analisis de la sintesis de la proteina de TGF-B1 humana por ELISA. Se realiz6 la
cuantificacion de la sintesis de la proteina de TGF-B1 en los sobrenadantes de los cultivos de las lineas
celulares analizadas en la Figura 14. Se normaliz6 el ensayo de ELISA por la cantidad de células en
cultivo (1 x 10%) y por la concentracién de proteina (50 mg). Las CMNSP de donadores sanos se usaron
como control interno. Los ensayos fueron realizados por triplicado y se muestra un experimento
representativo reproducible.
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X.2. OBTENCION DE LA REGION PROMOTORA DEL GEN HUMANO DE TGF-1

Con la intencion de analizar si la regulacion de la expresion del gen de TGF-1 ocurre a nivel
transcripcional, y si es inducida por la expresion de los oncogenes del HPV en las células tumorales
cervicales; se realizo la obtencion de la region promotora del gen humano de TGF-B1. La secuencia
del promotor de TGF-B1 ya fue previamente reportada por Kim et al [122] y se encuentra disponible
en la base de datos del GenBank /EMBL con ntimero de acceso: J04431. A partir de la secuencia del
promotor de TGF-B1, se realizé el disefio de los oligonucledtidos sentido (de -1362 a -1338) y anti-
sentido (de +795 a +819) que delimitan un fragmento de DNA de 2181 pb. Con estos oligonucleotidos
se estandarizaron las condiciones de amplificacion por PCR y se obtuvo un producto de DNA de 2181
pb (Figura 16). Se realiz6 el analisis en silico del patron de restriccion del fragmento de DNA de 2181
pb usando las enzimas Apa |, Hinc Il y Xba |; para predecir el patron de restriccion esperado. En el
analisis del patron de restriccion se obtuvieron los siguientes fragmentos de DNA: Para Apa | se
obtuvieron 3 fragmentos de DNA de 783, 713, 685 pb, para Hinc Il se obtuvieron 2 fragmentos de
DNA de 1271 y 910 pb, y para Xba | se obtuvieron 2 fragmentos de DNA de 1549 y 632 pb (Figura
17). En relacion al analisis de secuenciacion de DNA, no se identificaron mutaciones, deleciones o
inserciones de secuencias en el DNA que fueran distintas a la secuencia originalmente reportada
(Figura 18). Por lo tanto, los datos obtenidos demuestran que el producto de amplificacion de DNA
corresponde a la region promotora del gen humano de TGF-B1. A partir de la obtencion del promotor
de TGF-B1, se realizo la digestion de este fragmento con la enzima Pst | para obtener un fragmento de
1903 pb con extremos Pst |, el cual se clono en el vector pBluescript SK para obtener la construccion
pBTGF (Figura 19). Los datos muestran que al hacer el analisis del patrén de restriccion de la
construccion pBTGF por digestion con Pst |, se produjo la liberacion del inserto que corresponde al
fragmento de DNA de 1903 pb, y la linearizacion del vector pBluescript SK de 2961 pb. El analisis del
patron de restriccion de la construccion pBTGF con las enzimas Apa I, Hinc Il y Xba | permitid
obtener los fragmentos de restriccion que corresponden a los tamafos esperados analizados
previamente por silico; asi como determinar la orientacion del inserto que corresponde al promotor de
TGF-B1 en la construccion pBTGF. Estos resultados permiten confirmar la identidad e integridad del
fragmento de DNA amplificado que corresponde efectivamente a la secuencia de la region promotora

del gen humano de TGF-B1 originalmente reportada [122].
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FIGURA 16. Amplificacion por PCR de la region promotora del gen humano de TGF-B1. Se
realizo el disefio de los oligonucledtidos sentido y antisentido en base a la secuencia reportada del
banco de datos GenBank'"/EMBL con numero de acceso J04431. A partir de estos oligonucledtidos se
estandarizo el protocolo de amplificacion por PCR y se realiz6 una curva de concentracion de MgCl,
de 1, 1.5 y 2 mM (carriles 1 a 3). Como marcador de peso molecular se utilizé el DNA de A/Hind I11.
La flecha indica el producto de amplificacion de DNA de 2181 pb.
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FIGURA 17. Analisis del patrén de fragmentos de restriccion del promotor del gen humano de
TGF-B1. A. Analisis en silico del patron de digestion del promotor de TGF-B1 con las enzimas Apa |,
Hinc Il y Xba I. Se indica el tamafio de los productos esperados. B. Analisis por electroforesis del
patron de digestion del promotor de TGF-f1. Los productos fueron digeridos con las enzimas Apa I,
Hinc Il y Xba | (carriles 1 al 4), y separados por electroforesis en gel de agarosa al 1%. SD
corresponde sin digestion. Como marcadores de peso molecular (MPM) se utilizaron el DNA de
AHind 111 y el DNA de ¢X174/Hae lll. Los productos sugeridos por silico correspondieron a los
fragmentos de DNA esperados.
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Secuencia del promotor del gen humano de TGF-f1.
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tagataagacggtgggagcctagaaaggaggctgggttggaaactctgggacagaaaccc

agagaggaaaagactgggcctggggtctccagtgagtatcagggagtggggaatcagecag

Ceereeerene e e e e e e e e e e e e e e e e el
agagaggaaaagactgggcctggggtctccagtgagtatcagggagtggggaatcagcag

gagtctggtccccacccatccctecttteccctetctetectttecctgcaggetggeccce
CEEEREErrn e e e e e e e e e e e e e e el

gagtctggtccccacccatccctecttteccctectctectectttcctgecaggetggeccce

ggctccatttccaggtgtggtcccaggacagetttggecgetgecagettgecaggetatg

CEEreeerenr e e e e e e e e e e e e e e e el
ggctccatttccaggtgtggtcccaggacagetttggecgectgeccagettgcaggetatg

gattttgccatgtgcccagtagcccgggcacccaccagcetggcctgecccacgtggeggce

CEERRREERn e e e e e e e e e e e e e e el
gattttgccatgtgcccagtagcccgggcacccaccagetggcctgecccacgtggeggce

ccctgggcagttggcgagaacagttggcacgggctttcgtgggtggtgggecgecagetge

CEEreeerenerene e e e e e e e e e e e e e e e el
ccctgggcagttggcgagaacagttggcacgggctttegtgggtggtgggecgecagetge

tgcatggggacaccatctacagtggggccgaccgctatcgectgcacacagectgctggtg

FEERRREERn e e e e e e e e e e e e e e el
tgcatggggacaccatctacagtggggccgaccgctatcgectgcacacagctgectggtg

gcaccgtgcacctggagatcggcctgctgctccgcaacttcgaccgctacggegtggagt

Ceereeerrnerene e e e e e e e e e e e e e e e el
gcaccgtgcacctggagatcggcctgctgcteccgcaacttcgaccgctacggegtggagt

120

120

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480

540

540
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Query:
Sbhjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:

541

541

601

601

661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

gctgagggactctgcctccaacgtcaccaccatccacaccccggacacccagtgatgggg

gctgagggactctgcctccaacgtcaccaccatccacaccccggacacccagtgatgggg

gaggatggcacagtggtcaagagcacagactctagagactgtcagagctgaccccagcta

gaggatggcacagtggtcaagagcacagactctagagactgtcagagctgaccccagcta

aggcatggcaccgcttctgtcctttctaggacctcggggtecctectgggeccagtttcecce

CEEERRErene e e e e e e e e e e e e e e el
aggcatggcaccgcttctgtcctttctaggacctcggggtecctctgggeccagtttcecce

tatctgtaaattggggacagtaaatgtatggggtcgcagggtgttgagtgacaggaggct

Fereereereernerneenee et e e e e e e e e v el
tatctgtaaattggggacagtaaatgtatggggtcgcagggtgttgagtgacaggaggct

gcttagccacatgggaggtgctcagtaaaggagagcaattcttacaggtgtctgectect

CEERRREERnee e e e e e e e e e e e e e el
gcttagccacatgggaggtgctcagtaaaggagagcaattcttacaggtgtctgectect

gacccttccatccctcaggtgtectgttgccccctecteccactgacaccctccggaggce

gacccttccatccctcaggtgtectgttgccccctecteccactgacaccctccggaggce

ccccatgttgacagaccctecttctectaccttgtttcccagectgactctecttecgtt

CEERREeren e n e e e e e e e e e e e e e el
ccccatgttgacagaccctecttctectaccttgtttcccagectgactctecttecgtt

ctgggtccccctectetggteggetecectgtgtetcatccccecggattaagecttctee

FErrereereerne e e e e e e e e e et e e e v e
ctgggtccccctectetggtecggetecectgtgtctcatcecccecggattaagecttctee

gcctggtectctttctctggtgacccacaccgecccgcaaagccacagcgcatctggatca

gcctggtectctttctctggtgacccacaccgecccgcaaagccacagcgcatctggatca

cccgcetttggtggegettggecgecaggaggcagceaccetgtttgecggggecggagecggg

FErrernere e e e e e e e e e et e e e e v el
cccgcetttggtggegettggecgeccaggaggcagcaccctgtttgecggggcggagecggg

gagcccgccccctttcccccagggctgaagggaccccecctcggagecccgeccacgcgaga

gagcccgccccctttcccccagggctgaagggaccccecctcggagecccgeccacgcgaga

tgaggacggtggcccagcccccccatgecctccccctgggggecgeccccgeteccgece

600

600

660

660

720

720

780

780

840

840

900

900

960

960

1020

1020

1080

1080

1140

1140

1200

1200

1261
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Shjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Shjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:
Sbjct:

Query:
Sbhjct:

Query:

1201

1262

1262

1322

1322

1382

1382

1442

1442

1502

1502

1562

1562

1622

1622

1646

1646

1706

1706

1766

1766

1826

tgaggacggtggcccagcccccccatgeccteccccctgggggecgeccccgeteccgecce

gtgcgcttcctgggtggggccgggggcggcttcaaaacccectgeccgacccagecggtee

FERRereere e e e e e e e et e e e v el
gtgcgcttcctgggtggggccgggggcggcttcaaaacccectgeccgacccagecggtee

ccgccgecgccgeccttcgegecctgggecatcectceecctecccacctecctecgecggageag

ccgccgecgcecgeccttcgegecctgggecatcetceeccteccacctecctecgecggageag

ccagacagcgagggccccggccgggggcaggggggacgccccgtccggggcaccccccecg

FERREreeree e e e e e e e e et e e e v el
ccagacagcgagggccccggccgggggcaggggggacgccccgtccggggcaccccccecg

gctctgagccgeccgecggggcecggectecggeccggagecggaggaaggagtcgecgaggag
CEERRREERR e e e e e e e e e e e e e e et
gctctgagccgeccgecggggccggectecggeccggagecggaggaaggagtcgecgaggag

cagcctgaggccccagagtctgagacgagccgecgecgeccccgecactgcggggaggag

cagcctgaggccccagagtctgagacgagccgecgecgeccccgecactgcggggaggag

ggggaggaggagcgggaggagggacgagCtggtcgggagaagaggaaaaaaacttttgag
Frereereenr e e e e e et el
ggggaggaggagcgggaggagggacgagctggtcgggagaagaggaaaaaaacttttgag

acttttccgttgccgctgggagcc 1645

(AR RRNNNNRRRRRRNNRER)
acttttccgttgccgctgggagcc 1645

ggaggcgcggggacctcttggcgcgacgctgeccccgecgaggaggcaggacttggggaccce

CEERRREERnee e e e e e e e e e e e e e el
ggaggcgcggggacctcttggcgcgacgctgeccccgecgaggaggcaggacttggggaccce

cagaccgcctccctttgecgecggggacgettgetecctecctgeccectacacggegte

cagaccgcctccctttgeccgecggggacgettgeteccteecctgecccctacacggegte

cctcaggcgcccccattccggaccagccctcgggagtcgceccgacccggectecccgcaaag

cctcaggcgcccccattccggaccagccctcgggagtcgccgacccggectecccgcaaag

acttttccccagacctcgggcgcaccccctgcacgecgecttcatccccggectgtctee

1261

1321

1321

1381

1381

1441

1441

1501

1501

1561

1561

1621

1621

1705

1705

1765

1765

1825

1825

1885
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Sbjct: 1826 acttttccccagacctcgggcgcaccccctgcacgeccgecttcateccccggectgtctece

Query: 1886 tgagcccccgcgcatcctagaccctttctecctccaggagacggatctcectctecgacctge

) PEEEEERree e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 1886 tgagcccccgcgcatcctagaccctttctcctccaggagacggatctctcteccgacctge

Query: 1946 cacagatcccctattcaagaccacccaccttctggtaccagatcgcgcccatctaggtta

Sbjct: 1946 cacagatcccctattcaagaccacccaccttctggtaccagatcgcgcccatctaggtta

Query: 2006 tttccgtgggatactgagacacccccggtccaagcctcccctccaccactgecgeccttct

) PEEEEEERnne e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 2006 tttccgtgggatactgagacacccccggtccaagcctcccctceccaccactgegeccttct

Query: 2066 ccctgaggagcctcagctttccctcgaggccctcctaccttttgccgggagacccccagce

PEeErrernnee e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 2066 ccctgaggagcctcagctttccctcgaggccctcectaccttttgccgggagacccccagce

Query: 2126 ccctgcaggggcggggcctccccaccacaccagecctgttcgegetecteggcagtgecgg

PEEEEEREEEe e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 2126 ccctgcaggggcggggcctccccaccacaccagccctgttcgegetctcggcagtgecgg

