UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

“ANALISIS FUNCIONAL DEL ONCOGEN E6 DE VARIANTES DEL VPH
TIPO 18”

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
DOCTOR EN CIENCIAS
PRESENTA:

Q.C. ERICK NATIVIDAD DE LA CRUZ HERNANDEZ

DIRECTOR DE TESIS

Dr. MARCELA LIZANO SOBERON

MEXICO, D.F. 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



A mis padres y hermanos

Aunque separarme de ustedes fue uno de los momentos mas dificiles de mi vida, el
tiempo que he pasado lejos me ha ensefiado que un hombre siempre valora el honor y el
amor por la familia por encima de la riqueza. Mis padres no solo me ensefiaron a caminar y
a trabajar duro para obtener lo que deseamos, de ustedes aprendi el significado del amor por
los hijos y aunque el tiempo pase y aprenda algo nuevo cada dia, ustedes siempre tendran
algo que ensefiarme.

Los momentos que he compartido con mis hermanos, donde nos divertiamos juntos
son recuerdos que atesoro en mi corazon.

A mi esposa

El significado que tiene mi vida no seria posible sin ti, has estado en muchos
momentos de mi vida y en otros no y es gracias a tu ausencia que he aprendido cuanto
valoro el tiempo que estamos juntos y lo que soy cuando estoy junto a ti. Tu paciencia es
algo que mucha gente podria admirar.

A mi pequefio bebe

Jugar juntos me ha dado mas alegria de la que creo haber tenido en mi vida desde
que era nifio, verte dormir tan placidamente me hace pensar que nada importa mas que
tenerte a mi lado, eres el regalo mas grande que Dios me ha dado.

A mis abuelos que ya no estan

Conforme creci mis visitas fueron menos frecuentes y a pesar de que trataba de estar
mas cerca de ustedes, el tiempo que pasaba a su lado era poco. Ahora gque ya no estan, solo
viven en mi mente y en mi corazén, su ausencia es algo que llevo dia a dia.

A la Dra. Marcela
Por todo lo que aprendi a su lado y no solo ciencia, también a ser una mejor
persona, la alegria que irradia es algo que espero que nunca pierda.

A mis amigos
A todos mis amigos con los cuales comparti muchos momentos de alegria y que me
animaban a terminar esta etapa de mi vida. Adriana, Adela, Alma, Aurora y Marco.



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca de doctorado otorgada

durante el desarrollo de este proyecto con nimero de registro 169956 y a los recursos del
proyecto 60722 del CONACyT.

El presente trabajo fue realizado en la Unidad de Investigacion Biomedica del
Instituto Nacional de Cancerologia.



INDICE

> wnh e

® N o »

10.
11.
12.
13.

INTRODUCCION
RESUMEN . .. .ttt et et e e e et e et e et et e e et et e et e e e e e en e
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... ... ottt e e e e et e et e 7
ANTECEDENTES . .. ..ttt et e et e et et e et et e et et e et et a e ne et e e et 8
4.1, CANCER CERVICO-UTERINO......ocititutititiaittiieta aties ettt ee et sttt ekt st ee e et e et e e 8
42. EL PAPEL DEL VPHEN EL DESARROLLO DEL CACU ... ..ttt it et et et e e 8
4.3. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO ..ottt et e et e e e e e e e e 10
44, LOSONCOGENES VIRALES. .. ...t e e e e e e e et e et e 10
441, LaonCOPrOtEINA EB.......cuieiitiii it it it et et e et et e et e e et e 11
O - N o] (o) =1 W ST PP PPN 14
4.4.3. LaONCOPIOtEINGA ET7... e it ittt et et e e e e e e e et et et et et et e 15
4.5. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VPH ... .. iiiiiiii it et et et et e, 16
4.5.1. LaFamilia Papillomaviridae......... ..o 16

4.5.2. Variacion intratipo en los genes del VPH
46. LASVARIANTES DEL VPH EN EL RIESGO DE DESARROLLO DE CANCER CERVICAL............... 21

4.6.1. Diferencias funcionales de la variacion intratipo del virus del papiloma................ccocoiiiiiien 23
OBJIETIVO GENERAL . ...ttt et et e e et et e ettt e et e et 25
OBJIETIVOS ESPECIFICOS. ... e e e e et e e e e, 25
HIPOTESIS. .. ..ttt ettt ettt ettt et e e e 26
MATERIAL Y METODOS. ...ttt ettt ettt e et et e et et et et et e et et e e e 27
LT O VU T=tS =T = o] oo T PSR 27
8.2. Caracterizacion de los cambios nucleotidicos de los genes E6 y E7 de variantes del VPH tipo 18.......... 27
8.3, CUIIVO CRIUIAN ... ..ottt e ettt e 27
8.3. Construccion de los vectores de expresion con los aislados de E6 de VPH-18...........ccccvvvvvviiviiniininnnn, 28
8.4. Transfeccion celular con los plasmidos con las variantes de E6 del VPH-18.............ccccvvvniiiinininnnn, 30
8.5. Expresion de transcritos del gen E6 de variantes del VPH-18 en lineas celulares y tumores de CaCU.....31
8.6. Extraccion de proteinas y western blot de E6, P53 Y BaX.....uuuuuvuniuniuniinininansennaenaineenenneeneanannnn 31
8.7. Ensayo de degradacion in vitro de p53...............

8.8. Ensayo de formacién de colonias en agar suave

8.4. Generacion de tumores en ratones desnudos BalC/UN............ooeiiiiiiiiiiiiiii e e 32
8.5. Mutagénesis dirigida sobre el marco de leCtura de EB............ovvivviiriiiiiiiee e e et et 33
LRt U ] R 1 B 1 PPN 34

9.1. Amplificacion y caracterizacion de los cambios en las variantes de los oncogenes E6 y E7 de VPH-18....34
9.2 Analisis de la expresion de las variantes del oncogen E6 de VPH-18 en las lineas celulares

transfectadas Y tUMOIES A8 CACU..... ... .uu i uniinii et et et et e e e e et e et et e et et et e e e e et e ee e et e et een e e aeeaeeeris 35
9.3 Niveles de expresion de la proteina E6, p53 y Bax en las lineas celulares transfectadas con las variantes

o ] o] (oo o T=] o T T OO UPT 38
9.4 Efecto de la variacion intratipo de E6 sobre la degradacion in vitro de p53...........oeuuiiiiiiiiniininniins 40
9.5 Determinacion de la capacidad oncogénica de las variantes de E6 de VPH-18.............ccocviiviiniiniininnnns 42
9.6 Mutagénesis dirigida de los cambios en la secuencia de las variantes del gen E6..............c....cevveeiviiinn 43
5] 150101 [ ] PO P PP TPPRPP 45

ANEXOS......oooi .52
REFERENCIAS...............oooo. w07
LISTADE ABREVIACIONES. ... ...ttt et et et et b ettt e e e et e e e se s eresea e eaeaaeanas 87




1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la investigacion sobre la etiologia del Cancer Cérvico-Uterino
(CaCU) ha presentado un progreso muy importante. En décadas pasadas, diferentes agentes
infecciosos como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum y
el virus del Herpes simplex tipo 2 representaban los principales agentes causales en el
desarrollo del CaCU. En el afio de 1974, el virologo aleman Harald zur Hausen, fue el
primero en proponer la asociacion del virus del papiloma humano con el desarrollo del
CaCU. Durante una conferencia internacional en Florida, el doctor zur Hausen presentd sus
resultados demostrando que el virus del Herpes simplex no estaba asociado a la etiologia
del cancer cervical. Sin embargo, el hecho de que un investigador de Chicago anunciara
que habia aislado el 40% del genoma del herpes simple en una muestra de cancer cervical

demerit6 sus resultados, catalogandolos como carentes de sensibilidad.>®

En 1977 mientras zur Hausen dirigia el Instituto de Virologia en Freiburg, su equipo
de trabajo aislo el material viral de una verruga genital. Desafortunadamente este tipo
(VPH-6) no estaba presente en las células de CaCU. Poco tiempo después, se aislé parte de
la secuencia del VPH-11, encontrando una relacion distante con secuencias de una biopsia
de cancer de cérvix. Hallazgo que ayudé a que Mathias Durst, lograra clonar un nuevo tipo
en una biopsia de CaCU, el VPH-16.%° Este resultado llevé a demostrar que este tipo estaba
presente en cerca de la mitad de las biopsias de cancer cervical, lo que permitié establecer
el papel etiolégico del VPH en el desarrollo del CaCU. Mas tarde, Meisels y Fortin
publicaron dos reportes resaltando la presencia de coilocitos en los raspados cervicales,
como un indicativo de infeccion por VPH.* Esta idea fue apoyada al observar particulas
virales en las lesiones de bajo grado del cérvix. Mas de 20 afios de investigacion sobre el
mecanismo de transformacion del VPH, llevé a que en el afio de 1995, la agencia
internacional de investigacion en cancer designara a los tipos 16 y 18 como agentes

carcinogénicos y a los tipos 31 y 33, como probables carcindgenos.®



2. RESUMEN

La infeccion persistente con los VPH de “alto riesgo” constituye el principal factor
de riesgo para el desarrollo de cancer cérvico-uterino. Sin embargo, los estudios
epidemiologicos y moleculares han propuesto que la variacion intra-tipo representa un
factor de riesgo muy importante en la carcinogénesis cervical. Con respecto a las variantes
de VPH-16 se ha propuesto que la modificacién en los oncogenes virales, asi como en la
region larga de control se asocia con infecciones més persistentes y con un mayor riesgo de
cancer. En el caso del VPH-18, se ha observado que las variantes de la rama Africana se
encuentran con mayor frecuencia en lesiones premalignas y en el caso de tumores, con
tipos histoldgicos con un mejor pronostico relativo. Estos hallazgos indicarian que la
variante Africana del VPH-18 presenta un comportamiento oncogénico menor con respecto
al aislado de referencia.

El anélisis de la variacion intra-tipo en el oncogen E6 del VPH-18 demostrd que los
cambios presentes en este gen modifican su patron de expresion. En el caso del aislado de
referencia y la variante Europea expresan mayores niveles de expresion del transcrito
completo de E6; sin embargo, la variante Africana expresa mayores niveles del transcrito
E6*l. Los ensayos de mutagénesis dirigida sobre la secuencia del gen E6 de referencia
mostraron que el cambio la posicion C491A estd implicado en la mayor expresion del
transcrito E6*1 observado en la variante Africana. Los cambios en el patrén de expresion
observados en las variantes correlacionaron con el patron de expresion observado en
muestras de tumores que contienen las diferentes variantes de VPH-18. Como una
consecuencia de la reduccion en los niveles del transcrito completo de E6 en las clonas de
la variante Africana, los niveles de la proteina E6 se reducen y aumentan los niveles de las
proteinas p53 y Bax. La capacidad transformante de las variantes de E6 para generar
tumores en ratones desnudos demostré que el aislado de referencia genera tumores de
mayor volumen con respecto a los tumores generados con la variante Africana. Estos
resultados sugieren que los cambios presentes en el oncogen E6 estan implicados en el
procesamiento del transcrito, o que repercute sobre el comportamiento bioldgico de esta

variante.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La persistencia de la infeccion con el virus del papiloma humano de “alto riesgo”
constituye el principal factor de riesgo en del desarrollo del CaCU, principalmente los tipos
16 y 18. Sin embargo, solo una pequefia proporcién de las lesiones cervicales infectadas
con el virus de alto riesgo avanzan a céncer, lo cual indica la presencia de factores
adicionales. Un factor viral muy importante es la variacion intratipo. Se propone que ciertas
variantes estan implicadas en las diferencias en el comportamiento de las neoplasias. Se
propone que los cambios nucleotidicos que presentan las diferentes variantes de VPH
podrian alterar procesos de transcripcion de genes especificos, replicacion viral y
transformacién celular, lo que a su vez podria repercutir en funciones bioldgicas y

bioguimicas que expliquen la diversidad en fenotipos clinicos.



