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RESUMEN

En el desarrollo de cancer Cérvicouterino (CaCU) el principal factor implicado es la presencia del
virus de papiloma Humano (VPH). Hasta ahora se han descrito cerca de 100 tipos de
Papilomavirus algunos de ellos de alto riesgo (Ej. Tipos, 16. 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73 y 82). En México el méas prevalente es el VPH16 seguido por el VPH18. Estos virus de
ADN contienen genes tempranos (E), genes tardios (L) y una region reguladora de la transcripcion
(LCR). Dos de los genes tempranos codifican para las proteinas oncogénicas del virus (E6 y E7) y
para la proteina E2 que funciona como factor de transcripcién regulando la expresion de E6 y E7.
Los genes tardios L1 y L2 codifican para proteinas de la capside. Los Papilomavirus son
clasificados como variantes moleculares cuando presentan un 2% de diferencia en la secuencia del
gen L1 con respecto al papilomavirus prototipo. Las variantes Asiatico-Americanas del
papilomavirus tipo 16 estan ligadas con una alta incidencia de CaCU en México, y se sugiere que
son mas oncogénicas que las variantes Europeas (E).

Durante el desarrollo de este trabajo se realiz6 y analiz6 la secuencia del gen E2 (1200pb) de dos
variantes de VPH16 (AA-a y AA-c) presentes en biopsias de mujeres mexicanas, que desarrollaron
CaCU, observandose que tienen 25 cambios en nucle6tidos con respecto al VPH16 Europeo. Se
analizé la capacidad de ésta proteina para unirse a su secuencia blanco por medio de geles de
retardo, demostrandose que la proteina E2 europea se une mas fuertemente a su secuencia
blanco que la proteina E2 de las variantes AA-a y AA-c. También se analiz6 la actividad reguladora
de la LCR de estas dos variantes (usando como gen reportero a la enzima CAT: Cloranfenicol
acetil-transferasa) observandose que la actividad basal de la LCR de la variante AA-c es 1.8 veces
mas alta que la de la LCR VPH16 Europeo, y la actividad de la variante AA-a es 1.6 mas baja que
la LCR de VPH16 E. De la misma manera se observd que las proteinas E2 de las variantes no
estan reprimiendo sus propios promotores a la misma magnitud que la proteina E2 de VPH16 E.
Estos resultados nos sugieren que tanto los LCRs como las proteinas E2 de las variantes no
reprimen la expresién de los oncogenes E6 y E7 como en VPH16 Europeo, lo que nos puede
ayudar a concluir que tal vez es la causa por las que las lesiones con estas variantes son mas

agresivas.



INTRODUCCION

1.1 Céancer Cérvicouterino.

El cancer Cervicouterino (CaCU) es el segundo cancer mas comun en mujeres en el mundo,
especialmente en paises en desarrollo donde los métodos de diagnéstico rutinarios como el
Papanicolaou no estan realmente disponibles a toda la poblacion y la calidad del servicio es aun
deficiente(Lazcano-Ponce et al., 2003).Se estima que cada afio se diagnostican 500,000 nuevos casos
de cancer del cérvix en el mundo, de los cuales mueren el 45%. En México en el afio 2002, la tasa de
defuncion por CaCU fue de 4323 defunciones de mujeres por cada 100,000 (Informacion estadistica
Secretaria de Salud). En los paises desarrollados, debido a la aplicacion masiva de campafas de
deteccidn oportuna del CaCU, la realizacion del Papanicolaou y a los avances terapéuticos en esta area,
ha disminuido notablemente la tasa de mortalidad de este padecimiento en las Ultimas dos décadas
(Nelson et al., 1984) En México representa el 20% de todos los canceres y el 31% de los canceres que
afectan a la poblacién femenina, ocupando el primer lugar en incidencia y mortalidad. Entre otros paises
de Latinoamérica, México ocupa el tercer lugar en la tasa de mortalidad por CaCU. Se presentan 3,500
casos nuevos por afio, la tasa de mortalidad por cancer del cérvix es de 11 por 100,000 mujeres y se
calcula que la tasa de incidencia en mujeres mayores de 25 afios es de 115 por 100,000 (Direccion
General de Epidemiologia, Secretaria de Salud, 1991; Instituto Nacional de Salud Publica, 1993).

En mujeres con cancer cervical, las células malignas se desarrollan de tejido citologicamente
anormal, que puede ser desde displasia media (neoplasia intraepitelial cervical grado I; NIC1), a displasia
severa moderada (NIC2 — 3). Las células o koilocitos comunes en tejidos infectados con Papilomavirus
Humanos (VPH) caen dentro del espectro de NIC1 y ocasionalmente en NIC2. Las mujeres con
anormalidades indicativas de infeccion por Papilomavirus Humanos (VPH) tienen mas alta probabilidad
de contraer cancer cervical que las que tienen citologia normal (Koutsky, 1997). Consistente con esto, el
PCR y la captura de hibridos, métodos muy sensibles para deteccién de ADN de VPH, identifican un 93%
de ADN de VPH en canceres cervicales. Estos y otros datos nos proveen de un argumento convincente
para la asociacion etiologica entre infeccion de VPH y cancer cervical.

Hasta la fecha se han identificado cerca de 100 tipos diferentes de VPH de los cuales 80 se han
secuenciado. De todos ellos, aproximadamente 20 tipos se han encontrado asociados a tumores de la
region genital. Los tipos virales mas comunes en las lesiones genitales benignas son el VPH 6y 11 que
se encuentran en el 90-100% de las lesiones benignas de la region genital (condiloma acuminado y
condiloma plano) y en las lesiones neoplasicas precursoras y el cancer invasor los tipos 16 y 18,
presentes en el 10-20% de las lesiones precancerosas tempranas del cuello uterino (Condiloma atipico y
NIC 1) y en lesiones avanzadas (NIC 2/3 y cancer invasor). El 99.7% de carcinomas cervicales humanos
contienen ADN de VPH de alto riesgo (Kreider et al., 1985; Walboomers et al., 1999)

La deteccion y purificacion de este virus de las células del CaCU, cumple con los postulados de

Koch para asignar etiologicamente a un agente infeccioso con una enfermedad, se han obtenido



resultados parciales exponiendo epitelios de cérvix sanos a VPH 11 injertados debajo de la capsula renal
de ratones atimicos, observandose que los epitelios se transformaron en displasicos (Kreider et al., 1985;
Kryszke et al., 1987). Ademas, mediante experimentos de transfecciéon con el VPH16, se ha logrado la
transformacion maligna in vitro de fibroblastos y queratinocitos humanos (Pirisi et al., 1987; Yasumoto et
al., 1986). Por otro lado se ha demostrado que el BPV-1 (Papilomavirus bovino tipo 1), clonado en el
vector pBR322, es capaz de transformar células de raton susceptibles, y a diferencia de otros virus que
inducen tumores, BPV-1 no requiere la integracion del genoma viral (Heilman et al., 1982).

Cabe mencionar que la investigacion con VPH’s se ha visto beneficiada principalmente por las
tecnologias de ADN recombinante en virologia, principalmente porque los VPH’s no podian ser crecidos
en cultivo o transmitidos a otras especies animales, por lo que con solo esta herramienta se debia de
buscar informacién acerca de los mecanismos involucrados en la carcinogénesis. Existen ahora algunos
métodos para propagarlo en cultivo de células en el laboratorio, que involucran la exposicion de piezas
de tejido susceptibles (como epitelio cervical o piel) a virus y después transplantando el tejido en la
capsula renal de raton atimico desnudo. Después de un periodo de 3 — 6 meses, se empiezan a formar
las verrugas y se puede detectar el virus infeccioso, de esta manera se ha logrado obtener el
papilomavirus humano tipo 11 (VPH 11). Se ha demostrado que transfectando queratinocitos humanos
normales con la secuencia completa de VPH18 y VPH31, se obtienen lineas celulares que mantienen los
genomas virales como elementos extracromosomales (Frattini et al., 1996), en el caso de VPH18 se
observo que todas las lineas celulares contenian aproximadamente de 100 a 200 copias de VPH18 por
célula, mediante crecimiento organotipico (raft) de estas lineas celulares, se observa la expresién de los
genes virales dependientes de la diferenciacion celular, la amplificacion de los genomas virales y la
biosintesis de los viriones (Frattini et al., 1997).

En VPH’s que infectan genitales se estima que el periodo de incubacién es de aproximadamente
tres meses con un rango de infectividad de aproximadamente el 65%. (Park et al., 1995). Aunque puede
existir un periodo de latencia de entre 10 y 25 afios en lesiones preinvasoras para que evolucione a
CaCuU ((Nelson et al., 1984)

Existen otros factores asociados al cancer del cérvix, se ha observado que la presencia de VPH
por si sola no ha podido explicar algunos de los hechos relacionados con la iniciacion y progresion del
tumor y parece no ser suficiente para producir el CaCU. Esto se puede demostrar porque solo un
porcentaje de las neoplasias cervicales preinvasoras (cerca del 10%) y que presentan VPH evolucionan
a CaCuU (Pirisi et al., 1987; Reid et al., 1984). Por otro lado existen estudios epidemiologicos que
relacionan otros factores etiolégicos con la génesis del CaCU como son las hormonas sexuales, la dieta,
infecciones cronicas del cérvix, el virus del Hérpes y el estado del sistema inmunolégico (Halpert et al.,

1986) los cuales pudieran estar participando en alguna de las etapas del desarrollo del tumor.
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Figura 1. Mapa gendmico del Papilomavirus Humano tipo 16 (VPH16). El genoma de DNA es de
doble cadena, circular. Posee 6 regiones de expresion temprana (E) y dos regiones de expresion tardia
(L). Entre el final de la region tardia y el principio de la regién temprana se encuentra la LCR (Region
larga de control) que contiene los sitios de reconocimiento a factores celulares y virales que regulan la
transcripcion y el origen de replicacion(Crosbie & Kitchener, 2006).



En hombres la infeccion de VPH esta asociada con la falta de uso del condén, en mujeres aun no
es claro aunque hay estudios que apoyan la idea de que el condén tambien tiene un efecto protector. En
cuanto al uso de anticonceptivos orales, existen estudios que sugieren que este tipo de hormonas
incrementan el riesgo de desarrollar cancer cervical. En un estudio, se demostré que el uso de hormonas
no tuvo efecto en la incidencia de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado, aunque incrementé
el riesgo de lesiones intraepiteliales de alto grado. Este hecho sugirié que las hormonas anticonceptivas
actuan alterando la progresion de la enfermedad en individuos infectados con VPH, mas que incrementar
la infeccién por VPH (Koutsky, 1997).

1.2 Biologia del Papilomavirus Humano (VPH)

Los papilomavirus infectan las células basales del epitelio estratificado y establecen sus genomas
como episomas con bajo nimero de copias, en esas células los episomas se replican en sincronia con
los cromosomas celulares.

La sintesis vegetativa del ADN viral empieza en las células suprabasales de capa espinosa y es
seguido por la expresion tardia de los genes, es decir, de los polipéptidos estructurales del virus, y el
ensamble de los viriones ocurre casi exclusivamente dentro del nacleo de la capa de células granulares.
La expresion fenotipica tanto de papilomavirus cutdneos como genitales es similar. La infeccién por VPH
se manifiesta por proliferacion de las células espinosas (acantosis), vacuolizacion degenerativa
citoplasmica (koilocitosis), alteraciones nucleares (arrugamiento y piknosis) de las células de la capa
granular y la produccion excesiva de queratina. (Park et al., 1995).

Los papilomavirus pertenecen a la Familia: Papillomaviridae, Genero: papillomavirus, Especie;
Papillomavirus humangs, poseen una cadena doble de ADN circular coovalente de aproximadamente
8000 pb (Figura 1), la cual esta empaquetada en una capside icosahedrica de 55 nm de diametro, con 72
capsdémeros, su transcripcion es en un solo sentido (Munger, 2002). Los papilomavirus estan distribuidos
en la naturaleza, infectan humanos y animales (bovinos, caninos, conejos, delfines, y venados). Aunque
los papilomavirus humanos y animales poseen una organizacion gendémica similar, ellos son altamente
especie especificos y no infectan otras especies (Park et al., 1995). Los tipos de epitelio susceptible y las
lesiones que provocan entre los diferentes papilomavirus difieren dando lugar a distintos sintomas
clinicos dependiendo del virus (Tabla 1). Las proteinas de la capside son antigénicamente muy similares
entre todos los papilomavirus, estudios previos indican que la mayoria de los genotipos genitales
representan serotipos separados, de la neutralizacién cruzada observada entre los VPHs de alto riesgo,
se puede sugerir que la clasificacion de serotipos es similar a la de los genotipos (Combita et al., 2002).
Se define un tipo de VPH nuevo cuando la secuencia del gen L1 es 10% diferente de cualquier otro tipo
de VPH (de Villiers et al., 2004). Un subtipo se define cuando la secuencia de L1 es entre 2% -10%
diferente del tipo al que pertenece lo que la coloca entre los tipos y variantes, y una variante se define
cuando la secuencia de L1 es menor al 2% diferente del tipo al que pertenece. Existen numerosas

variantes de cada tipo, mientras que los subtipos son extraordinariamente raros, la razén de ésto aun no



Tabla 1. Tipos de Papilomavirus Humanos, y lesiones de las cuales fueron aislados.

CUTANEOS NO GENITALES
Verrugas comunes (verrucae vulgaris)
Verrugas plantares (myrmecias)
Verrugas planas (verrucae plana)

Verrugas de Butcher (verrugas comunes de gente que maneja

carne cruda y pescado).

Verrugas de mosaico

Carcinoma de células escamosas Ungual
Epidermodysplasia verruciformis (benigno)
Epidermodysplasia verruciformis (maligno o benigno)
Lesiones de la piel no verrugosas

TIPO DE VPH

1, 2,4, 26,27, 29, 41, 57, 65
1,2,4,63

3, 10, 27, 28, 38, 41, 49

1,2,3,4,7,10, 28

2,27,57

16

2,3,10, 12, 15, 19, 36, 46, 47, 50

5,8,9,10, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 37, 38
37,38

ENFERMEDADES MUCOSAS NO GENITALES
Papilomatosis respiratoria

Carcinoma de células escamosas de pulmén
Papiloma laringeo

Carcinoma laringeo

Papiloma del seno maxilar

Carcinoma de células escamosas de las sinusoides
Papilomas de la conjuntiva

Carcinoma de la conjuntiva

Hiperplasia Epitelial focal oral (enfermedad Heck)
Carcinoma oral

Leucoplakia Oral

Carcinoma celular escamoso del eséfago

611

6, 11, 16, 18
6, 11, 30
16, 18
57

16, 18
6, 11

16

13, 32
16, 18
16, 18
16, 18

ENFERMEDADES ANOGENITALES
Condylomata acuminata

Papulosis Bowenoide

Enfermedad Bowenoide

Condiloma gigante (Tumores Buschke-Léwenstein)

Neoplasia intraepitelial no especificada

Neoplasia intraepitelial de bajo grado

Neoplasia intraepitelial intermedia

Neoplasia intraepitelial de alto grado

Carcinoma de vulva

Carcinoma de vagina

Carcinoma de cervix

Carcinoma de ano

Carcinoma in situ de pene (eritroplasia de Queyrat)

Carcinoma de pene

6, 11, 30, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 54
16, 18, 34, 39, 42, 45

16, 18, 31, 34

6,11

30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68,
69

6,11, 43

31, 33, 35, 42, 44, 45,51, 52
16, 18, 56, 58

6,11, 16, 18

16

16, 18, 31

16, 31, 32, 33

16

16, 18




es entendida (Calleja-Macias et al., 2005).

Las proteinas virales estructurales constituyen cerca del 80% de la masa del virion. Su ADN esta
asociado a cuatro polipéptidos que son similares a histonas celulares. Los estudios en ADN de VPH son
dependientes de la extraccion de ADN no integrado superhelicoidal de viriones purificados o
directamente de lesiones asociadas a VPH, también depende del tipo de VPH (Park et al., 1995).

Todos los tipos de VPH conocidos son epiteliotropicos, infectan tipos especificos de epitelios y
frecuentemente producen proliferaciones epiteliales focales en los sitios de infeccion. Los VPH cutaneos
tipos 1, 2, 4, 26, 27, 41y 57 son los mas comunes identificados en verrugas de manos o en manejadores
de carne. Se han encontrado 23 tipos diferentes que infectan epitelios del tracto anogenital femenino y
masculino entre los que se encuentran los tipos 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 39, 40, 42-45,51-58 y 61, los
cuales causan desde Condyloma acuminata hasta carcinoma celular escamoso (Ver Tabla 1). Los VPHs
tipos 6, 11, 16 y 35 son los mas cominmente encontrados en mujeres sin enfermedades vulvares o
cervicales. El VPH6 es él mas cominmente encontrado en mujeres u hombres con condylomas exofiticos
del tracto anogenital, éstos tipos de lesiones no estan casi nunca asociados al VPH18 o con VPH1 o
VPH2 (Park et al., 1995).

Con el uso de métodos moleculares sensibles como es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) o captura de hibridos, el VPH ha sido detectado en mas del 80% de las mujeres que tienen
lesiones cervicales que histologicamente son de bajo riesgo. Mientras que el VPH16 y 18 se han
encontrado frecuentemente asociados con lesiones de cancer invasivo cervical. Basados en su
asociacion con lesiones de alto grado de la vulva, vagina o cérvix o con lesiones epiteliales benignas, los
virus se ha clasificado en tres categorias diferentes dependiendo de su riesgo oncogénico. El primer
grupo es llamado de “bajo riesgo oncogénico” a él pertenecen los VPHs tipos 6, 11, 42, 43 y 44, estos
virus estan asociados con C. acuminata y raramente se encuentran asociados a cancer cervical. El
segundo grupo es llamado de “alto riesgo oncogénico”, a él pertenecen los VPHs tipos 16, 18, 31 y se
asocian con lesiones de cancer invasivo del cérvix, vulva, pene y ano. El tercer grupo de VPHs es
llamado de “riesgo intermedio oncogénico”, y estan mas comunmente asociados con lesiones de alto
grado oncogénico pero no estan asociados con cancer invasivo anogenital, y son los VPHs tipos 33, 35,
39, 51y 52 (Park et al., 1995).

En lesiones benignas cervicales, el ADN viral es mantenido de forma extracromosomal circular
llamada “episoma”. Sin embargo en muchos cénceres cervicales, en lineas celulares derivadas de ellos y
en queratinocitos transformados in vitro con VPH, el ADN se encuentra integrado en el genoma celular.
Berumen y cols. (Berumen et al., 1994) encontraron que el niumero de copias del virus por célula, fue
significativamente mas bajo en tumores positivos a VPH18, que en tumores positivos a VPH16, y la
region E1/E2 estuvo ausente en todos los tumores positivos para VPH18 y presente en mas de la mitad
de los tumores positivos a VPH16, lo que sugiere que VPH18 se encontro integrado mientras que VPH16
se encontré en estado episomal. En un estudio llevado a cabo por Cullen y cols. (Cullen et al., 1991) se

demostro que la integracién ocurre mas frecuentemente en carcinomas asociados con VPH18 que en



Figuraura 2. Mapa gendmico del VPH 16 y esquema de regulacidn de la transcripcion por E2.
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aquellos asociados con VPH16, en algunos casos encontraron tanto VPH16 episomal como VPH18
integrado en la misma muestra de tejido. Los datos de la frecuencia de integracion de VPH en ADN
gendémico hospedero son poco consistentes (Park et al., 1995).