Query: 2186 ggggcgccgcctcccccatg 2205

(NNRRRRRRRNRRRRRNANY
Sbjct: 2186 ggggcgccgcctcccccatg 2205

1885

1945

1945

2005

2005

2065

2065

2125

2125

2185

2185

FIGURA 18. Anélisis de la secuencia de DNA del promotor del gen humano de TGF-B1. Se
realizo el analisis de secuenciacion del DNA del producto de amplificacion por PCR por analisis de
homologia de secuencias por Blast. En el analisis el resultado de blast se obtuvo una identidad del

100%. Numero de acceso del GenBank ™/EMBL: J04431.
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FIGURA 19. Clonacion del promotor del gen humano de TGF-B1 en el vector pBluescript. A. Se
muestra el disefio en silico de la construccion pBTGF. B. El fragmento de DNA de 2181 pb fue
digerido con Pst | y clonado en el vector pBluescript para generar la construccion pBTGF. Se purifico
el plasmido a gran escala de esta construccion y se analizo el patron de digestion con las enzimas Pst |,
Apa |, Hinc Il, y Xba | (carriles 1 al 4). Como marcadores de peso molecular (MPM) se utilizaron el
DNA de MHind 111 y el DNA de $X174/Hae Ill. Los productos sugeridos por silico correspondieron a
los productos esperados. Las flechas indican los fragmentos de DNA obtenidos.
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X.3. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR DEL GEN HUMANO DE TGF-
Bl POR LOS PRODUCTOS DE LOS ONCOGENES E6 Y E7 DE HPV-16

Para entender los mecanismos de regulacion génica de TGF-B1 por las oncoproteinas E6 y E7
de HPV-16, se analiz6 el efecto de estas oncoproteinas sobre la actividad promotora del gen de TGF-
B1, por acoplamiento del promotor con el gen reportero CAT. Para este proposito inicialmente se
amplifico por PCR la region reguladora del gen humano de TGF-B1 y fueron generadas varias
construcciones de plasmidos (pTGFs) que contienen diferentes fragmentos del promotor. Se realizé el
analisis en silico de las construcciones generadas y los fragmentos de restriccion esperados

correspondieron a los fragmentos de restriccion de DNA obtenidos por electroforesis (Figuras 20 a

26).

Las células C33A fueron transfectadas con las construcciones que contienen el promotor de
TGF-B1 y co-transfectadas con los plasmidos de expresion pSV2E6 y pSV2E7 que contienen los
c¢DNA de los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 respectivamente (Figura 27). Los resultados de la
actividad funcional del promotor estan presentados en las Figuras 28 y 29. La construccion pTGF1 que
contiene el promotor completo de TGF-B1 fue usada como la actividad de referencia. Los resultados
mostraron que cuando el extremo 5’ distal del promotor de TGF-B1 fue eliminado, la actividad
promotora disminuy6 hasta un 25% (construccion pTGF2). La actividad promotora fue abolida hasta
un 5% cuando el promotor central de TGF-B1 que incluye el primer sitio de inicio de la transcripcion
(+1) fue deletado (construcciones pTGF3 y pTGF4). Sin embargo, la actividad promotora fue
parcialmente recuperada en un 38% en presencia del promotor central de TGF-B1 (construccion
pTGF5) y fue restaurada hasta en un 75% cuando el promotor central de TGF-B1 se encontraba
presente por duplicado (construccion pTGF6). La actividad del promotor central de TGF-B1 fue
abolida cuando el promotor fue evaluado en orientacién opuesta (construccion pTGF7) (Figuras 28 y

29).
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A S/D BK HKBK HK HK BK BK HK A

23130 —
9416 —
6557 —
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CAT

- 1132 1 271 470 525771

Construccion pTGF1

FIGURA 20. Construccion del plasmido pTGF1 en el vector pBLCATS3. Se incluy6 todo el
promotor completo del gen humano de TGF-B1. Se realizo el analisis del patron de digestion con las
enzimas Bam HI (B) y Kpn | (K). S/D corresponde al producto sin digestion (carriles 1 al 9). Como
marcador de peso molecular (MPM) se utiliz6 el DNA de A/Hind I1l. Los productos sugeridos por el

analisis en silico correspondieron a los productos esperados. Las flechas indican los fragmentos de
DNA obtenidos.
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A/HE S/D X E P H Ha A/pX

<+« 23130
<« 9416
5372 <« 6557
3839 = <« 4361
3695 —
2284 — <« 2322
1821 — <+« 2027
1533
1407 — <« 1353
<« 1078
<« 872
670 —
<+ 603
370 —
218 <« 310

MPM 1 2 3 4 5 6 MPM

CAT

- 318 771

Construccion pTGF2

FIGURA 21. Construccién del plasmido pTGF2 en el vector pBLCAT3. Se cloné parte del
promotor central del gen humano de TGF-B1 con los cuatro sitios de inicio de la transcripcion. Se
realizé el analisis del patron de digestion con las enzimas Xba | (X), Eag | (E), Pstl (P), Hind 11 (H) y
Hae Il (Ha). S/D corresponde al producto sin digestion (carriles 1 al 6). Como marcadores de peso
molecular (MPM) se utilizaron el DNA de A/Hind Il y el DNA de ¢X174/Hae Il. Los productos
sugeridos por el andlisis en silico correspondieron a los productos esperados. Las flechas indican los
fragmentos de DNA obtenidos.
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FIGURA 22. Construccion del plasmido pTGF3 en el vector pBLCATS3. Se delet6 el extremo 5’
distal y el promotor central del gen humano de TGF-B1 con el primer sitio de inicio de la transcripcion.
Se realiz6 el analisis del patron de digestion con las enzimas Pstl (P), Eag | (E), Hind 111 (H), Kpn |
(K) y Hae Il (Ha). S/D corresponde al producto sin digestion (carriles 1 al 6). Como marcadores de
peso molecular (MPM se utilizaron el DNA de A/Hind |11 y el DNA de ¢X174/Hae Il. Los productos
sugeridos por el andlisis en silico correspondieron a los productos esperados. Las flechas indican los
fragmentos de DNA obtenidos.
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Construccion pTGF4

FIGURA 23. Construccion del plasmido pTGF4 en el vector pBLCAT3. Se deletd parte del
promotor central del gen humano de TGF-B1 con el primer sitio de inicio de la transcripcion y se
incluyo6 el extremo 5’ distal. Se realizé el analisis del patron de digestion con las enzimas Bam HI (B),
Eag | (E), Hind Il (H), y Hae Il (Ha). S/D corresponde al producto sin digestion (carriles 1 al 4).
Como marcadores de peso molecular (MPM) se utilizaron el DNA de A/Hind Il y el DNA de
0X174/Hae Il. Los productos sugeridos por el analisis en silico correspondieron a los productos
esperados. Las flechas indican los fragmentos de DNA obtenidos.
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A pBTGF-Apal A pBLCAT3-Apal

23130
9416
6557
4361

2322
2027

564 <+ 686

MPM 1 MPM 2

CAT

-650 36

Construccion pTGF5

FIGURA 24. Construccion del plasmido pTGF5 en el vector pBLCAT3. Se incluyo el promotor
central del gene humano de TGF-B1 con el primer sitio de inicio de la transcripcion. Se realizo el
analisis del patron de digestion con la enzima Apa | (carril 1). Se lineariz6 el plasmido pPBLCAT3 con
la enzima Apa | (carril 2). Como marcador de peso molecular (MPN) se utilizé el DNA de A/Hind I11.
Los productos sugeridos por el analisis en silico correspondieron a los productos esperados. La flecha
indica el fragmento de DNA obtenido.
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AlpX Hinc 11

23130
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Construccion pTGF6

FIGURA 25. Construccion del plasmido pTGF6 en el vector pBLCATS3. Se clon6 el promotor
central del gen humano de TGF-B1 con el primer sitio de inicio de la transcripcion en tandem por
duplicado. Se realiz6 el analisis del patron de digestion con la enzima Hinc Il (carriles 1 al 6). Como
marcadores de peso molecular (MPM) se utilizaron el DNA de A/Hind I11 111 y el DNA de ¢X174/Hae

[1. Los productos sugeridos por el andlisis en silico correspondieron a los productos esperados. La
flecha indica el fragmento de DNA obtenido.
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FIGURA 26. Construccion del plasmido pTGF7 en el vector pBLCATS3. Se clond el promotor
central del gen humano de TGF-B1 con el primer sitio de inicio de la transcripcion en tandem por
duplicado en orientacion opuesta. Se realizo el analisis del patron de digestion y de la orientacion de
los insertos en diferentes clonas con las enzimas Apa | y Hinc Il (carriles 1 al 6). Como marcadores de
peso molecular (MPM) se utilizaron el DNA de A/Hind IIl 11l y el DNA de ¢X174/Hae II. Los
productos sugeridos por el analisis en silico correspondieron a los productos esperados. En A se indica
la posicion del promotor central. En B, C, D y E se muestra el analisis para determinar el numero de
copias y la orientacion del promotor. En F se muestra el analisis por electroforesis de las clonas.
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FIGURA 27. Estrategia de transfeccion transitoria. Las células C33A fueron transfectadas con las
construcciones de plasmidos pTGF1, pTGF2, pTGF3, pTGF4, pTGFS5, pTGF6 y pTGF7; y co-
transfectadas con los plasmidos de expresion pSV2E6 y pSV2E7. Se analiz6 la actividad del promotor
de TGF-B1 por la induccion de la actividad de CAT.

78



B E6HPV16 B5-TGFBL

DCAT3
CAT pTGFl
CAT pTGF2 X

Lo car | pTGRS
—\LLL car | pTGRY

o | TR ’

—Lon
—L DT car | TGRS
T

car | TG

0 20 4 6 68 100 120 140

Actividad CAT. Veces de Induccion

FIGURA 28. La activacion transcripcional del promotor del gen humano de TGF-B1 es inducida
por la oncoproteina E6 de HPV-16. Las células C33A fueron transitoriamente transfectadas con las
construcciones pTGFs y co-transfectadas con el plamido pSV2E6. Se midieron los niveles de la
actividad de CAT 48 h después de la co-transfeccion. El pCAT3 corresponde al vector vacio. Las
barras azules corresponden a la actividad del promotor de TGF-B1, mientras que las barras negras
indican la actividad del promotor de TGF-f1 inducida por la oncoproteina E6 de HPV-16. Los datos
mostrados son el promedio de cuatro experimentos independientes reproducibles.
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FIGURA 29. La activacion transcripcional del promotor del gen humano de TGF-Bles inducida
por la oncoproteina E7 de HPV-16. Las células C33A fueron transitoriamente transfectadas con las
construcciones pTGFs y co-transfectadas con el plamido pSV2E7. Se midieron los niveles de la
actividad de CAT 48 h después de la co-transfeccion. El pCAT3 corresponde al vector vacio. Las
barras azules corresponden a la actividad del promotor de TGF-B1, mientras que las barras negras
indican la actividad del promotor de TGF-f1 inducida por la oncoproteina E7 de HPV-16. Los datos
mostrados son el promedio de cuatro experimentos independientes reproducibles.
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Para evaluar la funcion especifica de la oncoproteina E6 de HPV-16 sobre el mecanismo de
trans-activacion del promotor de TGF-B1, las células C33A fueron co-transfectadas con el cDNA del
oncogen E6 (Figura 28). Los resultados muestran un incremento de dos veces de la expresion del gen
reportero CAT cuando esta presente el promotor central de TGF-1 (construcciones pTGF2 y pTGF5)
en las células que expresaron E6, en comparacion con las células que no expresaron E6. Ademas, el
efecto inducido por E6 fue mayor en las células que fueron transfectadas con el promotor central de
TGF-B1 por duplicado (construccion pTGF6). En un conjunto de experimentos en paralelo, las células
C33A fueron co-transfectadas con el cDNA del oncogen E7 y los resultados mostraron efectos
similares como los que se observaron para las células co-transfectadas con E6 (Figura 29). La
oncoproteina E7 indujo la actividad transcripcional solo cuando se encontraba presente el promotor
central de TGF-B1 (construcciones pTGF2, pTGF5 y pTGF6). Adicionalmente, no se observaron
diferencias significativas cuando los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 fueron transfectados de manera
simultdnea (datos no mostrados). Para confirmar el efecto especifico de las oncoproteinas E6 y E7 de
HPV-16 sobre la induccion de la actividad promotora de TGF-B1, se analizé la expresion del RNAm de
E6 y E7 por Northern blot en las células C33A transfectadas con estos oncogenes (Figura 30). Como
se demostro, las células C33A transfectadas transitoriamente con pSV2E6 y pSV2E7 expresaron el
RNAm de E6 y E7 de HPV-16, mientras que las células C33A no transfectadas no expresan el RNAm
de E6 y E7, como era de esperarse. Las células CaSKi transformadas con HPV-16, fueron utilizadas
como control interno. Las diferentes especies del RNAm de los oncogenes de E6 y E7 que se
observaron corresponden a diferentes productos de splicing de estos oncogenes virales. Los resultados
obtenidos de la actividad funcional del promotor de TGF-B1 evaluada por la expresion del gen
reportero CAT, muestran un efecto de trans-activacion sobre el promotor inducido por las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16. Ademas, esta trans-activacion es ligeramente superior cuando las
células C33A expresaron E7 comparado con las células C33A que expresaron E6, lo cual podria sugerir
un mecanismo de interaccion diferencial con los factores de transcripcion en el promotor central de
TGF-B1 inducido por cada una de las oncoproteinas virales. Por lo tanto, estos resultados soportan la
nociéon de que las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 involucradas en el proceso de transformacion e
inmortalizacion de las células cervicales tumorales humanas, también son capaces de trans-activar la

expresion del gen humano de TGF-B1.
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FIGURA 30. Anélisis por Northern blot de la expresion de los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 en
las células C33A. Las células C33A sin transfectar (carriles 1 y 4) o transfectadas con los plasmidos de
expresion pSV2E6 (carril 2) o con pSV2E7 (carril 5) fueron cosechadas y se realizo la extraccion del
RNA total. Las células CaSKi (HPV-16+) fueron usadas como control positivo (carriles 3 y 6). Las
flechas indican los diferentes productos de splicing de los oncogenes E6 y E7. Los ensayos fueron
realizados por triplicado y se muestra un experimento representativo reproducible.
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X.4. IDENTIFICACION DE LOS ELEMENTOS REGULADORES EN EL PROMOTOR DEL
GEN DE HUMANO TGF-B1 RESPONSABLES DE LA TRANS-ACTIVACION POR E6 Y E7
DE HPV-16

La secuencia del promotor central de TGF-B1 (de -650 a +36) contiene un grupo de cinco
secuencias de unién al DNA de reconocimiento para el factor de transcripcion Spl 100% homoélogos
(Spla, Splb, Splc, Spld y Sple) (Figura 31). Un estudio previo ha demostrado que en fibroblastos,
los sitios de union para Spl pueden estar involucrados en la estimulacion del promotor de TGF-B1 a
través de la oncoproteina E6 de HPV-16 (134). Sin embargo, esta evidencia no ha sido demostrada en
las células blanco de infeccion para HPV que son las células epiteliales del cervix uterino. Ademas,
tampoco se ha podido clarificar cual de los sitios de union a Sp1 son sensibles a la infeccion por HPV-

16.