4. ANTECEDENTES
4.1 CANCER CERVICO-UTERINO

El Céancer Cérvico-Uterino (CaCU) constituye unos de los principales problemas de
salud publica en el mundo. En el &mbito mundial, ocupa el quinto lugar en frecuencia entre
las neoplasias y el segundo lugar entre las neoplasias que afectan a las mujeres. De acuerdo
al altimo estimado global, cada afio se detectan 493,000 casos nuevos, con una tasa alta de
mortalidad de aproximadamente el 50%.%° El 83% de los casos se presentan en los paises en
vias de desarrollo, casi 300,00 casos; mientras que en los paises desarrollados, el niUmero de
casos es menor de 100,000. El indice de sobrevida es menor del 50% en los paises en

desarrollo, comparado con el 66% de los paises desarrollados.®*

Las regiones mas afectadas por el CaCU se encuentran entre las mas pobres del
mundo. Centro y Sudamérica, el Africa Sub-Sahariana, partes de Oceania y Asia tienen el
mayor indice de incidencia de CaCU; 30 por cada 100,00 mujeres, comparado con 10 de
cada 100,000 de Norteamérica y Europa.®® La carencia de un programa efectivo de
deteccidn oportuna de condiciones precancerosas, asi como las deficiencias del tratamiento
de las lesiones premalignas, podrian ser las razones mas importantes por lo que se observa
una mayor incidencia de CaCU en los paises en desarrollo. Algunos autores han propuesto
que la variacion intratipo es uno de los factores implicados en la alta prevalencia de cancer

cervical en estas regiones.

En Mexico, el CaCU ocupa el primer lugar en frecuencia entre las neoplasias
presentes en mujeres y el tercer lugar en mortalidad en la poblacién general.®” Esta
enfermedad afecta principalmente a las mujeres en edad reproductiva; debido a que el
tiempo de progresion de las lesiones premalignas a cancer invasor es lento, la incidencia de
esta neoplasia es muy baja en mujeres menores de 25 afios.” La edad promedio de las
mujeres mexicanas que presentan esta patologia es de 50 afios, sin embargo las mujeres

entre 44 y 53 afios son las més afectadas.”
4.2 EL PAPEL DEL VPH EN EL DESARROLLO DEL CACU

La epidemiologia del CaCU la ha catalogado como una enfermedad de transmision

sexual, lo que implica la presencia de un organismo infeccioso como principal agente



etiolégico.™ Actualmente se considera que la infeccion persistente por el VPH de “alto
riesgo” es el principal factor de riesgo para el desarrollo del CaCU.™ EI ADN de los VPH
de “alto riesgo” se ha detectado en el 99.7% de los carcinomas de células escamosas y en el

94 a 100% de los tumores del cérvix de origen glandular.®

La infeccion por el VPH es la enfermedad de transmision sexual mas comdn. La
determinacion del ADN de VPH en mujeres asintomaticas, estima que la prevalencia de la
infeccion varfa de un 2 a un 44%." Las posibles explicaciones para una variacion tan
amplia se basan en la diferencia en la edad de las poblaciones analizadas, asi como la
sensibilidad de las pruebas usadas para la determinacion del ADN viral. Se piensa que
cerca de un 70% de las mujeres sexualmente activas se infectan al menos una vez en su
vida.” La mayorfa de los individuos afectados eliminan la infeccién sin desarrollar alguna
manifestacion clinica evidente. De esta forma, solo una pequefia proporcion de los
individuos infectados progresan a cancer. La infeccion con ciertos tipos de VPH parece ser
uno de los factores que explican en parte, las diferencias en el comportamiento de las
lesiones. Casi 40 tipos de VPH infectan el epitelio del cérvix.®® Los estudios
epidemiologicos enfocados a determinar la asociacion entre la presencia de VPH y el riesgo
de desarrollo de cancer, han identificado que la infeccion con ciertos tipos de VPH confiere
mayor riesgo de evolucionar a CaCU. Quince aislados de VPH se han denominado como
tipos de alto riesgo [16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 58, 68, 73 y 82]; 3 tipos,
como probables alto riesgo [26, 53 y 66]. Doce tipos, se han catalogado como de bajo
riesgo [6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108]; mientras que 3 tipos se han

considerado con riesgo indeterminado [34, 57 y 83].>®

El VPH-16, el cual es el tipo mas frecuente en mujeres con citologia normal,
también es el tipo mas comdn en los tumores escamosos. EI VPH-18 es el segundo en
frecuencia en los tumores escamosos; sin embargo, en los tumores de origen glandular, el
VPH-18 ocupa el primer lugar en frecuencia, seguido del VPH-16." Los tipos 6 y 11,
denominados como de bajo riesgo, son los tipos méas frecuentes en lesiones benignas en
areas anogenitales conocidas como condiloma acuminado (verrugas genitales). Estos tipos
de bajo riesgo también pueden estar presentes en lesiones de bajo grado; sin embargo, no se

han observado en lesiones de alto grado.***°



4.3 EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El VPH es un virus pequefio, no encapsulado, de forma icosahedral de 55 nm de
didmetro, que replica su genoma dentro del nucleo de las células infectadas. La estructura
externa del virus consiste de una capside compuesta de 72 capsémeros, formados por las
proteinas L1 y L2.* La proteina L1 constituye el componente principal de la cépside y
presenta una secuencia altamente conservada entre los VPHs. La proteina L2 es un
componente adicional en la estructura de la cépside y posee una estructura menos

conservada entre los VPHs.

Los virus del papiloma tienen una organizacion gendmica similar, consiste en un
genoma de ADN de doble cadena circular. En los viriones, el ADN se encuentra asociado
con histonas celulares, lo que resulta en una estructura parecida a la cromatina celular.®® El
genoma contiene alrededor de 8000 pb que puede ser dividido en general en tres regiones
separadas por 2 sitios de poliadenilacion (pA). Una regién no codificante o region larga de
control (RLC), que abarca cerca del 10% del genoma (400 a 1000 pb). Esta region contiene
los elementos reguladores para el control de la expresion y replicacion viral. La region
temprana (E), ocupa mas del 50% del genoma viral y contiene los marcos de lectura de las
proteinas implicadas en el control de la replicacion y de la transcripcion (E1, E2 y E8);% asi
como las proteinas implicadas en la inmortalizacion y transformacion celular (E5, E6 y E7).
Por ultimo, una regiodn tardia (L), la cual codifica para las proteinas estructurales de la

cépside expresadas durante la infeccién productiva (L1 y L2).2%?

Aun cuando la proteina E4
se encuentra en la region temprana, se expresa en forma tardia y su principal funcion es la

de interactuar y lisar la estructura de queratinas para la liberacion de los viriones.™

El genoma viral contiene en promedio de 8-10 marcos de lectura, localizados en una sola
cadena del ADN vy se expresan en forma de ARNm policistronicos. En los VPHs
oncogénicos, los transcritos se inician a partir de 2 promotores principales; uno de ellos se
encuentra localizado arriba del marco de lectura de E6 y activa la expresion de los genes
tempranos antes de que inicie la replicacion productiva. En el VPH-16 y 31, este promotor
se designa como p97, mientras que en el VPH-18 se denomina p105. **? El otro promotor,

denominado tardio; se activa cuando se inicia la replicacion productiva y dirige la
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Figura 1. Estructura de la capside y genoma del VPH.
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Figura 1. a) Representacion esquematica de la estructura de la capside del virus del papiloma humano,
compuesto principalmente por la proteina L1 y en menor proporcion de la proteina L2. b) Genoma circular de
doble cadena del virus del papiloma humano. Localizacion de los genes en las diferentes regiones de

conforman el genoma viral, asi como de la regién que controla la replicacion y expresion del VPH (RLC).

4.4 1.OS ONCOGENES VIRALES

El largo periodo de latencia entre la infeccion por el VPH de alto riesgo y el
desarrollo de cancer; asi como la baja frecuencia de progresion de las lesiones pre-malignas
asociadas con VPH reflejan la naturaleza del CaCU inducido por el VPH. Las propiedades
transformantes de los VPHSs de alto riesgo residen principalmente en dos genes, E6 y E7.
Estos genes son consistentemente expresados en los tumores cervicales y en las lineas
celulares de CaCU positivas a VPH.”® La expresion de E6 y E7 es esencial para inducir y

mantener el estado transformado de las células positivas a VPH.”

4.4.1 La oncoproteina E6
La proteina E6 es una proteina relativamente pequefia que contiene aproximadamente
150 aminodacidos. Una caracteristica comdn de las proteinas E6 es la presencia de cuatro

motivos Cys-X-X-Cys, capaces de unir zinc y generar estructuras denominadas “dedos de




Zinc”. La integridad de estos dominios es esencial para diversas funciones, tales como
activacion transcripcional, transformacién, inmortalizacion y asociacion con proteinas
celulares.®® E6 es fosforilada por una proteina cinasa A (PKA), la cual reconoce residuos de

treonina en la regién carboxilo de E6.*

La localizacion de E6 ha sido controversial y compleja, en parte debido a sus bajos
niveles en las células. La localizacion de E6 se ha descrito en el ndcleo, citoplasma y
membranas no nucleares (incluyendo aparato de Golgi) en diferentes tipos celulares.>
Algunos estudios muestran que la proteina E6 de los VPHs de alto riesgo se encuentra
distribuida tanto en el ndcleo como en citoplasma, siendo mas abundante en el ndcleo;
mientras que en los tipos de bajo riesgo, se encuentra en forma predominante en el
citoplasma.® Sin embargo, recientes estudios han observado que la localizacién de E6 de
VPH-18 es un proceso controlado activamente, dependiente del estado de diferenciacion de

las células o en respuesta a diferentes estimulos.®*

A pesar de que E6 es una proteina relativamente pequefia, induce cambios muy
importantes en el ciclo de vida del virus y en el proceso de inmortalizacion y
transformacion de la célula. E6 es uno de los genes que se expresan mas tempranamente
durante la infeccion por VPH, creando un ambiente méas propicio para la produccion de
nuevas particulas virales al inhibir el proceso de apoptosis, alterar la expresion de otros

genes celulares e incrementar el tiempo de vida de la célula.

La caracteristica transformante de E6 esta mediada por su interaccion con una gran
variedad de proteinas celulares.”® El blanco celular méas conocido de E6 es la proteina
supresora de tumores p53. El principal mecanismo por el cual, las proteinas E6 de los
VPHSs de alto riesgo alteraran la funcion supresora de tumores de p53, es a traves de
promover su degradacion para reducir los niveles funcionales de p53. La oncoproteina E6
estimula la degradacién de p53 por medio del sistema de degradacion proteosémica de
Ubiquitina.” La degradacién de p53 es estrictamente dependiente de su unién con E6, se ha
observado que las mutaciones en p53 que interfieren con la interaccion con E6 generan
resistencia a la degradacion. Esta es la razon por la cual la afinidad de union de las
diferentes proteinas de E6 con p53 correlaciona con su eficiencia para estimular la
degradacion de p53.°® La proteina E6 de VPH-16 se une y degrada p53 con mayor



eficiencia que la proteina E6 de VPH-18; mientras que proteinas de bajo riesgo que se unen
débilmente a p53 son inactivas para su degradacion in vitro.®® Para promover la
degradacion de p53, E6 requiere de una proteina celular llamada E6AP, una proteina que
desempefia la funcién de ligasa de ubiquitina.* E6 se une a p53 y a EBAP simultaneamente
y por consiguiente actia como un puente para permitir la interaccion entre la ligasa y p53.
En condiciones normales, la degradacion de p53 es mediada por el mismo sistema
proteolitico; sin embargo, a diferencia de la ligasa empleada por E6, p53 es marcada por la
proteina MDMZ2.%® Este cambio en la ligasa que emplea E6 para la degradacién de p53
reduce dramaticamente la vida media de p53 de 3 hrs a 20 min.** Ante un dafio al ADN,
p53 se estabiliza mediante ciertas modificaciones en el dominio carboxilo, tales como
fosforilacion y acetilacion. Las modificaciones postraduccionales impiden que p53 sea
ubiquitinado y degradado, debido a que los sitios utilizados para la fosforilacion y
acetilacion, son los mismos sitios empleados por MDM2 para la ubiquitinizacién.** El
aumento en la degradacion de p53 por E6 es la principal causa de la ausencia de su funcion,
ya que la secuencia del gen p53 rara vez se encuentra mutado en tumores cervicales.”