Se ha demostrado que la integracion tiene un efecto importante en la expresion de los genes
virales y en el comportamiento biolégico de las células infectadas con VPH. El acto fisico de la
integracién comunmente interrumpe la region E1/E2 del VPH, manteniendo intacta la region que codifica
para los oncogenes E6/E7 (Figura 2a y b). Se sabe que la proteina E2 actlla como un supresor de la
transcripcion de los oncogenes E6 y E7, en virus de alto riesgo (Guido et al., 1992) la disrupcién del gen
E2 y la consecuente pérdida de la proteina que codifica, da lugar a la transcripciéon incontrolada de E6 y
E7 (Park et al., 1995).

El sitio en el cual se integra el VPH en el ADN cromosomal hospedero es muy variable, y no se
ha identificado un locus preferencial de integracién. Sin embargo en algunas lineas celulares de tumores
que contienen VPH y en queratinocitos de cultivos primarios de humanos, el ADN viral se ha mapeado en
o dentro de sitios fragiles, que son regiones cromosomales particularmente susceptibles a la integracion
de ADN extrafio. También se ha detectado integracién de ADN de VPH cerca de oncogenes celulares,
como son c-myc y N-myc. La interrupcién y rearreglo de estas regiones puede resultar en inestabilidad
gendémica o activacion de oncogenes celulares y promover la progresion celular. Sin embargo la
integracion del ADN viral no parece ser un requisito importante en el desarrollo de muchos carcinomas

cervicales, ya que existen algunos tumores que contienen solamente ADN episomal (Park et al., 1995).

1.3 Variantes del VPH16

Todos los mamiferos y probablemente muchos otros vertebrados contienen papilomavirus
especie-especificos, y aun dentro de hospederos individuales como humanos o ciertos ungulados, existe
un gran numero de tipos de virus diferentes y poco relacionados que dan lugar a diferentes patologias.
Consecuentemente la evolucidon puede ser estudiada en correlacion con diferentes variables biolégicas
como es la especie del hospedero o por el tropismo preferencial de muchos tipos de VPHs por un tipo de
epitelio o de célula. La relacion que existe entre los diferentes tipos de papilomavirus puede ser evaluada
filogenéticamente ya que sus genomas codifican para proteinas con varios dominios altamente
conservados que pueden ser alineados sin ambigiiedad (Ho et al., 1993).

La filogenia inferida por Ho y cols. (1993) se baso en el andlisis de la secuencia de nucledétidos
de la regién larga de control (LCR) de VPH16, un segmento no codificante que regula la transcripcion y
contiene el origen de replicacion del virus.

En un nivel de evolucion més reciente, los aislados de papilomavirus tipo 16 y probablemente

todos los demas tipos de papilomavirus humanos pueden ser distinguidos a través de mutaciones
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FIGURA 3: Arbol filogenético de las variantes de VPH16 basado en analisis de parsimonia. Las secuencias
combinadas de E6, L2, L1 y LCR de 30 aislados (incluyendo el VPH16 de referencia), dieron lugar a alineamiento de
129 posiciones variables. Las porciones del arbol correspondientes a las clases variantes E, Afl, Af2, NA1 y AA estan
indicadas por marcas largas. Y los linajes E de subclases P, As y G131 estan indicados con marcas pequefias
(Yamada et al., 1995).



puntuales. La diversidad de secuencia entre aislados en la region larga de control (LCR) puede ser de
5% mientras que esta no exceda el 2% dentro de los demas genes. Los eventos de mutacion en la LCR
son raros, ya que los patrones de mutacion de aislados de VPH16 de Brasil, Alemania, Singapur y
Tanzania, forman grupos geograficos, y todos los aislados, aun de lugares remotos uno de otro, estan
relacionados en la forma de un arbol evolutivo. Estos aislados o variantes contienen un detallado récord
molecular de la evolucion del VPH16 (Ho et al., 1993).

Estudios de heterogeneidad genémica de VPH16 han demostrado la presencia de multiples
formas variantes en todas las poblaciones examinadas hasta ahora. Es concebible que las variantes
naturales de VPH16 en una poblacion humana, pudieran tener diferentes comportamientos biolégicos (Xi
et al., 1997).

Los aislados de VPH histéricamente se clasificaron en tipos, comparando su ADN con un set de
genomas de VPHs de referencia mediante hibridacion del ADN. Los aislados que pertenecen al mismo
tipo de VPH estan muy cercanamente relacionados con respecto a la secuencia de bases de sus
nucleodtidos y representan un discreto grupo filogenético. Aunque todos los aislados de VPH16 estan
cercanamente relacionados, investigaciones de Ho et al, en 1993, comparando las variantes de VPH16
de diferentes grupos étnicos y localizaciones geograficas, identificd cinco grandes brazos filogenéticos.
Los brazos se designaron como E (Europeo), As (Asiatico), AA (Asiatico-Americano), Afl (Africano-1) y
Af2 (Africano-2). El genoma de VPH16 de referencia, denominado G11, es un aislado Aleman y es
miembro del linaje E. La Figura 3 muestra el arbol filogenético de las variantes de VPH16 inferidas por
Yamada y cols. (1995).

Mediante el analisis comparativo de la LCR, los brazos E y As son distintos pero muy
cercanamente relacionados, pareciera ser que As es una subclase del linaje E. AA, Afl y Af2 estan muy
separados entre si y de los brazos E y As. La mayoria de ellos aunque no todos, reflejan la etnicidad del
grupo en el cual vive el paciente infectado, existe una desviacién de esta correlacion que se le atribuye
quiza a las migraciones de grupos humanos infectados.

Ho y cols (1993), proponen que los genomas de VPH16 actuales representan un grado de
diversidad que evolucioné en un periodo largo de tiempo, que probablemente excede los 200,000 afios,
derivado de genomas precursores que pudieron haberse originado en Africa. Ellos encontraron que para
VPH16 y VPH18 existe una topologia del arbol filogenético similar a la del arbol evolutivo de las tres
principales razas humanas, Africanos, Caucasicos y Asiaticos del Este, esto nos dice que la coevolucion
de los humanos y papilomavirus es mas probable que la diseminacion de VPH16 puramente por
geografia, sin embargo esto no excluye la idea de la transmision reciente, entre miembros de grupos
étnicos diferentes, tal es el caso de variantes del brazo Europeo en algunos pacientes negros en los
Estados Unidos y ocasionalmente en Africa (Ho et al., 1993).

En un estudio de mujeres jovenes, Xi y cols. (1997), encontraron 16 diferentes variantes de
VPH16. Una de las variantes se encontré persistentemente durante un lapso largo de tiempo, mientras

que otras variantes se detectaron transitoriamente.
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Se han encontrado variaciones en la secuencia de ADN entre aislados de VPH16 y VPH18 en
varias localidades geograficas y grupos étnicos. En la poblacién Mexicana se encontraron dos variantes
de VPH16 antes descritas, Bb-2 e IND-8, las cuales pertenecen a un grupo de variantes Brasilefias e
Indias respectivamente y son consideradas representantes de una linea evolutiva del VPH16 esta
variante se ha agrupado junto con otras dentro del brazo Asiatico-Americano. Se ha sugerido que la
diversidad viral correlaciona con las caracteristicas étnicas de la poblacion mas que con la geografica. En
México los grupos étnicos mezclados estan enriquecidos mayoritariamente por Amerindios mas que por
Caucasicos o Africanos. Es de particular interés, que ademas de la clona de referencia, la Unica variante
de VPH16 detectada en la poblacion Mexicana se haya encontrado previamente en Brasil (IND-8), en
una poblacién de origen Amerindio. Esta variante se encontré presente en tumores de origen escamoso y
en mujeres mas jovenes (40 afios o menos) con respecto a la clona de referencia de VPH16 en el que
las pacientes tienen mas de 40 afios de edad. Esto sugiere que la variante encontrada en México en
mujeres con caracteristicas Amerindias, puede ser mas agresiva y de alto riesgo. Esta posibilidad podria
explicar en parte la alta incidencia de carcinoma cervical observada en las mujeres Latino-Americanas
(Lizano et al.,, 1997). El adenocarcinoma, el carcinoma adenoescamoso y el carcinoma de células
pequefias, son reportados como de baja incidencia, pero clinicamente importantes, exhiben un
comportamiento biolégico mas agresivo y tienen un pronoéstico mas pobre comparados con carcinoma
escamoso. El VPH 18 se ha asociado predominantemente con adenocarcinomas y carcinomas
adenoescamosos, se ha observado que existe una asociacion exclusiva entre VPH18 var-2 con
carcinoma escamoso, y de VPH18 var-1 al igual que VPH8 referencia con adenocarcinoma (Lizano et al.,
1997).

El VPH tipo 16 se asocia principalmente con los carcinomas de células escamosas (Bosch et al.,
1995), actualmente se tiene evidencia que sugiere que sus variantes estan asociadas a distintos tipos
histolégicos de cancer y que tienen un distinto comportamiento bioldgico. El riesgo de desarrollar una
lesion no es el mismo para todas las variantes del VPH16. En un estudio en el que se detectaron
variantes a través de la region del LCR se lleg6 a la conclusion que el riesgo de desarrollar una NIC II-I1l
no es el mismo para todas las variantes, sino que aquellas no parecidas al prototipo (As, AA y Af) tienen
un riesgo mas elevado (Xi et al.,, 1997). De manera similar en tumores de cuello uterino era mas
predominante la presencia de las variantes diferentes al prototipo (Zehbe et al., 1998). Ademas se ha
reportado que una variante del VPH16 encontrada en los tumores de mujeres mexicanas y que pertenece
a la rama AA pudiera presentar un comportamiento mas agresivo, ya que se encontré en un grupo de
mujeres mas jovenes que la prototipo (Lizano et al., 1997). Casi un cuarto de todos los CaCU en México
contienen las variantes Asiatica-.Americana (AA) de VPH16 y principalmente las subclases AA-ay AA-c,
y se han asociado con mujeres 8 afios mas jovenes y con tumores mas agresivos comparada con la

variante Europea (Berumen et al., 2001).
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En un estudio que se llevo a cabo con mujeres Mexicanas se reportd la secuencia de los genes
L1 y E6 de 76 aislados de ADN de cancer Cérvico-uterino positivos para VPH16, de las cuales 33
(43.4%) muestras presentaron la variante AA, 42 (55.3%) la variante E y solo una de ellas la variante NA
(Norte-Americana). La subclase AA-c es la mas frecuente. La edad promedio de las pacientes positivas
para VPH16 es de 51 afios, para las AA de 47 afios y para la E de 53 afos. Es de interés recalcar que
para las subclases del linaje AA, se encontrd que la edad promedio mas baja fue para AA-c de 42 afios.
Ademas de que se encontré6 en adenocarcinomas, lo que nos pudiera estar hablando de un
comportamiento mas agresivo (Casas et al., 1999).

Se sugiere que la alta oncogenicidad de las variantes de VPH16 puede deberse a tres razones;
incrementada actividad de los oncogenes E6/E7, replicacién viral mas eficiente o mejor estimulacién de la
expresion de los oncogenes virales. La proteina E6 de la variante AA-a (aislado 512) produce mas suero
y colonias resistentes a diferenciacion por calcio en cultivos primarios de queratinocitos de piel y
estimulan la degradaciéon de p53 mejor que las proteina E6 de VPH16 Europeo (Stoppler et al., 1996).
Por otro lado el nimero de particulas virales de ADN de las variantes AA es significativamente mas alta
que la de las variantes E en carcinomas cervicales, lo que sugiere que las variantes AA se replican mejor
(Casas et al., 1999).

1.4 Organizacion del genoma viral

Aunque existe muy poca similitud entre algunos genomas de papilomavirus de animales y
humanos entre ellos tienen muchas propiedades en comun lo cual valida la utilizacion de BPV1 como
modelo. Todos los papilomavirus presentan una organizacion gendmica que consiste al menos de 10
secuencias que codifican para proteinas o marcos de lectura abierta (MLA) en una sola de las cadenas
de ADN. El genoma de papilomavirus se divide en dos regiones codificantes separadas por una region
no codificante de entre 400 y 1000 pb. La region temprana (E) contiene los genes de E1 a E8, incluyendo
la informacion necesaria para la replicacion y la transformacion celular y una region tardia (L) que
contiene los genes L1 y L2 los cuales son expresados Unicamente en queratinocitos diferenciados y
codifican para las proteinas de la capside (Sousa et al., 1990) En la Figura 1 se esquematiza la
organizacion gendmica del papilomavirus humano tipo 16 (VPH16). A continuacion se describe cada uno
de los genes de los Papilomavirus Humanos.
Gen EL1: Codifica para una proteina de entre 68-76 kD esencial para la replicacion del ADN. El producto
E1 completo es una proteina fosforilada nuclear que se une al origen de replicacién en el LCR (Regién
Larga de Control). Se ha demostrado que une ATP y se une in vitro a la proteina E2 la cual es
transactivadora de la transcripcion. La unién a E2 aumenta la afinidad de E1 para unirse al origen de
replicacion del ADN. En VPH16 EL1 tiene efectos indirectos en la inmortalizacion.(Conger et al., 1999).
La proteina E1 de BPV tiene actividad de helicasa y la de VPH11 tiene actividad de ATPasa. Junto con la

proteina E2 es requerida para la replicacion extracromosomal (Park et al., 1995).
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Gen E2: Este gen codifica para la proteina E2 que tienen efectos regulatorios en la transcripcion y
replicacion del ADN viral. Pesa de 40-58 kD, activa la transcripcion de BPV-1 por unién a su elemento
enhancer (aumentador de la transcripcién) responsivo a E2. Se ha observado que dependiendo de la
distancia que exista entre su secuencia blanco y el inicio de la transcripcion, esta proteina es capaz de
reprimir (entre 3 a 67 pb) o activar (mas de 100 pb) la transcripcién en promotores heterélogos (Guido et
al., 1992). En VPH16 y VPH18 la proteina E2 completa reprime la transcripcion de E6 y E7 que son
proteinas transformantes. Cuando VPH-16 se integra en el cromosoma de la célula humana hospedera,
generalmente los genes que se rompen son E1/E2, permitiendo asi que la represion de E6 y E7 se libere
con la consecuente sobreexpresion de estas proteinas transformantes Mas adelante se detallara
ampliamente.

Gen E4: Este gen se encuentra completamente dentro del gen E2. Frecuentemente pierde su codén de
inicio y es expresado de transcritos que sufren corte y empalme. El producto de E4 se encuentra
principalmente en queratinocitos superficiales donde es abundante. Este gen fue considerado como
temprano, actualmente se sabe que participa en encapsidacion por lo que se le considera también como
un gen tardio. Se desconocen mucho acerca de su funcion. Existe una proteina que resulta del “splicing”
(corte y empalme) del RNA mensajero de la region N-terminal de E1AE4 en VPH16, ésta proteina no
parece poseer propiedades transformantes, se encuentra asociada a la membrana celular y se acumula
en el citoplasma celular. En queratinocitos humanos esta proteina induce el colapso de la red de
citoqueratinas citoplasmicas sugiriendo que estos cambios facilitan la liberacion de particulas virales,
este fendmeno es el que podria estar causando también el aclaramiento nuclear o halo nuclear conocido
como koilocitosis observado histologicamente en células productivamente infectadas con VPH (Park et
al., 1995).

Gen E5: El gen E5 codifica una proteina transformante celular. Es una de las menos conservadas entre
los PV’s. Su producto es la proteina transformante mas pequefa identificada aproximadamente 7 kD.
Causa proliferacién en fibroblastos dérmicos en fibropapilomas. Contiene un dominio hidrofébico en su
region amino-terminal, el cual es el responsable de su unién a la membrana plasmatica en la célula
infectada. La proteina E5 es capaz de incrementar la actividad de los receptores para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor estimulante de colonias (CSF1) en células NIH 3T3 a través de
la inhibicion de la regulacion interna de los receptores (Martin et al.,, 1989). Recientemente se ha
encontrado que E5 interactlia con una proteina celular de 16 kD la cual es un componente de la ATPasa
vacuolar, esta interaccion juega un papel en el bombeo de protones interfiriendo con la internalizacion y
degradacion de los receptores (Goldstein et al., 1991).

Gen EG6: Codifica para una proteina de 16-19 kD transformante. El producto del gen E6 contiene cuatro
motivos Cys-X-X-Cys, lo que indica que tiene un sitio de unién a zinc; por lo que puede actuar como una
proteina de unidon a ADN. En virus de alto riesgo como VPH-16 las proteinas E6 y E7 son necesarias y
suficientes para inmortalizar a sus células epiteliales escamosas hospederas. Se ha demostrado que la

proteina E6 de VPH's de alto riesgo foma un complejo con p53 la cual es una proteina endogena celular,
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supresora de tumores y promueve su degradacion. La caracterizacion de esta proteina indica que E6
pudiera promover la degradacion de p53 por medio de la via proteolitica dependiente de ubiquitina
(Scheffner et al., 1990). La ubiquitinaciéon y degradacion de p53 es mediada por una proteina celular
llamada E6-AP (proteina asociada a E6), comparada con la proteina E6 de VPHs de bajo riesgo
oncogénico (VPH 6 y 11), la proteina E6 de VPHSs de alto riesgo parecen tener una alta afinidad por p53
y/o acelera su degradacion (Park et al., 1995).
Gen E7: La proteina E7 es una fosfoproteina de 98 aminoacidos (14kD) localizada en el nucleo y el
citoplasma celular (Smotkin & Wettstein, 1987). Los primeros 37 aminoacidos del extremo amino terminal
de los VPH16 y VPH18 son capaces de unirse a la proteina p105-RB, que es la proteina supresora de
retinoblastoma, que esta involucrada en el control de la proliferacién de las células normales (Dyson et
al., 1989; Munger et al., 1989). En células normales no infectadas con VPHSs de alto riesgo, las formas
hipofosforiladas de Rb, p107 y p130, forman complejos con factores de transcripcion de la familia E2F,
esta union es regulada precisamente a través de la accion de cinasas dependientes de ciclinas en
estados especificos del ciclo celular. Durante las fases Go y G1 del ciclo celular las proteinas p107 y
p130 forman complejos con las proteinas hipofosforiladas de Rb, estos complejos regulan negativamente
el ciclo celular reprimiendo la transcripcion de genes dependientes de E2F. Conforme las células
progresan hacia la fase G1/S del ciclo celular, los complejos E2F-Rb se disocian y la E2F libre estimula
la transcripcion de los genes dependientes de esta proteina y permite la replicacion celular. La proteina
E7 de VPH16 altera esta regulacion tan precisa, ya que se une a Rb y disocia el complejo E2F-Rb, asi la
E2F liberada puede estimular la transcripcion de genes necesarios para la replicacion del ADN,
permitiendo que se replique el ADN vy la célula incontroladamente. La proteina E7 de VPH6 que es un
virus de bajo riesgo, tiene baja afinidad por Rb, mientras que la E7 de VPH16 y 18 tiene alta afinidad por
Rb. Esto es debido a que la E7 de VPH®6 tiene una substitucién de un aminoacido (Park et al., 1995).