Por lo tanto, en un esfuerzo para identificar las secuencias blanco responsables de la trans-
activacion del promotor del gen humano de TGF-B1 por las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16, se
examinaron los patrones de interaccion con las secuencias de DNA y formacion de complejos DNA-
proteina en el promotor central de TGF-B1 por la técnica de Footprinting. Para realizar este tipo de
ensayo se disefid la siguiente estrategia metodologica (Figura 32): El promotor central de TGF-B1 fue
clonado en el sitio Apa | en el vector pGEM11Z como vehiculo de clonacion para utilizar los sitios de
restriccion 5’-Bam HI y 3’-Hind I11 del sitio de clonacion multiple del vector. A partir de la generacion
de esta construccion (pGTGF) se liberd el inserto en los sitios Bam HI y Hind Il para obtener un
fragmento de DNA de 719 pb con extremos 5’ salientes que permitieron la incorporacion del
nucleotido dGTP-[a-"?P] en ambas hebras del DNA (Figura 33). Este fragmento de DNA fue digerido
con Hinc Il para producir dos fragmentos de DNA mas pequefios, uno de 221 y el otro de 498 pb.
Como en el fragmento de 498 pb estan localizados los sitios de union para Spl, a este fragmento se
consider6 como la sonda de DNA, y se decidio realizar el andlisis de interaccion DNA-proteina y de
digestion con DNasa I (ensayo de Footprinting). Se realizo el analisis del patron de restriccion de los
fragmentos de DNA de 221 y 498 pb por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 34).
Posteriormente, esta sonda de DNA fue incubada con extractos nucleares de células C33A no

transfectadas y transfectadas con los plasmidos pSV2E6 y pSV2E7.
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Los ensayos de Footprinting in vitro revelaron que el fragmento de DNA de 498 pb que
contiene al promotor central de TGF-B1 al ser incubado con extractos nucleares de células C33A no
transfectadas se identificaron la ubicacion de las diferentes secuencias especificas que corresponden a
los sitios de reconocimiento para el factor de transcripcion Spl (Figura 35A, corchetes). Cuando las
células C33A fueron transfectadas con el cDNA de los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 se identific6 un
patron de proteccion preferencial sobre las secuencias de reconocimiento para Spl. La transfeccion con
el oncogen E6 produjo un patron de proteccion evidente sobre las secuencias Splc, Spld y Sple
(Figura 35B). En contraste, con los extractos nucleares de células C33A transfectadas con el oncogen
E7 se observo una mayor area de secuencias protegidas para los elementos de union a Spl, la cual
correspondi6 a las secuencias Spla, Splb, Splc, Spld y Sple (Figura 35C). Este patron de proteccion
preferencial por las secuencias Spl en el promotor central de TGF-B1 sugiere que las oncoproteinas E6
y E7 de HPV-16 pueden inducir una variedad de interacciones en el DNA en las células C33A durante
el proceso de transcripcion de genes, y adicionalmente podrian favorecer el reclutamiento de otros
factores de transcripcion asi como de co-activadores o co-represores. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 puede inducir la formacion de
nuevos complejos de transcripcion en el promotor central de TGF-B1, a través de las secuencias de
reconocimiento para el factor de transcripcion Spl en las células cervicales tumorales humanas

transformadas con HPV, durante el desarrollo del cancer cérvico uterino.
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FIGURA 31. Secuencia nucleotidica del promotor central del gen humano de TGF-B1. Se muestra
la secuencia de nucledtidos del promotor central de TGF-B1 y la posicion de las secuencias de union
para el factor de trascripcion Spl estan indicadas en los recuadros (Spla, Splb, Splc, Spld y Sple).
Ademas, se indica la posicion de otros elementos reguladores ya identificados (FSE2, AP-1, NF-1, GC
signal). La flecha indica la posicion del primer sitio de inicio de la transcripcion (+1). La informacion
fue tomada de la secuencia reportada en el GenBank con niimero de acceso J04431. La secuencia del
promotor esta delimitada por los sitios de restriccion Apa |, que se utilizd para realizar las
construcciones correspondientes.
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FIGURA 32. Disefio de la estrategia de interaccion DNA-proteinas tipo Footprinting. La sonda
utilizada corresponde al promotor central del gen humano de TGF-B1 (de -650 a +36), la cual fue
marcada radioactivamente con dGTP-[a-32P]. La sonda fue incubada en ausencia o presencia de
extractos nucleares y posteriormente se realizd la digestion con DNasa I. Las muestras fueron
separadas por electroforesis en gel de secuenciacion (PAGE) y se identificaron las posiciones y las
secuencias de las regiones no digeridas por la DNasa I, que corresponde a las secuencias protegidas por
la interaccion con las proteinas de los extractos nucleares.
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FIGURA 33. Disefio de la sonda de DNA para la estrategia de interaccion DNA-proteina tipo
Footprinting con el promotor central de TGF-B1. Se clond el promotor central del gen humano de
TGF-B1 (de -650 a +36) en el vector pPGEM11Z en el sitio Apa | para generar la construccion pGTGF.
A partir de esta construccion se libero el inserto en los sitios de restriccion Bam HI y Hind Il para
generar un fragmento de DNA con extremos 5’ salientes. Este fragmento de DNA de 719 pb fue
marcado radioactivamente por la incorporacion de dGTP-[a-32P] y fue usado como sonda para los
ensayos de Footprinting.
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Figura 34. Generacion de la construcciéon pGTGF en el vector pGEM11Z. El promotor central de
TGF-B1 (de -686 a +36) se clono en el vector pPGEM11Z y fue analizado el patron de fragmentos de
restriccion con las enzimas Bam HI/Hinc Il (B/H, carril 1) y con Hind II/Hinc Il (H/H, carril 2). Como
marcadores de peso molecular (MPM) se utilizaron el DNA de A/Bst | y el DNA de A/Hind I1l. Los
productos sugeridos por analisis en silico silico correspondieron a los productos esperados. Las flechas
indican los fragmentos de DNA obtenidos.
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FIGURA 35. Anélisis por Footprinting in vitro del promotor central del gen humano de TGF-1
en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16. Ensayos de Footprinting del promotor central
de TGF-B1 con extractos nucleares de células C33A sin transfectar (panel A, NEC33A), o transfectadas
con el oncogen E6 (panel B, NEC33AE6) o con el encogen E7 (panel C, NEC33AE7). En corchetes se
indica la posicion de las secuencias para los sitio de union para Spl. Los carriles 1 y 2 corresponden a
las reacciones de modificacion de bases A+G y G de la reaccion de Maxam y Gilbert respectivamente.
Los carriles 3 y 4 indican las reacciones de control negativo (NC-) sin extractos nucleares. Los carriles
5 a 9 corresponden a concentraciones crecientes de los diferentes extractos nucleares. Se muestra un
resultado representativo de tres experimentos independientes reproducibles.
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X.5. UNA SECUENCIA DE RECONOCIMIENTO ESPECIFICA PARA Spl ES CRITICA
PARA EL MECANISMO DE TRANS-ACTIVACION DEL PROMOTOR DEL GEN HUMANO
DE TGF-B1 POR E6 Y E7 DE HPV-16

Como se demostro, las cinco secuencias de reconocimiento para el factor de transcripcién Spl
del promotor central de TGF-P1 tienen la habilidad para interactuar en una manera preferencial con las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16. Para determinar la contribucién de cada uno de los sitios de union
para Spl, se evaluo la funcionalidad de cada una de las secuencias de manera independiente por

analisis mutacional.

Por lo tanto, se generaron varias construcciones de plasmidos del promotor central de TGF-1
(de -650 a +36) que contiene las secuencias de Spl en la version original y en las versiones mutadas
(Figura 19, pSpl-wt, pSpla-mt, pSplb-mt, pSplc-mt, pSpld-mt y pSple-mt). Las células C33A
fueron transfectadas con estas construcciones y co-transfectadas con los plasmidos pSV2E6 y pSV2E7
para identificar la contribucion de cada uno de los sitios de reconocimiento para Spl responsables para
la trans-activacion del promotor central de TGF-B1 inducida por las oncoproteinas de HPV-16. Los
resultados demuestran que la secuencia mutada Sple localizada entre los nucleétidos de -108 a -102 del
promotor central de TGF-B1, no produjo aumento de la actividad promotora de TGF-B1 en presencia
de las oncoproteinas E6 ni de E7 de HPV-16 cuando se compard con la secuencia original de Sp1 (Sp1-
wt vs Sple-mt). En contraste, los restantes sitios de unidon para Spl mutados no contribuyeron
significativamente a la actividad de trans-activacion, ya que cuando fueron mutados la actividad del
promotor no se afectd significativamente en relacion a la secuencia original (Spl-wt vs Spla-mt,
Splb-mt, Splc-mt y Spld-mt) (Figuras 36 y 37). Estos resultados sugieren que la secuencia de unioén
para el factor de transcripcion Sple, ubicado entre los nucleotidos -108 a -102 antes del primer sitio de
inicio de la transcripcion del promotor central de TGF-B1; es particularmente importante para mediar el
mecanismo de trans-activacion inducido por las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16. Por lo tanto, un
posible mecanismo por el cual las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 podrian participar en la trans-
activacion del promotor central de TGF-B1, podria ser a través de la interaccion directa con la
secuencia de union para Sple, o por una interaccion indirecta por reclutamiento de co-activadores o co-

represores asociados a la secuencia Sple.
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FIGURA 36. Analisis funcional de las secuencias de unién para Spl mutadas en el promotor
central del gen humano de TGF-B1. Las células C33A fueron transitoriamente transfectadas con el
promotor central de TGF-B1 en la version original (Sp1-wt) o con las construcciones que contienen las
versiones mutadas de Spl (Spl-mts). La actividad de CAT fue evaluada 48 h después de la
transfeccion. El pBLCAT3 corresponde al vector vacio. Las barras azules corresponden a la actividad
promotora de TGF-B1, mientras que las barras negras indican la actividad del promotor de TGF-B1
inducida por la oncoproteina E6. Los datos son el promedio de cuatro experimentos independientes
reproducibles.
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FIGURA 37. Analisis funcional de las secuencias de union para Spl mutadas en el promotor
central del gen humano de TGF-B1. Las células C33A fueron transitoriamente transfectadas con el
promotor central de TGF-B1 en la version original (Spl1-wt) o con las construcciones que contienen las
versiones mutadas de Spl (Spl-mts). La actividad de CAT fue evaluada 48 h después de la
transfeccion. El pPBLCAT3 corresponde al vector vacio. Las barras azules corresponden a la actividad
promotora de TGF-B1, mientras que las barras negras indican la actividad del promotor de TGF-B1
inducida por la oncoproteina E7. Los datos son el promedio de cuatro experimentos independientes
reproducibles.
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X.6. LAS ONCOPROTEINAS E6 Y E7 DE HPV-16 INTERACTUAN IN VITRO CON LA
SECUENCIA DE RECONOCIMIENTO PARA Sple EN EL PROMOTOR DEL GEN
HUMANO DE TGF-p1

Para confirmar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 en el mecanismo de trans-
activacion del promotor de TGF-B1 y la importancia de la interaccion fisica y de la cooperacion
funcional con la secuencia de union para el factor de transcripcion Sple, se realizd la caracterizacion de
la secuencia Sple por ensayos de interaccion con las secuencias de DNA y formacion de complejos
DNA-proteina tipo EMSA (Electrophoresis Movility Shifting Assays) (Figura 38) en el promotor
central de TGF-BI.