La degradacion continua de p53 por E6 puede llevar a la acumulacion de mutaciones
genéticas en las células infectadas, contribuyendo fuertemente a la accion carcinogénica de
los VPHSs de alto riesgo. Sin embargo, E6 es una proteina que interactia con diferentes
proteinas celulares implicadas en vias celulares como la apoptosis, vias de sefializacion y
diferenciacion celular. Estudios recientes han identificado una nueva clase de proteinas
caracterizadas por poseer dominios PDZ, que se unen de forma directa a los sitios de union
a dominios PDZ presentes en el extremo C-terminal de las proteinas E6 de tipos de alto
riesgo.” Esta interaccion es particularmente interesante, debido a que este sitio de unién a
dominios PDZ esta formado solamente por cuatro aminoacidos y no esta presente en las
proteinas E6 de bajo riesgo (XT/SXV).?* Las proteinas PDZ identificadas que interaccionan
con E6 son: hDIg, un homélogo de la proteina supresora de tumores DIg de Droséfila;*®
MAGI-1, una proteina involucrada en la unién celular;?® y hScrib, implicada en el control
de las uniones celulares, asi como en la proliferacion celular.”® Debido a que estas proteinas
se expresan en sitios de contacto célula-célula, se han relacionado con el control de la
division y polaridad celular.



4.4.2 La proteina E6*

Los VPHs difieren marcadamente en sus patrones de transcripcion de la region
temprana. Como se puede observar en la figura 2, los patrones de transcripcion de los
VPHs de alto riesgo implican diversas alternativas de ajuste, los cuales generan un patron
complejo de transcritos.’® La regulacién de estos eventos de ajuste durante la infeccion
viral aun no se comprende por completo, en la mayoria de los casos se relaciona tanto con

el sitio donador y diferentes sitios aceptores del marco de lectura de los genes tempranos.

En el caso de los VPHs de alto riesgo, los genes E6 y E7 se transcriben como transcritos
lineares bicistronicos y transcritos policistronicos procesados. Los transcritos procesados se
originan del promotor temprano a través de un acoplamiento entre el sitio donador,
localizado a 120 pb del coddn de inicio y los 4 diferentes sitios donadores. Entre los
polipéptidos codificados por el procesamiento alternativo del transcritos de E6 se

encuentran cuatro proteinas truncadas, denominadas E6* I, 11, 111 y V.

Figura 2. Mapa de transcripcion del VPH-16
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policistrénico se describe en la parte derecha de cada especie de mensajero.




La proteina E6*I se obtiene como resultado del procesamiento del transcrito de E6, que
da lugar a un transcrito de menor tamafo. Este transcrito se genera por la union entre el
sitio donador en la posicion 233 y el sitio aceptor 416. El transcrito E6*I se traduce en una
proteina que pierde la regién original C-terminal de la proteina E6 al generarse un codon de
paro anticipado, ademéas de perder ambos dominios de “dedos de zinc” de la secuencia
original de E6.°" La proteina E6* solo se ha detectado en tumores generados en ratones
desnudos.” Se ha observado que la proteina E6* traducida in vitro es inestable, sugiriendo
que los bajos niveles observados en las células se deben a su rapida degradacion. Una de
las posibles funciones de E6* fue sugerida en estudios donde se muestra que la proteina
E6*I de VPH-18 traducida in vitro puede inhibir la degradacién de p53 por E6.%” Estudios
en celulas nulas para p53 mostraron que la coexpresion de E6*1 de VPH-18 con p53 en
presencia de EB, resulta en la inhibicion de la degradacion de p53. El principio por el cual
E6*1 es capaz de inhibir la degradacion de p53 inducida por E6 es muy interesante. Al
parecer, E6*| es capaz de unirse in vitro a E6 y a E6-AP, pero no a p53.%° Sin embargo, el
andlisis mutacional de E6*I de VPH-18 ha mostrado que la actividad antiproliferativa de la
expresion de E6*I parece correlacionar principalmente con la habilidad de interactuar con
la proteina E6, més que con E6-AP.% Esto sugiere que una de las funciones de E6*I es
modular la degradacion de p53 durante la replicacion viral, lo que reduce el proceso de
inmortalizacion e integracion al genoma, lo que resultaria en la perdida de la capacidad de

replicacion.

4.4.3 La oncoproteina E7

La proteina E7 contiene aproximadamente 100 a.a. De forma similar a E6, E7
contiene un dominio de union a zinc en la region C-terminal, el cual utiliza para su
dimerizacién o multimerizacion y un sitio de fosforilacion en su region N-terminal, donde
es fosforilada por la cinasa caseina 11.°*° Diversos ensayos han demostrado que la
localizacién de la proteina E7 dentro de la célula es predominantemente nuclear;*® sin
embargo, se han detectado niveles muy bajos en el citoplasma y otros compartimentos
celulares, lo cual se relaciona con la capacidad de E7 para interactuar principalmente con
blancos celulares implicados en la sintesis del ADN y el control del ciclo celular. E7
interactGa con muchos blancos celulares, tales como pRb, p107, p130, Ciclina A, Ciclina E,

desacetilasa de histonas-1 (HDAC-1) y Ap-1.22687%5133 Dehido a la naturaleza de estas



proteinas, se puede determinar que el principal papel de E7 consiste en alterar el ciclo
celular normal de la célula. La expresion de E7 esta asociada con un incremento en la
sintesis del ADN celular, asi como con un aumento en la proliferacion celular. Estas
caracteristicas son el resultado de la interaccion entre E7 y las proteinas de la familia Rb,
incluyendo pRb, p107 y p130.° Estas interacciones interfieren con la habilidad de pRb para
inhibir la activacion del factor de transcripcion E2F, de tal forma que E7 forma un
complejo con pRb promoviendo su degradacion a través del sistema de ubiquitinizacion.*?
Esto permite que el factor E2F active la transcripcion de los genes involucrados en la
sintesis de ADN, tales como la ribonucleétido reductasa y ADN polimerasa-alfa.®® Ademas
de la degradacion de Rb, E7 interactta con otros inhibidores del ciclo celular, incluyendo
p21 y p27.%41% De jgual forma que EB, la expresion de E7 es necesaria para mantener la

proliferacién continua en las lineas celulares de cancer que contienen VPH.*

4.5 CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VPH
4.5.1 La Familia Papillomaviridae

A mediados de los afios cincuenta, cuando el virus del papiloma y el virus de la polio
empezaron a ser estudiados por microscopia electronica y anélisis béasicos de acidos
nucléicos, ambos tipos virales se agruparon en una sola familia, denominada
Papopaviridae. Esta clasificacion se basa en las similitudes observadas en estructura de la
capside y en el genoma circular de ADN de doble cadena. Sin embargo, estudios
funcionales y de secuencia demostraron que estas similitudes eran demasiado superficiales
para establecer una relacion. Todos los virus de la polio tienen un genoma de alrededor de 5
kb, mientras que el genoma de los virus del papiloma esta cercano a 8 kb. Los poliomavirus
tienen 2 unidades de transcripcion y en el caso del virus del papiloma la transcripcién se
presenta en una sola direccion. La diferencia mas importante es que los poliomavirus y los
virus del papiloma no comparten mucha similitud en la secuencia de nucledtidos y amino
acidos. Hoy en dia, estas familias son reconocidas por el comité internacional de taxonomia
de los virus como familias separadas, Papilomaviridae y Poliomaviridae.? La clasificacion
actual permite agrupar a todos los tipos de VPH conocidos de acuerdo a sus caracteristicas

filogenéticas en géneros, especies, tipos, subtipos y variantes. A la fecha se han identificado



méas de 200 tipos de VPHSs diferentes, los cuales pueden ser divididos en aquellos que
infectan superficies cutaneas y aquellos que infectan superficies mucosas. A pesar de su
variedad, todos los virus de papiloma animal y humano parecen compartir una organizacion
genetica similar, aunque con diferencias tanto en las funciones de los genes virales

individuales, como en su regulacion.

En contraste con otros virus humanos, los virus de papiloma no han sido tipificados
por metodos serologicos tradicionales. La carencia de antisueros que permitan distinguir
entre los diferentes tipos de HPV, es la principal razon por la cual la clasificacion de los
tipos virales esta basada en el alineamiento de la secuencia nucleotidica. El analisis de la
base de datos de la secuencia de los virus del papiloma muestra que el gen L1 es uno de los
genes mas conservados y por lo tanto es particularmente adecuado para construir la
taxonomia de la familia papilomaviridae. Actualmente se acepta por definicion que el ADN
de cada tipo difiere en por lo menos un 10% de la secuencia nucleotidica del gen L1, de
aquella de cualquier otro tipo viral conocido. Aislados de un tipo cuyas diferencias van del
2 al 10%, son muy raras y son referidas como “subtipo”. Sorprendentemente, solo tres
aislados cumplen los criterios que definen un subtipo. EI VPH 46, 55 y 64 originalmente
descritos como tipos separados, se han definido como subtipos de los VPH 20, 44 y 34
respectivamente.??

Las variantes de los tipos de VPH difieren en menos del 2% en la secuencia del gen
L1 del aislado original, referido como prototipo 0 genoma de referencia. En regiones con
mayor divergencia intratipo como la RLC, las variantes pueden diferir hasta un 5% con
respecto al aislado de referencia. La secuencia de la RLC es la region méas usada para
describir la diversidad intratipo, sin embargo se ha descrito que la regién comprendida entre
los genes E4 y E5 presenta una mayor variabilidad que la RLC.* Para identificar a las
variantes se obtiene la secuencia de un fragmento de 400 pb de la region larga de control o
un fragmento de 450 pb del gen E6 y se determina la presencia de una variante a cada
aislado que difiere del prototipo al menos en un nucledtido. Es importante resaltar que el
término prototipo no es indicativo de una secuencia ancestral, indica solamente la primera
secuencia que se describid de dicho tipo. Esta estrategia se ha aplicado a numerosos tipos
de VPH de aislados obtenidos en todo el mundo.*>**® A través de estos estudios se ha

observado que aparentemente existe un numero limitado de variantes comunes de cada tipo



y que las variantes muestran mayor divergencia cuando se obtienen de muestras que
provienen de grupos étnicos que han evolucionado por mucho tiempo sin contacto alguno,
por ejemplo los Africanos e indios Americanos. De estos hallazgos se ha sugerido que cada
tipo de VPH ha estado con la especie humana desde nuestros origenes, evolucionando y

diseminandose de forma similar a la migracion global del hombre.®

4.5.2 Variacion intratipo en los genes del VPH

Las proteinas E2, E4, E5, E6 y E7 son importantes para diversas funciones virales,
tales como, replicacion y transcripcion del ADN viral, interaccion con el citoesqueleto,
inmortalizacion y transformacion.®® La variacion en la secuencia en una o més de estas
proteinas puede alterar su funcion bioldgica y afectar el resultado clinico de la infeccion. La
caracterizacion de la variacién intratipo en la secuencia nucleotidica dentro de los tipos de
VPH representa un acercamiento para la identificacion de las variantes, que tienen
funciones bioldgicas diferentes.