Los oncogenes E6 y E7 por si solos no han sido capaces de transformar células normales en
cultivo a menos que sean co-tranfectadas con un oncogén como c-Ha-Ras (Matlashewski et al., 1987) y
cuando se fusionan células tumorales de CaCU con células normales, se inhibe la expresion de los
oncogenes virales y se revierte el fenotipo maligno, esto indica que durante el proceso maligno se
requiere la pérdida de alguna funcidn celular que regula la expresién viral (zur Hausen, 1991).
Gen L1y L2: Estos genes son tardios y codifican para las proteinas de capside; L1 es la mayor de las
dos pesa 56-60 kD, la proteina L2 tiene un peso molecular de 49-60 kD. L2 esta relativamente bien
conservada entre los papilomavirus. Contiene dos sitios de localizacion nuclear en el dominio carboxilo-
terminal.
LCR: region larga de control, algunas veces nombrada como region regulatoria 5’ hacia arriba (URR) o
como regidn no codificante. Es de entre 800 y 1000 pb, esta bien conservada entre todos los VPH's. Esta
localizada entre el final de L1 y el principio de E6. No posee ninglin marco de lectura abierta, es decir que

no codifica para ninguna proteina y posee varias secuencias de reconocimiento a factores celulares y
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virales, (Garcia-Carranca et al., 1988) en ella se encuentran el origen de replicacién y el sitio de inicio de
transcripcion de los oncogenes E6 y E7 (Ver Figura 4).

Algunas de las proteinas que reconoce son

GRE: Es el elemento de respuesta a glucocorticoides, une al receptor de glucocorticoides, es un
palindrome parcial que contiene las bases 5-TGTACAN;TGTCAT-3'. En VPH16 los glucocorticoides
activan la trancripcion del promotor Pgy;. Esta secuencia esta presente en muchos de los papilomavirus
que infectan mucosas.

Sitio de unién a YY1: Esta proteina represora se une a una gran diversidad de secuencias. En
papilomavirus los sitios de unibn mas comunes son similares al sitio consenso 5’-AANATGGNS-3' 0 a la
secuencia 5'-CTCCATTTT-3". YY1 en VPH16 y 18 se une a su secuencia silenciadora y ejerce su accién
probablemente interfiriendo con el inicio de transcripcion.

NF-1: Reconoce la secuencia 5-TTGGC-3' y actlia aumentando la transcripcion.

SP-1: Reconoce la secuencia 5’-NGGNGN-3’ y esta involucrado en regulacion de la transcripcion.

AP-1: Reconoce la secuencia 5'-TGACTAA-3' involucrado en regulacién de la transcripcion.

Sitios de unién a E2: Estos sitios presentan la secuencia consenso 5-ACC N6G (GT)T-3', el cual es un
palindrome y funciona como un elemento regulatorio a través de la cual interactlan varias proteinas E2.
La secuencia central N6 es determinante en la afinidad con la que se unen los productos de E2. Estos
sitios estan bien conservados en el LCR de los papilomavirus.

En el siguiente parrafo se detalla mas acerca de la actividad de esta region.

1.4.1 La regién larga de control (LCR) y elementos que controlan la replicacion y transcripcion
del virus.

Durante la infeccion natural del VPH, las células basales del epitelio, son las primariamente
infectadas. Su actividad transcripcional dentro del epitelio esta fuertemente ligada al estado de
diferenciacion de los queratinocitos. La transcripcion temprana se observa en células basales y
suprabasales. La transcripcion de los genes tardios con la sintesis de las proteinas de cépside se lleva a
cabo en los queratinocitos terminalmente diferenciados cercanos a la superficie epitelial. Sin embargo los
transcritos tardios son también detectables en capas inferiores, pero permanecen en el nicleo debido al
bloqueo del procesamiento del RNA (Geisen & Kahn, 1996).

Existen varios estudios que demuestran que la region larga de control o LCR de los
Papilomavirus contienen elementos regulatorios muy importantes como son el origen de replicacion,
varios promotores, una secuencia de mantenimiento plasmidico o episomal y un potenciador (o
enhancer) de la transcripcidn (Garcia-Carranca et al., 1988).

Mediante analisis de mutaciones se identific6 un potenciador de la transcripcion de 224
nucledtidos (nt) keratinocito-dependiente en la LCR de VPH16 (Gloss et al., 1987). Experimentos
similares con VPH18 mostraron que existe un potenciador de 230 nt (Gius et al., 1988). Experimentos de

“Footprinting” (huella impresa) con ADNsa, revelaron la presencia de varias secuencias dentro del
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potenciador de estos virus, dentro de los que se encuentran las secuencias de reconocimiento a la
proteina E2 (Garcia-Carranca et al., 1988). Otra region potenciadora diferente de la inducible por E2

encontrada en VPH16, es también inducible por glucocorticoides (Gloss et al., 1987).

Figura 4. LCR de VPH16 y factores que reconoce.
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1.4.2 LaproteinaE2 de VPH

La modulacion de la expresién de los oncogenes E6 y E7 por E2 tiene implicaciones muy
importantes para la progresién maligna. En lesiones benignas y pre-malignas que contienen VPH el ADN
viral se encuentra preferencialmente como un episoma estable. En contraste en aproximadamente el 5%
de las lesiones avanzadas del cérvix (CIN 2 y 3), al igual que en el 80% de las biopsias de tumores de
carcinoma cervical, lineas celulares derivadas de neoplasias cervicales y queratinocitos humanos
inmortalizados, el ADN viral se encuentra integrado en el ADN hospedero. Interesantemente la
integracién del ADN parece estar asociado con el establecimiento de un fenotipo inmortalizado en células
en cultivo.

Se ha sugerido que la integracién del VPH a los cromosomas humanos no es un evento al azar,
este sucede preferencialmente en los MLA de E1-E2 (Figura 2), dejando intactos a los genes que
codifican para los oncogenes E6 y E7. La disrupcién del gen E2 da lugar a la pérdida de regulacion de
los oncogenes E6 y E7 produciendo una sobreexpresién de estas oncoproteinas. Por esta razon la
integracion del ADN viral se considera como un paso importante en la progresion de las lesiones de VPH
a cancer. Sin embargo es importante recalcar que el 13% del 90%de los tumores de CaCU que contienen
integrado el ADN viral, contienen también ADN episomal. Se ha encontrado la coexistencia de formas
episomales e integradas de ADN viral dentro de una sola célula. Este hecho es dificil de reconciliar con la

hipotesis de que la disrupcion del gen E2 debida a la integracion, es un paso esencial hacia la
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transformacion maligna, ya que la presencia de copias episomales con el potencial de expresar la
proteina E2, puede reemplazar las funciones regulatorias del gen E2 disrumpido. La aclaracion de este
punto necesita mas estudios tanto de la expresion de las proteinas como de la regulacién de la
transcripcion en el VPH (Rocha-Zavaleta et al., 1997). Los papilomavirus han revolucionado un sistema
sofisticado de control mediado por interacciones proteina-ADN y proteina-proteina que involucra tanto a
proteinas celulares como a proteinas virales. La fosfoproteina E2 nuclear de masa molecular relativa de
45000 (Mr 45K) tiene dos papeles claves en este control. Funciona como el principal factor codificado por
el virus y en asociacién con la proteina E1 viral crea un complejo molecular para llevar a cabo la

replicacion del ADN viral (Antson et al., 2000).

1.4.2.1 La proteina E2 y lareplicacion del virus

El ciclo de replicacion completo de VPH resultante en la produccion de viriones esta fuertemente
ligado al estado de diferenciacién de las células infectadas. La persistencia viral se lleva a cabo a través
del mantenimiento de genomas extracromosomales virales de 50-200 copias por célula infectada.
Durante la diferenciacion epitelial, los genomas de VPH se amplifican a niveles de 1000-10,000 copias
por célula. En el caso de VPH31b los niveles de expresion de RNAs de E1 y E2 correlaciona con la
replicacion vegetativa del ADN viral, los niveles de E1 y E2 son disimiles a través del ciclo viral, el RNA
de E2 permanece relativamente constante mientras que los niveles de RNA de E1 son mas elevados
durante la maxima amplificacion de los genomas virales y la biosintesis de los viriones (Ozbun & Meyers,
1998).

La mayoria de los datos sobre replicacién genémica de los papilomavirus es derivada de ensayos
transitorios usando papilomavirus Bovino tipo 1 (BPV1), y recientemente se ha mostrado que los VPHs
muestran muchas de las actividades de replicacién que presenta BPV1. El origen de replicacion del ADN
de VPH esta localizado dentro de la region reguladora del virus (LCR), hacia el extremo 5” del marco de
lectura abierta del oncogen E6. Los productos de los genes virales, las proteinas E1 y E2, son necesarios
para la replicacion del virus. La proteina E1 de VPHs es una fosfoproteina que une ATP y tiene actividad
de ADN helicasa, esta proteina se une a una secuencia conservada rica en A/T en el sitio de origen de
replicacion del ADN viral. La proteina E2 que es también una proteina nuclear y que puede activar la
transcripcion, (como se mencionara mas adelante), utiliza un sitio de unién al ADN justo hacia el extremo
3" a la secuencia rica en A/Ts a la cual se une la proteina E1 del origen de replicacion. La proteina E2
forma un complejo con E1 y estimula la replicacion mediada por E1. La afinidad de E1 por el origen de
replicacion es incrementada por E2 y requiere un sitio adyacente de union a E2. Se sabe que la
alteracion en la relacion E1: E2 afecta el patron de replicacion de los factores que se unen al origen viral
in vitro. Sin embargo el mecanismo que permite la regulacion de la expresion de E1 y E2 y la replicacion
vegetativa del ADN viral durante el ciclo viral es poco conocido (Frattini & Laimins, 1994).

E2 parece reclutar y aumentar la unién de la proteina E1 al origen de replicacién donde E1 puede
actuar como ATPasa dependiente de ADN, helicasa dependiente de ADN y tener actividad de

desdoblamiento. E2 puede también interactuar con el factor celular de replicacion A (RPA) el cual es
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requerido para la iniciacién de la replicacion y puede ayudar a disrumpir la estructura de la cromatina
cerca del origen de replicacion, permitiendo a los factores de replicacion virales y celulares tengan
acceso al origen de replicacion(Li & Botchan, 1994).

Un gran numero de estudios se han realizado para determinar cuales regiones de E2 son
requeridas para la actividad de replicacion y de interaccion con E1, la conclusion de estos estudios indico
que las mutaciones en el dominio N-terminal de E2 bajan la actividad de replicacion. Sin embargo la
interpretacion de estos estudios son complicados por la limitada informacion estructural acerca de la
proteina E2. Esencialmente todas las deleciones en el dominio de activacion de E2 inactivan tanto la
replicacion como la transcripcién y es probablemente el resultado de una proteina no plegada, es decir
con la estructura tridimensional alterada. Recientemente también se ha mostrado que mutaciones
puntuales en el dominio de activacion tienen efectos en la estructura de la proteina (Berg & Stenlund,
1997). Se ha demostrado previamente que las proteinas E1 y E2 pueden funcionar mezcladas y en
combinaciones apareadas. Por ejemplo, E1 de BPV1 puede funcionar con E2 de VPH11 para replicar un
plasmido con el origen (Ori) de VPH, lo que indica que el sitio Ori es muy conservado, sin embargo
existen algunas excepciones, E1 de BPV1 y E2 de VPH11 no funcionan para replicacién en el Ori de
BPV1.

Berg y Stenlund en 1997, generando proteinas E2 quiméricas BPV-VPH para mapear los
dominios de E2 que son requeridos para interaccion con E1 en el Ori, demostraron que son requeridas
dos tipos de interacciones, una de ellas ocurre entre E1 y el dominio de activacion de E2, esta interaccion
es conservada y se presenta bien entre E2 de BPV1 y de VPH11, y es suficiente para la actividad de
replicacion. El segundo tipo de interaccion necesario es entre E1 y el dominio de unién al ADN de E2 de
BPV. Esta interaccién no es conservada entre E2 de BPV1 y E2 de VPH11. Sin embargo se observé que
cambiando la distancia entre Ori y el sitio de unién a E2 también se inhibe la interaccion E1- E2, lo que
indica que esta interaccion particular depende del contexto estérico. La regiébn de E2 que
especificamente es requerida para su actividad en la replicacion es la regién N-terminal activadora, en
contraste la regién de bisagra y la de unién a ADN no son especificamente requeridas, sin embargo el
dominio de unién es necesario para la unién de E1 y E2 a Ori (Berg & Stenlund, 1997). Como para la
proteina E2 de BPV1, la region N-terminal de la proteina E2 de VPH16 parece mediar la interaccion con
la proteina E1, ya que anticuerpos monoclonales que reconocen los aminoacidos 18 a 41, interrumpen la
interaccion con la proteina E1 de VPH16 (Hibma et al., 1995). Mediante ensayos de substitucion de
aminoacidos de la region N-terminal de la proteina E2 de VPH11, VPH16 y BPV1 por alaninas, mostraron
gue la substitucién en el aminoacido E39 inhibe la replicacion, pero no la transactivacién (Cooper et al.,
1998).
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1.4.2.2 Dominios y estructura de la proteina E2

Andlisis de la secuencia de aminoacidos de todas las proteinas E2, muestra que poseen dos
dominios muy conservados. Uno N-terminal de aproximadamente 200 aminoacidos y uno C-terminal de
aproximadamente 100 aminoacidos, separados por una region no conservada de longitud variable o
“bisagra”, rica en prolinas y flexible, esta region sobrelapa el marco de lectura abierta del gen E4 el cual
es muy divergente entre los papilomavirus, mientras que los dominios conservados de la proteina E2 son
similares entre si en aproximadamente el 35%.

La proteina E2, forma dimeros a través de su regién carboxilo terminal que a su vez reconocen
un dominio conservado de union al ADN (ACCG N4, CGGT) este dominio dimeriza para formar un barril
B plegado con hélices de reconocimientos que los flanquean posicionados en el surco mayor del ADN
como se muestra en la Figura 5. (Hegde & Androphy, 1998). El dominio N-terminal de transactivacion es
de aproximadamente 200 aminoacidos y es diferente de muchos dominios de transactivacion ya
caracterizados para otras proteinas. En E2 este dominio parece poseer una estructura muy constrefiida
gue es muy facilmente interrumpida por delecion de ciertas mutaciones puntuales no conservadas. La
secuencia de aminoacidos de casi todas las proteinas E2, en esta regién, demuestra que forma dos o-
hélices. Sin embargo hasta ahora no existe evidencia experimental de que estas estructuras secundarias
existan en dominios de transactivacion.

La regidon de bisagra de las proteinas E2 varia tanto en longitud como en composicion de
aminodcidos. Se ha postulado que esta region forma una union flexible entre los otros dos dominios, un
estudio de la proteina E2 de VPH16 confirmd que la bisagra es una regién no estructurada (McBride et
al., 1989).

Figura 5. Vista estereoscopica de la super imposicién de las estructuras de E2 VPH16, con el ADN en la

conformacién encontrada en el complejo de E2 BPV-1 al ADN (Hegde & Androphy, 1998).
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1.4.2.3 La proteina E2 y su secuencia blanco en el LCR

La regién larga de control (LCR) de todos los papilomavirus humanos tienen cuatro sitios de
reconocimiento a dimeros de la proteina E2, (Figura 4) las posiciones de estos sitios son altamente
conservadas, lo que nos indica que existen mecanismos similares entre todos los papilomavirus para que
E2 regule la expresion del promotor de E6 y E7. Se ha demostrado que en el caso del VPH18 se requiere
Unicamente del sitio de unién a E2 mas proximal a TATA (sitio BS-4), para reprimir la transcripcion,
mientras que en VPH16 se requieren dos sitios de union a E2 (BS-3 y BS4), para que la proteina E2
reprima al promotor p97. Estos dos sitios de unién a E2 estan espaciados por 1 o 3pb de secuencias que
reconocen factores celulares como SP1 y la proteina de union a TATA (TBP). Se ha demostrado en
ensayos in vitro que en VPH11, 16 y 18 la unién de E2 a los sitios BS3 y BS4, compite con el ensamblaje
del complejo de preinicio de la transcripcion y la unién a SP1. El sitio BS-2 que se encuentra flanqueando
el sitio 3" del enhancer (potenciador de la transcripcion) se ha encontrado involucrado en la replicacion
del ADN viral. La funcién del sitio BS-1 que esta mas distal del promotor, aun no se ha determinado, sin
embargo la conservacion notable de este sitio entre los VPHs genitales, sugiere que este sitio puede ser

importante para la regulacién de la expresion de los genes virales. (Steger & Corbach, 1997).

1.4.2.4 Unién al ADN y dimerizacién

El dominio C-terminal de E2 se une especificamente al ADN como un dimero. La secuencia
consenso de reconocimiento a E2 en el ADN es ACCG N, CGGT, los nucleétidos internos y las
secuencias flanqueantes, pueden influenciar la afinidad de unién de E2 en varias 6rdenes de magnitud
(McBride et al., 1989; Hines et al., 1998). La unién de la proteina E2 a su secuencia blanco induce un
doblez en el ADN y este doblez puede ser inhibido por metilacion en los nucleétidos CpG en su
secuencia blanco.

La secuencia de aminoacidos del dominio de unién al ADN de las proteinas E2 de BPV1 y
VPH16 son 33% idénticos y 51% similares. E2 de VPH16 se une con mas afinidad a su secuencia blanco
en el ADN cuando el espaciador es rico en Adeninas y Timidinas. E2 de VPH16 es mas sensible a
variaciones de secuencias dependientes de ADN que la proteina E2 de BPV (Hines et al., 1998).

La estructura cristalografica de rayos-X de los 85 aminodacidos del dominio Carboxilo-terminal de
E2 del BPV1, unido a su secuencia de ADN blanco fue el primer ejemplo de una estructura de unién a
ADN en forma de barril-B anti-paralelo. Como se muestra en la Figura 5 un dimero del dominio de E2 de
union al ADN forma un barril-p anti-paralelo hecho de cuatro cadenas de cada subunidad. Un par de
hélices-a. simétricamente posicionada en la parte externa del barril contienen los residuos que son
requeridos para la interaccion especifica con el ADN. Las dos hélices -a del dimero de E2 se insertan
dentro de los zurcos mayores del ADN y se acomodan de tal manera que provocan una suave y simétrica
deformacion del ADN (Hegde & Androphy, 1998).
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El complejo E2-ADN se forma de las interacciones directas entre cuatro aminoacidos
conservados en cada hélice de reconocimiento; Asn 336, Lys 339, Cys 340 y Phe 343, tres de éstos
aminodacidos forman un total de siete uniones de hidrégeno directos unidos a las pares de bases ACC,
gue son parte del sitio consenso de unidn a la proteina E2, el cuarto aminoacido forma un contacto de
van der Waals con el grupo 5 metil de Timidina. Ademas existen dos interacciones especificas con las
bases, mediadas por agua; diez contactos directos de fosfato y catorce interacciones de fosfato
mediadas por agua, todas estas uniones son por cada monomero de E2 (Hegde et al., 1992).