Para este proposito, se disefido un oligonucledtido de doble cadena 100% complementario que
corresponde a la sonda de DNA sintética que contiene la secuencia Sple del promotor central de TGF-
B1. Con esta sonda se determind la habilidad de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 para interactuar
con esta secuencia de DNA y la capacidad de formar complejos DNA-proteinas especificos (Figura
39). Por este tipo de ensayos se identifico la formacion de un complejo de retardamiento DNA-proteina
el cual fue observado cuando la sonda Sple fue incubada en presencia de extractos nucleares
preparados de células C33A previamente transfectadas con los oncogenes E6 o E7 de HPV-16 (Figura
40, carriles 3 a 8). Se realizaron los ensayos de EMSA con concentraciones crecientes de los extractos
nucleares para validar que el excedente de concentracion de proteinas nucleares no afectara la
formacion del complejo DNA-proteina. Los resultados obtenidos demostraron que no hubo cambios

significativos en la intensidad de la formacion del complejo (datos no mostrados).

Para definir la especificidad de union del complejo DNA-proteina identificado, se realizd un
ensayo de competencia especifica con la sonda Sple no marcada como competidor antélogo, y un
ensayo de competencia inespecifica con la sonda AP-1 no marcada como competidor heterdlogo. Los
resultados mostraron que el complejo de retardamiento de DNA-proteina no fue competido con la
sonda heterdloga de AP-1 (Figura 40, carriles 4 y 7), mientras que el complejo de retardamiento si fue

eficientemente auto-competido cuando se utilizé la sonda Sple no marcada (Figura 40, carriles 9 y
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10). Adicionalmente, para confirmar la especificidad de este complejo de retardamiento de DNA-
proteina y la participacion de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 en la formacion de los complejos,
se realizd la evaluacion por el uso de anticuerpos policlonales anti-E6 y anti-E7 de HPV-16. En el
ensayo se identifico la formacion de un nuevo complejo de retardamiento DNA-proteina de mayor peso
molecular el cual correspondié a los complejos de super retardamiento cuando se incorporaron ambos
anticuerpos de manera independiente (Figura 40, carrilles 11 y 12). En este tipo de ensayo como un
control irrelevante se incluy6 el anticuerpo anti-IL6 el cual no tiene la capacidad de inducir la
formacion complejos DNA-proteina por lo menos con la sonda Sple. El resultado muestra que el
anticuerpo anti-IL6 no indujo la formacion de complejos de stper retardamiento (Figura 40, carriles 5
y 8) y confirma la especificidad del complejo de stper-retardamiento con los anticuerpos anti-E6 y

anti-E7.

Con la intecion de confirmar la participacion del factor de transcipcion Spl en la formacion de
los complejos de DNA-proteina, se realizdo el ensayo de EMSA utilizando ahora un anticuerpo
monoclonal anti-Spl (Figura 41). Nuevamente, los resultados obtenidos confirmaron que las células
C33A transfectadas con los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 inducen la formacion del complejo de
retardamiento de DNA-proteina, el cual es muy similar al compararlo con el complejo de retardamiento
cuando se utilizaron extractos nucleares de células CaSKi, que son células cervicales tumorales
transformadas con HPV-16 (Figura 41, carriles 3 y 4 vs carril 5). Este complejo de retardamiento fue
eficientemente competido cuando se utilizo la sonda autéloga Spl sin marcar (Figura 41, carriles 6 a
8) y no fue competido cuando se utiliz6 la sonda heterologa de AP-1 (Figura 41, carriles 9 a 11).
Cuando se utilizaron los anticuerpos anti-E6, anti-E7 y anti-Spl, se identific la formacion de un
complejo de super retardamiento que fue similar cuando se utilizaron extractos nucleares de células
C33A transfectadas con los oncogenes E6 y E7 de HPV-16, y con los extractos nucleares de las células
CaSKi (Figura 41, carriles 12 a 18). Por lo tanto, los resultados de interaccion con secuencias de DNA
y formacion de complejos DNA-proteina analizados por EMSA indican una asociacion de las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 con la secuencia de unioén para el factor de transcripcion Sple
localizada en el promotor central de TGF-B1, y con el factor de transcripcion Spl. Esta evidencia puede
explicar en parte el mecanismo de trans-activacion del promotor de TGF-B1. Sin embargo, futuros

experimentos son requeridos para determinar si ocurre una interaccion DNA-proteina de naturaleza
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directa o indirecta.

En conjunto, los resultados obtenidos de la actividad funcional por la induccion de la expresion
del gen reportero CAT acoplado al promotor central de TGF-B1, la interaccion de las oncoproteinas E6
y E7 de HPV-16 con la secuencia especifica de Sple, y la formaciéon de complejos DNA-proteina
especificos inducidos por las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 y del factor de transcripcion Spl;
sugieren fuertemente una influencia de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 sobre la regulacion de la

expresion del promotor del gen humano de TGF-f1.
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FIGURA 38. Disefio de la estrategia de interaccion DNA-proteina tipo EMSA. Se disefio un
oligonucledtido de doble cadena de DNA que contiene la secuencia de union para el sitio de union
Sple el cual se us6 como sonda. Esta sonda fue marcada radioactivamente con ATP-[y-32P] y fue
incubada en ausencia o presencia de extractos nucleares. Posteriormente, fueron adicionados
anticuerpos especificos contra E6 y E7 de HPV-16. Los complejos DNA-proteina fueron analizados
por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE).
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FIGURA 39. Disefio del oligonucledtido Sple para el ensayo de EMSA. A: Representacion

esquematica del promotor central del gen humano de TGF-B1 y se indica la posicion de las secuencias
Spl y del primer sitio de inicio de la transcripcion. B: Se muestra un fragmento de la secuencia del

promotor central de TGF-B1 y la localizacion de la sonda de oligonucledtidos Sple subrayado en rojo.
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FIGURA 40. Analisis por EMSA de la secuencia de unién Sple del promotor central de TGF-B1.
El oligonucleotido de DNA de doble cadena Sple fue marcado radioactivamente con ATP-[y-32P] y
fue incubado en ausencia (carril 1) o presencia de extractos nucleares de células C33A no transfectadas
(carril 2, NEC33A) o transfectadas con el oncogen E6 (carriles 3a 5,9y 11; NEC33AE6) o el oncogen
E7 (carriles 6 a 8, 10 y 12; NEC33AE7). Los extractos nucleares de NEC33AE6 y NEC33AE7 fueron
pre-incubados con un exceso de 100 veces molar con las sondas no marcadas AP-1 o Sple antes de
adicionar la sonda Sple marcada radioactivamente (carriles 4, 7, 9 y 10). Para el stper retardamiento
fueron usados los anticuerpos policlonales anti-E6 y anti-E7 (carriles 11 y 12) y como anticuerpo
irrelevante se uso el anticuerpo anti-IL6 (carriles 5 y 8). Las flechas indican la formacion de los
complejos DNA-proteinas, de super-retardamiento y el DNA libre. Los datos son representativos de
tres experimentos independientes reproducibles.
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FIGURA 41. Analisis por EMSA de la secuencia de union Sple del promotor central de TGF-p1.
El oligonucledtido de DNA de doble cadena Sple fue marcado radioactivamente con ATP-[y-32P] y
fue incubado en ausencia (carril 1) o presencia de extractos nucleares de células C33A no transfectadas
(carril 2, NEC33A) o transfectadas con el oncogen E6 (carriles 3, 6, 9, 12 y 13; NEC33AE6) o el
oncogen E7 (carriles 4, 7, 10, 14 y 15; NEC33AE7). Los extractos nucleares de NEC33AE6 y
NEC33AE7 fueron pre-incubados con un exceso de 100 veces molar con las sondas no marcadas Spl
(carriles 6 a 8) o AP-1 (carriles 9 a 11) antes de adicionar la sonda Sple marcada radioactivamente.
Para el super retardamiento fueron usados los anticuerpos policlonales anti-E6 (carriles 12 y 16), anti-
E7 (carriles 14 y 17) y anti-Spl (carriles 13, 15 y 18). Las flechas indican la formaciéon de los
complejos DNA-proteinas, de stper-retardamiento y el DNA libre. Los datos son representativos de
tres experimentos independientes reproducibles.
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XI. DISCUSION

Durante el desarrollo del cancer cérvico uterino, se presentan una cascada de eventos anormales
los cuales incluyen alteraciones del ciclo celular, perturbaciones en la respuesta inmune anti-tumoral, y
alteraciones en la expresion de genes. En todos estos procesos un elemento comun que estd implicado
es la alteracion de la expresion del gen de TGF-B1. Varios estudios se han enfocado al analisis de los
mecanismos de la expresion génica de TGF-B1, de sus efectos biologicos en la proliferacion y
diferenciacion celular, y en las funciones que tiene en el contexto de la respuesta inmune anti-tumoral
[13, 68, 69, 71, 82, 85, 122]. En contraste, el conocimiento que se tiene en relacion al mecanismo de

regulacion génica de TGF-B1 durante la progresion del cancer cérvico uterino es limitado.

La expresion del gen de TGF-Bl es normalmente constitutiva, sin embargo, durante la
progresion de los tumores hay una sobre expresion del gen, lo cual induce una condicion favorable para
el desarrollo de los tumores [13, 82, 85]. La reciente caracterizacion de las propiedades de trans-
regulacion de genes celulares por parte de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 ha demostrado que
tienen efectos de trans-activacion sobre distintos genes celulares [9-12]. Ademas, la demostracion de
que los sitios de union al DNA para el factor de transcripcion Spl son elementos importantes en la via
de transduccion de sefial inducida por TGF-B1, y en la regulacion del propio gen de TGF-B1 [132];
permiten proponer la hipotesis de la participacion de estas moléculas en la regulacion de la expresion
génica de TGF-B1 durante el desarrollo del cancer cérvico uterino. Por lo tanto, en este estudio
demostramos los efectos de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 sobre la actividad del promotor del
gen humano de TGF-Bl en células cervicales tumorales humanas, a través de una secuencia de

reconocimiento especifica para Spl.

En este estudio se demostro que los niveles de expresion del RNAm y de la proteina de TGF-B1
en células de céncer cérvico uterino HPV positivas (HeLa, CaSKi y SiHA) fueron elevados en
comparacion con las células HPV negativas (C33A) (Figura 21). Estos datos son consistentes con los
reportes de otros grupos en los cuales cambios en la expresion del gen de TGF-B1 o en algunos de los
componentes de la via de transduccion de sefial inducida por TGF-B1 pueden representar un factor de

riesgo en el desarrollo del cancer cérvico uterino [85, 146]. Los hallazgos aqui reportados apoyan la
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posibilidad de que uno de los eventos que ocurren durante la progresion del cancer cervical consiste en
la induccion de la expresion del gen de TGF-Bl en las células cervicales tumorales humanas
transformadas con HPV, y este efecto es independiente del tipo de virus infectante HPV-16 o HPV-18.
Esta situacion puede favorecer la progresion del tumor, ya que varios estudios han demostrado que la
sobre expresion de TGF-B1 puede generar el desarrollo de un estado de inmunosupresion en el micro
ambiente del tumor [141]. De acuerdo a estas evidencias, la presencia de TGF-B1 podria inactivar la
respuesta inmune anti-tumoral por su accion sobre los linfocitos T infiltrantes de tumor [141]. Esta
condicion puede ser interpretada como un mecanismo desarrollado por el propio tumor para evadir la
vigilancia del sistema inmune y aumentar la progresion del cancer cérvico uterino (Figura 42).
Adicionalmente, hay varios reportes que han evidenciado las funciones de algunas proteinas del HPV

en la regulacion de moléculas involucradas en la respuesta inmune celular contra el tumor [147, 148].

Por otra parte, el factor de transcripcion Spl pertenece a una familia de proteinas que contienen
un domino de uniéon al DNA del tipo dedos de Zn, dos dominios ricos en serina/treonina, y dos
dominios ricos en glicina. Estos dominios estan involucrados en la oligomerizacion y reclutamiento de
co-activadores como los miembros de la familia de proteinas Smad, los cuales participan en la via de
transduccion de sefial inducida por TGF-B1 [92-94]. El factor de transcripcion Spl interactiia
constitutivamente con el promotor central de TGF-B1 para generar un nivel de transcripcion basal,

independientemente de estimulos externos [132].

En este estudio se identifico un efecto sobre la actividad del promotor de TGF-B1 por la accion
de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 (Figura 28), lo cual puede ser explicado por la potencial
interaccion de estas oncoproteinas virales con el factor de trancripcion Spl, a través de sus dominios de
oligomerizaciéon. Esta interaccion induciria la formacion de nuevos y putativos complejos
heteroméricos constituidos por E6-Spl y E7-Spl. Estos complejos hipotéticos podrian asociarse con
las secuencias de reconocimiento en el DNA para Spl y cooperar con otros factores de transcripcion
adyacentes, con lo que se aumentaria la estabilidad de la maquinaria transcripcional, o alternativamente
se favoreceria el reclutamiento de factores del remodelaje de la cromatina co-activadores o co-

represores que podrian incrementar o reprimir la actividad del promotor de TGF-B1 respectivamente.
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Los hallazgos aqui reportados demuestran que la secuencia en el DNA de unién a Sple en el
promotor central de TGF-B1 funcionalmente coopera con las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16. Este
escenario esta apoyado por el hecho de que la secuencia de uniéon para Sple mutado en el contexto de
promotor central de TGF-B1 no fue capaz de influir en los niveles de transcripcion en respuesta a la
expresion de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 (Figuras 36 y 37). Por lo tanto, es muy probable
que se induzca la formacion de estos hipotéticos complejos E6-Spl y E7-Sp1 que aqui se proponen, lo
cual puede representar un evento importante para entender el mecanismo de regulacion de la expresion
génica de TGF-B1 en respuesta a la infeccion por HPV. En consecuencia, el mecanismo molecular que
aqui se ha identificado en la secuencia de unién a Sple del promotor central de TGF-B1 permite
proponer un modelo hipotético que podria explicar la funcion de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16
como acopladores en el reclutamiento de moléculas de la maquinaria de transcripcion a través del
factor de transcripcion Spl. Ademas, sugiere una nueva funcion para este motivo de union al DNA. Sin
embargo, se requieren de futuros experimentos in Vitro e in vivo para confirmar y evidenciar la

formacion de los hipotéticos complejos E6-Spl y E7-Spl.