Las variantes “intratipo”, se definen como aquellos aislados que muestran una
similitud en su secuencia de mas del 98% con respecto al tipo viral de referencia en
regiones conservadas del genoma, como L1y L2.” Las regiones no-codificantes muestran
una variabilidad ligeramente mayor, con una desviacion del 5% de la secuencia de
referencia que se considera hipervariable.® Las secuencias de DNA que codifican dominios
conservados en proteinas, permiten comparar a los tipos de VPH y analizar el proceso de
especiacion, dado que en la taxonomia de los VPH el término “tipo” se considera
equivalente al termino “especie”. Por otra parte, las secuencias de fragmentos genémicos
involucrados en la regulacién de la transcripcion son altamente variables entre los
diferentes tipos de HPV. Sin embargo, estas secuencias contienen un grado de diversidad
entre clonas aisladas de un mismo tipo de HPV, suficiente para entender su evolucion
molecular. Los estudios de variantes permiten entender parte de la historia evolutiva de los
virus de papiloma y resultan ser un modo eficiente de conocer el origen y forma de
diseminacion de estos virus. La gran especificidad y diversidad de tipos sugiere que estos
virus estan muy bien adaptados y que han estado en intima asociacion con su huésped por
mucho tiempo.*® Tal y como se refleja en diversos estudios, donde se observa la

distribucién de ciertas variantes de VPH-16 provenientes de la referencia Europea como



resultado del proceso de colonizacion.®® El pequefio grado de variacién en regiones
geograficas, comparado con la gran diversidad entre regiones, es consistente con la idea de
una lenta acumulacion de mutaciones en periodos de tiempo muy largos, sugiriendo un
minimo indice de mutacion y un posible origen ancestral comun.

Hoy en dia, a través del analisis de una gran cantidad de aislados de VPH obtenidos
de diversas partes del mundo, se ha definido cuales son las variantes de los tipos virales
més frecuentes; en particular, VPH-16, HPV-18,%° HPV-6 y HPV-11.% Ademas de otros
tipos menos frecuentes como el VPH 5y 8; y mas recientemente los tipos 58, 31, 33, 35y
52.23,18,15,2

Dada la prevalencia del VPH tipo 16 en lesiones pre-invasivas y carcinomas
cervicales, la heterogeneidad intratipica del VPH-16 es la mas estudiada. A principios de
1990, Ho y sus colaboradores observaron que los aislados del VPH-16 podrian distinguirse
por su heterogeneidad nucleotidica y que era posible construir la filogenia viral si todos los
genomas intermedios se encontraran. Para este proposito, se analizé un fragmento de la
RLC de 301 muestras cervicales positivas a VPH-16 provenientes de los cinco continentes.
Se observd la presencia de 48 variantes moleculares caracterizadas por 51 mutaciones
puntuales en 48 posiciones nucleotidicas. Todos los aislados encontrados se compararon
con la secuencia de referencia obtenida de un paciente aleman con cancer cervical, el cual
fue el primer aislado en ser secuenciado por completo.?? El analisis de la secuencia de la
RLC ha demostrado que las variantes de VPH-16 forman 5 ramas filogenéticas principales,
las cuales varian en su distribucion geogréfica y étnica (Figura 3). La nomenclatura de estas
ramas refleja el origen geogréfico de la mayoria de los aislados contenidos en ellos. Las
variantes de dos de estas ramas estaban casi restringidas al continente Africano, por lo cual
adquirieron su denominacién como Africana-1 (Afl) y Africana-2 (Af-2). Los aislados que
formaron la rama Europea (E) se encontraron principalmente en diferentes partes de
Europa. Las variantes de esta rama se encontraron también en otros grupos étnicos con
frecuencias que varian desde un 60% en el sudeste de Asia hasta un 93% en Norteamérica.
Una cuarta rama estaba solamente compuesta de aislados chinos y japoneses,
denominandose como rama Asiatica (As), los aislados de esta rama se encontraron con muy
baja o0 nula frecuencia en otros continentes. La rama Asiatica-americana (AA) se formaba

por una fraccién de muestras asiaticas y de aislados de poblaciones inmigrantes en



Ameérica. Las variantes de esta rama se encontraron solamente en centro y Sudamérica y en
Europa estaban restringidas a Espafia. Se ha propuesto ramas filogenéticas menores, como
la Norteamericana-1 (NA1).% Estudios adicionales utilizando la secuencia de las regiones

E2, E4, E5 y E6 han demostrado una variacion intergénica muy fuerte dentro de aislados
individuales del VPH-16.%%

Figura 3. Arboles filogenéticos de las variantes de VPH 16y 18.

Figura 3. Arboles filogenéticos de las variantes del VPH 16 y 18 obtenidos de diferentes estudios
realizados en distintas regiones geogréficas del mundo, Africa (Tanzania), Europa (Alemania y Escocia), Asia
(Japdn). La construccidn de los arboles filogenéticos se determiné a través de comparacion de la secuencia un
fragmento de 321pb de la RLC. El aislado de referencia del VPH-16, que pertenece a la rama europea, esta
representado como el aislado G11. Para el VPH-18, el aislado de referencia se localiza en la rama asiatico-

americana por encontrarse en muestras de Asia y América del sur.*




La diversidad intratipo del VPH-18 guarda muchas similitudes con el VPH-16.
Mediante un estudio similar al del VPH-16 se determiné la presencia de 3 ramas
filogenéticas principales para el VPH-18; la rama Europea (E), Africana (Af) y Asiatica-
Amerindia (AsAi) (Figura 3).*° Este estudio demostré la presencia de 37 variantes,
caracterizadas por mutaciones puntuales en 25 posiciones en la secuencia de nucleétidos
con respecto al aislado de referencia. El aislado de referencia se obtuvo de una muestra de
cancer cervical de una paciente proveniente del sudeste de Brasil y cuya secuencia se
realiz6 en Alemania.”

Con estos estudios se ha observado que la diversidad viral no se correlaciona con la
ubicacion geogréfica, sino méas bien con la composicion étnica de las poblaciones y que la
filogenia de las ramas principales del VPH 16 y 18 se asocia con las ramas principales de la

evolucién de los grupos étnicos humanos.®

4.6 LAS VARIANTES DEL VPH EN EL RIESGO DE DESARROLLO DE CANCER
CERVICAL

Diferentes estudios han indicado que la persistencia viral y el desarrollo de lesiones
de alto grado, asi como carcinoma cervical estdn profundamente asociados a la presencia de
variantes de VPH. Regiones geograficas con alta prevalencia de algunas variantes de VPH
16 y 18 coinciden con paises con alta frecuencia de tumores genitales, por ejemplo:
Latinoamérica, Africa y algunas regiones de Asia. Esta correlacion ha motivado numerosos
estudios epidemiologicos para determinar si las variantes presentan diferentes propiedades
bioldgicas y patoldgicas y por lo tanto diferencias en el riesgo de desarrollar cancer.

Diferentes estudios han mostrado que las variantes no-Europeas de VPH-16 estan
asociadas con un mayor riesgo de desarrollo de neoplasias cervicales y cancer anal in
situ.**% De manera similar, en un estudio realizado en Brasil se observé que las variantes
no-Europeas de VPH 16 y 18 presentan mayor persistencia y riesgo de desarrollar lesiones
cervicales.*® En dos estudio de casos y controles realizados en México y Costa Rica, se
observé una mayor prevalencia de variantes en muestras aisladas de cancer cervical con
respecto a muestras con citologia normal.>** Recientemente se realiz6 un estudio de
seguimiento en mujeres con celulas escamosas atipicas de significado indeterminado para

determinar el riesgo de desarrollar lesiones de alto grado entre variantes del VPH 16 y 18.



En el caso de las variantes de VPH-16, se observd que existe un riesgo mayor para las
variantes no-Europeas de generar lesiones de alto grado. En el caso de las variantes de
VPH-18, la asociacion fue diferente, las variantes de las ramas AsAi y E, presentaron
mayor riesgo de desarrollar neoplasias de alto grado que las variantes de la rama
Africana.®®

Para el VPH-18, Hecht et al., (1995) propuso que la variacion intratipo en la
secuencia del gen E2 estaba asociada a un subtipo con un potencial oncogénico reducido.
Esta variante, perteneciente a la rama africana, predominaba en muestras con lesiones
premalignas y se encontraba ausente en tumores invasores. En un trabajo realizado por
Lizano et al., (1997), se analiz6 si las variaciones entre los VPH de riesgo oncogénico
conocidas pudieran explicar en parte, las diferencias en pronostico entre diferentes grupos
histologicos de carcinomas de cérvix. En este trabajo se encontraron asociaciones
importantes de ciertas variantes de los HPV con la edad de las pacientes y los tipos
histologicos de los tumores de cérvix. Con relacion al VPH-18 se encontraron tres aislados
en el analisis de muestras de tumores de origen escamoso, adenoescamoso, adenocarcinoma
y carcinoma de células pequefias. Uno de los hallazgos més interesantes de este estudio fue
la asociacion, aparentemente exclusiva, entre la variante africana y los tumores de origen
escamoso. La variante europea se encontrd en los 3 grupos histoldgicos, excepto en los
tumores de células pequefias. Estos datos sugieren que la variante africana pudiera estar
asociada con un comportamiento bioldégico menos agresivo, dado que los carcinomas
escamosos tienen un mejor prondéstico relativo que los tumores de origen glandular y en
particular los carcinomas de células pequefias. En contraste, en los carcinomas de celulas
pequefias (Carcinomas de cérvix con el peor de los prondsticos), solo se encontrd el aislado
de referencia, lo que refuerza la idea de una mayor agresividad de esta clona con respecto al
aislado africano. En un estudio realizado en Holanda con muestras provenientes de tres
paises, reforzo la propuesta de variantes africanas con menor capacidad oncogénica. En este
estudio se observd la presencia de las variantes africanas de manera casi exclusiva en
tumores de tipo escamoso, a diferencia de los adenocarcinomas, donde se observo
principalmente la presencia de variantes de la rama Europea y AsAi.?* Ademés de las
asociaciones con tipos histopatoldgicos, se ha determinado la frecuencia de las variantes de

VPH en muestras con citologia normal y con lesiones de alto y bajo grado.*® Se encontré a



la variante de la rama Africana en mayor frecuencia en muestras normales y lesiones
premalignas; mientras que la variante Europea, aparece principalmente en lesiones de alto
grado. Por otra parte, la distribucion de la variante de referencia fue similar en los
diferentes grados de lesion. La variabilidad nucleotidica en la secuencia gen E2, la
asociacién de estas variantes con tipos histoldgicos especificos, el menor riesgo de
desarrollo de lesiones cervicales y su frecuencia en lesiones de bajo grado ha sugerido que

las variantes de la rama Africana presentan un potencial oncogénico reducido.

4.6.1 Diferencias funcionales de la variacion intratipo del virus del papiloma

Los cambios en la secuencia de los elementos codificantes y/o de las regiones de
control podrian explicar en parte, la diversidad patogénica observada en los estudios
epidemiologicos de las variantes de VPH 16 y 18. Sin duda, la modificacion en la secuencia
de aminoacidos en los genes E6 y E7 afecta su habilidad para unirse o interactuar con
proteinas celulares y por lo tanto su capacidad inmortalizante y transformante. El estudio de
la secuencia del gen E6 en variantes del VPH-16 ha mostrado que los cambios en los
aminodacidos detectados en las variantes, se ubican dentro de regiones cruciales para la
interaccién con p53.% El impacto de los cambios en la secuencia de a.a. de las variantes de
E6 se traduce diferencias funcionales, tales como la degradacion de p53 y en la habilidad de
E6 para inhibir la diferenciacion celular. El estudio de la funcionalidad de estos cambios en
las variantes, demostré que la proteina E6 de la variante de la rama Asiatico-Americana
promueve la degradacion en mayor grado de p53, ademéas de mantener un mayor nivel de
inhibicion de la diferenciacion en queratinocitos con respecto a la variante Europea de EG6.
La comparacion de la variante AA y E con el aislado de la rama Africana, permitio
observar que la proteina E6 degrada con menor eficiencia a la proteina p53 e inhibe menos
la diferenciacion celular con respecto a las variantes AA y Af.%

Algunas variantes Europeas del VPH-16 contienen cambios en la secuencia de a.a.
de la proteina E6 (L83V). La asociacion de esta variante (L83V) con infecciones mas
persistentes y un mayor riesgo de progresion en lesiones de bajo grado ha propuesto un
comportamiento oncogénico méas agresivo para esta variante con respecto al aislado de
referencia, también perteneciente a la rama Europea.***® Recientemente, se observé que al

comparar esta variante con el prototipo de E6, el aislado L83V aumenta la activacion de la



via de sefializacion MAPK y potencia la transformacion celular en cooperacién con la via
Notch-1 con respecto al aislado de referencia.'” La comparacién de la capacidad para
promover la degradacion de p53 y Bax entre variantes de E6 del VPH-16, demostro niveles
similares de degradacion de p53 entre el aislado de referencia y la variante L83V. No
obstante, el aislado L83V mostrd una degradacion mas eficiente de Bax y union a mayor
grado a la proteina E6BP.*® Lo que indicarfa que la variacién en la secuencia de
aminodacidos de E6 del VPH-16 puede alterar la actividad de la oncoproteina y repercutir en
su potencial oncogénico.