La proteina E2 forma un dimero muy fuerte que puede ser interrumpido solamente bajo
condiciones dasnaturalizantes como son Urea 5M. La interaccién que permite esta unién dimérica entre
dos proteinas es una red que embona internamente entre las cadenas 3 del barril con un total de 10
uniones de hidrogeno. Existe un corazon hidrofébico en el centro del barril que contiene un aminoéacido
Trp conservado en la posicién 360 que cuando es reemplazado por un residuo polar en experimentos de
andlisis mutacionales, se interrumpe el dimero. Aunque no perfectamente, los anillos indol del Trp 360 de
las subunidades opuestas estan en contacto van der Waals (Hegde et al., 1992).

El plegamiento de la proteina es muy similar a la estructura cristalogréafica del dominio de BPV-1,
pero la hélice de reconocimiento al ADN parece ser mas flexible como se ha observado en otras
proteinas de unidn al ADN. EI dominio de unién al ADN de la proteina EBNAL del virus de Epstein Barr
tiene una estructura de union a ADN muy similar a la de E2 aunque no tienen secuencias similares
(Bochkarev et al., 1995).

La hélice de reconocimiento contiene un residuo de cisteina altamente conservado en la posicion
340 que es muy sensible a oxidacion (Li & Botchan, 1994). Este residuo hace contacto directo con el
ADN, proteinas E2 con substituciones en este residuo (glicina, serina, alanina) son capaces de unirse al
ADN. Sin embargo estas proteinas no son capaces de activar la transcripcion eficientemente en células
de mamifero (Dowhanick et al., 1995).

Hegde y Androphy, (Hegde & Androphy, 1998) obtuvieron informacién de la estructura
tridimensional de la proteina E2, el ADN de reconocimiento a la proteina libre y del complejo ADN-
proteina. Sus conclusiones fueron que la union de la proteina E2 a su ADN causa alteraciones
estructurales cuaternarias a la proteina E2 de BPV1 y que esta interaccidon con el ADN es simétrica y
esta acompafada por una significativa distorsion del ADN.

Las propiedades de unién a ADN y de dimerizacion de este dominio no pueden ser separadas
por analisis de delecion; todas las deleciones que se han probado, eliminan las dos propiedades del
dominio C-terminal. Esto es porque la dimerizacién involucra una interface extensiva de la subunidad que
consiste de uniones intra-bisagras de hidrégeno entre las hebras-p, la interacciéon entre las cadenas
laterales de la hebra- en cada subunidad y un corazén altamente hidrofébico. Este corazén hidrofébico
contiene un residuo de tryptéfano altamente conservado en la posicion 360 el cual ha sido designado
como puente de tryptéfano (McBride et al., 1989). Proteinas E2 mutadas en esta posicion (W360) son

funcionales pero la sustitucion de W360 por residuos polares interrumpe la dimerizacion. El dimero de E2
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es la unidad funcional al ADN, mutaciones que interrumpen al dimero inhiben la unién de E2 al ADN
(Prakash et al., 1992). Mutaciones no conservadas en otras partes del dominio C-terminal pueden
también eliminar tanto la unién al ADN como dimerizacién interrumpiendo la estructura de la proteina
(Breiding et al., 1997).

1.4.2.5 Transactivaciéon y represiéon por E2

En contraste con la proteina E2 trans activadora del Papilomavirus Bovino (BPV-1), las funciones
del los productos del gen E2 completo de VPH-16 o de otros papilomas genitales humanos han sido
dificiles de establecer. Aunque el gen E2 de VPH y de BPV-1 muestra homologias en su secuencia en
los dominios de union al ADN y de transactivacion, estudios previos han sugerido que los productos de
E2 de VPHs genitales pueden ejercer diferentes funciones. Los vectores que expresan la proteina E2
completa de BPV-1 puede trans-activar genes reporteros con fragmentos de ADN que tienen secuencias
blanco para E2. En contraste, se ha observado que el promotor de E6 de VPH16 y otros Papilomavirus
genitales pueden ser reprimidos por los dos sitios proximales (Guido et al., 1992), parece ser que la
proteina E2 puede funcionar activando o reprimiendo la actividad del promotor en diferentes lineas
celulares y dependiendo del contexto en el que se encuentre el sitio de union al E2 en el ADN (Guido et
al., 1992).

Otro tipo diferente de represion transcripcional puede ser mediado por el transactivador completo
E2-TA y este depende de la posicion de los sitios de unién a E2 con respecto a los elementos en los
promotores proximales. En muchos papilomavirus humanos se encuentran posicionados dos sitios de E2
entre un sitio SP1 conservado y la caja TATA. Se ha demostrado que la unién de E2 en esos sitios inhibe
la union de estos factores celulares resultando en la represion de la actividad promotora basal (Guido et
al., 1992).

En los VPHSs el nimero y la distribucién de sitios de reconocimiento a E2, son diferentes y E2 es
solamente un activador moderado. Por ejemplo, el promotor tardio de VPHS8, el cual infecta la piel es
activado a niveles muy bajos por E2, y la represion de la actividad basal del promotor ocurre sélo a altos
niveles de proteina E2. La activacién es debido a la unién de E2 a sitios de alta afinidad, mientras que la
represion es mediada por unién de E2 a sitios de baja afinidad., los cuales sobrelapan con sitios de
reconocimiento para factores celulares de transcripcion necesarios para la actividad promotora basal
(Steger & Corbach, 1997).

Estudios de microscopia electrénica han mostrado que la proteina E2 completa permite la
formacién de loops en moldes de ADN gque se encuentran a mas de 560pb, mientras que la proteina E2
que solo contiene el dominio C-terminal no permitié la formacién de loops (Knight et al., 1991). Antson y
cols, (2000) observaron por cristalografia la formacion de dimeros de la region amino-terminal de la
proteina E2, con dos mondmeros formados unidos por las hélices a2 y a3 del dominio N1 y los residuos

142-144 del dominio N2. Estos resultados sugieren que la dimerizacion de los médulos de E2NT pueden
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ligar dimeros de E2 y permitir la formacion de loops en el ADN, sirviendo de mecanismo por el cual

acercaria factores distales al inicio de la trascripcion (Antson et al., 2000).

1.4.2.6 Dominio de activacion de E2

Existen reportes de la estructura cristalografica del dominio amino Terminal (dominio de
activacion) de las proteinas E2 de VPH16 (Antson et al., 2000) y 18 (Harris & Botchan, 1999). En el caso
de VPHL16 esta region consiste de dos dominios N1y N2, el dominio N1 (residuos 1-92) esta compuesto
de tres hélices-a largas en posicién antiparalela una a otra formando un plano enrollado. Existe un asa
(“loop™) muy fuerte (y corto) entre la hélice al y a2 y uno mas extendido entre las hélices a2 y a3. El
dominio N2 (residuos 110-201) esta conformado casi enteramente por una estructura de hojas
antiparalelas. El dominio N1 de activacion de VPH16 es dimerico en la estructura cristalografica con
residuos sensibles a mutacion conservados, que ocupan la interface del dimero. Se ha sugerido que el
dominio de activacién mediante oligomerizacion con otros dominios de activacion de E2, pueden jugar un
importante papel en la interaccion entre moléculas de E2 unidas a sitios de union de ADN distantes,

propiciando la formacion de loop en el ADN y otras estructuras de alto orden (Antson et al., 2000).

Figura 6 . Vista estereoscopica del dimero amino-terminal de E2 VPH16. Se observan las hélices alfa y beta de

cada monomero y la extension de la interface entre las dos subunidades (Antson et al., 2000).
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1.4.2.7 Interaccion con proteinas celulares

Se ha demostrado que E2-TA de BPV-1 interactia con la proteina celular de replicaciéon RPA y el
factor celular SP1 (Lambert et al., 1989). El dominio de 127 aminoacidos carboxilo terminal de proteinas
E2 de fusién o las que contienen 160 aminoacidos de este mismo dominio son incapaces de interactuar
con SP1, por lo que se deduce que es requerido el dominio N-terminal para esta interaccion (Lambert et
al., 1989).

La proteina E2 de BPV-1 interactia y cooperativamente se une al ADN con los factores celulares
de transcripcion TFIID y TFIIB. Los residuos de 310-410 son suficientes para interaccion proteina-
proteina con esos factores, sin embargo se requiere la region de bisagra ademas del dominio de unioén a
ADN (residuos 204-410) para la unién cooperativa al ADN con TFIID o TFIIB (McBride et al., 1989;
Muller et al., 1997), interactda también con proteinas de union proximales al promotor como Spl y otros
factores celulares como AMF-1 el cual positivamente afecta la activacion transcripcional de E2. No se
sabe cuales de estas interacciones son suficientes o necesarias para llevar a cabo activacion
transcripcional, estas proteinas funcionan como activadores transcripcionales usando contactos proteina-
proteina especificos para reclutar los componentes de la maquinaria general de trascripcion a un

promotor con la intencién de reclutar a la RNA polimerasa.
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2. OBJETIVOS

Secuenciar el gen E2 de dos variantes del VPH tipo 16 presentes en tumores de mujeres Mexicanas.
Caracterizar la capacidad de la proteina E2 para unirse al ADN, mediante geles de retardo.
Hacer analisis funcional de la proteina E2 mediante cotransfeccion con el LCR clonado frente a un gen

reportero en lineas celulares derivadas de CaCU para determinar su actividad in vitro.

3. HIPOTESIS

Se sabe que la LCR y se sugiere que el gen que codifica para la proteina E2 de VPH16 AA-ay AA-c
tienen cambios mucleotidicos en el ADN con respecto a VPH16E, estas diferencias pudieran estar

confiriendo a los VPHSs diferencias en la expresion de las proteinas oncogénicas del VPH.

4. JUSTIFICACION

Las lesiones con VPH16 variante, son mas agresivas comparadas con lesiones que tienen el VPH16
Europeo y se ha demostrado que el LCR de VPH16 AA-c es mas activo que el Europeo lo que puede
aumentar la oncogenicidad del virus. Aun no se saben los mecanismos que marcan estas diferencias, por
lo que es necesario secuenciar los genes E2 y hacer analisis de la actividad transcripcional tanto de las
proteinas E2 como de la LCR de estas variantes (AA-a y AA-c) y analizar de qué manera estan

regulando la transcripcion.
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Figura 7. MATERIAL Y METODOS
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Amplificacion de E2 por PCR de tumores positivos para VPH16
Los “primers” utilizados para amplificar por PCR (Polimerase Chain Reaction; Reacciéon en

cadena de la Polimerasa) un fragmento de 1227 pb (pares de bases) que contiene el gen E2 fueron:

NOMBRE LOCALIZACION SECUENCIA
16-E2.1 2670 — 2689 5 TGA GCT TAATGATAAGAACT 3
16-E2.2 3896 - 3879 5 CAAAAAGCACGC CAGTAAZ

Para amplificar el gen E2 por PCR se utilizaron de 1-3 ug de ADN de cada uno de los tumores
(MX68, MX70: Variantes AA y MX40, MX119: Europeos), 1uM /ul de los “primers” antes mencionados,
200 uM/reaccion de cada uno de los cuatro deoxyribonucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2mM de
MgCl,, buffer de PCR y 1 unidad de Tag-Polimerasa (Perkin Elmer) en un volumen total de 50 pl. La
reaccion fue sometida a 40 ciclos que comprenden las siguientes tres temperaturas: Desnaturalizacién, 1
min. a 95°C; alineamiento especifico de los primers al ADN, 1 min. a 50°C, y extensién del ADN a
amplificar, 2 min. a 72°C, el tiempo de extension se prolongd 6 seg. conforme aument6 el numero de
ciclos para asegurar la extensién de todas las hebras de ADN. Estos productos de PCR se purificaron en
agarosa 1%, y se limpiaron con el Kit de QIAEX (Quiagen, Chatsworth, CA, USA) (Barnard et al, 1994)
eluyendo el ADN en 20 ul de buffer TE (10mM Tris-HCI, pH 8.0, ImM EDTA, pH 8.0). El producto de

PCR se cuantificé para su posterior secuenciacion.

5.2 Secuenciacién del gen E2

La secuenciacion del gen E2 se llevé a cabo de acuerdo al Kit de Sequenase versién 2 (Marca
USB Corp.), con las modificaciones de Casanova y colaboradores (Casanova et al., 1990) ellos variaron
tres parametros; la temperatura de alineamiento (-70°C), el tiempo de marcaje (30 seg. a temperatura
ambiente) y el radio oligonucleétido:molde (1:25), estas modificaciones permiten un intercambio rapido de
calor dando lugar a resultados mas consistentes en el alineamiento especifico de los primers (Barnard et
al., 1994).

Los “primers” que se usaron para secuenciar el producto de PCR derivado del ADN de los

tumores fueron los utilizados para la amplificacién del gen E2 por PCR, ademas de los siguientes:

NOMBRE LOCALIZACION SECUENCIA
16-E2 S1 3192 -3211 5 CTG TGG TAG AGG GTC AAGTT &
16-E2 S2 3384 — 3367 5" ATT TCA GGA GAG GAT ACT 3
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Se utilizaron de 0.2 - 0.5 pmoles (aprox. 150 - 400 ng) de ADN molde (producto de PCR
mencionado anteriormente), se mezclé con 10 pmol de los “primers” 16-E2 S1 o 16-E2 S2 (radio
primer:molde 1/25) y 2 ul de buffer de reaccién 5X en un volumen final de 10 ul. Para desnaturalizar el
ADN esta mezcla se coloc6 en un bafio de agua a 100°C por 2 min., inmediatamente después se colocé
en hielo seco:etanol por 30 seg. para permitir el alineamiento de los “primers” al ADN molde.
Posteriormente se le agreg6é a esta mezcla 3.75 ul de una solucién pre-mezclada de marcaje que
contenia 1lul de dithiothreitol 100mM (DTT), 1.6 ul de buffer de marcaje diluido (1:5), y 0.75 ul de (o-
25)dATP (5uCi) (NEN Du Pont, Boston, MA, USA), inmediatamente después de que se descongelé la
mezcla se le agregdé 2 ul de Secuenasa diluida (1:8) (version modificada de la ADN polimerasa del
bacteriéfago T7), la solucion se mezclé suavemente y se incubd por 30 seg. a temperatura ambiente.
Para dar lugar a la terminacion de la reaccion 3.5 ul de esta mezcla se agreg6é a cada uno de cuatro
tubos que contenian 2.5 ul de ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddCTP previamente incubados 1 min.
a 40-45°C) y se incubaron a 40-45°C por 2 min. La Secuenasa sintetiza la cadena complementaria de la
matriz en presencia de los cuatro dNTPs (presentes en el buffer de marcaje) en el que se encuentra uno
marcado con a-**S dATP. Agregando ddNTPs se interrumpe al azar la elongacion. Para parar la reaccion
se le agregd a cada tubo 4ul de una solucidon que contenia; 95% de formamida, 2mM EDTA vy los
colorantes de migracion; azul de bromofenol y xilene-cyanol. En este paso se guardaron a -20°C hasta

que se les hizo electroforesis.

5.2.1 Electroforesis del producto secuenciado

Se utilizé un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6%, urea 7.6 M , 1X TBE (10.8 gr de Tris
Base; 11 gr de Acido Bérico; 4 ml de EDTA 0.5M pH 8), para polimerizarlo se le agregaron; 180ul de APS
(Persulfato de amonio) 10% y 54 ul de TEMED. EIl gel se precorrié6 30 min., a 1800 Volts (aprox. 60
Wats). La reaccién de secuenciacion se calenté por 2 min., a 75-80°C, y se colocé inmediatamente una
alicuota de 3ul de cada muestra en los pozos del gel. La corrida se realiz6 a 60 Wats, durante 2 hrs.,
repitiendo el procedimiento con la segunda y tercer alicuota. Después el gel se coloc6 en una solucién de
Acido acético 10%, Metanol 10% durante 15 min, se lavé con agua de la llave y se sec6 durante 1hr en
el horno a 80°C. Se expuso en una placa X-Omat marca Kodak a diferentes tiempos y se reveld para
analizar el ADN secuenciado.

5.3 Construcciones de ADN:

Las construcciones basicas utilizadas en este estudio, se esquematizan en la Figura 8,
contienen al gen E2 de VPH16 Europeo (pE2-16), y E2 de VPH16 variantes, AA-a y AA-c (pE2-G68 y
pE2-G70 respectivamente), clonados en el sitio de restriccion BamHI y EcoRI del polilinker del vector
pCADN3 (Marca Invitrogen), la expresion de las proteinas clonadas en este vector esta dirigida por dos
tipos de promotores, uno de ellos es el promotor T7 de bacterioéfago, el cual nos permitid expresar la
proteina un sistema de transcripcion-traduccion in vitro, para hacer ensayos de union de la proteina E2 a

su secuencia blanco, mediante retardos en geles de acrilamida. El otro es el promotor fuerte del virus
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Figura 8. Plasmidos que se utilizaron para la realizacion de este trabajo. (a) Estructura de los plasmidos que expresan las
diferentes proteinas E2, el sitio de inicio de transcripcién esta indicado con una flecha, CMV; promotor de citomegalovirus, Poly A;
region de intrén de la B-globina de conejo. (b) Se muestran las construcciones que contienen las diferentes regiones reguladoras de
la transcripcién de Papilomavirus. Las cajas oscuras son los sitios de unién a la proteina E2, el sitio de inicio de la transcripciéon de
CAT esta indicado con una flecha, en blanco se esquematiza el LCR Europeo y en gris el LCR variante AA.
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Citomegalovirus (CMV), este promotor nos permiti6 expresar la proteina E2 mediante transfeccion en
células eucariontes.