Interesantemente, los experimentos de interaccion con las secuencias de DNA y la formacion de
complejos DNA-proteina mostraron la presencia de un patron preferencial de union al DNA para las
secuencias de reconocimiento para Spl cuando se utilizaron los extractos nucleares de células C33A
transfectadas con los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 (Figura 35). Este efecto podria ser el resultado de
la capacidad de factores de transcripcion y/o de co-activadores para asociarse con E6 y E7 e inducir la
proteccion de las secuencias de DNA en el ensayo de Footprinting. Se ha reportado que la proteina
p300/CBP, una histona acetiltransferasa, interactia directamente con el dominio COOH-terminal de las
proteinas Smad2 y Smad3, y sirve como co-activador de la activacion de la transcripcion de TGF-B1
mediada por Smads [149]. Adicionalmente, ha sido demostrado que la oncoproteina E6 de HPV-16 se
asocia con p300/CBP. Esta interaccion involucra el dominio COOH-terminal de union del DNA de tipo
dedos de Zn de E6 y los residuos de aminoacidos de 1808 a 1826 de p300/CBP [149, 150]. Ademas, se
ha demostrado que E7 tiene la capacidad de interactuar con el factor de transcripcion TBP (TATA box
Binding Protein) y regular la expresion de genes que participan en el control del ciclo celular. Por lo
tanto, estas evidencias sugieren que la trans-activacion del gen de TGF-B1 por las oncoproteinas E6 y

E7 de HPV-16 puede involucrar la asociacion de los factores de transcripcion Spl y de las proteinas
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Smads a través de la incorporacion y accion del co-activador p300/CBP, asi como del factor de
transcripcion universal TBP. Sin embargo, futuras investigaciones son necesarias para confirmar y
descifrar la participacion de p300/CBP o de otros co-activadores o co-represores en la formacion de los

hipotéticos complejos E6-Spl y E7-Spl.

En conclusion, los hallazgos aqui reportados tienen las siguientes implicaciones: 1) Parte de los
mecanismos de regulacion de la expresion génica de TGF-B1 en las células de cancer cérvico uterino
humano involucran la trans-activacion del promotor de TGF-f1 mediado por las oncoproteinas E6 y E7
de HPV-16. 2) Se demostrd que este mecanismo de trans-activacion es inducido por las oncoproteinas
E6 y E7 a través de la secuencia del DNA especifica para la unién de Sple en el promotor central de
TGF-B1. 3) Se propone un modelo hipotético en donde las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 se
acoplan al factor de transcripciéon Spl en el promotor central de TGF-f1 y pueden inducir el
reclutamiento de co-activadores o co-represores para regular la expresion génica de TGF-B1. 4) Se
propone la hipétesis de que la sobre expresion de TGF-B1 inducida por las oncoproteinas E6 y E7 de
HPV-16 puede ser un mecanismo que evolucion6 en las células tumorales como una estrategia para
evadir la vigilancia del sistema inmune en la respuesta inmune anti-tumoral. Finalmente, los hallazgos
aqui reportados del mecanismo de trans-activacion del promotor de TGF-B1 inducido por las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 no excluye otros eventos que influyan en la evolucion del cancer
cérvico uterino, como serian las alteraciones presentes en la via de transduccion de sefial inducida por
TGF-B1 ya previamente identificadas. Adicionalmente al mecanismo de trans-activacion, otros
procesos de regulacion podrian estar participando como el reclutamiento de complejos de remodelaje
de la arquitectura de la cromatina, componentes de la via de sefalizacion por TGF-B1, la activacion de
otras cascadas intracelulares de sefializacion, y el entrecruzamiento con otras vias de transduccion de
sefales; los cuales todos ellos son elementos importantes para el entendimiento global de la funcion de

TGF-B1 en el proceso de carcinogénesis cervical.
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FIGURA 42. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune en las células cervicales tumorales
infectadas por HPV. Después de la infeccion por el HPV, las células expresan las proteinas virales (a)
que son procesadas por el proteosoma (b) y transportadas por las moléculas TAP (c) para acoplarse a
las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad MHC (d). En esta serie de eventos se
expresan las oncoproteinas virales E6 y E7 las cuales pueden inducir la expresion de citocinas
inmunosupresoras como TGF-B1 como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune anti-tumoral
e inducir la apoptosis de los linfocitos T (e). Otro mecanismo de evasion de la respuesta inmune es la
inhibicion de la via de la apoptosis mediada por el complejo de moléculas Fas-ligando en la célula
tumoral infectada con HPV (f).
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XII. CONCLUSIONES

Por el anélisis y discusion de los resultados presentados en la presente tesis, las conclusiones a

las que se pueden llegar son las siguientes:

1). El aumento de la expresion del RNAm y de la proteina de TGF-B1 humano correlaciona con

la presencia del HPV en células cervicales tumorales humanas.

2). Las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 inducen la trans-activacion del promotor central del

gen humano de TGF-B1.

3). Las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 tienen la capacidad de interactuar con el promotor de
TGF-B1 y de formar complejos DNA-proteina especificos. Ademas, esta interaccion es especifica en

las secuencias de union para el factor de transcripcion Spl.

4). Las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 interaccionan especificamente con la secuencia de
unioén para el factor de transcripcion Sple del promotor central de TGF-B1. Por lo tanto, la induccion
del promotor de TGF-B1 por E6 y E7 de HPV-16 es mediado por un mecanismo de trans-activacion a

través del elemento regulador Sple del promotor central de TGF-f1.

5). El mecanismo de trans-activacion del promotor de TGF-B1 por E6 y E7 de HPV-16
reportado en este trabajo, no excluye la participacion de otros eventos que participen en el proceso de

carcinogénesis, como la alteracion de las vias de transduccion de sefal inducidas por TGF-B1.

6). Los hallazgos aqui reportados apoyan la hipotesis de que el mecanismo de trans-activacion
del promotor del gen humano de TGF-B1 inducido por las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16,
representa una alternativa de evasion de la respuesta inmune antitumoral y eventualmente puede

favorecer el proceso de carcinogénesis cervical.

105



XIIl. PERSPECTIVAS

Por el andlisis y discusion de los resultados presentados en la presente tesis, las perspectivas que

se plantean son las siguientes:

1). En el presente trabajo se identifico el mecanismo molecular de trans-activacion del promotor
del gen humano de TGF-B1 inducido por las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16. Si embargo, se
propone la formacion de hipotéticos complejos moleculares constituidos por las oncoproteinas E6 y E7
asociadas al factor de transcripcion celular Spl (E6-Spl y E7-Spl), los cuales podrian estar
involucrados en este mecanismo de trans-activacion. Sin embargo, por los resultados obtenidos en el
presente estudio, no es posible demostrar la formacion de estos complejos moleculares. Por lo tanto,
una de las perspectivas a continuar seria demostrar la formacion de estos complejos moleculares y su

efectiva funcionalidad en el mecanismo de trans-activacion del promotor de TGF-P1.

2). Otro aspecto que se plantea en este trabajo es que si bien se ha demostrado el mecanismo de
trans-activacion del promotor de TGF-B1 inducido por E6 y E7 de HPV-16, es importante demostrar si
existe una interaccion directa o indirecta de las oncoproteinas virales con las secuencias gendomicas del
promotor de TGF-B1. Aunque nuestros resultados demostraron el mecanismo de trans-activacion, no
tienen la capacidad de definir si existe una interaccion directa o intereacta de las oncoproteinas E6 y E7
con el DNA del promotor del gen de TGF-B1. De acuerdo a las evidencias experimentales reportadas
por otros grupos, todo parece sugerir que el primer evento que ocurre es una interaccion directa de las
oncoproteinas E6 y E7 con factores de transcripcion celulares o con co-activadores o co-represores; y
posteriormente una interaccion indirecta con el DNA de regiones promotoras de los genes de estudio.
Sin embargo, los esfuerzos deben dirigirse en el sentido de demostrar la naturaleza de esta interaccion

en los mecanismos de trans-activacion de genes por parte de E6 y E7 de HPV-16.

3). Un aspecto que puede ser interesante de ser analizado y que no se realizd en el presente
trabajo es evaluar la expresion de la proteina soluble de TGF-f1 por ELISA en los sobrenadantes de los
cultivos de las células C33A cuando fueron transfectadas con los oncogenes E6 y E7 de HPV-16 y

compararlo con las células C33A no transfectadas. El resultado que se esperaria es que cuando las
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células fueran transfectadas con los oncogenes virales, hubiera una correlaciéon en el aumento de la
expresion de la proteina de TGF-B1, lo cual representaria una evidencia mas de que la presencia de las
oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 tienen una influencia en la inducion de la expresion de TGF-B1. Sin

embargo, este aspecto puede ser analizado en ensayos futuros.

4). Finalmente, la induccion de la expresion de TGF-B1 en el desarrollo del cancer cérvico
uterino podria inducir el desarrollo de un estado de inmunosupresion local, lo cual representaria un
evento exitoso para el cancer cervical como un mecanismo de escape de la respuesta inmune anti-
tumoral. No obstante, se requiere de los disefios experimentales adecuados para demostrar que
efectivamente existe este mecanismo de escape de la respuesta inmune por parte del tumor, tanto en el
modelo in vitro como en el modelo in vivo, en donde participa TGF-B1 como un protagonista

importante en este escenario.
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Summary

Human Papillomavirus (HPV) is the main etiologic agent of cervical
cancer, and HPV E6 and E7 oncogenes trans-regulate many cellular
genes. An association between TGF-31 gene expression and the devel-
opment of cervical cancer has been suggested, however the mechanisms
by which HPV influence TGF-P1 expression remain unclear. In this
study we analyze the mechanism throughout HPV-16 E6 and E7
oncoproteins regulate the TGF-B1 promoter in cervical tumor cells. Our
results showed that E6 and E7 increase TGF-B1 promoter activity. By
gel-shift assays we identified a Spl binding site in the TGF-B1 pro-
moter mediating such frans-activation. These results suggest an associa-
tion between oncoproteins and cellular transcription factors on TGF-B1
promoter and this may explain the contribution of HPV-16 on TGF-B1
expression in cervical cancer.

Introduction

Cervical cancer is the second most common cause of cancer death in
women worldwide. Clinical and epidemiological data associate the HPV
infection with cervical cancer development (1), and 99.7% of all cervi-
cal carcinomas contain HPV DNA (2). The E6 and E7 oncogenes alter
cell differentiation, reactivate host DNA synthesis and stimulate cell
cycle progression. Thus, E6 and E7 can immortalize and transform
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human keratinocytes (3). These effects are the result of association with
several cellular proteins. HPV-16 E6 oncoprotein binds to EGAP which
target p53 tumor suppressor protein for rapid degradation by the proteosome
and loss of p53 leads to increased genetic instability (4). HPV-16 E7
oncoprotein binds pRb causing release of E2F transcription factors,
which in turn stimulate expression of multiple genes involved in cell
cycle progression (5). In addition, other important interactions of E6
and E7 with cellular proteins had been reported (6-8). Besides the on-
cogenic and anti-apoptotic potential of E6 and E7 had also been re-
ported that these oncoproteins can modulate transcription of cellular
genes (9). In addition, HPV-16 E6 oncoprotein stimulates the TGF-B1
promoter (10), however a specific target motif for E6- and E7-mediated
trans-activation has not yet been identified. To understand the molecu-
lar mechanism of TGF-B1 gene expression mediated by HPV-16 E6 and
E7 and their frans-activation abilities, we investigated the effects of E6
and E7 oncoproteins on the promoter activity of human TGF-B1 gene
in tumor cervical cell lines. We found that E6 and E7 trans-activate
TGF-B1 promoter. This effect is the result of HPV-16 E6 and E7 action
over one Spl recognition sequences. Thus, our results describe a novel
molecular pathway in which HPV-16 E6 and E7 oncoproteins rrans-
activate the TGF-B1 promoter, and suggest a possible strategy by which
HPV-16 induces TGF-B1 expression during cervical cancer develop-
ment.

Materials and Methods

PLASMID CONSTRUCTS. TGF-1 promoter was obtained by PCR-
amplification and nucleotidic sequence was identical to reported previ-
ously (GenBank™/EMBL accession number: J04431) (11). This DNA
fragment was cloned into pBLCAT3 vector and different constructs
were generated by deletion of promoter. The integrity of constructs was
verified by restriction enzyme digestions and DNA sequencing.

CAT ASSAYS. HPV negative cells (C33A) were transfected with
TGF-1 promoter constructs using Lipofectamine reagent. 48 h after
transfection, cells were harvested and nuclear extracts were prepared.
Co-transfections were performed with pSV2E6 and pSV2E7 plasmids.
The CAT activity was measured according to Nordeen method (12).