Diversos estudios han sugerido que la variacion en la secuencia de los sitios de
union de diferentes factores de transcripcion dentro de la region larga de control, tales
como AP-1, SP-1, Oct-1, TEF-1 y YY1, podria alterar la expresion de los oncogenes y la
replicacion viral. Mediante ensayos con genes reporteros, se observo que la actividad
transcripcional de los promotores entre los aislados de la rama Europea era similar. La
comparacion con las variantes asiatico-americanas y norteamericana 1, demostré mayor
actividad en los promotores de los aislados de la rama AA y NA-1 en relacion al
prototipo.*? El analisis de los promotores de variantes de las ramas Europea (aislado de
referencia), Asiatico-americana y Africana demostro diferencias muy importantes en el
indice de replicacion. Las variantes africanas y europeas mostraron el nivel mas bajo de
replicacion, ademas de mantener la actividad transcripcional més baja con respecto a las
variantes asiatico-americanas. La posible explicacion de estas diferencias podria ser la
alteracion del sitio de union del factor SP-1 en las variantes africanas y la adquisicion de un
sitio adicional para SP-1 en las variantes americanas.*’

Aunque hay pocos estudios sobre la actividad transcripcional de los promotores en
variantes de VPH-18. Los ensayos con genes reporteros han demostrado que el promotor de
la variante asiatico-americana B18-3 mantiene una actividad mayor que algunos aislados de
la rama Europea.”” Cabe mencionar, que en este estudio no se incluyé ninguna de las
variantes de la rama Africana. Determinar las diferencias en la actividad de las variantes de
la rama Africana en relacion a los aislados asidtico-americano y europeo, podria ayudar a

explicar el comportamiento biol6gico menos agresivo propuesto para la variante africana.



5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los cambios nucleotidicos del oncogen E6 de variantes del

VPH-18, en relacién a los aspectos funcionales de sus transcritos y proteinas.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Amplificar y clonar los genes E6 de las variantes del VPH-18 en vectores de

expresion para células eucariontes.

Realizar transfecciones estables con los plasmidos construidos en las lineas
celulares MCF-7, C33A y NIH3T3.

Analizar la expresion de los transcritos de E6 en las lineas celulares transfectadas
con las variantes del VPH-18.

Comprobar el patron de expresion del oncogen E6 en tumores de cérvix positivos a
las diferentes variantes del VPH-18.

Determinar los niveles de las proteinas p53 y Bax presentes en las lineas celulares
transfectadas con las variantes de E6 de VPH-18.

Analizar el efecto de la variacion intratipo del oncogen E6 de VPH-18 para

promover la degradacion in vitro de p53.

Determinar la capacidad oncogénica de las variantes de E6 del VPH-18 en ensayos

de formacién de tumores en ratones desnudos.

Realizar mutagénesis dirigida sobre la secuencia del gen E6, con el fin de

determinar los cambios implicados en los distintos patrones de expresion.

Determinar los niveles de la proteina p53 en las células transfectadas con las

mutaciones realizadas sobre E6 de la clona africana.



7. HIPOTESIS

Las variantes de VPH tipo 18 encontradas en la poblacién mexicana presentan
diferencias funcionales con respecto a la clona de referencia en el gen E6, lo cual podria

repercutir en la capacidad oncogénica del virus.



8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Muestras bioldgicas

El material bioldgico para este estudio fue obtenido de biopsias de pacientes con
tumores de origen escamoso, adenoescamoso, adenocarcinoma y carcinoma de células
pequefias que acudieron al Instituto Nacional de Cancerologia. EI ADN de estas biopsias se
extrajo mediante métodos convencionales de digestion con proteinasa K y purificacion con
fenol-cloroformo. Estas muestras fueron identificadas previamente como positivas a VPH-
18 y clasificadas como variantes de acuerdo al andlisis de fragmentos del gen L1 y de la

region larga de control.*’

8.2 Caracterizacion de los cambios nucleotidicos de los genes E6 y E7 de variantes del
VVPH tipo 18

La identificacion de los cambios presentes en el marco de lectura de los oncogenes E6 y
E7 presentes en las variantes del VPH tipo 18, se determind mediante la amplificacion por
PCR con oligonucleotidos especificos (Tabla 1) y secuenciacion directa con el sistema
Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia
Biotech). El radioisétopo de fosforo-33 (Amersham Pharmacia Biotech) para el marcaje de
los nucledtidos terminales. La mezcla de la reaccion se someti6 a 50 ciclos de
amplificacion bajo las siguientes condiciones: 95° C por 30 segs, 50° C por 30 segs 'y 72° C
por 1 min. El producto obtenido se desnaturaliz6 a 70° C por 10 min. La electroforesis del
en un gel desnaturalizante de acrilamida al 30% con 8% de urea, a un voltaje de 1800 volts
y 70 Watts, por un tiempo de 2.5hrs. El gel de acrilamida se expuso a una placa fotografica
XK-1(Kodak) para obtener la secuencia de los plasmidos. La lectura se determind de forma
manual y las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos del compendio del

V/PH para determinar los cambios de las variantes.®
8.3 Cultivo celular

Las lineas celulares MCF-7 (Cancer de mama), C33A (Cancer de cérvix) y NIH-
3T3 (Fibroblastos de ratdn) se cultivaron en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de

suero bovino fetal, a una temperatura de 37°C al 5 % de CO,.



8.4 Construccidn de los vectores de expresion con los aislados de E6 de VPH-18

Las variantes del oncogen E6, asi como la clona de referencia se clonaron en
vectores de expresion en células eucariontes. El proceso de clonacion de insertos de ADN
en vectores de expresion se describe a continuacion: La amplificacion del marco de lectura
de las variantes de E6 de VPH-18, se realizo a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), con el uso de oligonucledtidos especificos (Tabla 1). Estos
oligonucledtidos amplifican un fragmento de 495 pb (del nucle6tido 105 al 581), con
diferentes sitios de restriccion dependiendo del vector de expresion a usar. Se utilizaron los
vectores de expresion pcDNA 3.1 (Invitrogen) y pxj40 (Proporcionado por el Dr. E
Manser); ambos vectores contienen un promotor de citomegalovirus y genes de resistencia
a diferentes antibioticos (Ampicilina y Geneticina), ademas de diferentes sitios de
reconocimiento para enzimas de restriccion (Figura 4). La diferencia mas importante entre
los vectores consiste en la presencia de una secuencia nucleotidica, que genera una proteina
de fusion en el extremo carboxilo de la proteina de interés denominada “Flag”. Esta
secuencia permite la identificacion indirecta de la proteina E6 con anticuerpos comerciales
anti-Flag (Sigma).

Tabla 1. Oligonucleotidos especificos para la secuencia de los genes E6 y E7

Nombre del Sitio de corte Secuencia (5'— 3") Tamafio del
oligonucleétido producto

(pb)

E6 pcDNA sentido Bam HI 5-GGG GGA TCC ATG GCG CGC TTT GAA GAT CCA ACA -3 495

E6 pcDNA antisentido EcoRI 5-GGG GAATTC TTATACTTG TGT TTC TCT GCG TCG -3’

E6 pxj40 sentido Bam HI 5-GGG GGA TCC ATG GCG CGC TTT GAA GAT CCA ACA -3 495

E6 pxj40 antisentido Hind 11 5-GGG AAG CTT TTATACTTG TGT TTC TCT GCG TCG -3’

E7 sentido Bam HI 5- GGG GGA TCC ATG CAT GGA CCT AAGGCAACATTG -3 336

E7 antisentido EcoRI 5- GGG GGA ATT CTT ACT GCT GGG ATG CAC ACC ACG -3

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos empleados para la amplificacién de las variantes del gen
E6 y E7. La secuencia de los sitios de restriccion de las enzimas utilizadas para la clonacidn en los vectores de

expresién se indica en negritas.




Las secuencias amplificadas de las variantes de E6 se purificaron mediante
columnas (Roche) y se trataron con diferentes enzimas de restriccion. Para la clonacion de
las variantes de E6 en el vector pcDNA3.1, se utilizaron las enzimas Eco Rl y Bam HI
(Gibco). En el caso del vector pxj40, la digestion se realizé con las enzimas Hind 111 'y Bam
HI (Gibco). Las condiciones empleadas para la digestién son las siguientes; 500 ng del
producto purificado, 1 U de la enzima de restriccion, 1X del buffer de reaccion y el
volumen de agua necesario para obtener un volumen de 50 pl. La digestion se realizd
durante 2 hrs a 37°C. Para la digestion de los vectores, la reaccion consistio en digerir 2 ug
del vector con 2 U de sus respectivas enzimas en presencia de una concentracion de 1X de
buffer de reaccion. El volumen final de la reaccion fue 50 ul y el tiempo de digestion fue de
3 hrs a 37°C. Los fragmentos de las variantes de E6 y vectores digeridos se purificaron

mediante columnas para su ligacion.

La unidn de las secuencias de E6 digeridas a sus respectivos vectores fue catalizada
por la enzima “T4 DNA ligasa” (Gibco). La ligacion se realizo a una temperatura de 16 °C
durante 12 hrs. Las condiciones fueron las siguientes: 2 pl del vector digerido, 20 pl del
fragmento amplificado digerido, 4 pl del buffer de reaccion y 1 U de ligasa en un volumen
de 40 pl.

Las bacterias utilizadas para transformacion son las cepas de Escherichia coli DH5-
alfa. La transformacion de las bacterias competentes se realizé con 50 ng de los plasmidos
recombinantes. El crecimiento de bacterias transformadas se realiz6 en medio de Luria
Bertani (Sigma) suplementado con 150 pg/ml de ampicilina a 37 °C durante 12 hrs. La
amplificacion, extraccion y purificacion de los plasmidos se realizd mediante columnas de
purificacion (Qiagen). La presencia de los diferentes genes de E6 dentro de los plasmidos
se corrobor6 por la digestion los plasmidos obtenidos y secuenciaciéon de los fragmentos

obtenidos.



Figura 4. Mapa del vector de expresion pcDNA.

Figura 4. Vector de expresion para células
eucariontes pcDNA 3.1 (5446 pb). El
plaésmido pcDNA contiene un promotor de
citomegalovirus y genes de resistencia a

Ampicilina y Neomicina.

8.5 Transfecciodn celular con los plasmidos con las variantes de E6 del VPH-18

Las lineas celulares MCF-7, C33A y NIH3T3 se transfectaron con los plasmidos de
expresion de los genes E6 variantes de VPH-18. La transfeccion de las lineas celulares se
realizd mediante liposomas, Lipofectin Reagent (Gibco BRL). La cantidad de ADN
transfectado fue de 4 pg de cada plasmido. Como control positivo de la transfeccion se
utilizé al plasmido GFP (Green fluorescent protein), el cual genera una proteina en las
celulas transfectadas que emite una fluorescencia verde al observarse en luz UV.

Con el objetivo de generar clonas celulares con una expresion estable de las
variantes del gen E6, las células transfectadas se seleccionaron con geneticina (Sigma). El
tratamiento de las células transfectadas se inicid 24 hrs posteriores a la transfeccion y la
concentracion empleada fue de 800 pg/ml de medio. El proceso de seleccién se mantuvo
constante durante el cultivo de las células. La seleccion de clonas estables se realizd
mediante dilucion. Los plasmidos pcDNA y pxj40 se transfectaron de igual forma que las

construcciones de E6 para ser utilizados como control.