Para hacer los ensayos de transfeccién en células eucariontes y analizar la actividad de la
proteina E2 sobre el promotor (LCR) europeo y variante, mediante la expresion de un gen reportero
(CAT), se utilizaron construcciones que contienen la region reguladora de VPH16 europeo (pl6LCR-E) y
variantes (p16LCR-AA-a y pl6LCR-AA-c, Figura 8), clonados entre los sitios de restriccion Hindlll y
BamHI del polilinker del vector pBLCAT6 (Boshart et al., 1992), el cual contiene el gen reportero CAT
(Cloranfenicol acetiltransferasa). PBLCATG6 nos permitié analizar la actividad represora de la proteina E2,

sobre la region reguladora. En la Tabla 3 se muestran los cambios en el LCR de los VPH 16 AA-ay AA-c

5.4 Ensayo de retardamiento DNA/proteina
5.4.1 Trascripcion-Traduccion in vitro de la proteina E2

Para realizar esta técnica se utilizo el kit acoplado de lisado de reticulocitos de conejo llamado
TNT T7 (Cat. No. L4610) de marca Promega, la ventaja que ofrece es que la proteina a estudiar se
puede transcribir y traducir in vitro en tiempos cortos y se obtiene buen rendimiento de la proteina en
cuestién. Este sistema esta disponible para transcribir y traducir genes clonados “hacia arriba” del
promotor T7 RNA polimerasa. Para usarlo se agregan 0.2 - 2.0ug de ADN plasmidico circular, 25ul de
lisado de reticulocito, buffer de la reaccién, 1ul de T7 RNA polimerasa, 1ul de una mezcla de
aminodcidos 1mM, 1ul de Inhibidor de ribonucleasas (RNAsin) 40u/ul, y agua libre de nucleasas, en un
volumen final de 50 pl. La reaccion se incuba a 30°C por 60-120 min. Inmediatamente se congela en
alicuotas a -70°C y se guarda hasta que se lleve a cabo la electroforesis.
5.4.2 Marcaje radioactivo del oligo

Para llevar a cabo este ensayo se utilizé un oligonucledétido de 38 pb de ADN, que reconoce a la
proteina E2 y tiene el sitio SP1 mutado (en negritas se muestran las bases cambiadas) de tal manera

que no haya interferencia de este factor con la proteina E2, llamado E2-38/32:

Sitio SP1 Sitio E2

AATTGTAGTATATAAAAA AGTTAGTGACECGAAAACGGT
ATATTTTT TCAATCAC TGGCTTTTGCCA |[GCCC

Como es de extremos cohesivos, se marcé radiactivamente utilizando la ADN polimerasa de E.
coli (Fragmento Klenow), esta enzima es capaz de sintetizar la cadena complementaria de los extremos
57del oligonucleétido en presencia de desoxyribonucleétidos de entre los que se incluye uno marcado
con fésforo 32 en posicion a.

A un volumen final de 20ul se le agrega; 40ng de oligonucleétido, 2ul del buffer de reaccion, 10
mCi de dATP o **P, 1mM de dCTP, dGTP y dATP y 5 unidades de la enzima Klenow. Se incuba 30 min.
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a temperatura ambiente, se coloca a 80°C para desnaturalizar a la polimerasa y se diluye con agua a un

volumen final de 80ul, se utiliza 1ul de esta reaccion.

5.4.3 Preparacién del gel de poliacrilamida nativo
A fin de conocer si la proteina E2 se esta uniendo a su secuencia blanco, se llevo a cabo la
técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida nativo, que nos permite separar los fragmentos de ADN
libres, de los complejos ADN-proteina que retardan su migracion.
A un gel con 5% de poliacrilamida, en TBE 0.5X, se le agregaron; 180ul de APS
(Persulfato de amonio) 10% y 50 ul de TEMED para polimerizarlo. El gel se precorrié 60 min. a 150 Volts.
Ya depositada la muestra se corrié 2 hrs. a 150 Volts. Para fijar el ADN, el gel se coloc6 en una solucion
de Acido acético 0%, Metanol 10% durante 15min. El gel se transfiere a un papel Wathman 3MM,

secado con vacio y expuesto en una placa X-Omat marca Kodak por aproximadamente 24 hr

5.4.4 Interaccion ADN/Proteina

2 ul del lisado de reticulocitos, el cual tiene a la proteina E2, se preincuba con 10ul de buffer de
unién 2X (BB; 24mM Hépes, 1mM EDTA, 8mM MgCl,, 120mM KCI, 0.2% NP40, 35%glicerol), en
presencia de ADNs competidores: cantidades variadas de (1-3 ug) de Poly dI-dC y 1ug de ADN de
esperma de Salmoén sonicado; que seran reconocidos por proteinas inespecificas. 4mM de MgCl,, 5ug de
BSA, 0.25 M de Ditiothreitol (DTT), y 5ng de la sonda u oligo marcado radiactivamente en un volumen
final de 20ul. Se deja incubar por 10min. Opcionalmente se le agregd un anticuerpo contra la regiéon
carboxilo-terminal de la proteina E2 (Rocha-Zavaleta et al., 1997) se incubd 30 min., y se puso a correr

en el gel nativo de poliacrilamida.

5.5 Transfeccidén en células C33A

Las células C33 fueron transfectadas por el método estandar de coprecipitacion de fosfato de
calcio, descrito por Wigler (Wigler et al., 1977) en cajas de cultivo petri de 60mm de diametro.
5.5.1 Preparacion de las células

La linea celular C33A utilizada es derivada de un carcinoma de cérvix indiferenciado, su nimero
de catalogo en el ATCC es HTB31, crece en monocapa adherida al fondo de la caja y se cultiva en medio
DMEM, con 7% de Suero Fetal de ternera.

El modo en que se preparan para transfectar es: Se siembran 7x10° células por caja p60. Se
dejan creciendo toda la noche. Al menos 4 horas antes de la transfeccién, se le cambia el medio de

crecimiento agregandole 2 ml de medio fresco a cada caja.
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5.5.2 Precipitacion del ADN/fosfato de calcio

La cantidad de ADN debe ser determinada de acuerdo al promotor que se utiliza, generalmente
va de 1 - 10 ug. La preparacion del precipitado debe realizarse a temperatura ambiente. EI ADN circular
debe estar completamente puro, preparado por columna o con gradiente de Cloruro de Cesio.

El ADN se afora a 250 ul con agua estéril y se le agregan 250 ul de buffer HEBS 2X (NaCl 137
mM, KCI 5mM, Na2HPO4 2H20 0.7mM, Glucosa 6 mM y HEPES 20 mM, pH a 7.05), se mezcla con
vortex y se deja 10 min. a temperatura ambiente. Se le agregan 25 pul de CaCl2 2.5 M, durante este paso
se debe estar mezclando el tubo con vArtex constantemente y se deja incubando 10 min. a temperatura
ambiente para permitir que se forme el precipitado. Inmediatamente después se agrega el contenido a las
células cuidando de no expulsarlo sobre la monocapa, para lo cual se ladea un poco la caja y sobre el
medio se coloca la solucion.
Después de una noche de incubacién (maximo 16 hrs), se lava la monocapa dos veces con TD (Para 4 It:
32 gr de NaCl, 1.5 gr de KCI, 0.4gr deNa2HPO4, 12 gr de Tris base, pH 7.45) y se le agregan 5 ml de

medio fresco. Después de 40 hrs, se obtiene el extracto celular.

5.5.3 Ensayo del gen reportero (CAT)

El extracto celular se obtiene raspando las células y resuspendiendolas en 200ul de buffer TGD
(Tris 250mM, dithiotreitol 5mM, 15% glicerol, pH8), se realizan seis ciclos de congelamiento-
descongelamiento en una mezcla de etanol-hielo seco, se centrifuga 10min a 4°C, y se recupera el
sobrenadante. Posteriormente se lleva a cabo la determinacidon de proteinas presentes en el lisado
celular por la metodologia de Bradford (Bradford, 1976), se utiliza la misma cantidad de proteinas totales
para estandarizar el experimento, por lo que el lisado celular se afora a 300ul con buffer TGD, se le
agregan 8ul de Acetil CoA 20mM y 50uCi de cloranfenicol marcado con 14C. Se incuba de 1-4 hrs. a
37°C, se le agregan 250ul de acetato de etilo, se mezcla vigorosamente, se centrifuga y se obtiene la
fase organica superior, se deja evaporar, se resuspende en 10ul de acetato de etilo y se coloca en
puntos finos en una placa de cromatografia de silica-gel durante 45 min., en un solvente que contiene
cloroformo-metanol (19:1), se deja secar y se pone a exponer durante aproximadamente 48 hrs. en una
placa X-Omat de Kodak. Después de revelar la placa, la cromatografia de silica-gel, es cortada
basandose en la placa colocando cada muestra en un vial con liquido de centelleo (PPO 5gr/lt, POPOP
0.3gr/lt).
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6. RESULTADOS

6.1. Secuenciacién de los genes E2 de VPH16 AA-a, y AA-c.

Se secuenciaron los genes E2 de 4 tumores positivos para VPH16, dos de ellos el G68 (AA-a) y
el G70 (AA-c) presentaron un patrén alterado en Southern blot con la enzima de restriccion Pstl,
compatible con la existencia de una mutacion puntual que cambia un aminoacido en el gen E2 (Casas et
al., 1999) y otros dos G40 (E) y G111 (E) los cuales no presentaban este patron alterado, los resultados
de esta secuencia se encuentran publicados (Casas et al., 1999).

Se encontraron un total de 23 cambios nucleotidicos en G68 y 24 en G70, (Ver Tabla 2).
Comparados con el gen E2 de VPH16 de referencia o europeo (1098 pares de bases), ademas de
analizar parte del gen L1 y E6 (Casas et al., 1999), se llego a la conclusion de que G68 muestra cambios
en un 2% y G70 en un 1.9%, desde este momento se les considerd como variantes relacionadas pero
diferentes. En cuanto a cambios en aminodcidos (aa), G68 presentd cambios en 16 aa y G70 en 17aa
(dos mutaciones contiguas cambian el mismo codon, 254). G68 presenta cinco cambios de aminoacidos
en la regién transactivadora, siete en la regién de bisagra y 3 en la region de unién al ADN, para G70, se
encontraron cinco cambios en la regidn transactivadora, ocho cambios en la regiéon de bisagra y tres en
la region de unién al ADN. En el dominio de transactivacion la sustitucion H35Q cae dentro de un sitio
identificado de interaccidn con la proteina E1, residuos 18-41; (Piccini et al., 1995) y cuatro cambios caen
en la regién 3"del dominio de transactivacion. En el dominio de union al ADN, la sustitucion T310K se
encuentra flanqueando la hélice (292-309) y las sustituciones W313C y D344E se encuentran en sitios
putativos de dimerizacion. Los cambios T135K, T254N y F271V se localizan en tres de los sitios mas
reactivos de epitopes de Células B (residuos 121-140; 241-260 y 271-290) y los cambios W341C y
D344E se encuentran dentro de epitopes mayores de IgG e IgA (residuos 328-345; (Dillner et al., 1996).

Nueve de las 24 mutaciones también afectan al gen E4, el cual esta localizado dentro del gen E2,
pero en diferente marco de lectura. Cuatro de las nueve mutaciones que afectan al gen E4 resultan
en tres substituciones de aminodcidos. Estas tres substituciones, L62T, Q69P y H78Q, se localizan en la
region E4 similarmente a la proteina actina ,residuos 48 a 114 en VPH1 (Roberts et al., 1994). Dos
mutaciones G142N y A143T que se encuentran en la region amino-terminal, afectan la interface de union

al dimero (Antson et al., 2000).
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Tabla 2. Variaciones en la secuencia de ADN y aminoéacidos de E2 en las variantes VPHL16.

Cambio de aa:

Cambio de aa:

Aminoéacido | Nucleétido E2 E E2 AAa | E2 AAc
AA-a AAc
DOMINIO DE TRANSACTIVACION
35 2860 C A A HisH / GIn Q HisH / GIn Q
57 2926 A G G GnQ / = GnQ / =
135 3135 C A A Thr T / LysK Thr T / LysK
136 3161 C -- T -- HisH / TyrY
142 3181 A C -- GIuE / Asp E - -
143 3184 G A A AlaA [ ThrT AlaA / ThrT
157 3224 T A A Leul / llel Leul / llel
DOMINIO DE BISAGRA
165 3249 G A A ArgR / GIn Q ArgR / GIn Q
203 3362 A G G AsnN / Asp D Asn N / AspD
208 3377 C G G ProP / AlaA ProP / AlaA
211 3387 T C C llel / ThrT llel / ThrT
219 3410 *C T T ProP / Ser S ProP / Ser S
221 3416 G -- A -- AlaA [ ThrT
232 3449 G A A GIUE / Lys S GIUE / Lys S
254 3516 C A A Thr T / Asn N Thr T / Asn N
254 3517 T C C -- --
261 3538 A C C SerS/ = SerS/ =
271 3566 T G G PheF / val Vv Phe F / val Vv
DOMINIO CARBOXILO-TERMINAL
303 3664 T C C TyrY [ = TyrY | =
310 3684 C A A Thr T / Lys K Thr T / LysK
313 3694 T A A ThrT / = ThrT / =
317 3706 T C C SerS/ = SerS/ =
341 3778 G T T TrpW / Cys C TrpW / Cys C
344 3787 C A A AspD / GIUE AspD / GIUE
350 3805 T G G vValVv /| = ValVv | =
TOTAL 1 23 24 16 17

* Cambio también encontrado en el ADN con HPV16 de referencia.




6.2 Expresion de distintas proteinas E2 e interaccién con el ADN

La proteina E2 de VPH16 es una fosfoproteina de 43 kDa que se une como homodimero a una
secuencia palindromica de 12 pares de bases en la regidon que controla la transcripcién del genoma del
VPH. Después de unirse, E2 puede activar o reprimir la transcripcion de los promotores adyacentes
dependiendo del tipo celular, de la cantidad de proteina E2 presente y de su distancia al sitio de inicio de
la transcripcion, esta regulacion controla la expresién de los oncogenes E6 y E7 del virus.

Usamos el ensayo de retardamiento para corroborar que la proteina E2 de las variantes (AA-a 'y
AA-c) se estuviera uniendo a su secuencia blanco y tratar de observar diferencias en la unién de las
proteinas E2 variantes con respecto a E2 Europea, utilizando un oligonucleétido que contiene un sitio de
reconocimiento al homodimero de la proteina E2 (E2-38/32), marcado radiactivamente con *°P .

Cuando se incubd el oligonucleétido E2-38/32 con las diferentes proteinas E2 obtenidas
mediante transcripcion-traduccion en reticulocitos de conejo, con 1 ug de Poly dI-dC, se observa la
formacion de dos complejos (Figura. 9), el complejo ADN-+reticulocitos inespecifico y un complejo
ADN+E2. Como control positivo utilizamos E2 de VPH18. Como se puede observar en la Figura 9, la
banda retardada de la proteina E2 Europea es mas intensa, lo que sugiere que esta intensidad se debe a
union mas fuerte de ésta proteina a su secuencia blanco, que la proteina E2 perteneciente a las variantes
AA-a 0 AA-c, en las que se observa una banda menos intensa. La banda del complejo ADN+reticulocitos
esta formada por alguna proteina inespecifica presente en el lisado de reticulocitos como se observa en

el pendltimo carril de la Figura 9 en el que solo se agrego lisado a la sonda marcada radioactivamente.
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Figura 9. La proteina E2 Europea, se une mas fuertemente a su secuencia blanco, que la proteina
E2 Asiatico Americana AA-a y AA-c. Ensayo de retardamiento DNA/proteina; la sonda de
reconocimiento a E2 (38/32) marcada con *P se incubé con la proteina E2 traducida “in vitro” en
reticulocitos. El primer carril contiene la proteina E2 de VPH18. (E) proteina E2 Europea, (A) proteina
E2 AA-a y (C) proteina E2 AA-c. Se utilizaron 2 ul de E2 transcrito en reticulocito y 1 ug de Poly dI-dC
en todos los carrilles. Se observa el complejo de una banda retardada por los reticulocitos que es
inespecifica y la banda retardada por la proteina E2 de VPH.
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Para tratar de eliminar la banda inespecifica proveniente del lisado de reticulocitos de conejo, se
realizé un ensayo de retardamiento (Figura 10), utilizando 2, 3 y 5ug de Poly dI-dC, este compuesto es
un copolimero de doble cadena compuesto de dideoxy-inosinas y dideoxy-citidinas, se usa para bloquear
la union no especifica de proteinas al DNA de interés, facilitando la deteccion del complejo especifico,
por lo que esperabamos que se observara una banda retardada mas clara y especifica de ADN-E2,
conforme se agregara mas Poly dI-dC. Observamos que la banda inespecifica de reticulocitos
desaparece, pero también se ve una disminucion en la intensidad de la banda retardada que contiene la
proteina E2 AA-a, lo que sugiere que la unién de ésta proteina es débil con respecto a la proteina E2 E,
gue mantiene una banda a pesar de usar 3 ug de Poly dI-dC. Para tratar de analizar la expresion y
unién de las diferentes proteinas E2 a su secuencia blanco en un sistema diferente y tratar de discernir si
factores inespecificos del lisado de reticulcitos estuviera compitiendo por la union al ADN con E2, se
transfectaron los vectores que expresan E2 (plasmidos pE2 E, AAa y AA-c: Figura 8a) en dos lineas
celulares derivadas de cancer Cérvico-Uterino, HelLa y Siha. El extracto celular, se incub6 con la sonda
marcada llevando a cabo el ensayo de retardamiento y se corrio en un gel de acrilamida, como se puede
observar (Figura 11) la proteina E2 variante AA-a, se une mas débilmente a su secuencia blanco que la
Europea, tal como habiamos observado en sistema de reticulocitos. En células SiHa la expresion de la
proteina E2 es mas fuerte que en células Hela, esto puede ser debido a eficiencia de transfeccion, o a
expresion diferencial de los vectores, sin embargo se observa una banda mas intensa en el carril en el
que se utiliz6 la proteina E2 Europea, esto siguié sugiriendo que se une mas fuertemente
independientemente de la cantidad de Poly dI-dC. Como control del experimento se utilizé extracto de la
linea celular C33 derivada CaCU que no tiene VPH.

Para corroborar que las diferentes proteinas E2 se estaban uniendo a su secuencia blanco, y
descartar que se tratara de algun otro factor inespecifico, se hizo un ensayo de super-retardamiento
utilizando un anticuerpo especifico que reconoce el dominio C-terminal de la proteina E2 de VPH16
donado por la Dra. Leticia Rocha, este anticuerpo se obtuvo inyectando lisados de la proteina E2
(expresada en Escherichia coli), en conejos (Rocha-Zavaleta et al., 1997). Utilizamos lisado nuclear de
células C33 transfectadas con plasmidos que expresan las proteinas E2 (pE216-E, AAa y AAc, Figura
8a) y el extracto se incubd con la sonda marcada por 10 min, agregando después 1ul de anticuerpo e
incubando 30 min adicionales. Se puede observar claramente en la Figura 12, la banda super-retardada
perteneciente al complejo ADN-E2-Anticuerpo, este resultado nos asegurd que la proteina esta en

conformacién que nos permitio la dimerizacién y la union a su sitio especifico.
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Figura 10. La Unién de la proteina E2 HPV16 AA-a unida a su secuencia blanco, desaparece al
agregar 2, 3y 5 ug de Poly dI-dC, al igual que la banda inespecifica de reticulocitos. Ensayo de
retardamiento ADN/proteina; la proteina E2 traducida “in vitro” (reticulocitos) se incubd con la sonda de
reconocimiento a E2 (38/32) marcada con ¥p Se utilizaron 2 ul de proteina E2 traducida “in vitro”, en
todos los carrilles (E) Proteina E2 Europea, (A) Proteina E2 AA-a, (18) proteina E2 de PVH18. Se
utilizaron 1, 2, 3 y 5ug de Poly dI-dC como se muestra en la Figura. 2ug son suficientes para evitar la
union de E2 AA-a al DNA, mientras que 3ug no inhiben la unién de E2 E.
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Figura 11. La banda de la proteina E2 AA-a es menos intensa que la proteina E2 E en lineas
celulares, lo que sugiere que la unién al DNA es mas débil. La proteina E2 se obtuvo de extractos
celulares transfectados con un vector plasmidico que la expresa. Se utilizaron 3 ug de extracto celular y 3
ug de Poly dI-dC en todos los carrilles. (E) Proteina E2 Europea, (*E) se utiliz6 un vector plasmidico
diferente del que se muestra en los carriles mostrados como E durante la trasfeccién. (A) Proteina E2
AA-a, (18) proteina E2 de PVH18. Se observa la banda retardada por la proteina E2 de VPH.
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Figura 12. Unién especifica de la proteina E2+DNA+Ac en la proteina E2 E, E2 AA-ay E2 AA-c.
Super-retardo de la proteina E2 con su secuencia blanco. La proteina E2 se obtuvo de extractos de
células C33 transfectadas con un vector plasmidico que la expresa. Se utilizaron 2 pg de extracto celular
y 1 ug de pdI-dC en todos los carrilles. En los carriles sefialados se agregd 1 ul de anticuerpo anti-E2 de
VPH16 anti conejo. (E) Proteina E2 E. (A) Proteina E2 AA-a (C) Proteina E2 de AA-c, (18) proteina E2
de PVH18 . Se observa la banda retardada por la proteina E2 de VPH y la banda super-retardada con el
anticuerpo.
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6.3 Actividad basal de los LCRs.