EMSA ASSAYS. Nuclear extracts were prepared according to Dignam
method (13) from C33A cells alone or transfected with the pSV2E6 and
pSV2E7. The EMSA was performed as reported previously (14). A Spl
probe was end-radiolabeled and incubated with nuclear extracts from
C33A cells alone or transfected with pSV2E6 and pSV2E7. DNA-pro-
tein complexes were resolved by PAGE. The gel was dried and sub-
jected to autoradiography. All experiments were repeated four inde-
pendent times.
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Results and Conclusions

REGULATION OF TGF-1 PROMOTER BY HFV-16 E6 AND
E7. To understand the mechanism of TGF-31 gene regulation by HPV-
16 E6 and E7 oncoproteins, we analyzed the effect of E6 and E7 on the
TGF-B1 promoter activity by CAT reporter gene. For this purpose,
C33A cells were transfected with the constructs that contain the TGF-
B1 promoter (Fig. 1A). The results showed that when the 3"-distal end
sequence was deleted, the TGF-B1 promoter aciivity was not affected.
In contrast, when the 5’-distal end sequence was eliminated, the re-
porter activity diminished up to 40%. To evaluate the specific role of
the HPV-16 E6 and E7 oncoproteins in TGF-B1 promoter trans-activa-
tion, C33A cells were co-transfected with E6 and E7 oncogenes. The
results showed a two-fold increase in the reporter gene expression using
the TGF-B1 core promoter (Fig. 1B, construct pTGF3) in E6 and E7

core promoter i
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FIGURE 1. FUNTIONAL ANALYSIS OF TGF-f1 PROMOTER TRANS-ACTI-
VATED BY HPV-16 E6 AND E7. A) Plasmid constructs of TGF-1 promoter were
generated in pBLCAT3 vector. B) C33A cells were transfected with the three pTGFs
constructs and co-transfected with pSV2E6 and pSV2E7 plasmids. 48 h after co-
transfection CAT activity was measured. The pCAT corresponds to the empty vector.
White bars correspond to TGF-B1 promoter activity alone, meanwhile the grey and
black bars indicate the TGF-Bl promoter activity induced by HPV-16 E6 and E7
oncoproteins.
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FIGURE 2. EMSA ANALISYS OF TGF-B1 CORE PROMOTER. A) TGF-BI core
promoter shows the Spl probe sequence. B) The Spl probe was radiolabeled and
incubated in absence (lane 1) or presence of increase concentration of nuclear ex-
tracts from C33A cells alone (lanes 2 to 4) or transfected with HPV-16 E6 or E7
oncogenes (lanes 5 to 10). The DNA-protein complexes and free-DNA are indicated
by the arrows.

expressing cells. These results support the notion of that E6 and E7
oncoproteins involved in cellular immortalization and transformation
are also able to trans-activate the TGF-B1 gene expression.

HPV-16 E6 AND E7 BIND TO Spl IN TGF-f1 PROMOTER. In
an effort to identify the target sequences responsible of TGF-B1 pro-
moter trans-activation by HPV-16 E6 and E7, we analyzed the TGF-B1
core promoter sequence and identify a cluster of five Sp1 recognition
sequences. To evaluate the effects of HPV-16 E6 and E7 oncoproteins
in the physical interaction with Spl binding sites, we analyze one of the
Spl binding sites by EMSA (Fig. 2A). The results showed that a re-
tarded DNA-protein complex was observed with Spl probe when incu-
bated with increase concentration of nuclear extracts from C33A cells
transfected with HPV-16 E6 and E7 oncogenes (Fig. 2B, lanes 5 to 10).
Our DNA-protein interaction results suggest an association of HPV-16
E6 and E7 oncoproteins with Spl recognition site of TGF-B1 core pro-
moter, which may to be in part responsible of TGF-B1 frans-activation.
In conclusion, the evidences of the functional activity and interactions
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with the Spl specific sequence suggest an association of HPV-16 E6
and E7 oncoproteins with TGF-B1 promoter and may explain the con-
tribution of the HPV-16 oncoproteins on TGF-1 gene expression dur-
ing cervical cancer development. Finally, the relevance of our findings
is based on the fact that TGF-B1 gene expression mechanisms are im-
portant to understand the role of TGF-1 in the carcinogenesis process.
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ABSTRACT

HPV infection is main etiologic agent of cervical cancer and HPV E6 and E7 oncogenes trans-regulate
many cellular genes. An association between TGF-f1 gene expression and cervical cancer development has been
suggested however the mechanisms by which HPV influences TGF-B1 expression remain unclear. In present
study we analyzed the mechanism throughout HPV-16 E6 and E7 oncoproteins regulate TGF-B1 promoter in
cervica tumor cells. Our results showed that E6 and E7 increased TGF-1 promoter activity. Furthermore, we
identified specific DNA sequence motif in TGF-B1 core promoter responsible for trans-activation which
corresponds to Sple binding site associated to HPV-16 E6 and E7 oncoproteins. Mutationa analysis showed that
Sple recognition site abolished the trans-activation caused by E6 and E7. These results suggest a physica
interaction and functional cooperation between viral oncoproteins and cellular regulatory elements of TGF-1

promoter, and may explain the contribution of HPV-16 on TGF-31 gene expression in cervical cancer.

Keywords. Cervical cancer, HPV-16, E6, E7, TGF-B1, Trans-activation, Spl.
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INTRODUCTION

Cervical cancer is the second most common form of cancer death in women worldwide. Clinical and
epidemiological data associate the HPV infection with cervical cancer development (44). Anogenital cancers
including those of the cervix are associated with HPV-16, -18, and -33, and HPV genomes are present in 99.7%
of al cervica carcinomas (38). The HPVs are small DNA tumor viruses that replicate in differentiating
epithelial cells of the epidermis and anogenital tract. The E6 and E7 viral oncogenes are expressed at low levels
in proliferating basal cells, but transcription is activated as cells enter into the terminal differentiation pathway.
The E6 oncoprotein aters cell differentiation (31), E7 oncoprotein reactivates cellular proliferation (4) and E6
and E7 together stimulate cell cycle progression (39). Furthermore, E6 and E7 oncogenes are retained and

expressed in most cervical cancers, and sustained expression is required for the malignant phenotype (36).

An early event in HPV-associated carcinogenesis is a global perturbation of cellular gene expression by
the E6 and E7 oncoproteins. The E6 oncoprotein binds to severa cellular proteins including E6AP, a protein-
ligase of the proteolysis ubiquitin pathway (29). The E6/E6GAP complexes target the p53 tumor suppressor
protein for rapid degradation by the proteosome (29). The p53 protein integrates genotoxic stress responses and
DNA damage with cell cycle control and apoptosis (3). Therefore, loss of p53 leads to increased genetic
instability. The E7 oncoprotein binds to pRb family members (9). Interactions occur primarily with
hypophosphorylated forms of pRb, causing a release of E2F transcription factors, which in turn stimulates
expression of multiple genes involved in cell cycle progression. In addition, other important interactions of E6
and E7 with cellular proteins such as AP-1 (1), c-myc (35), Epoc-1 (41), p21"*¥VeP p27-kip1 (5), and TBP (17,
24) have been reported. Thus, E6 and E7 together exert their effects of cell transformation in rodent
fibroblasts and their properties of cell immortalization and cell cycle control in keratinocytes (12, 19).
Besides the oncogenic and anti-apoptotic potential of E6 and E7 oncoproteinsit has also been reported that these
oncoproteins can modulate transcription of viral and cellular genes (7, 20). In addition, it was reported that the
HPV-16 E6 oncoprotein stimulates the TGF-B1 promoter activity (8). However, the molecular mechanism for

E6- and E7-mediated trans-activation of TGF-1 had not yet been identified.

During cervical cancer development the cellular immune response plays an important role (30) and TGF-
B1 expression has relevant functions (23). TGF-f1 belongs to a multifunctional protein family which is an
important regulator of gene expression during embryogenesis, differentiation, development, and wound healing.
Human keratinocytes express the three TGF- isoforms (TGF-B1, 2 and 3) which share ahigh level of homology
and use the same receptor complexes for signaling to exert a seemingly redundant set of functions in vivo (18).
In addition, TGF-B1 prevents the cellular immune response by inhibition of T-cell proliferation and
differentiation into cytotoxic T-cells (CTLs) and helper T-lymphocytes by inhibition of stimulatory functions

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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induced by antigen-presenting cells (15). Due to the fact that CTLs and Thl cytokine production are important
for effective immune-mediated tumor eradication, suppression of these functions by TGF-B1 could be an
important mechanism for inhibiting the immune response. Therefore, we believe that TGF-1 presence in tumor

cells can have arelevant role in the suppression of anti-tumor immune responses.

Although has been shown that deletion of the TGF-1 gene or some signaing pathway components may
play a role in the progression of carcinogenesis (232), the TGF-f1 gene regulation mechanisms represent a
relevant aspect in the tumor evolution process. Thus, to understand the molecular mechanism of TGF-f1 gene
expression mediated by HPV-16 E6 and E7 and test its potentia trans-activation abilities, we investigated the
effects of the HPV-16 E6 and E7 oncoproteins on the promoter activity of the human TGF-$1 genein cervical
tumor cell lines. We found that E6 and E7 trans-activate the TGF-1 promoter. This effect is the result of HPV -
16 E6 and E7 action over one specific Spl binding site (Sple) located in position -108 to -102 into the TGF-f1
core promoter. Thus, our results propose a novel molecular pathway by which HPV-16 E6 and E7 oncoproteins
stimulate TGF-B1 promoter activity. This finding suggests a possible strategy by which HPV-16 regulates TGF-
B1 gene expression during cervical cancer development, which may allow the evasion of the host immune

response.

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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MATERIALSAND METHODS

CELL LINESAND CULTURE CONDITIONS

Human HPV-negative transformed tumor cervical cells (C33A) and HPV-positive (HeLa, CaSKi and
SiHa) were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC). The cell lines were cultured in DMEM
medium (Invitrogen, Carlsbad, CA.), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and maintained a 37°C in
5% CO,. Periphera blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from healthy donors separated by Ficoll-
hypaque gradient centrifugation and cultured in RPMI-1640 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA.) containing
10% FBS. The soluble TGF-B1 production was measured in the cell lines medium by the ELISA kit (RD System,
Minneapolis, MN.) and normalized by cell number (1x10° cells/ml). Protein concentration was determined by
the BCA protein kit (Pierce, Rockford, IL.).

RT-PCR ANALYSIS

Cells were harvested and processed for RNA isolation using Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA.).
The mRNA was obtained using primer dT, and cDNA synthesis was performed by incubation with M-MLV RT
(Invitrogen, Carlsbad, CA.) at 37°C for 1 h. The TGF-f1 gene expression was measured by semi-quantitative
RT-PCR usingthesense5-GCCCTGGACACCAACTATTGCT -3 andantisense5-AGGCT
CCAAATGTAGGGGCA GG-3 primers. PCR amplification program set as follows: 94°C for 1 min,
60°C for 1 min and 72°C for 1 min for 27 cycles followed by 72°C for 5 min. A 160 bp DNA fragment was
obtained. The B-actin was used as control using thesense5-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3
and antisense5-CTCCTTAATGTCACGCACGATTT C-3 primers. PCR amplification program
set as follows: 94°C by 1 min, 58°C by 1 min and 72°C by 1 min for 25 cycles followed by 72°C for 5 min. A
540 bp DNA fragment was obtained. For each PCR-amplification, 1 ug cDNA, 2.5 mM dNTPs, 30 pmol
primersand 1 U Tag DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA.) were used in a 50 pl reaction. To ensure that

amplification remained within the linear range, 1.5 serial dilutions of cDNA were made.

CLONING STRATEGY AND PLASMID CONSTRUCTS

The human TGF-1 gene regulatory region was obtained by PCR-amplification from PBMC genomic
DNA usingthesense5-TTTGGATCCTTAGCAGGGGAGTAACAT -3 andantisense5-TTT
GGATCCGGCAACGGAAAAGTCTCAAAA-3 primers. A 2181 bp DNA fragment was obtained
and sequenced, and the nucleotidic sequence was identical to that reported previously (14) (GenBank™/EMBL data
Bank with accession number: J04431). The amplified DNA fragment was digested with Pst | to obtain a 1903 bp
DNA fragment which contained 1132 bp upstream and 771 bp downstream in relation to the transcription start site.
This DNA fragment was cloned into pBLCATS3 reporter vector and different plasmid constructs were generated
by progressive deletion of the TGF-B1 promoter (Fig. 1A). Construct pTGF1 (-1132 to +771) was generated by

: 5
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cloning of the 1903 bp DNA fragment into the P<t | site. Construct pTGF2 included a 1089 bp DNA insert (-318
to +771) cloned into the Bst Ell-Pst | sites. Construct pTGF3 contained an 813 bp DNA fragment (+42 to +771)
and was generated by cloning into the Eag I-Pst | sites and do not contains the TGF-1 core promoter. Construct
pTGF4 was produced by cloning a 1543 bp DNA fragment (-1132 t0-318, and +11 to +771) into the Pst I-Bst
Ell and Eag I-Pst | sites without the TGF-B1 core promoter. Construct pTGF5 contained the TGF-1 core
promoter alone (-650 to +36) cloned into the Apa | site. Construct pTGF6 contained two copies of the TGF-f1
core promoter (-650 to +36). Construct pTGF7 included two copies of the inverted TGF-1 core promoter (+36
to -650). In addition, we generated several plasmid constructs with the TGF-1 core promoter with mutated Spl
binding sites generated by PCR (pSpl-wt, pSpla-mt, pSplb-mt, pSplc-mt, pSpld-mt and pSple-mt) (Fig. 1B).
Theintegrity of all mutant constructs was verified by restriction pattern and DNA sequencing.