8.6 Expresion de transcritos del gen E6 de variantes del VPH-18 en lineas celulares y
tumores de CaCU

La expresion del transcrito de las variantes del oncogen E6 en las clonas
transfectadas se analizo a través de ensayos de reaccion en cadena de la transcripcion
reversa (RT-PCR). Para la extraccion el ARN total se utilizd el sistema RNAeasy
(Invitrogen). El procedimiento empleado en la obtencion del ARN total de los tumores se
describe a continuacion: Las biopsias de tumores positivos a VPH-18, previamente
clasificados como variante Europea, variante Africana y clona de referencia (AsAi), se
disgregaron con un homogenizador en un volumen de 500 ul de solucion de lisis del
sistema RNAeasy (Invitrogen). La cuantificaciéon y determinacion de la calidad del ARN
se realizO mediante espectrofotometria y con geles desnaturalizantes de formamida,

respectivamente.

La sintesis del ADN complementario se realizd a través del sistema de trascripcion
reversa utilizando 1 ug de ARN total. EI ADNc se utilizé para analizar de la expresion de

los transcritos de E6 con los oligonucle6tidos especificos para E6.

8.7 Extraccion de proteinas y western blot de E6, p53 y Bax

Para la extraccion de las proteinas totales, las células transfectadas con los
diferentes aislados de E6 se trataron con 300 pl solucion de lisis celular suplementado con
inhibidores de proteasas (100 mM Tris (pH 8),100 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 1%
apoprotein, 1 mM PMSF). La calidad de las proteinas obtenidas se corroboré mediante la
electroforesis de las mismas en geles de poli-acrilamida tefiidos con azul de coomasie al
2%. La deteccion de las proteinas E6, p53 y Bax se llevd acabo mediante anticuerpos
especificos (Santa Cruz Biotechnology). Para los ensayos de western blot se emplearon 15
ug de los extractos protéicos totales. Estas proteinas se separaron en geles de poliacrilamida
del 10% (en el caso de E6, la concentracion del gel fue al 18%) para su transferencia a
membranas de nitrocelulosa en camara humeda (Amersham). La incubacion con el
anticuerpo primario se realiz6 durante toda la noche a 4 °C utilizando una dilucién 1:1000
del anticuerpo primario. Para la deteccion del complejo proteina-anticuerpo primario se
emplearon anticuerpos peroxidados utilizando el sistema de quimioluminicencia (ECL)

para su visualizacion. La normalizacion de la cantidad de proteinas totales se determino



utilizando anticuerpos que reconocen a la Actina, una proteina que se expresa de forma

constitutiva (Santa Cruz Biotechnology).

8.8 Ensayo de degradacion in vitro de p53

El ensayo de degradacion in vitro de p53 se llevd a cabo a través del sistema de
transcripcion y traduccion in vitro en lisados de reticulocitos de conejo (Promega). El
marco de lectura de los diferentes aislados de E6, asi como de p53 contenidas dentro del
plasmido pcDNA fueron utilizadas como templados para la obtencién de las proteinas
correspondientes. La transcripcion y traduccion de las proteinas se realizé de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Con el objetivo de monitorear los niveles de degradacién de la
proteina p53, la sintesis de esta proteina se llevo a cabo en presencia de metionina marcada
con el radioisétopo azufre-35. La determinacion de los niveles de degradacién de p53 se
describe a continuacién: 10 pl de la proteina p53 [S*] traducida in vitro se incubaron con 5
ul de cada uno de los diferentes aislados de la proteina E6 traducida de igual forma. La
incubacion se realizé durante 3 hrs. a 30 °C, la reaccion de degradacion se detuvo mediante
la adicion de la solucién de carga de proteinas. El producto de esta reaccion se visualizo por
fluorografia posterior a su separacion en un gel de poli-acrilamida.

8.9 Ensayo de formacion de colonias en agar suave

Las células inmortalizadas de fibroblastos de raton NIH-3T3 transfectadas con los
aislados de E6 y pcDNA se emplearon en el ensayo de formacién de colonias
independientes de anclaje. Para evaluar la independencia de anclaje celular se determiné la
formacion de colonias en agar suave. Se resuspendieron 3 x 10° células en 0.5 ml de medio
conteniendo 10% de SFB, 4.5 g/l glucosa, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina y 0.5 % de agarosa de bajo punto de fusion (Sigma). La mezcla se colocd
sobre 0.5 ml de medio sélido constituido de DMEM con 0.7 % de agarosa en cajas de 24

pozos. Las colonias se contaron 15 dias més tarde. El ensayo se realizé por triplicado.

8.10 Generacion de tumores en ratones desnudos Balc/Nu
Para el ensayo de generacion de tumores en ratones desnudos se utilizaron ratones

hembras BALB/c-Nu de 6 a 8 semanas de edad. Estos ratones se inyectaron con las células



NIH-3T3 transfectadas con los aislados de E6 y con vector pcDNA, cada grupo estaba
formado por 8 ratones. Las células transfectadas se despegaron con tripsina al 1% y se
cuantificaron 1 x 10° células para inyectar subcutaneamente cada flanco de los ratones en
un volumen de 200 pl de DMEM/F12. La medicion de los tumores se realizo cada semana
usando un vernier para medir el diametro de los tumores y el volumen tumoral se calcul6
con la siguiente formula: Vt= (2ab) n/6, donde “a” y “b” corresponde al didmetro mayor y
al diametro menor del tumor respectivamente. Al cabo de un mes posterior a la inyeccion
de las células, los ratones se sacrificaron para analizar las caracteristicas histoldgicas de los

tumores.

8.11 Mutagénesis dirigida sobre el marco de lectura de E6

Para generar los cambios presentes en la secuencia del oncogen E6 de la variante
Africana sobre el plasmido que contiene la secuencia de referencia del oncogen E6
(excepto aquellos cambios compartidos con el aislado Europeo de E6), se utilizo el sistema
de mutagénesis dirigida al sitio transformador (Clontech). La secuencia de los
oligonucledtidos empleados y la posicion de los cambios que se generaron se describe a
continuacion, el nucleétido a cambiar se encuentra subrayado: T251C (5’-
GAATTTGCATTCAAAGATTTATTTG-3’); G266A (5’-GATTTATTTGTAGTGTAT
AGAG-3’); T317C (5°-GTATAGATTTCTATTCTAGAATTAG-3’); C342T (5’-
GAATTAAGATATTATTCAGAC-3); G374A (5’-GAGACACATTAGAAAAAC
TAAC-3’); C491A (5-GATTTCACAAAATAGCTGGGC-3’); y A458G (5'-
GACAGGAGCGACTCCAACGAC-3’). Para la seleccion de los aislados con las
respectivas mutaciones se modifico el sitio de unién de la enzima de restriccion Sma | (5’-
CTCCCGGTAGCTTGTATATC-3’). La presencia de los cambios nucleotidicos de la
variante africana de E6 en las clonas obtenidas del aislado de referencia se confirmo
mediante secuenciacion. Los diferentes plasmidos obtenidos se utilizaron para transfectar la
linea celular MCF-7. EI RNA total y las proteinas totales se obtuvieron de las células
transfectadas para analizar los patrones de expresion de E6 mediante RT-PCR y los niveles

de proteinas celulares mediante western blot.



9. RESULTADOS

9.1 Amplificacion y caracterizacion de los cambios en las variantes de los oncogenes
E6y E7 de VPH-18

La amplificacion del marco de lectura de las variantes de los oncogenes E6 y E7 se
obtuvo de muestras previamente identificadas y clasificadas como aislado de referencia,
variante Europea y Africana a través del anélisis del gen L1.*" El anélisis de la variacion
intratipo en los oncogenes virales se realizO mediante secuenciacion directa con

oligonucledtidos especificos para el marco de lectura de los genes E6 y E7 (Tabla 1).

La secuencia del marco de lectura del oncogen E6 de la variante Europea demostré la
presencia de 3 cambios silenciosos en las posiciones 287, 485 y 549, con respecto a la
variante Asiatica Amerindia (referencia). En el caso de la variante Africana, la secuencia de
E6 presenta 10 cambios (251, 266, 287, 317, 342, 374, 485, 491, 548 y 549). Dos cambios
generan la transicion de los aminoacidos histidina por tirosina en la posicion 342 y
asparagina por lisina en la posicion 491. Cabe mencionar que el sitio 491, es un sitio
conservado entre los VPH de alto riesgo, por lo cual su cambio podria afectar el
comportamiento biologico del oncogen E6 en la variante Africana. En el caso de la
secuencia del oncogen E7, una secuencia mas conservada entre los papilomas, las variantes
estudiadas presentan menos cambios. La variante Europea presenta solo un cambio en la
posicion 751 (C x T) sin llegar afectar la secuencia de la proteina. Al estudiar la secuencia
de la variante Africana se observo la presencia de 2 cambios en las posiciones 640 (C x T)
y 864 (A x G). El cambio en la posicion 864 genera una transicién en el codén que codifica
para asparagina presente en el aislado de referencia a serina en la variante Africana (Tabla
2).

La presencia de esta variacion intratipo en los oncogenes virales, en particular aquellos
cambios que resultan en la transicion en los aminoacidos, podria afectar la forma en que las
proteinas E6 y E7 se traducen o interactlan con otros elementos celulares, lo cual resultaria
en fundamento muy l6gico para el comportamiento bioldgico diferencial observado entre
las variantes del VPH-18.



Tabla 2. Secuencia de los cambios en los oncogenes E6 y E7 de variantes del VPH-18

Cambios en el Oncogen E6 Cambios en el Oncogen E7

2 2 2 3 3 3 4 4 5 5 Compendiumde 6 7 7 8 8 8 Compendium

5 6 8 1 4 7 8 9 4 4 VPH 4 5 7 0 6 6 de VPH

1 6 7 7 2 4 5 1 8 9 0 1 0 6 4 5

AsAi T G C T C G T C A C C C A G A C
E - - G - - - c - - A (HPV18v2E67) - T - - - - (101)
Af ¢ A G c T A ¢ A G A T - - - G - (4039)
Cambios en la Oncoproteina Cambios en la Oncoproteina

4 5 6 7 8 9 1 1 1 1 1 5 6 7 9 9

9 4 1 1 0 0 2 2 4 4 7 4 1 3 2 2

AsAi  Phe Val Pro Phe His Leu Phe Asn Arg Arg Pro Ala Met Glu Asn Asn
E - - - - - - - - - - (HPV18Vv2E67)  -- - - - - - (101)
Af - - - -- Tyr -- - Lys -- -- -- - - -- Ser - (4039)

Tabla 2. Alineamiento de la secuencia de los genes y proteinas E6 y E7 del aislado de referencia
(AsAi) con la secuencia de las variantes identificadas de la rama Europea (E) y Africana (Af). Las posiciones
a nivel de nucleétido y amino4cido que permanecen sin cambios en las variantes de indica de la siguiente
forma (--).

9.2. Anélisis de la expresion de las variantes del oncogen E6 de VPH-18 en las lineas
celulares transfectadas y tumores de CaCU

Con el objetivo de determinar si los cambios presentes en las variantes del oncogen E6
afectan su expresion, la linea celular de cancer de mama, MCF-7 se transfectd con las
variantes de E6 clonadas en los vectores pcDNA 3.1 y pxJ40. Las células transfectadas con
el vector vacio se utilizaron como control. Las células transfectadas se seleccionaron con el
antibidtico geneticina durante 4 semanas para obtener clonas estables. Posterior a la
seleccion celular, se realizd una clonacion por dilucion para obtener diferentes clonas

celulares. La integridad de gen E6 en cada una de las clonas se analiz6 mediante la




obtencién del ADN y la amplificacion del marco de lectura de E6 por medio de PCR con
oligonucledtidos especificos. Este procedimiento se realiz6 en cada una de las clonas de las
respectivas variantes de E6. La seleccion de las clonas celulares con geneticina se mantuvo

durante todo el tiempo que se cultivaron las células.