En la Tabla No. 2 se muestra una revisién de los cambios nucleotidicos presentes en la regién
reguladora de las variantes AA, (Kammer et al., 2000; Veress et al.,, 1999; Yamada et al., 1997). La
region larga de control (LCR) de las variantes AA tienen incrementada su actividad transcripcional 1.7
veces comparadas con aislados Europeos. Se sugiere que esta actividad incrementada puede deberse a
los cambios nucleotidicos encontrados en el final 3° del LCR (nt 3660-7890).

El cambio en el nucledtido 7689 se ubica en el sitio de reconocimiento a TEF-1, el cual puede
cambiar la habilidad de este factor para unirse a este sitio, el cambio en el nucleétido 7743 se ubica en el
sitio de reconocimiento del regulador Oct-1 NF1 una base se cambia, entre dos bases que actian como
espaciadoras, el cambio en el nucle6tido 7786 se observa entre dos sitios de unién para YY1, sin
embargo haciendo mutaciones puntuales de cada uno de estos sitios en un vector que contiene el LCR
deVPH16 E, no existié un cambio estadisticamente significativo en la actividad transcripcional (Veress et
al., 1999), otros sitios de reconocimiento que no se han investigado son el 7339 y 7394, que se
encuentran en el sitio de reconocimiento a GRE 1, 7485 y 7489 en el sitio GRE 2, el sitio 7521 en YY1,
7689 en Tef-1y 7764 en el sitio NF1. Por medio de mutagénesis dirigida se determiné que la actividad
aumentada de AA-c en el LCR se debié al cambio en el nucleétido 7729 (presente también en variante
NA1) (Kammer et al., 2000). Cabe mencionar que no se han analizado las regiones exclusivas de cada

subclase en las que puede residir la diferencia de expresion entre la LCR E, AA-a, AA-b y AA-c.

7 7 T 7 7 7 17 7 7 1T 7 7 7 7 7T 7 17 1 71 7
0 1 2 3 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 7 7 7 8 8 8
6 9 3 3 9 9 8 8 0 2 6 8 2 4 5 6 8 2 8 9
0 3 3 9 4 5 5 9 7 1 9 9 9 3 2 4 6 7 6 4
E G A A CC AGA G C cC AT A C C T C A
AA-a T T T T T C A - A T A cC G CT1T T G
AA-c T T C T T - C A G A T A c - - T T C G C
AA-b T7 C A - A T A cCc G - T T
Nal T T C - T - CA - A T A c - - 7T 1T - - -
Factore
Tefl T
S Tefl Grel Gre 2 YY1 NEL NF1

Tabla 3. Resumen de cambios nucleotidicos en la LCR de las variantes AA-a, AA-b, AA-c y NAL.
Se muestra el nucledtido correspondiente al cambio con respecto al LCR del VPH 16 Europeo (Kammer
et al., 2000; Veress et al., 1999; Yamada et al., 1997) Algunos de los cambios nucleotidicos se ubican en
sitios de reconocimiento a factores celulares. Se marcaron en colores los cambios especificos de cada
variante. Verde claro; variante a y c. Azul; variante a y b. Naranja: variante c. Amarillo; variante a.
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Debido a que existen cambios nucleotidicos en el LCR de las variantes (Kammer et al., 2000;
Veress et al.,, 1999; Yamada et al., 1997) con respecto al LCR del VPH E, y existen diferencias (tres
cambios diferentes entre AA-a y AA-c, nuclebtidos 7507, 7725 y 7827) exclusivas de cada variante, lo
primero que se analizé fué la actividad basal de los vectores que contienen la regidon promotora y de
regulaciéon (LCR) de la trascripcién del papilomavirus VPH16 y las variantes AA-a y AA-c (p16LCRwt,
pl6LCRAA-a y pl6LCRAA-c) estos cambios se encuentran cerca o dentro de sitios de uniébn para
proteinas celulares. Se cloné la LCR de VPH16, AA-a y AA-c en el vector pBLCAT6 (Figura 8b) que
contiene al gen reportero CAT. Se transfectaron células C33 con estos vectores y se midi6 la actividad
de la enzima CAT.

CAT inactiva el cloranfenicol por la formacién de derivados mono y di-acetilados, en este trabajo
se realizé el ensayo en el cual la acetilacion del cloranfenicol marcado con 14C es medida por
cromatografia de capa fina en silica gel. Este ensayo es muy sensible y altamente especifico, se separan
facilmente las formas mono y di-acetiladas que se cortan y se cuentan por separado en liquido de
centelleo. Estas cuentas por minuto son expresadas en nimeros que nos permiten identificar la actividad
transcripcional de cada promotor obteniendo el porcentaje de cuentas del cloranfenicol acetilado. Se
hicieron tres experimentos de cada promotor, se obtuvo la media y la desviacién estandar (Tabla 4) que
se graficaron en un histograma (Figura 13).

Con la prueba de Turkey se compararon las activides transcripcionales entre grupos pareados de
variantes virales y se consideraron valores de P<0.050 como diferencias significativamente diferentes.
Los andlisis se llevaron a cabo con el software SigmaStat, version 3.1.

Como se observa en la Tabla 4 y Figura 13, la actividad basal del gen reportero CAT en el
vector pl6LCR AA-c es la mas alta de las tres construcciones, aproximadamente 3.8 veces mayor a la
actividad basal en el vector p1l6LCRAA-a (LCR de VPH16 Variante AA-a), y 1.7 veces mas alta que el
vector pl6LCR E y la actividad basal del vector pl6LCR E es 2.1 veces mas alta que la del vector
pl6LCRAA-a. Las diferencias entre las tres actividades basales resultaron ser estadisticamente
significativas (P<0.050).

MEDIA
PORCENTAJE DE DESV. EST.
ACETILACION
16LCR E 12.76 1.74
16LCR AA-a 5.9 1.3
16LCRAA-c 22.8 3.24

Tabla 4. Porcentaje de acetilacion de la enzima CAT, que reflejan la actividad transcripcional basal de cada
promotor. Se obtuvo la media y desviacion estandar de tres experimentos independientes. La Figura, 13 muestra un
ensayo autoradiografico representativo y un histograma con los resultados de la actividad basal.
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Figura 13. La actividad basal de la LCR AA-c es mas alta que la actividad basal de la LCR E y AA-a, mientras
que la actividad basal de la LCR de AA-a es menor que para las otras dos. (a) Autoradiografia de ensayo CAT.
Expresion basal de la region larga de control Europeo (16LCR-E), variante AA-a (16LCR AA-a) y variante AA-c
(L6LCR AA-c). (b) Histograma que muestra, el porcentaje de acetilacion del gen reportero CAT en los plasmidos que
contienen la region reguladora de VPH16 E, AA-a y AA-c. El resultado es el promedio de tres experimentos
independientes (P<0.050 con la prueba de Turkey de comparaciones mdltiples).



6.4 Efecto de E2 sobre la actividad de los LCR

Para poder determinar la actividad transcripcional de las proteinas E2 de VPH16 E, AA-a y AA-c
en sus propios LCR’s, utilizamos los vectores de pCDNA3 con los diferentes genes E2 clonados frente al
promotor de Citomegalovirus, (Figura. 7a) y los vectores que contienen los diferentes LCRs (Figura. 7b)
cotransfectados en células C33.

Se ha reportado que la proteina E2 de VPH16 E, reprime la transcripcién de su propio promotor
en varias 6rdenes de magnitud, para determinar si las proteinas E2 de las variantes también presentan la
misma actividad llevamos a cabo cotransfecciones cruzadas entre los diferentes vectores que expresan
las proteina E2 y los LCRs, tanto Europeas como variantes.

De acuerdo con los resultados reportados en la Tabla No 4, Figura 14, se puede deducir que las
proteinas E2 E, AA-a y AA-c estan reprimiendo la transcripcién tanto en la regién reguladora propia como
en la cruzada (LCR E, AA-ay AA-c) a diferentes magnitudes.

Se compararon las activides transcripcionales de cada promotor por separado con respecto a
cada proteina E2 con la que fue transfectado por la prueba de Turkey y se consideraron valores de
P<0.050 como diferencias estadisticamente significativas. Los andlisis se llevaron a cabo con el software
SigmasStat, version 3.1 y se analizaron los resultados de tres experimentos independientes.

Como se puede observar en la Figura 14 la actividad basal de la LCR E es reprimida en un 90%
por la proteina E2 E, 88.3% por la proteina E2 AA-a 'y 71.7% por la proteina E2 AA-c, estas diferencias
son significativas de acuerdo a la prueba de Turkey (P<0.050), sin embargo no existen diferencias
significativas si se comparan las actividades represoras de las diferentes construcciones con las
proteinas E2 variantes y Europea . La actividad basal de la LCR A es reprimida en un 66.2% por la
proteina E2 E, y un 78% por la proteina E2 AA-c diferencias que son estadisticamente significativas
(Prueba de Turkey P<0.050), mientras que es reprimida solo un 47.5% por la proteina E2 AA-a en la que
no se encontro diferencia significativa. Y por ultimo la actividad basal de la LCR AA-c es reprimida en un
64.1% por la proteina E2E, hasta 87.3% por la proteina E2 AA-a y 55.7% por la proteina E2 AA-c, los
valores de la represion de la proteina E2 en este promotor también representan una diferencia
significativa con respecto a la actividad basal del propio promotor (Prueba de Turkey de comparaciones
multiples de P<0.050).

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE ACETILACION

BASAL E2E E2AA-a E2AA-c
16LCR E 12.8 1.2 15 3.6
16LCR AA-a 59 2 3.1 13
16LCRAA-c 22.8 8.2 2.9 10.1

Tabla 5. Porcentaje de acetilacion de la enzima CAT, que reflejan la actividad transcripcional basal de cada
promotor y su actividad al cotransfectarlo con los diferentes vectores que expresan la proteina E2. La Figura,
13 muestra un ensayo autoradiografico representativo y un histograma con los resultados de la actividad basal y la
Figura 14 muestra la actividad cotransfectando con las proteinas E2 de las variantes.
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Figura 14. La actividad de cada LCR es reprimida cuando el vector reportero es cotransfectado con los
vectores de expresion para E2. (a) Autoradiografia de ensayo CAT representativo. Se describe el VPH16 Europeo
(16LCR-E), VPH16 variante AA-a (16LCR AA-a) y VPH 16 variante AA-c (16LCR AA-c). (b) Histograma que muestra,
el porcentaje de acetilacion del gen reportero CAT en los plasmidos que contienen la region reguladora de VPH16 E,
AA-a y AA-c. Se observan diferencias significativas de represion entre cada LCR cuando se cotransfecta con E2,

(P<0.050) a excepcion del LCR AA-a que no muestra una represion significativa cuando se cotransfecta con su
propia proteina E2 AA-a.



Debido a que cada LCR tiene una actividad basal diferente normalizamos la actividad basal de
cada promotor a 100% para conocer la actividad real de cada proteina E2 (Figura. 15), se puede
observar u que la proteina E2 E, reprime mejor su propio promotor que el promotor de AA-a y AA-c. La
proteina E2 AA-a, reprime menos su promotor y mas LCR AA-cy LCR E, y la proteina E2 AA-c reprime
mejor al LCR AA-a y seguido por la LCR E y muy poco la LCR AA-c. Con respecto a sus propios LCRs, la
proteina E2 de LCR E, reprime mas su propio LCR que las otras dos proteinas. La proteina AA-a reprime
mejor a los LCRs E y AA-c que a su propio promotor, y la proteina E2 AA-c reprime mejor a la LCR AA-a
y E que su propio promotor. En conclusion, se sugiere que las proteinas E2 de las variantes no estan
reprimiendo sus propios promotores a la misma magnitud que la proteina E2 de VPH16 E. Sin embargo
haciendo analisis estadisticos se observa que no existen diferencias significativas entre las actividades
de las E2 variantes y Europea, por lo que pudieramos concluir que los cambios en las proteinas no
repercuten en su actividad represora 0 que son necesarios mas experimentos para poder llegar a una

conclusién mas acertada.
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Figura. 15. Normalizando a 100% el porcentaje de acetilacién del gen reportero CAT, de cada uno
de los LCRs (VPH16 E, AA-ay AA-c) se observa la actividad real de cada una de las proteinas E2.
El resultado es el promedio de tres experimentos independientes, la transfeccion se llevé a cabo con 3ug
de ADN plasmidico en células C33.
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7. DISCUSION

Nosotros quisimos analizar en detalle al gen E2 porque los productos de este gene tienen
papeles significativos en la regulacion de la transcripcién de las oncoproteinas virales E6 y E7 en la LCR.
Ademas la proteina E2 esté involucrada en replicacion del ADN episomal del virus. Pensamos que
ciertos cambios geneticos (deleciones o mutaciones puntuales) en el gen E2 pudieran alterar la
regulacién de la transcripcion de los promotores tempranos del virus. En este trabajo presentamos el
analisis de variaciébn de la secuencia del gen E2 de 4 muestras positivas a HPV16 dos de ellas
pertenecientes a HPV16 Europeo (MX 119 y 40) y dos a variantes Asiatico Americanas subclase AA-a
(MX68) y AA-c (MX70), estas variantes de E2 tienen cambios de bases distribuidos en el gen, incluyendo
los dominios de transactivacién y de unién al ADN. En un estudio analizando mas muestras y las
secuencias de L1 (Casas et al.,, 1999) se determind que eran pertenecientes a la clase Asiatico-
Americana sub-clase AA-ay AA-c (Yamada et al., 1997).

Estos cambios revelan la distancia genética entre las variantes AA-a y AA-c, esta cantidad de
cambios no se observan en las regiones L1, MY y LCR , en el gen E6 la secuencia de las dos subclases
es idéntica, mientras que en el L1, MY y LCR difieren en solo dos bases, en E2 existen 5 diferentes
posiciones entre las sub-clases AA y una mutacion mas en AA-a con respecto a AA-c.

En estudios anteriores se demostr6 que a las variantes Asiatico-Americanas se les asocia por
presentar alto nimero de copias, integradas al ADN hospedero en tandem 0 como episomas
multiméricos (Berumen et al., 1994).

Las substituciones encontradas en los aminoacidos de E2 pudieran estar alterando su actividad
molecular. Tres de los cambios (T310K, W3641C y D344E) presentes en AA-a y AA-c, se encuentran en
el dominio de unién al DNA el cual es esencial para la funcién regulatoria de E2. De especial importancia
es el cambio de una treonina a lysina en la posicién 310, justo a un lado de la hélice de unién al ADN (aa
292-309), pudiera ser que se esté alterando la conformacion de esta hélice y la capacidad de unirse al
DNA se vea afectada.

En la region N2 amino-terminal de la proteina E2 de las variantes se encuentran 7 cambios de
aa, justo en la regién en la que E2 se une a TFIIB y comprende los aminoacidos 134 a 216 (Breiding et
al., 1997) y los cambios en los aminoacidos 142 y 143 se encuentran en sitios de dimerizacién. Estos
cambios pudieran estar afectando la actividad de union a TFIIB y de dimerizacion, alterando su actividad
transcripcional.

Se sabe que la proteina E2 es blanco de respuesta inmune humoral y celular (Dillner et al., 1996;
Konya et al.,, 1997). Existen varios epitopos humorales en la proteina E2, uno en el dominio de
transactivacion (121-140), tres en la region de bisagra (181-200,241-260 y 271-290) y uno en el dominio
de unién al ADN (328-346). Todas excepto una de estas regiones (181-200) contienen cambios en las
variantes AA, lo que sugiere que la respuesta humoral a estos epitopos pudiera ser diferente entre E2
Europea y las variantes AA. Terry y colaboradores (Terry et al., 1997), describieron las variantes

Europeas de E2 asociadas con cambios en epitopos inmunodominantes en la region de bisagra, 11 de



estos cambios en codones se encuentran en las variantes AA. La infeccion con variantes AA de PVH16
pudiera explicar la pobre correlacion entre la presencia de anticuerpos contra E2 de HPV16 E y la
deteccion de ADN de HPV16 (De Sanjose et al., 1996).

En cuanto a la expresién de las proteinas E2, y su uniéon al ADN mediante geles de retardo, se
sugiere que la proteina E2 Europea se une mas fuertemente a su secuencia blanco en el DNA que la
proteina E2 AA, esta observacion correlaciona con el cambio T310L, observada en la secuencia de la
proteina E2. No se han publicado ensayos de retardamiento con las proteinas variantes y tampoco se
han hecho analsis de unién al ADN, se hacen necesarios mas ensayos de este tipo. De la misma manera
hicieron falta ensayos de competencia con sonda fria.

Veres y cols (1999) reportaron que el aislado 33, que pareciera ser perteneciente a la variante
AA-c, tiene incrementada la actividad basal de su LCR 1.7 veces comparada con VPH16 E, estos
resultados son similares a los obtenidos en este estudio en el que se observa que la actividad basal del
promotor AA-c es 1.6 mas alta que la actividad basal del LCR E, sin embargo ellos no realizaron
experimentos para determinar la actividad transcripcional de la variante AA-a, y no hicieron ensayos para
demostrar la actividad de cada LCR con su proteina E2 correspondiente.

Kammer y colaboradores (2000) hicieron mutagénesis sitio-dirigida al nucleétido 7729 en el LCR
de las variantes AA-c y NAL revirtiéndola de A/C y demostraron que la actividad basal se redujo
comparada con las clonas originales AA-c y NA1, con niveles de expresion comparables a la del LCR E,
sin embargo este cambio se encuentra en todas las variantes analizadas hasta la fecha (Tabla 2)
incluyendo la variante AA-a que tiene actividad mas baja, nosotros sugerimos que este cambio no esta
afectano a la variante AA-a, Veres Yy colaboradores (1999) demostraron que la actividad enhancer de la
variante AA que analizaron se localizaba hacia la regién 3” del LCR, después del nucleétido 7722, estos
resultados correlacionan con lo encontrado por Kammer (Kammer et al., 2000).