DNA TRANSFECTION AND CAT ASSAY S

C33A cells were transiently transfected with TGF-B1 promoter constructs using Lipofectamine reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA.). All transfection experiments were performed with 20 pg of total DNA. Cells were
incubated with Lipofectamine for 4 h, rinsed and replenished with DMEM containing 10% FBS. Forty eight
hours after transfection, cells were harvested and nuclear extracts were prepared in 100 pl of Tris-HCI buffer.
The co-transfection assays were performed with pSV2E6 and pSV2E7 expression plasmids, which contain the
open reading frames of HPV-16 E6 and E7 oncogenes and were kindly provided by Dr. K. Yoshiike (Nationa
Institute of Health, Tokyo, Japan) (13). The B-galactosidase activity was not affected by HPV-16 E6 and E7
oncogenes expression in C33A cells (data not shown). Therefore, the chloramphenicol acetyltransferase (CAT)
activity in al assays was normalized by the B-galactosidase reporter gene. The CAT activity was measured
according to the method of Nordeen (21) and the mean percentage of acetylation was cal culated and presented as

relative CAT activity. All transfections and co-transfections were repeated four independent times.

DNase| FOOTPRINTING ASSAYS

Nuclear extracts from C33A cells (1x10’ cells) were prepared according to the method of Dignam (10).
Briefly, 1x10’ cells were resuspended in 2 ml of buffer A (20 mM HEPES pH 8.0, 10 mM KCI, 0.5 mM DTT, 1.5
mM MgCl,, 0.5 mM PMSF, 0.25 mM EDTA and 0.25 mM EGTA) and lysed with a glass homogenizer pestle with
20 gtrokes. The nuclei were centrifuged at 2,000 rpm for 10 min and resuspended in 2 ml of buffer C (20 mM
HEPES pH 8.0, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 0.25 mM PMSF, 0.25 mM EDTA, 0.25 mM EGTA, 420 mM NaCl
and 50% glycerol) and homogenized as above. The suspension was centrifuged at 12,000 rpm for 2 min and the
supernatant stored at —70°C. Protein concentration was determined by the BCA protein kit (Pierce, Rockford.
IL.). Footprinting assay was performed as previously described [29, 30] and the DNA probe used corresponded
to the TGF-f1 core promoter (-650 to +36). This DNA fragment was cloned in the pGEM11Z plasmid
(Promega, Madison, WI.) and digested with Bam HI and Hind Ill. Probe was incubated with the DNA
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polymerase | Klenow fragment and 30 pCi of [o-**P]-dGTP. The A+G and G sequences were determined with the
Maxam and Gilbert sequencing method using DM S and piperidine (Sigma). Samples were trested with DMS stop
buffer (1.5 mM sodium acetate pH 7.0, 1 M B-mercaptoethanol, and 250 pg/ml glycogen) and precipitated with
ethanol at -70°C. DNA pellets were washed, resuspended in 200 pl of 1 M piperidine and heated at 90°C for 30 min.
Samples were then lyophilized three-times and resuspended in 10 pl of Dye buffer (0.1% bromophenol blue, 80%
formamide and 1X TBE). We performed the DNA-protein binding and DNase | digestion in the presence of
increasing concentrations of nuclear extracts from C33A cdls adone and transfected with HPV-16 E6 and E7
oncogene cDNA in binding buffer (10 mM HEPES pH 7.4, 25 mM CaCl,, 2% BSA, 25 mM KCl, 0.25 mM EDTA,
4 mM EGTA and 1 pg/ul poly diI-dC) and digested with 0.015 U DNase | (Whorgtington). After 2 min of digestion
at room temperature the samples were treated with DNase stop solution (50 mM EDTA pH 8.0, 0.2% SDS, 100
pg/ml glycogen, 100 pg/ml proteinase K). Samples were extracted three-times with phenol-chloroform-isoamilic
(1:1:24), precipitated with ethanol at -70°C and resuspended in 10 pl of Dye buffer. Samples were el ectrophoresed
for 4 h a 1800 V in 6% polyacrylamide-6 M urea sequencing gel. The gel was dried and subjected to
autoradiography at -70°C with an intensifier screen. The footprints were compared with A+G and G ladders
produced by the chemical cleavage sequencing reaction of the same probe to determine the corresponding nucleotide

sequences.

ELECTROPHORESISMOBILITY SHIFTING ASSAY (EMSA)

Nuclear extracts were prepared from C33A cells alone or transfected with pSV 2E6 and pSV 2E7 vectors as
described above. EM SA was performed as reported previoudy (10). An oligonucl ectide containing the Sple binding
site was end-radiolabeled with T4 DNA polynucleotide kinase using 30 pCi of [y-P]-dATP, and purified from 1%
agarose gel. Nuclear extracts (5 pg) were incubated for 20 min a room temperature with the radiolabeled
oligonucleotide (1-2x10° cpm) in banding buffer (10 mM TrissHCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 5% glycerol and 1 pg poly dI-dC). DNA-protein complexes were resolved in low-isotonic strength on non-
denaturing 6% polyacrylamide gel eectrophoresis (PAGE) containing 0.5X TBE. Samples were electrophoresed for
3 hat 200 and gel was dried and subjected to autoradiography at -70°C with an intensifier screen. For competition
experiments, 100-fold molar excess of AP-1 and Spl unlabeled probes were added 20 min before incorporating the
labeled probe. For immune band shift assays, DNA-protein complexes were allowed to form prior to the addition of
5 ug of anti-E6 or anti-E7 polyclonad 1gG antibodies or anti-IL-6 as an irrdevant 1gG antibody (Santa Cruz,
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Samples were incubated with the antibodies for 4 h a 4°C before resolving the
DNA-protein complexes on 6% PAGE.
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RESULTS

HUMAN TGF-B1 EXPRESSION IN HPV-TRANSFORMED CELLS

Initial studies indicated that TGF-B1 suppresses the activation and proliferation of T lymphocytes and is
probably involved in immune-evasion of cancer (32, 34). Such evidences support atight association between the
disruption of TGF-B1 expression and the development of gynecological malignancies (2, 40). To address the
pattern of TGF-B1 expression in cervica cancer cells, we first analyzed the TGF-p1 mRNA levels in human
tumor cervical cell lines (HeLa, CaSKi, SiHa and C33A) by semi-quantitative RT-PCR (Fig. 2A). Consistent
with previous observations from other researcher groups (40), there is an increased expression of the
TGF-B1 mRNA upon HPV-transformed cells compared to HPV-negative transformed C33A cells. In
addition, TGF-B1 mRNA expression was observed in all cell lines and the densitometry analysis we found
that mMRNA percentage was increased at least two-fold (28% vs. 78%) in HPV-transformed cells
compared to HPV-negative cells (Fig. 2B, C33A cdls vs. CaSKi cells). In an attempt to correlate TGF-1
MRNA expression levels with protein synthesis, we determined the TGF-1 protein expression in al cell lines.
The data were normalized by protein concentration (50 pg) and cell number (1x10° cells) (Fig. 2C). The results
showed that TGF-B1 protein synthesis increased over 1000 pg/ml on HPV-transformed cells, whilein HPV non-
transformed cells it was less than 600 pg/ml, and this was in agreement with the TGF-p1 mRNA expression
levels. This result suggests that HPV -transformed cells are specifically able to mediate TGF-1 transcriptional

activation in response to HPV oncoproteins expression.

REGULATION OF HUMAN TGF-p1 PROMOTER ACTIVITY BY HPV-16 E6 AND E7 ONCOGENE
PRODUCTS

In order to understand the mechanism of TGF-B1 gene regulation by HPV-16 E6 and E7 oncoproteins,
we analyzed the effect of these oncoproteins over TGF-B1 promoter activity by using a CAT reporter gene. For
this purpose, the human TGF-B1 regulatory region was amplified by PCR and several plasmid constructs
containing different fragments of the promoter were generated (Fig. 1A). C33A cells were transfected with the
constructs that contain the TGF-B1 regulatory region alone and co-transfected with either pSV2E6 or pSV2E7
expression plasmids (Fig. 3A). The construct containing the TGF-B1 promoter (pTGF1) was used as the
reference activity. The result shows that when the 5 -distal end sequence was eliminated from the TGF-1
promoter the reporter activity diminished up to 25% (pTGF2). Promoter activity decreased up to 5% when the
TGF-B1 core promoter that includes the first transcriptional start site (+1) was deleted (pTGF3 and pTGF4). The
activity was partially recovered in the presence of TGF-1 core promoter (pTGF5) and was restored up to 75%
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when the core promoter was present in duplicate (pTGF6). TGF-B1 core promoter activity was abolished when
the core promoter was tested in opposite orientation (pTGF7). To evaluate the specific role of the E6 oncoprotein
over TGF-B1 promoter trans-activation, C33A cells were co-transfected with the E6 oncogene cDNA. The
results showed a 45% and 62% of increase in the reporter gene expression using the TGF-$1 core
promoter (pTGF2 and pTGF5, respectively) in E6 expressing cells compared to the non-transfected cells.
The E6-mediated effect was even higher in the cells that contain the TGF-$1 core promoter in two tandem
copies, reaching the highest trans-activation levels (pTGF6). In paralel, a set of C33A cells were co-transfected
with the E7 oncogene cDNA and showed similar effects as did the one seen in E6 transfected cells. The E7
oncoprotein induced the transcription activity only over the TGF-f1 core promoter (pTGF2, pTGF5 and
pTGF6). We did not observe significant differences when E6 and E7 oncogenes were transfected together (data
not shown). The empty pBLACT3 vector not induced prompter activity. To confirm the specific effect of E6 and
E7 oncoproteins over induction of TGF-B1 promoter activity, we analyzed the E6 and E7 mRNA expression by
Northern blot in the transfected C33A cells. As demonstrated, the transiently transfected C33A cell efficiently
expressed the E6 and E7 mRNA (Fig. 3B). The different mRNA species of E6 and E7 oncogenes observed in
CaSKi cells correspond to splicing products of the viral oncogenes. Our results showed that the TGF-1
promoter activation by HPV-16 E6 and E7 is modest but could be physiologically relevant. Moreover, the TGF-
B1 promoter trans-activation is dightly elevated in E7 compared to E6 expression cells, which could suggest a
differentia interaction with transcription factors into the TGF-p 1 core promoter. These results support the notion
that HPV-16 E6 and E7 oncoproteins involved in cell transformation and immortalization are also able to trans-

activate the human TGF-1 gene expression.

IDENTIFICATION OF REGULATORY ELEMENTS IN TGF-f1 PROMOTER RESPONSIBLE FOR
TRANS-ACTIVATION BY HPV-16 E6 AND E7

The TGF-B1 core promoter sequence (-650 to +36) contains a cluster of five DNA binding motifs 100%
homologous to Spl recognition sites (Spla, Splb, Splc, Spld and Sple) (Fig. 4). In an effort to identify the
target sequences responsible for TGF-B1 promoter trans-activation by HPV-16 E6 and E7 oncoproteins, we
examined the pattern of DNA-protein interaction at the TGF-B1 core promoter (Fig. 5). Footprinting in vitro
assays revealed that incubation of the TGF-B1 core promoter with nuclear extracts from C33A cells aone
resulted in severa partially protected areas in this DNA fragment. When we analyzed the precise position of
these protected sequences we identified Spl recognition sites (Fig. 5A). However, when C33A cdls were co-
transfected with E6 or E7 oncogene cDNA we identified a similar protection pattern at Spl binding sites.
While, transfection with E6 oncogene produced a protection pattern mainly over the Splcto Sple binding
sites, we observed that E7 oncogene induced a large protected area over Spl binding sites (Fig. 5B and 5C,
from Spla to Sple). This protected regulatory elements by the HPV-16 E6 and E7 oncoproteins in the
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TGF-B1 core promoter suggests that these oncoproteins may induce varied interactionsin C33A cells and
may favor the recruitment of co-activators and/or transcription factors (7, 17). These results suggest that
HPV-16 E6 and E7 oncoproteins expression may induce the formation of novel molecular transcription

complexes throughout Spl recognition sites in tumor cells during cervical cancer devel opment.

A SPECIFIC Sp1 RECOGNITION SEQUENCE ISCRITICAL FOR TRANS-ACTIVATION OF TGF-$1
PROMOTER BY HPV-16 E6 AND E7

As demonstrated, the five Spl recognition sequences in the TGF-B1 core promoter have the ability to
interact in a differential way with HPV-16 E6 and E7 oncoproteins. To determine the contribution of each Spl
binding site, we functionally evaluated each Spl recognition site independently by mutational analysis. Several
plasmid constructs of the TGF-1 core promoter (-650 to +36) with mutated Spl sequences were generated (Fig.
1B). C33A cdlls were tranfected with these constructs and co-transfected with pVS2E6 or pV S2E7 expression
plasmids to identify the specific Spl recognition site responsible for trans-activation of HPV-16 oncoproteins
over the TGF-B1 core promoter. The data showed that the mutated Sple sequence did not further increase TGF-
B1 promoter activity in the presence of E6 or E7 oncoproteins, as compared to the Spl wild-type. In contrast, the
remaining mutated Spl sites did not significantly contribute to trans-activation activity. The empty pBLCAT3
vector not induced promoter activity (Fig. 6). These results suggest that the Sple binding site localized between
-108 and -102 bp upstream of the transcriptional start site in the TGF-1 core promoter is particularly important
for the trans-activation mechanism mediated by HPV-16 E6 and E7 oncoproteins. Thus, a possible process by
which the HPV-16 E6 and E7 oncoproteins could participate in the mechanism of trans-activation of TGF-1
promoter could be through interaction with the Sple binding site, or by indirect interaction with Sple-associated

co-activators.