La determinacion del patron de expresion del oncogen E6 de la variantes del VPH-18,
se realizé6 mediante la extraccion del ARN total de las clonas y se analiz6 mediante RT-
PCR. El analisis de expresion demostro diferencias muy importantes en la expresion de los
transcritos del oncogen E6. Como se puede observar en la figura 5a, las células
transfectadas con la variante Europea y de referencia expresan mayores niveles del
transcrito completo del gen E6. Las clonas transfectadas con la variante Africana de EB6, si
bien expresan el transcrito completo de E6, la mayor proporcion la representa el transcrito
E6*l. La identidad del transcrito E6*l se corrobor6 por secuencia, mediante la

determinacion del sitio donador en la posicion 233y el sitio aceptor en la posicion 416.

Para comparar los patrones de expresion de las variantes del gen E6 observados en la
linea celular MCF-7 de mama con otra linea celular, pensando que el patron de expresion
observado depende de la linea celular, la transfeccion de la linea celular C-33A de cérvix se
realizé con las variantes del gen E6 clonadas en el vector pxJ40. De igual forma que en las
celulas MCF-7, las células C-33A transfectadas se seleccionaron y se clonaron por dilucion
para la obtencion de clonas estables. La integridad del gen E6 en las clonas celulares fue
analizada mediante su amplificacion por medio de PCR. En la figura 5b se puede observar
el patron de expresion de las clonas de la linea C-33A obtenidos por RT-PCR. De manera
similar a las células MCF-7 transfectadas, las células C-33A transfectadas con el aislado de
Referencia y variante europea presentan mayores niveles de expresion del transcrito E6 con
respecto al transcrito E6*I. La variante Africana por el contrario mantiene mayores niveles
de expresion del transcrito E6*l. Estos ensayos se realizaron por triplicado usando
diferentes clonas, confirmando que el resultado obtenido en las clonas celulares de la linea

MCEF-7 es reproducible en la linea celular C-33A.

De manera paralela al anélisis de expresion de las variantes de E6 en las lineas celulares
transfectadas y con el objetivo de determinar el patrén de transcripcion del oncogen E6 en
biopsias de CaCU positivas a VPH-18, se analizaron 11 biopsias de CaCU. La



caracterizacion de los aislados presentes en los tumores demostro la presencia del aislado
asiatico-americano en cuatro tumores, la variante Europea estaba presente en seis tumores,
mientras que tres tumores resultaron positivos a la variante Africana.

Figura 5. Expresion del oncogen E6 de variantes del VPH-18 en lineas celulares.
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Figura 5. Analisis de expresion del gen E6 de las variantes del VPH-18. a) El patrén de expresion de
las variantes de E6 clonadas en el vector pcDNA se determino en diferentes clonas celulares obtenidas de la
transfeccion de la linea celular MCF-7, cada columna indica diferentes clonas analizadas. b) Ensayo semi-
cuantitativo de la expresion de E6 de las variantes clonadas en el vector pxJ40 transfectadas en la linea celular
C-33A, la expresion se normalizo6 con la amplificacion de un fragmento del gen actina. ¢) Expresion de E6 en
los tumores de CaCU, T1-T4 corresponde al aislado de referencia, en el caso de las muestras T5-T8 contienen

la variante Europea y los tumores del T9-T11 contienen al aislado de la rama Africana del VPH-18.




El patron transcripcional de las variantes de E6 se estudio a través de RT-PCR,
observando una correlacion muy importante entre el resultado obtenido entre las celulas
transfectadas con el patron de expresion de E6 en las biopsias de los tumores. Una mayor
expresion del transcrito E6 completo en los tumores con el aislado de referencia, asi como
en los tumores con la variante Europea. Con respecto a los tumores con la variante
Africana, de manera similar a las células transfectadas, se observo un patron de expresion
con una predominante expresion del transcrito E6*I con respecto al transcrito completo de
E6 (Figura 5¢). Estos resultados sugieren que los cambios presentes en la variante Africana
de E6 afectan el procesamiento del transcrito de E6, resultando en la reduccion en los

niveles del transcrito completo de EB6.

9.3. Niveles de expresion de la proteina E6, p53 y Bax en las lineas celulares

transfectadas con las variantes del oncogen E6

Con la finalidad de conocer el efecto del patron de expresién de E6 observado en
las variantes sobre los niveles de sus respectivas proteinas, se determinaron los niveles de
las proteinas E6 en las clonas celulares. Como se puede observar, las células transfectadas
con el aislado de referencia y la variante Europea mantienen mayores niveles de proteina
E6 con respecto a las células con la variante Africana, donde los niveles de proteina E6 son
minimos. El mismo resultado se observd en las diferentes clonas celulares analizadas. Si
bien, los niveles de expresion del transcrito completo de E6 de las variantes correlaciond
con los niveles de proteinas de E6, mediante estos ensayos no se logré detectar a la proteina
E6*1 en las celulas transfectadas (Figura 6a).

La proteina supresora de tumores p53 es el blanco celular mas conocido de la
oncoproteina E6. E6 promueve la degradacion de p53 al formar un complejo con la
proteina celular E6AP, lo que permite una interaccion de manera directa con p53 para
degradarla a través del sistema de degradacion proteosémica. Con el objetivo de conocer
los niveles de la proteina p53 presentes en las células transfectadas con los diferentes
aislados de EG6, los niveles de la proteina p53 se analizaron mediante western blot
empleando anticuerpos especificos. Las células transfectadas con el vector vacio se

emplearon como control. La presencia de la oncoproteina E6 en las células transfectadas



con los aislados de la variante Asitico-americana y Europea resultd en bajos niveles de
p53 con respecto a las células control. La reduccion en los niveles de la proteina EB6,
observada en las células transfectadas con la variante Africana se refleja en mayores niveles

de la proteina p53 con respecto a las células con los aislados de referencia y europeo
(Figura 6b).

Figura 6. Niveles celulares de las proteinas E6, p53 y Bax en las lineas celulares
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Figura 6. Efecto de la expresion diferencial de las variantes de E6 de VPH-18 sobre los niveles de la
proteina E6 y p53. Las proteinas totales obtenidas de las clonas de las células MCF-7 transfectadas con la
variantes de E6 se analizaron mediante anticuerpos especificos para la proteina E6, p53 y Bax. Las células

transfectadas con el vector vacio se emplearon como control. La cantidad de proteina utilizada se normalizd
de acuerdo a los niveles de una proteina constitutiva (Actina).




Para correlacionar los niveles de p53 presentes en las células transfectadas con las
diferentes variantes, con otras proteinas involucradas en apoptosis dependientes de p53, se
analizaron los niveles de la proteina Bax. Esta proteina se encuentra bajo la accion de p53,
de tal forma que p53 activa su transcripcion para iniciar la apoptosis celular. Se observé
que los niveles de Bax correlacionaron con los niveles de p53 en cada una de las variantes.
Los aislados de E6 de la rama Africana al mantener mayores niveles de p53 contienen
mayores niveles de la proteina Bax. En el caso de las células con el aislado de referencia,
los niveles de Bax son minimos, resultado que correlaciona con los niveles de p53

observados en las células con este aislado (Figura 6c).

9.4 Efecto de la variacion intratipo de E6 sobre la degradacion in vitro de p53

Los ensayos de expresion de los transcritos de E6 de las variantes de VPH-18
demostraron diferencias muy importantes en el patrén de expresion, los cuales afectan los
niveles de la proteina E6 presentes en las células. Los aislados europeo y asiatico-
americano de E6 mantienen mayores niveles de la proteina E6 en relacion a la variante
Africana, la cual presenta menores niveles del transcrito E6 completo como resultado de un
mayor nivel de expresion del transcrito E6*1. Estos resultados son una importante evidencia
de que los cambios presentes en la secuencia del gen E6 de las variantes de VPH-18 afectan
la expresion y los niveles de traduccion de la proteina E6. Sin embargo, las variaciones
presentes en el aislado africano de E6 no solamente podrian afectar la expresion de E6, los
cambios que se generan a nivel de aminoécidos en la variante de E6 podrian alterar la
interaccidn con otras proteinas celulares, tales como p53. Para estudiar el efecto de los
cambios en amino&cidos identificados en la variante africana de E6 sobre la degradacion in
vitro de p53, se utilizo el sistema de transcripcion y traduccidn in vitro en reticulocitos de
conejos. Este sistema permite evaluar las diferencias en la capacidad de las variantes
asiatico-americana y africana de E6 para promover la degradacion de p53 independiente de
las diferencias observadas a nivel de transcripcion. La transcripcion y traduccion en
reticulocitos mantiene el sistema de degradacion proteosomica utilizado por E6 para
promover la degradacion de p53, no obstante, el mecanismo implicado en el procesamiento

de transcritos se encuentra ausente.



Para monitorear la degradacion de p53 en presencia de las variantes de E6, la traduccion
in vitro de p53 se realizé utilizando el amino&cido cisteina marcada con el radioisétopo S*.
La incubacion de p53 con la proteina E6 referencia claramente reduce los niveles de p53,
con respecto al control de carga. Como podria esperarse la degradacion de p53 fue
dependiente de la concentracién de E6 y del tiempo de interaccién entre ambas proteinas,
es decir, el aumento en la concentracion de la proteina E6 resulta en una mayor degradacion
de p53 (Figura 7). Con respecto a capacidad de la variante africana de E6 para promover la
degradacion de p53, se observo que el nivel de degradacion fue similar al que presenta el
aislado de referencia de E6. Si bien los cambios en la secuencia de nucleotidos del gen E6
de la variante africana afectan su patréon de expresion, los cambios que se observan en la

secuencia de aminoécidos no afectan la capacidad de E6 para promover la degradacion de

p53 (Figura 7).

Figura 7. Ensayos de degradacion in vitro de p53.
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Figura 7. Degradacion in vitro de p53 en presencia del aislado de referencia y de la variante Africana
de E6. Las diferencias en la capacidad de E6 para promover la degradacion de p53 entre las variantes
AsAi y Af se determinaron a través de la traduccion in vitro de p53 en presencia de cisteina marcada con
S*. Para confirmar la degradacion dependiente de la concentracién y del tiempo, la cantidad de E6
utilizada se aument6 al doble y se analizaron 2 tiempos de incubacion. El control de carga refleja la

cantidad de proteina p53 traducida in vitro empleada en cada uno de los ensayos.




9.5. Determinacion de la capacidad oncogénica de las variantes de E6 de VPH-18

La habilidad de generar colonias independientes del anclaje en agar suave y de formar
tumores en ratones atimicos son las caracteristicas mas importantes que distinguen a las
celulas transformadas. La transfeccion de la linea celular NIH-3T3, una linea celular
inmortalizada de origen murino, permitio evaluar las diferencias de las variantes del

oncogen E6 para transformar el comportamiento bioldgico de esta linea celular.

La formacion de colonias de las células NIH-3T3 transfectadas con las variantes de E6
se determind mediante su crecimiento en agar suave. Después de dos semanas de
incubacion se determiné el nimero de colonias para cada variante de E6, cada ensayo se
realizo por triplicado. Las células NIH-3T3 transfectadas con el vector vacio se utilizaron
como control. El nimero de colonias obtenido por cada variante demostrd diferencias muy
importantes en la capacidad de E6 para promover la transformacién de esta linea celular. El
promedio de colonias obtenido por el aislado de referencia de E6 fue muy similar al
observado para el aislado de la rama europea. Por el contrario, las diferencias entre el
numero de colonias en las células con el aislado africano de E6 con respecto a la referencia
y variante europea fue notoria. EI nimero de colonias observado en las clonas con la
variante africana fue de 5 a 4 veces menor en relacion al promedio de colonias para el
aislado de referencia y variante europea de E6 respectivamente (Tabla 3). Cabe mencionar
que ademas de que la variante africana de E6 gener6 menos colonias, su tamafio fue
visiblemente menor en relacion a las colonias obtenidas con las variantes Asiatico-

americana y Europea.