Nosotros observamos que la actividad basal de la LCR AA-a es 3.8 veces menor que la LCR AA-
c y 2.1 veces menor que la LCR E, se necesitan ensayos de mutagénesis dirigida en la LCR de la
variante AA-a para determinar cual cambio de nucleétido esta contribuyendo a que la actividad basal sea
mas baja comparada con la LCR E y la LCR AA-c. Yamada y colaboradores (1997) reportan un cambio
en el nucledtido 7752 que se encuentra Gnicamente en el LCR AA-a, este cambio ocurre cerca del sitio
reconocimiento para la proteina Octl y NF1.

Nosotros demostramos que la construccion con LCR E es mejor reprimida por su propio E2 y
menos por E2 AA-a y AA-c, condicion que concuerda con Ordofiez (Ordonez et al., 2004) sin embargo
ellos no analizaron la actividad de cada proteina E2 en el contexto de su propio promotor, la principal
diferencia entre la subclase AA-a y AA-c a nivel de la proteina E2 es que en AA-c se cambia una histidina
por una tirosina en la posicion 136 en el extremo 3"del dominio de transactivacion, tal vez en este sitio
erradique la diferencia de actividad entre las dos subclases aunado a que la LCR de la subclase AA-a

también tiene una actividad basal baja.
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Mientras que para VPH16 E Ia disrupcion de E1/E2 ocurre mas frecuentemente que en las
variantes AA (Casas et al., 1999) lo que demuestra que el genoma viral de E permanece en la capa basal
de células indiferenciada. En contraste en células bien diferenciadas, el genoma viral de E que contiene
E1/E2 intactos pudieran inactivar a E2 por “splicing”, y en este caso se observan transcritos del gen
E17E4. En la proteina E2 de las variantes AA no existiria esta presion selectiva que induzca la disrupcion
o “splicing” de E2. Por lo que la aumentada oncogenicidad de las variantes AA pudiera estar asociada
con el transcrito E6/E7 encontrado por Ordofiez (Ordonez et al., 2004) y con la baja represion de E2 al
promotor p97 de las variantes.

Ordofiez y colaboradores (2004) demostraron que 20 muestras que tienen E1/E2 intacto tienen
mayor cantidad de proteinas E6/E7. Esto se puede deber a que la proteina E2 de AA-a y AA-c se une
menos fuertemente a su sitio blanco que E2 E, y reprimen menos sus propios promotores que la proteina
E2 E.
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8. CONCLUSIONES

Por andlisis de secuencia del DNA se encontraron 23 cambios en el gen E2 de la variante AA-a 'y
24 cambios en la variante AA-c estos cambios se encuentran en sitios importantes para la
dimerizacion y union al DNA, para la union de factores de transcripcién y en epitopos de la
proteina,

Por los resultados obtenidos con geles de retardo se sugiere que la proteina E2 de las variantes
se une mas débilmente a su secuencia blanco que la proteina E2 Europea.

Usando transfecciones con un gen reportero en células C33A, se observé aumento en la
transcripcion de la LCR en el caso de AAc, que ya estaba reportado y una disminucién en la
transcripcion en la LCR de AA-a, se hace necesario hacer un analisis mas detallado de estas
diferencias particularmente del cambio en el nucleétido 7752 (cambio de A por C) en la LCR de la
variante AA-a.

La variacion en la secuencia del gen E2 no parece ser un mecanismo que altere la transcripcion
del promotor p97, a excepcion de la proteina E2 de AA-a que reprime la transcripcion de la LCR

AA-a solo un 47.5%, es decir a muy baja magnitud comparada con la proteina E2 E y AA-c.
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Human-papillomavirus (HPV)-E2 protein is involved in
gene-expression regulation and replication of HPV genome.
Disruption of the E2 gene during viral integration has been
proposed as a mechanism of tumoral progression, since the
expression of E6/E7 viral oncogenes is allowed. However,
retention of EI/E2 genes and high viral amplification are
frequently found in HPVIé6-positive carcinomas of some
populations. In this study, we investigated whether retention
of EI/E2 and viral amplification are associated with particular
HPV 16 E2 variants in cervical carcinomas. HPV 16 detection,
EIIE2 integrity and viral amplification were explored by
Southern blot in 123 cervical carcinomas. HPV16é variants
were identified by Southern blot and by sequencing E6, LI/MY
and E2 regions. Of 46 HPVIé-positive tumors, 34 were
positive for EI/E2 and 14 of them showed a variant restriction
pattern by mutations in E2. All 14 were Asian-American (AA)
variants and, of |11 sub-classified, 6 were AA-a and 5 AA-c.
Two EIl/E2-negative tumors also contained the AA-c variant,
while the remaining HPV16-positive tumors contained only
European variants. The E2 gene of AA variants showed 24
mutations, 19 identical in both sub-classes. The 24 mutations
were distributed throughout the entire gene and 19 result in
18 amino-acid changes. The AA variants were associated with
EI/E2-positive carcinomas with more than 50 viral copies/cell
(p = 0.035). The association of Asian-American E2 variants
with retention of EI/E2 suggests that E2 variation may be an
alternative mechanism de-regulating the expression of viral
oncogenes. Int. J. Cancer 83:449-455, 1999.
© 1999 Wiley-Liss, Inc.

data indicate that the disruption &2 is not essential for tt
development of HPV16-associated carcinomas, and raise qu
about alternative mechanisms for increasing transcription of
oncogenes.

There is wide variation in the reported frequency@fdetectiol
in HPV16-positive cervical carcinomas; and in some populat
e.g.,Mexican, American black and Japanese, the preserieg/&t
genes is observed at fairly high frequency (Table I). Differenc
detection methods, populations or distribution of HPV16 var
may contribute to this variation. Nucleic-acid sequencing
show that many natural HPV16 variants exist (Ebal., 1993
Yamadaet al., 1997), distributed differently among the 5 co
nents. The Asian-American (AA) variants are found principal
Central and South America and Spain, African variants (A
Africa, Asian variants (As) in Southeast Asia and Euroj
variants (E) in all regions other than Africa (Yamaatal.,1997). I
is clear that some variations in the HPV genome may dete!
biological behaviorse.g.,the sequence variation of L1 proteir
HPV16 affects virus assembly (Yamadaal., 1995), while som
E6 variants of HPV16 show differences in immortalizing acti
and p53 degradation (Yamaeé&al., 1997).E2 variation has bee
poorly studied. Ternet al. (1997) reported HPV16 Europed&?
variants associated with changes in immunodominant epitoy
the hinge region of E2 protein.

In this study, we found that AA variants are highly frequer
Mexican patients with cervical cancer, have extensive nucle
changes in th&2 gene and are associated with a high viral-c

The E2 protein of human papillomavirus (HPV) is involved irpumber and retention &1/E2genes.
the regulation of early gene expression and, with the E1 protein, in

the replication of viral genome. Disruption of ti? gene during

MATERIAL AND METHODS

integration of the viral DNA into the cellular genome has beeSamples and experimental design

proposed as an activation mechanism for progression from ad
vanced pre-invasive lesions to invasive cervical cancer (Schneid
Maunouryet al., 1987). It has been repeatedly shown that vir
DNA integration destroys thE2 gene (Wilczynskyet al., 1988),
thereby relieving E2-dependent negative control of BE®&/E7

promoter, increasing the expression of tB® and E7 viral

oncogenesln vitro studies have shown that cells with integrate
HPV16 DNA have a selective growth advantage over those wi

‘A total of 123 patients with invasive cervical cancer diagni
&tween January and June 1992 at the Hospital de Orie
entro Médico Nacional, IMSS of Mexico City, were recruitec
the study. Tissue samples were obtained by direct open biops
fragment was used for routine pathological diagnosis and the

olecular analysis. Squamous-cell carcinomas comprised
eno- or adenosquamous carcinomas 6.5% and undiffere

%{ES snap-frozen in liquid nitrogen and stored -a70°C fol

episomal DNA; and, in clinical studies, disruption®2 has been arcinomas 6.5%. The detection of HPV16, the presen&el(&:
associated with poor disease-free survival from cervical cancgid the level of viral amplification were analyzed by Southern

(Vernonet al.,1997).

E2, E6andL1/MY regions of the HPV16 DNA were amplified

Integration of the viral genome and disruption®f/E2genes polymerase chain reaction (PCR) and directly sequenced |
have been found almost in all cell lines derived from cervical

carcinomas (Schneider-Maunowyal., 1987). However, HPV16

DNAis not always integrated in carcinomas, and may also be foun%—

as an episome or as a combination of both integrated and episo

viral forms (Vernonret al.,1997; Culleret al.,1991; Coopeet al.,

rant sponsor: Secretariat of National Defense and CONACYT, Me

Bfnt number: L0036-M9607.

1991; Matsukurat al.,1989). In addition, HPV16 integration may
not always result in complete loss of t&l/E2 genes. While
single-copy HPV-integration events nearly always interi&{pfe2,
multi-copy head-to-tail tandem integration preserves intact inter
copies, and only the viral copy flanking the cellular DNA is
interrupted in théE1 or E2 region (Wagatsumat al.,1990). These

*Correspondence to: Laboratorio Multidisciplinario de Investigacion, Es
Militar de Graduados de Sanidad, Apartado Postal 35-556, 11649 Méxic
nl\cﬂli’exico. Fax: 52-5202-0303. E-mail: lamili@mail.internet.com.mx
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TABLE | — FREQUENCY OF EPISOMAL VIRAL FORMS ORE2-GENE DETECTION TABLE Il — LOCATION AND SEQUENCE OF PRIMERS USED IN PCR
IN HPV16-POSITIVE INVASIVE CERVICAL CARCINOMAS IN DIFFERENT AMPLIFICATION AND SEQUENCING REACTIONS
COUNTRIES
Region Name Location Sequence (5'-3'
Country n EpisoTaI Method Reference
forms (%f E2 F2670 2670-2689TGAGCTTAATGATAAGAACT

F2975 2975-2994GAACTGCAACTAACGTTAGA

USA 14 21 SB  Wilczynsket al., 1988 F3192 3192-3211CTGTGGTAGAGGGTCAAGTT
Sog;hgfgga’ 41 15 ISH  Coopeetal., 1991 F3500 3500-3519AACCCCTGCCACACCACTAA
g 42 31 SB  Dastal. 1992 R4086 4086-4067GCGTGCATGTGTATGTATTA
India da 3 3B [Dastal1soz o R3624 3624-3605TGTACTATGGGTGTAGTGTT
DA Canada a0 o, ISH Vernoretal, 199 R3384 3384-3367ATTTCAGGAGAGGATACT

gsAca S S8 Culetal 199 R3124 3124-3105TCCATCAAACTGCACTTCCA
Endla oL 2B Meanwedtal 1987 LI/MY! MY1l 6584-6603 GCACAGGGCCACAATAATGG

pan o F6775 6771-6790TGTGCAAAATAACCTTAACT
E2-positive (%) MY09 7035-7014 CGTCCTAAAGGAAACTGATCT
USA 14 36 SB  Wilczynsketal, 1988 R6859 6859-6840TTGTAGACCAAAATTCCAGT
OSA 45 64  PCR \Vemoretal,1997 E6 FO48  48-67 GAACCGAAACCGGTTAGTAT
Mexico o3 64 PCR Berumestal., 1994 F221 221-240 CGTGAGGTATATGACTTTGC
R374  374-355 GCTGTTCTAATGTTGTTCCA

1HPV16, human papillomavirus type 16; SB, Southern blot; IBH, R622  622-603 CAGTTGTCTCTGGTTGCAAA

situ hybridization; PCR, polymerase chain reaction. Only reports on— . —

more than 10 HPV16-positive cervical carcinomas and from different *Primers MY09 and MY 11 are specific only for HPV16.

laboratories were includedEpisomal forms include carcinomas with

episome only and those with both episome and integrated HPV16

genomes 2Essentially black populatiortMestizo population. Elmer). Data analysis was accomplished with the DNASIS
ware (Hitachi Software Engineering, Yokohama, Japan) and Bl
via Internet. HPV16 sequences and base positions are nun

fluorescent cycle-sequencing method and analyzed in an Automaiézording to the 1997 sequence database (Los Alamos N

Genetic Analyzer. Laboratory, NM).

Detection of HPV16 by Southern blot Nucleotide-sequence accession numbers

DNA was purified by phenol extraction. For Southern blots, 10 Nucleotide sequences have been submitted to GenBank ai
ug of sample DNA was digested with restriction enzymes BamHbe released upon publication. Accession numbers have
and Pstl (GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD), irassigned as follows: AF115831, AF115832.
conditions recommended by the manufacturer. In each experiment, . . i
the first lane contained the molecular-weight standard (Phagktistical analysis
lambda/HindIll) and the second lane contained 50 copies/cell of For copy number, the results are expressed as the me
HPV16 linear DNA (725 pg) and 1450 pg of HPV16 DNA plus 10standard error of the mean (SEM). The 2-tailed Mann-Whi
ug of human placental genome (HPG; Sigma, St. Louis, MO), &ktest was used to assess the significance of differences on th
carrier, digested with BamHI/Pstl. HPV16 DNA was used as prosimber between the groups. The Chi-squared test was u
in stringent conditions, and hybridization was conducted as dassess the significance of differences in the frequency of H
scribed (Berumeret al., 1994). The intensity oE6/E7 bands on Vvariants among the groups classified by the copy numbEd¢£Z
autoradiograms was analyzed by the Kodak Digital Scienstatus. The association between rows (r) and columns (c) of
Electrophoresis Documentation and Analysis System (Eastmawmber andE1/E2 groups in 3X 3 contingency tables, for :
Kodak, Rochester, NY), and the copy number per cell wadPV16- or HPV16 AA-positive samples, was tested by
calculated as described (Berumedral.,1994). squared. A difference was considered significant at a levpl-c

0.05.
Sequencing dE2, E6andL1/MY of the HPV16 genome from
different tumor DNAs

The E2, E6and L1/MY regions were amplified using primer _. . RESULTS . .

pairs specific for each region. The sequence and location of tf@ding of a new highly frequerti2 variant by analysis of
primers are given in Table II. The PCR mix was as follows: 500 ngouthern-blot patterns

of tumor DNA was added to achieve a final volume of 50 ul From the 123 samples explored by Southern blot, 46 (37
containing 30 mM Tris-HCI (pH 8.8), 2 mM MggI50 mM KCI, 1 were positive for HPV16; 34 (73.9%) of them had BB®E2gene:
mM DTT, 200 uM of each dATP, dTTP, dGTP and dCTP, 1 uM ointact (2.8-kb band in Fig.d,b) and 12 (26.1%) lost this regi
each primer, 100 ng/ul BSA and 1.0 U of Taqg DNA polymerasé~ig. 1c). All tumors with an intacE1/E2 region showed tt
(GIBCO BRL-Life Technologies). After de-naturing for 3 min atauthentic 7-cut Pstl/BamHI cleavage pattern of HPV16; how
94°C, the reaction was carried out over 40 cycles in a DNA8 of them also showed off-sized bands above Ei¢E2 banc
GeneAmp PCR System 9600 (Perkin-Elmer, Branchburg, NJ). Rgeines 3, 4 and 7 in Fig. land lanes 1, 3, 5 and 6 in Figb)l The
L1/MY the station 1 was set at 94°C for 30 sec, station 2 at 55°C fauthentic Pstl/BamH| banding pattern was not identical ir
1.5 min and station 3 at 72°C for 1.5 min; thereafter, the reactidil/E2-positive tumors. The first (2.8-kb) and third (1.1-kb) bz
was kept at 72°C for another 7 min. The same conditions were usgatresponding to regions A and C respectively on the HPV16
to amplify theE6 and E2 regions, but the annealing temperaturéFig. 2b), migrated slightly different from reference HP\
was set at 54°C. The amplified fragments were purified using tf®eedorfet al., 1985) in 14 tumors (see Fig. 2B@nes b, c and h
Quiaex Il kit (Quiagen, Valencia, CA), as specified by thd&andA (E1/E2) migrated faster and its molecular weight decre
manufacturer. The products were then sequenced in both directitiysapproximately 116 bp (270%.2818 bp of reference type) a
using the fluorescent cycle-sequencing method (BigDye Terminaand C (part ofE2, E5and part ofL2) migrated slower and i
tor Ready Reaction Kit, Perkin-Elmer). The PCR mix and cyclingrolecular weight increased by approximately 138 bp (126
conditions were used as recommended by the manufacturer andtfié4 bp of prototype). These DNA fragments are contiguous i
annealing temperature was set at 50°C. In addition to the primét®V16 genome (see map in Figh)2and the size variations cot
used in the amplification reactions, internal primers were used fi@sult from loss of the Pstl site at position 3693 and the acqui:
the sequencing reactions (Table Il). Sequence analysis was p#ra new one 116 to 138 bp upstream from this site (Fig. 2b). In
formed in the ABI PRISM 310 Genetic Analyzer System (Perkina putative Pstl-like site is found in the position 3561 (CTGC.
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A B C 241-260 and 271-290) and changes W341C and D344E
major IgG and IgA epitope (residues 328—345; Dilleeal.,1990)

« Of the 24 mutations, 9 also affect ted gene, which is located
part of theE2 DNA region but in a different reading frame. Amc
the 9 mutations affecting4,4 result in 3 amino-acid substitutiol
L62T, Q69P and H78Q, located in tkel region with similarity tc
actin protein (residues 48 to 114 in HPV1; Robettal.,1994).

28 —

E2 variants correspond to Asian-Americ&® andL1/MY
T “& variants

In order to investigate whether theB@ variants correspond

od — % HPV16 variants previously described on the basid. bfand E6
09 — sequences, we amplified and sequenced the MY fragment bt

gene (6584-7035) and the ful6 gene (from nucleotides 83
e 559) from all 8 sequence&2 variants and from 3 addition
08 Southern-blot-identifiedE2 variant tumor DNAs. All 11 sample

were Asian-American (AA) variants, 6 of the sub-class A

. (equal to isolates OR.8160 and OR.4541) and 5 of the sub
AA-c (equal to isolate 1S.53), according to the classificatio

Ficure 1 - Signal intensity and restriction pattern of European anfamadaet al. (1995, 1997). Co-variation betwe& andL1 was
Asian-American HPV16 variants in the Southern blot. Panels shdwlly observed, all 6 of the AA-a class-sub-claE$ variants
signal intensity and restriction pattern of DNA samples derived fromhowedL1/MY sequences consistent with AA-a class-sub-(
cervical carcinomas digested with Pstl and BamHl restriction enzymggriant and all 5 of the AA-c class-sub-cla&6 variant containe
and hybridized with the HPV16 DNA probe in the Southern-blof 1 yclectide sequences consistent with the AA-c class-sub

experiments. The tumoral DNAs shown (a) and (b) contain the : :

E1/E2band (2.8 kb) and are positive for European and Asian-Americdfdiant. However, although @2 variants were of the AAclass, t
variants respectively. Samples(t) are negative foE1/E2.Lanes 3,4 SUP-class co-variation betweenl/E6 and E2 was not fully
and 7 in (a)and lanes 1, 3, 5 and 6 {{b) show off-sized extra bands maintained. All 3 isolates with the MX7&2 sequence and o
(arrows). The restriction pattern of the reference HPV16 genonfigolate MX69) of the 5 MX6&2 sequence were of the AA-c ty
digested with Pstl/BamHI restriction enzymes and size of bands in kib L1 and E6, while the other 4 isolates with MX6B2 sequenc

are indicated at left. were of type AA-a sub-class in tli&6 andL1 genes (Fig. 3).