HPV-16 E6 AND E7 ONCOPROTEINS BIND TO Sple REGULATORY ELEMENT IN TGF-B1
PROMOTER IN VITRO

To confirm the effects of HPV-16 E6 and E7 oncoproteins in the trans-activation of the TGF-1
promoter and the importance of the interaction with the Spl recognition site, we further characterized the Sple
binding site of TGF-B1 core promoter. For this purpose, we designed a synthetic DNA probe that contains the
Sple sequence to determine the ability of E6 and E7 oncoproteins to interact with this Sple binding site in an
EMSA assay (Fig. 7A). We not observed a retarded DNA-protein complex when the Sple probe was incubated
with nuclear extracts from non-transfected C33A cells (Fig. 7B, lane 2). However, when nuclear extracts were
prepared from C33A cells previoudy transfected with E6 or E7 oncogenes a clearly retarded DNA-protein
complex was obtained (Fig. 7B, lanes 3 to 8). To define the specificity of binding, we performed the competition
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with an unlabeled Sple probe and using AP-1 as an unrelated competitor. The results showed that the retarded
complex was not competed against by the AP-1 probe (Fig. 7B, lanes 4 and 7), while the complex was
efficiently self-competed with the unlabeled Sple probe (Fig. 7B, lanes 9 and 10). Furthermore, this retarded
DNA-protein complex was super-shifted when anti-E6 or anti-E7 polyclonal antibodies were incorporated (Fig.
7B, lanes 11 and 12). An irrelevant antibody (anti-IL6) failed to generate a super-shift complex (Fig. 7B, lanes5
and 8). Thus, our DNA-protein interaction results indicate an association of E6 and E7 oncoproteins with the
Sple binding site on the TGF-B1 core promoter, which may be in part responsible for TGF-B1 trans-activation,
although further investigation is needed to determine if thisisadirect or indirect interaction. Thus, the evidences
of the functional activity, the interaction with the Sple specific sequence and the formation of specific DNA-
protein complex taken together suggests an influence of HPV-16 E6 and E7 oncoproteins over the human TGF-

1 promoter.
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DISCUSSION

In cervical cancer development a cascade of abnormal events are induced, which include the disruptions
of cellular cycle control, perturbation of anti-tumor immune response and alteration of gene expression. In all
these processes a common element implicated is the TGF-B1 gene expression ateration. Several reports have
addressed the mechanisms of TGF-f1 gene expression, its biologica effects on cellular proliferation,
differentiation, and function in the context of anti-tumor immune response (14, 23, 37). In contrast, our
knowledge concerning TGF-B1 regulation mechanisms during cervical cancer progression remains limited.
TGF-B1 gene expression is normally congtitutive however, during the tumor progression there is an up-
regulation of TGF-1 gene expression, which induces a favorable condition for tumor development (37). The
recent characterization of HPV-16 E6 and E7 oncoproteins has shown trans-activation effects over digtinct
cellular genes (20). In addition, the demonstration that Spl binding sites belong to the TGF-1 signal
transduction pathway (11, 16), lead us to raise the hypothesis of the involvement of these moleculesin TGF-1
gene expression regulation in cervical cancer. Therefore, in this study we demonstrated the effect of HPV-16 E6
and E7 oncoproteins on TGF-B1 promoter activity in human cervical tumor cells throughout a specific Spl

recognition site.

In our study we demonstrated that the levels of TGF-B1 mRNA and protein expression in cervical cancer
HPV-transformed cells were elevated in comparison to HPV-negative transformed cells (Fig. 2) and to prove
that MRNA and protein of HPV-16 E6 and E7 are expressed in the HPV-negative transfected cells with E6 and
E7 oncogenes, a Northern blot (Fig. 3B) and a band shifting assays (Fig. 7B) were carried out. These data are
consistent with other reports in which changes in TGF-1 gene expression or some signal transduction pathway
components could represent a risk factor in cervical cancer development (37). Our findings support the
possibility that one of the events that occurs during cervical cancer progression consists of inducing the TGF-1
gene expression in HPV-transformed tumor cervical cells. This situation may favor the cell tumor progression,
since previous studies have demonstrated that TGF-B1 over-expression may generate an immune-suppression
state in the tumor micro-environment (34). According to these evidences, the presence of TGF-f1 could
inactivate anti-tumor immune response by its action over tumor infiltrate T lymphocytes (15). This condition
may be interpreted as a self-tumor mechanism to evade immune surveillance and enhance cervical cancer
progression (23). In addition, there are severa reports concerning the role of some HPV proteins in the

regulation of moleculesinvolved in cellular immune response against the tumor (22, 42).

Spl transcription factor belongs to a protein family that contains a DNA binding zinc finger domain, two
serine/threonine-rich domains and two glicine-rich domains. These domains are involved in oligomerization and

recruitment of co-activators like Smads family members that participate in the TGF-f1 signal transduction
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pathway (33). The Spl transcription factor interacts constitutively with the TGF-1 core promoter to generate a
basal level of transcription, independent of external stimuli (16). We observed an effect over TGF-f1 promoter
activity by HPV-16 E6 and E7 oncoproteins that could be explained by the potential interaction of these viral
oncoproteins with the Spl transcription factor through its oligomerization domains leading to formation of news
E6-Spl and E7-Spl putative heterodimer complexes. These hypothetic complexes could associate with the Spl
recognition sequences and cooperate with other adjacent transcription factors, enhancing the stability of
transcriptional machinery or alternatively recruiting co-activators that would increase TGF-f1 promoter activity.
We showed that the Sple DNA sequence of the TGF-B1 core promoter functionally cooperates with HPV-16 E6
and E7 oncoproteins. This scenario is supported by the fact that the mutant Sple binding site in the TGF-1 core
promoter was not able to influence transcription levels in response to E6 and E7 oncogene expression (Fig. 6).
Therefore, it is possible that E6-Spl and E7-Spl putative interactions may represent an important event in
understanding the TGF-f 1 regul ation mechanism in response to HPV-16 infection. Thus, the mechanism that we
propose here identifies at the Sple binding site of the TGF-f1 core promoter as a new partner of HPV-16 E6 and
E7 oncoproteins and suggests a hovel function for this DNA binding motif. However, further in vitro and in vivo

experiments are needed to confirm the stable formation of E6-Spl and E7-Spl complexes.

Interestingly, DNA-protein interaction experiments showed the presence of different patterns of DNA
binding to the Spl recognition sites using nuclear extracts from C33A cells transfected with HPV-16 E6 and E7
oncogenes. This effect could be the result of the capacity of co-activators to associate with E6 or E7. Its has been
reported that CBP/p300 protein, a histone acetyltransferase, interacts directly with C-terminal domain of Smad 2
and Smad 3 and serves as co-activator of TGF-B1 transcription activation mediated by Smad (25). In addition, it
has been demonstrated that the HPV-16 E6 oncoprotein targets CBP/p300, involving the C-terminal DNA
binding zinc finger domain of E6 and CBP/p300 residues 1808 to 1826 (43). This evidence suggests that TGF-
B1 gene trans-activation by HPV-16 E6 and E7 oncoproteins may involve the association of Spl, and possibly
Smads transcription factors through the incorporation and action of the CBP/p300 co-activator. However, further
investigations are needed to confirm and decipher the involvement of CBP/p300 in E6-Spl and E7-Spl

formation complexes.

In conclusion, the findings reported here have the following implications: i) Part of the TGF-1
regulation mechanism on cervica cancer cells involves a trans-activation of the TGF-f1 promoter throughout
HPV-16 E6 and E7 oncoproteins, ii) we have shown that trans-activation is induced by HPV-16 E6 and E7
oncoproteins throughout the specific Sple DNA-binding site in the human TGF-B1 core promoter, iii) we
hypothesize that TGF-B1 up-regulation through HPV-16 E6 and E7 oncoproteins may be a mechanism that
evolved in tumor cells to evade immune system responses. Our findings of the trans-activation mechanism of the

TGF-B1 promoter induced by HPV-16 oncoproteins do not exclude the disruption of the signaling pathway
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attributed to cervical cancer or other widely reported cancer types (23, 37). In addition to TGF-B1 trans-
activation mechanism another regulation process could be involved like the recruitment of remolding chromatin
complexes. Finally, the relevance of our findings is based on the fact that the TGF-f1 gene expression
mechanism, TGF-B1 signaling pathway, activation of other intracellular signaling cascades and cross-talk with

other signaling pathways are important factors in understanding the role of TGF-1 in the carcinogenesis

process.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. TGF-p1 PROMOTER PLASMID CONSTRUCTS. A. TGF-B1 promoter region and the
four transcription start sites are shown (+1, +271, +470 and +525). Five Spl binding sites are located in the
TGF-B1 core promoter. Different plasmid constructs (pTGF1 to pTGF7) were generated in the pBLCATS3
expression vector by deletion of different sites of the TGF-f1 promoter region. B. Mutagenesis of Spl
recognition sequences. The Spl binding sites in the TGF-B1 core promoter were individually mutated by PCR
and are indicated with a X.

FIGURE 2. TGF-1 GENE EXPRESSION IN HUMAN TUMOR CERVICAL CANCER CELL
LINES. A. Semi-quantitative RT-PCR analysis of TGF-f1 gene expression in cervical cancer cell lines
transformed by HPV-18 (HeLa), HPV-16 (CaSKi, and SiHa) and C33A cells that are not HPV-infected. DNA
from PBMC of health donors was used as internal control. Samples were separated in 1% agarose gel. A 50 bp
DNA ladder and $X174 DNA/Hae 111 were used as molecular weight markers (MW). B. Bands of panel A were
scanned using a computer-assisted densitometry (Fluor-S-Multi-imager, Bio-Rad) and the data were plotted as a
TGF-B1/B-actin mRNA ratio. C. Analysis of TGF-1 protein abundance by ELISA in the same cell lines asin
panel A. Semi-quantitative RT-PCR and ELISA assays were performed in triplicate and a representative

experiment is shown.

FIGURE 3. FUNTIONAL ANALYSIS OF TGF-1 PROMOTER ACTIVITY TRANS
ACTIVATED BY HPV-16 E6 AND E7. A. Transcriptiona activation of TGF-1 promoter is induced by E6
and E7 oncoproteins. C33A cells were transiently transfected with the pT GFs constructs and co-transfected with
pSV2E6 and pSV2E7. Forty eight hours after co-transfection, CAT activity levels were measured. The pCAT3
corresponds to the empty vector. White bars correspond to TGF-1 promoter activity alone, while the grey and
black bars indicate the TGF-B1 promoter activity induced by E6 or E7 oncoproteins, respectively. B. Northern
blot analysis of E6 and E7 oncogenes. C33A cells done (lanes 1 and 4) or transfected with pSV 2E6 (lane 2) or
pSV2E7 (lane 5) were harvested and total RNA was isolated. The RNA from CaSKi cells was used as positive
control (lanes 3 and 6). The arrows show different splicing products of E6 and E7 oncogenes. Data showed in the
CAT assaysisthe average of four independent experiments.

FIGURE 4. NUCLEOTIC SEQUENCE OF HUMAN TGF-f1 CORE PROMOTER. Sequence
shows the TGF-1 core promoter sequence and the position of the Spl binding sites onsite the boxes (Spla,
Splb, Splc, Spld and Sple). The transcription start site is indicated. The information was taken from
GenBank™/EMBL data Bank with access number J04431.
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FIGURE 5. FOOTPRINTING IN VITRO ANALYSIS OF TGF-$1 CORE PROMOTER IN THE
PRESENCE OF HPV-16 E6 AND E7 ONCOPROTEINS. Footprinting in vitro anaysis of TGF-B1 core
promoter using nuclear extracts from C33A cells non-transfected (panel A, NEC33A), and transfected with E6
(panel B, NEC33AES6) or E7 (panel C, NEC33AEY) oncogenes. The position of Spl binding sites are shown in
the brackets. The lanes 1 and 2 correspond to A+G and G Maxam and Gilbert reactions respectively. Lanes 3
and 4 indicate the negative control reaction (NC-) without nuclear extracts. Lanes 5 to 9 correspond to increasing

concentrations of different nuclear extracts. A representative result of three independent experiments is shown.

FIGURE 6. MUTATIONAL ANALYSIS OF THE Spl BINDING SITES OF TGF-f1 CORE
PROMOTER. C33A cellswere transiently transfected with TGF-1 core promoter wild-type (pSpl-wt) or with
the different mutated Spl binding sites (pSpl-mts) and co-transfected with pSV2E6 and pSV2E7. Forty eight
hours post-transfection, CAT activity levels were measured. The pCAT3 corresponds to empty vector. The white
bars correspond to TGF-1 promoter activity alone, while the grey and black bars indicate the TGF-B1 promoter
activity induced by E6 or E7 oncoproteins, respectively. Data shown are the average of four independent

experiments.

FIGURE 7. EMSA ANALISYS OF TGF-1 CORE PROMOTER. A. TGF-1 core promoter shows
the Sple probe. B. EMSA analysis of Sple. The radiolabeled oligonucleotide was incubated in absence (lane 1)
or presence of nuclear extracts from C33A cdls non-transfected (lane 2, NEC33A) and transfected with E6 (lanes 3
to 5, 9 and 11, NEC33AES6) or E7 oncogenes (lanes 6 to 8, 10 and 12, NEC33AEY). The nuclear extracts from
NEC33AE6 and NEC33AE7 were pre-incubated with 100-fold molar excess of AP-1 or Sple unlabeled probes
before the addition of the Sple radiolabeled probe (lanes 4, 7, 9 and 10). Anti-E6 and anti-E7 polyclond antibodies
were used for the super shift assay (lanes 11 and 12) as well as the irrdlevant anti-1L6 polyclona antibody (lanes 5
and 8). The DNA-protein, super-shift complexes and free-DNA are indicated with arrows. Data is representative of

three independent experiments.
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