To determine the HPV16-variant types in cancers not shc

the variant pattern on Southern blot, th&MY region and theE6

132 bases from the 3693 position (see Flg).@nd it could become gene were amplified and sequenced in alEI2E2-negative cas
atrue Pstl recognition site by mutation of only one base, T per G & well as in the remaining1/E2-positive samples (@ 20). The
the position 3566. These predicted base changes were confirmedéiant AA-c was found only in 2 out of 12 (16.7%) tum
Pstl digestion of PCR amplified fragments containing HI§E2 negative forE1/E2 and in none of theE1/E2-positive samplt
region of these cases (data not shown) and by sequencing thithout the shift band in Southern blot. All AA-negative sam|

region (see below and Fig. 3). were European (E) variants. Since intergene co-variation be
L1/E6 and E2 genes was found in_most isolate_s, it can
VariantEdene has extensive nuc|eotide Changes I’easonably assumed that AA'C variants found n EIE/EZ

To determine the nature and precise locationE@fsequence negative samples would have the corresponding base char

- - - : s 2.TheE2gene was amplifiable in one of these 2 isolates (MX
variation, theE2 gene from 8 cases with variants identified b)F . . )
Southern blot was amplified, sequenced and compared Hd did have the AA-C sub-clag® sequence (Fig. 3), support

. : : = 1he intergene co-variation. In this study, the frequency of
HPV16 reference: a total of 24 nucleotide changes were identifi %ﬁiants was 34.8% of all HPV16-positive samples (16 out of
f

while 19 changes were consistent in all 8 cases, the remainin e
changes fell into 2 groups. Five cases had the pattern exempliffily? aimost equal distribution between sub-classes AA-C (53

by MX68 isolate (3 changes) and 3 cases had the patteq‘ﬂd AA-a (46.2%). . .

exemplified by MX70 isolate (2 changes; see Fig. 3). Compared e frequency of base changes in B L1/MY andE2 region:
with the E2 reference sequence (1098 bp), MX68 showed changes HPV16 was very similar. However, the frequency of r
in 2.0% and MX70 in 1.9% of bases. Therefore, the isolates MX&¥Ynonymous amino-acid substitutionsi@ was higher than if6
and MX70 should be considered as 2 different but related varian@fd L1/MY (see Table Ill). In fact, the non-synonymouse

Of the 19 consistent nucleotide substitutions, 15 result in £XNONYMOUS ratio was 2.8-fold and 7-fold higheif2 than inE6

amino-acid changes (2 contiguous mutations change the sa"f‘rqullMY’ respectively.

codon, 254). Five amino-acid (a.a.) substitutions were identified j . .
the transactivation domain, 6 in the hinge region and 3 in the Dhggrrelatlon_between viral copy number, Southern-blot pattern
binding domain (Fig. 4). In the transactivation domain, th&'" Y16 variants _ _

substitution H35Q fell into an identified site of interaction with the The viral-copy number per cell varied according to the pres
E1 protein (residues 18—41; Piccitial., 1995) and 4 changes fell of E1/E2 and the off-sized bands in the Southern blots
into the 3'region of the transactivation domain (Fig. 4). In the DNAagreement with previous observations, the detectiorEbfEZ
binding domain, the substitution T310K fell just beside a DNAcorrelates with high viral-copy number (meanl34.1+ 21.1.
binding helix (292-309) and together with substitutions W341gange 5-522), the disruption &fl/E2with low viral-copy numbe
and D344E in a putative dimerization domain. Of the 3 additiondmean= 15.2, range 1-60; 2-tailed Mann-Whitney U-t
base changes in the MX68 isolate, 2 (A3181C and T3387C) reshlf 0.0001; Fig. 1). However=1/E2-positive samples with o
in amino-acid substitutions, E142D located in the transactivatigized bands had higher viral-copy numbers (mea207.8+ 29.2.
domain and I1211T in the hinge region. Both additional changégnge 44-522) than those positive fB/E2 without off-sizec
(C3161T and G3416A) in the MX70 isolate result in amino-aci@ands (51.3- 11.7; 2-tailed Mann-Whitney U-tegt,= 0.0001).
substitutions, H136Y in the transactivation domain and A221T in Copy number per cell was also significantly different for AA
the hinge region. Changes T135K, T254N and F271V were locatEdvariants, the mean copy number of AA (1Z038.9) was highe
in 3 of the most reactive B-cell epitopes (residues 121-14fhan for E (67.6+ 13.5) variants (2-tailed Mann-Whitney U-te
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FIGURe 2 — Identification of HPV16E2 variants by changes in Southern-blot patt€e).Southern-blot pattern of 6 HPV16-positive DN
derived from cervical carcinomas digested with Pstl and BamHI. Samples in lanes a, e and g show the reference pattern, while lane
show the variant patterib) Pstl/BamH]I restriction and genome map of reference HPV16. The Pstl sites gained (position 3561) and lost
3693) in theE2 gene of the variant HPV16 are indicated. Positions of restriction sites are located at first nucleotide of the sites. Fragmel
D, E, F and G in the map correspond to the bands of 2.8, 1.8, 1.1, 0.9, 0.6 and 0.5 kb, respectively, in the Southéa).blot of

p = 0.0065; Fig. 1). If tumors are distributed by copy number peavident; the AA-positive samples were concentrated (62.5%,
cell into 3 groups, 1-10, 11-50 and50 (Table V), the AA 16) in the group positive foE1/E2with off-sized bands and mc
variants were concentrated (12 out of 16) in the high-copy-numbiisan 50 copies per cell (Chi squared tesk 3 contingency tabl
category (more than 50 copies/cell), whereas the E variants wgre= 0.035), whereas the E-positive samples were distrit
distributed evenly among the 3 groups (Chi-squaredpest0.024; similarly among the groups (Table V).

see Table IV). However, this difference disappears when the tumors

were classified according to the presence or absendeltE?2. DISCUSSION
Although, the distribution of AAand E variants was not statistically
different among theE1/E2 groups (Chi-squared tegp;= 0.054), In this report, we present the analysis of E&gene sequence

the AA variants predominate in thel/E2-positive samples with 2 Asian-American variants of HPV16 and its association witt
off-sized bands. In fact, when the copy numbers andBh#2 presence oE1/E2genes and a high level of viral amplificatior
groups were considered together in the analysis, the difference wasvical carcinomas. ThesE2 variants contain extensive b
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E2

2 3 33 3 3 3 3 3 33 3 3 3 3 3 33 3 3 3 3 3 3

8 1111 2 2 3 3 3 4 4 45 5 5 5 6 6 6 7 7 7 8
NUCLEOTIDE 6 5 6 8 8 2 4 6 7 8 1 1 4 1 1 3 6 6 8 9 0 7 8 0 CLASS /

o 911 2 4 9 2 7 7 0 6 9 6 7 8 6 4 4 4 6 8 7 b SUBCLASS
Reference c cCCAGTGACTC CGGC CTA ATTTCTTGT CT E
MX68 AA - CAAAGGTCT - A ACCGCAACTAGZG AAa
MX109 AA - CAAAGG-T - A ACCGCAATCTASG AAa
MX121 AAA - CAAAGGCT - A ACCGCAACTA ARG AAa
MX133 AAA - CA A AGGTCT - A ACCGCAACTA ARG AAa
MX69 AA - CAAAGGCT - A ACCGCAATCTAAGZG AAc
MX70 AAT - A A AGG-TAAACTCGS-AACTASGZG AAc
MX55 AAAT - AAAGG-TAAACCG - AATCTASG AAc
MX97 AAAT - A AAGG - TAAACTCG - AATCTASG AAc
MX119 AAT - A A AGG-TAAACCG - AACTA ARG AAc

11711111 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3

AMINO ACID 3 3 3 4 4 5 6 0011 2 3 5 5 6 7 01 1t 1 4 4 5

5 5§ 6 2 3 7 5 3 8 1 9 1 2 4 4 1 1 3 03 7 1 4 0
Reference HTHEALI RNUPI PAETTSFYTTSWDV
Substitution Q K Y DT I QDATSTI KN NNS-V - K - - CE -

Ficure 3 — Nucleotide and amino-acid sequence changes irEthgene from Asian-American AA-a and AA-c variants. Figure st
nucleotide (upper panel) and amino-acid (lower panel) changes B2gene amplified from 9 DNA isolates derived from cervical carcinc
positive for HPV16. The nucleotide and amino-acid positions at which variations were observed are written vertically. Identificatior
samples are indicated on the left. The class/sub-class type of each isolate according to the sediésameldf/MY regions is indicated on tl
right. Variant-sequence positions that do not vary relative to HPV16-reference sequence are marked with dashes. Nucleotide s
completeE2 variants have been submitted to GenBank and will be released upon publication. GenBank accession numbers have beel
follows: AF115831 for AA-aE2 and AF115832 for AA-E2 variants.

changes distributed throughout the entire gene, including thespectivelyj.e., that AA-c has evolved more recently than A,
transactivator and DNA-binding domains. On the basis offfe variant. This implication, together with the fact that the presen
andL1/MY sequences, the 2 identifidR variants correspond to AA-cis very common in Mexico and rare or absent in the rest ¢
Asian-American class and sub-class AA-a and AA-c (Yameda world (Yamadaet al., 1997), suggest that the AA-c variant n
al., 1997). have arisen in the New World after indigenous ethnic groups t
The identical 19 base changes in both EAvariants, as well as to enter the continent from Asia via the Bering Strait, prob
those exclusive for AA-a or AA-c variants, were consistently founground 24,000 years ago (Bonatto and Salzano, 1997).
in the sequenced samples, indicating that these changes wele not The intergene co-variation between HPV geB$sandL1 has
novo mutations but the result of an evolutionary process. ThHeeen noted by other authors (Yamaefal., 1997) and in th
frequency of base changes among the different regions of Avkesent study. Co-variation &2 with E6 andL1 is also present
variants was very similar; however, the non-synonymous-tadl but one sample in our study. The MX69 isolate hasEbBenc
synonymous substitution ratio f&?2 was 3- and 7-fold higher than L1 genes of the AA-c sub-class and tB2 gene of the AA-
those forE6 and L1/MY respectively. This suggests that tB® sub-class, and appears to be the product of genetic recomb
gene has been under positive evolutionary selection pressure aetliveen the 2 sub-classes. Although the genetic recombi
that therefore the E2-variant proteins could differ slightly, from theetween those variants seems to be rare, it is in agreement w
reference E2 protein, in function or in the structure ofimmunologieck of linkage between HPV16-genome segments observ
epitopes. Caribbean HPV16 isolates (Yamads al., 1995). A possibl
Analysis of the E2 sequence reveals the genetic distanc@xplanation for the appearance of recombination includes &
between AA-a and AA-c variants, a feature not seen inHbe Prevalence of recombinant genomes in Mexico and in the C
L1/MY and LCR regions. BothE6 sequences are identical, whilebean region.
L1/MY and LCR sequences differ only in 2 positions, but the In agreement with earlier observations, detectionEdf/EZ
number of changes is the sameB®, there are 5 different positions correlates with high viral-copy number, and the disruptioR bfEZ
between the AA sub-classes, and AA-a has one more mutation theith low viral-copy number (Berumeet al., 1994). Our stud
the AA-c variant. Some reports suggest that the AA variants méyrther associates detection B/E2and high viral-copy numb
have been present in Amerindians in pre-Columbian timesegHowith the Asian-American variants. The detection of the auth
al., 1993). TheE2 variants (AA-a and AA-c) may have evolved7-cut Pstl/BamHI cleavage pattern of HPV16 without off-s
separately from a common ancestor that included only the b@nds suggests that the viral genome is episomal, whil
identical base changes. A crude estimate of the evolution speeddetection of off-sized bands larger than 2.8 kb together witl
HPV18 suggests that it takes at least 12,000 years for a single p@nthentic BamHI/Pstl cleavage pattern, suggests multimerit
mutation inLCRto become fixed in the infected human cohort (H@somal forms (Matsukurat al.,1989) or integration of head-to-t
etal.,1993). Applying the timing of the molecular clock of HPV18tandem repeats (Matsukuea al., 1989; Daset al., 1992). It wa:
LCRto theE2 gene of HPV16, indicates that the AA-a and AA-cnoticed that the viral-copy number per cell was higher in tu
sub-classes may evolve over a period of 36,000 and 24,000 yeaemples showing the episomal multimeric or tandem integt
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FIGURE 4 — Localization of 18 amino-acid changes throughout the Asian-American E2 variant proteins. Figure shows the distribu
amino-acid changes along a schematic representation of the E2 protein, including the transactivation, hinge region and DNA-bindir
Continuous arrows represent substitutions shared by both variants; dotted arrows, exclusive substitutionsE@rigdlates; dashed arrov
exclusive substitutions for AA-&2 isolates. Functional domains are shown in hatched boxes above the E2 protein scheme. NLS
localization signal; LUR, late upstream region.

TABLE Il — COMPARISON OF NUCLEOTIDE- AND AMINO-ACID-SEQUENCE VARIABILITY OFEG, L1/MY AND E2 REGIONS BETWEEN ASIAN-AMERICAN
CLASS/SUB-CLASS AA-a AND E REFERENCE SEQUENCE

- Synonymous or Non-synonymous
Region Nug;ts)grsof Mutations Aangii no silent subsitutior’s substitutiond Nog);ﬁ)érr\g/rgg&gus/
sequenced Number % Number % Number % substitutions
E6 456 6 1.3 152 3 2.0 3 2.0 1.0
L1/MY 411 7 1.7 137 5 3.6 2 1.5 0.4
E2 1098 22 2.0 366 6 1.6 16 4.4 2.8
Aggregaté 1965 35 1.8 655 14 2.1 21 3.2 1.5

INumber and percentage of mutations of AA-a isolates compared with reference E seqbamber and percentage divergence
synonymous changes between AA-a and E reference sequéiomber and percentage divergence for non-synonymous changes betwer
and E reference sequencggregate based on combined data friéf) L1/MY andE2 sequences.

than those with episomal pattern. The strong correlation of AA

variants with high copy number and with the presenc&DfE2  tapLE Iv - DISTRIBUTION OF HPV16-POSITIVE CERVICAL CARCINOMAS
plus off-sized bands in the Southern blots suggest that these AMONG COPY NUMBER/CELL, SOUTHERN-BLOT PATTERN AND HPV16

variants are tandem-integrated or as multimeric episomes. VARIANTS

It is conceivable that the extensive amino-acid substitutions in E1/E2- EL/E2-positive
the E2 protein, a viral protein with major regulatory functions, may Copy number/cel ?negaf‘zfe Without off-sized  With off-sized All®
alter its molecular activity as well as the outcome of HPV _7 band$(n=16) bandS(n - 18)
infections. Of these changes, three (T310K, W341C and D344E),aAsian-American variants
both in AA-a and in AA-c variants, fell into the DNA-binding 1-10 0 1 0 1
domain, which is essential for the regulatory function of E2. 11-50 1 2 0 3
Especially important is the change from a threonine to a lysine in  >50 1 1 10 12
position 310, just beside the DNA-binding helix (a.a. 292-309) of _ Total . 2 4 10 16
the E2 protein; the conformation structure of this helix may be EUroPgan variants . 1 0 8
disturbed if the binding capacity of the E2 protein is impaired. 17 gg 3 8 1 12
Although the genome-replication capability 2 variants was not ~ >50 0 3 7 10
measuredn vitro, the strong signals in the Southern-blot experi-  Total 10 12 8 30

ments suggest that E2-variant proteins have conserved the capabifz ) ) .
ity of viral replication. Only one base change was found, in the 5’ S.‘"‘mé"%s \Ac/jlth_th?hautshentt;f Psﬂﬁéﬁ”' lcleav_atlﬁethpattertr;] wi
region of the transactivation domain (H35Q), suggesting that tHf, 51260 bands in the Southern mples with the authen

: X ; : .P3tl/BamHI cleavage pattern plus off-sized bands in the Sou
region of the HPV16 E2 is subjected to strong negative selectigfy; spistribution o?E :End AA p%sitive samples among copy nun

pressure. The main difference between AA-a and AA-c at thfoups was significantly different (Chi-squared= 0.024).4Distribu-
E2-protein level is that AA-c changed a histidine for a tyrosine aion of AA variants was significantly different among copy number
position 136 in the 3éxtreme of the transactivation domain. E1/E2groups (Chi squaregs = 0.035).
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The HPV16 E2 protein appears to be the target both of humoralThe high frequency oE1/E2positive samples in this and other
(Dillner, 1990; De SanJoset al.,1996) and of cellular (Koyaet reported tumor samples (Berumenal., 1994) may be related in
al., 1997) immune response. Several humoral epitopes are knopart to the presence of AA variants in a high percentage of patients
in the E2 protein, one in the transactivation domain (121-140), 3\wwith cervical cancer. However, other factors not related toEA
the hinge region (181-200, 241-260 and 271-290) and one in traiation may be associated with the high frequencyE&fE2
DNA-binding domain (328-346; Dillner, 1990). All but onepositive tumor samples, since only 41.2%Edf/E2positive tumors
(181-200) of these epitopes changed in the E2 protein of A#ad AA variants. The low frequency of disruption &1/E2
variants, suggesting that the humoral response to these epitoippelicates that disruption of th&2 gene is not necessary to
may be different for the E reference and for the AA variants. Terge-regulate the expression &6 and E7 viral oncogenes. The
et al. (1997) reported HPV16 Europedf?2 variants associated association of Asian-AmericaB2 variants with retention dE1/E2
essentially with changes in immunodominant epitopes of the hingaggests thaE2 variation may be an alternative mechanism for
region of E2 protein: they described base changes in 11 positiods;regulating the expression of viral oncogenes.
but only 5 changed the codified amino acid, 2 in the transactivation
domain and 3 in the hinge region. Surprisingly, all 11 codon
positions were also changed in the AA variants, but, unlike the
European variants, 10 changed the amino-acid codification. TheWe are grateful to Dr. E.R. Unger for stimulating discussions and
presence of HPV16 variants may explain the poor correlatidrelpful suggestions regarding this report and to Dr. L."Bemwho
between the presence of antibodies to HPV16 E2 and the detectiwavided the tumor samples. We thank Drs. M. Castln R.
of HPV16 DNA (De SanJoset al.,1996). Lisker and C. Gorodezky for reading the manuscript.
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