Para corroborar los resultados observados in vitro, se evalud la habilidad de las células
NIH-3T3 transfectadas con las variantes de E6 para generar tumores in vivo en ratones
desnudos. Las células NIH-3T3 transfectadas con el aislado de referencia de E6 generaron
tumores que aparecieron a las dos semanas de la inoculacién, el volumen observado a las
cuatro semanas fue superior a los 100 mm®. En el caso de las células con el aislado
europeo, aunque el tiempo de aparicion de los tumores fue de tres semanas, el volumen
tumoral fue mayor a los 100 mm?®. Para las células transfectadas con la variante africana de
E6, la generacion de tumores se hizo visible a partir de la cuarta semana, alcanzando un

volumen maximo de 8 mm?®. Cabe mencionar que aunque el desarrollo tumoral de las



celulas con la variante africana fue menor al obtenido con las variantes asiatico-americana
y europea, a las nueve semanas la variante africana alcanzé un volumen tumoral de
aproximadamente 100 mm?, similar al observado con las otras variantes a las cuatro
semanas. Las células transfectadas con el vector vacio se utilizaron como control y no se
observé desarrollo tumoral durante el tiempo que duré el ensayo. Los tumores
desarrollados se emplearon para analizar las caracteristicas anatomopatolégicas y obtener
cultivos primarios. La observacion con hematoxilina-eosina demostré un mayor indice de
mitosis, con nucleos més grandes y pleomdrfico en los tumores de los aislados asiatico-

americano y europeo, que los tumores obtenidos con la variante africana.

Tabla 3. Formacion de colonias independientes de anclaje y tumores en ratones
desnudos de las variantes de E6 del VPH-18.

Formacion de colonias Formacion de tumores en
independiente de anclaje (No de ratones desnudos (mm®)
colonias)
pcDNA 3-5 0
E6 AsAi 57-82 (75) 113-130
E6 E 37-59 (45) 103-182
E6 Af 5-18 (8) 1.4-8

Tabla 3. Resultados del analisis de las variantes de E6 en su capacidad para generar colonias
independientes de anclaje en agar suave y para formar tumores en ratones desnudos BALB/c-N. Los datos
presentados representan los rangos obtenidos de 4 experimentos diferentes y la media de los valores se

indica entre paréntesis.

9.6 Mutagénesis dirigida de los cambios en la secuencia de las variantes del gen E6

La diferencia entre la secuencia de aminoacidos de E6 de los tipos de alto riesgo y bajo
riegos determina la habilidad de las proteinas E6 para promover la degradacion de p53.%°
No obstante, el efecto de los cambios en la secuencia nucleotidica sobre la expresion y

procesamiento de los transcritos de E6 no se conoce por completo. La proteina E6 se



traduce a partir del transcrito bicistronico E6/E7, sin embargo el procesamiento alternativo
entre el sitio donador y los sitios aceptores presentes en la secuencia de E6 genera los
transcritos E6*I-1V. El andlisis de expresion de las variantes de E6, demostrd que la
variante africana de E6 expresa mayores niveles de E6*I con respecto al transcrito
completo de E6, mientras que los aislados de referencia y europeo mantienen una mayor
proporcion del transcrito completo de E6. Para determinar si lo cambios presentes en la
variante africana de E6 podrian estar implicados en el patrén de expresion observado, se
realiz6 mutagénesis sobre la secuencia de referencia de E6 y se analizé la expresion de los
transcritos de E6. La secuencia de E6 del aislado de referencia se modificé de acuerdo a los
cambios reportados en la variante africana de E6. Los cambios en la variante africana
compartidos con el aislado europeo se omitieron por presentar el mismo patrén de
expresion que el aislado de referencia. Al determinar la expresién de E6 en las clonas del
aislado de referencia de E6 mutantes, se observo que solamente el cambio en la posicion
491 revierte el patron observado para esta variante (Figura 8a). Se puede observar como el
aislado de referencia de E6 presenta una mayor expresion del transcrito E6 completo, sin
embargo, la mutagénesis sobre el aislado de referencia de E6 en el sitio C491A genera un
patron de expresion similar al observado con la variante africana. Cabe mencionar que
aunque la posicion G374A se localiza cerca del sitio de rama que se utiliza durante el
procesamiento del transcrito, dicho cambio no tuvo efecto sobre el patron de expresion de
E6.

Las células MCF-7 transfectadas con el aislado de referencia, variante africana, mutante
G374A y C491A se emplearon para estudiar el efecto de la mutagénesis sobre los niveles
de p53. Como se observé previamente, el aislado de referencia de E6 mantiene bajos
niveles de p53, sin embargo, la mutacion C491A sobre el aislado de referencia produce
mayores niveles de la proteina p53. Los niveles de p53 en la mutante C491A correlaciona
con la expresion en mayor proporcion del transcrito E6*1. Se puede observar como la clona
de referencia con la mutacién G374A, al no modificar el patron de expresion observado
para el aislado de referencia y expresar mayores niveles del transcrito completo, presenta
menores niveles de p53 (Figura 8b). Es importante destacar que la posicion 491 es un sitio

conservado entre los VVPH oncogénicos.®



Figura 8. Mutagénesis de los cambios en la secuencia del oncogen E6 de VPH-18.
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Figura 8. Efecto de la mutagénesis de los cambios presentes en la variante africana sobre el
aislado de referencia de E6. a) Las células MCF-7 transfectadas con la mutante C491A cambia el patrén
del aislado de referencia de E6. El patron de expresion de las variantes AsAi y Af se incluye como control.
b) Niveles celulares de la proteina p53 en células transfectadas con los aislados AsAi, Af y referencia con
los cambios G374A y C491A.




10. DISCUSION

La infeccion persistente con el virus del papiloma de alto riesgo representa el
principal factor de riesgo para el desarrollo del cancer cérvico-uterino.** El inicio de la
vida sexual a temprana edad y el nimero de parejas sexuales, son factores de riesgo
implicados en el desarrollo del cancer de cérvix.® Sin embargo, factores virales tales, como
la integracion del genoma viral al genoma celular, la expresion constante de los oncogenes
virales y la variacion intra-tipo son considerados como elementos muy importantes en la
carcinogénesis inducida por el VPH. La variacion intra-tipo se ha empleado principalmente
para estudiar la distribucion geogréfica del VPH. Recientemente se ha determinado que la
variacion intra-tipica puede ser un factor muy importante para determinar el riesgo de
desarrollo de CaCU y que podria explicar en parte las diferencias observadas en las

patologias asociadas con el VPH.

El cancer cérvico-uterino constituye un grave problema de salud reproductiva en la mujer.
Anualmente se detectan cerca de 500,000 casos nuevos y aproximadamente el 50% de las
mujeres mueren a causa de esta enfermedad, la gran mayoria de estas muertes ocurren en
paises en vias de desarrollo.® Tal es el caso de México, donde el CaCU ocupa los primeros
lugares de morbilidad y mortalidad en mujeres.” Se ha propuesto que uno de los factores
que podria estar implicada en la alta incidencia de CaCU observado en la poblacion
mexicana es la variacion intratipo del VPH-16. Mediante el estudio de la prevalencia de
diferentes variantes de VPH-16, se ha observado que las variantes de la rama asiatico-
americana del VVPH-16 presenta una alta prevalencia en la poblacion mexicana, que varia
desde un 23% hasta un 88%.%' Los estudios moleculares enfocados a determinar
diferencias en el comportamiento biolégico de las variantes del VPH-16 han determinado
que las variantes de la rama asiatico-americana podrian presentar un potencial oncogénico
mayor.®**" Estos datos indicarfan que la exposicién a las variantes asiatico-americanas
podria contribuir a incrementar el riesgo de las mujeres mexicanas para desarrollar cancer

de cérvix.

Dentro de los virus del papiloma humano de alto riesgo, la infeccion con el VPH-18 es
de particular importancia. Se ha observado que el VPH-18, se asocia principalmente con
tumores mas agresivos e indiferenciados y por lo consecuente con peor prondstico clinico.**



Ademas, la presencia del VPH-18 se correlaciona con una mayor probabilidad de
recurrencia tumoral y de metastasis a nédulos linfaticos.>® A pesar de la naturaleza agresiva
de las lesiones ocasionadas por el VPH-18, su fenotipo se asocia con lesiones maés

caracteristicas de infecciones con tipos de VPH de bajo riesgo.”’

Los estudios realizados por Hecht et al., (1995) revelaron que la variabilidad genética
del VPH-18 puede ser responsable del amplio espectro de patologias asociadas a este tipo
viral. Esta aseveracion se basa en la identificacion de una variante del VPH-18 en el 40%
de las muestras de lesiones de bajo grado, pero que se encuentra ausente en las muestras de
cancer invasor, lo que indicaria que dicha variante presenta un comportamiento menos

agresivo por tener un potencial oncogénico menor.

En un estudio realizado en la poblacién mexicana se identifico la presencia tres aislados
de VPH-18 en diferentes tipos histoldgicos de CaCU. Uno de los aislados correspondia a la
clona de referencia, que filogenéticamente corresponde a la rama Asiatico-americana.
Mientras que el segundo aislado se ubicoé dentro de la rama Europea y el tercer aislado
dentro de la rama Africana. Uno de los hallazgos més interesantes de este estudio fue la
asociacion casi exclusiva que se observo entre la variante africana y los tumores escamosos.
Lo que sugiere que la variante africana pudiera estar asociada con un comportamiento
bioldgico menos agresivo, debido a que los carcinomas escamosos tienen un mejor
prondstico que los adenocarcinomas, los carcinomas adenoescamosos Y en particular los de
celulas pequenas. En contraste, en los carcinomas de células pequefias, positivos a VPH-18,
s6lo se encontré la clona de referencia.”’ Recientemente, en un estudio realizado en
Holanda se observo la misma asociacion que apoya dicha propuesta. Se estudio la presencia
de variantes del VPH-18 en diferentes tipos histolégicos, observando la presencia de una
variante africana exclusivamente en tumores escamosos de cérvix.?' La caracterizacién de
los cambios en la secuencia de los genes E6 y E7 de las variantes encontradas en la
poblacion mexicana permitié conocer que la variante africana reportada por de Boer et al.,
(2005) comparte algunos cambios en la secuencia de E6 con la variante Africana que se
describe en este estudio. En el caso del gen E7, la secuencia reportada por de Boer et al.,

(2005) difiere por completo con los cambios observados en la variante africana.



La presencia de los cambios en la secuencia nucleotidica de los genes E6 y E7 podria ser
un indicativo de un comportamiento bioldgico diferencial entre las variantes del VPH-18,
principalmente a nivel de proteina, donde se ha reportado que las posiciones 80 y 129 de la
proteina E6 son sitios conservados entre los VVPH de alto riesgo.®® Sin embargo, los ensayos
de degradacion in vitro de p53 realizados con las variantes de E6 de VPH-18 demostraron
que estos cambios no afectan la capacidad para promover la degradacién de p53. Aunque la
interaccion entre p53 y E6 es la mas conocida es importante determinar el efecto que
tendran los cambios presentes en la proteina E6 de la variante africana sobre otros

elementos celulares, tales como Bak, CBP/P300 y hDIg.

Es importante destacar, que los cambios en el marco de lectura del gen E6 de las
variantes no solo pueden afectar la habilidad de las proteinas E6 para interactuar con otras
proteinas, también podrian alterar la transcripcion de E6 y los niveles de traduccion de la
oncoproteina. En este sentido, el analisis de la transcripcion de E6 de las variantes de VPH-
18 demostré diferencias muy importantes en su expresion. Se observd que las clonas de la
variante africana expresan una mayor proporcion del transcrito E6*I en relacion con el
transcrito completo de E6. Las clonas del aislado de referencia y variante europea de forma
contrastante expresan en mayor proporcion el transcrito completo de E6. Estos hallazgos
sugieren que los cambios nucleotidicos presentes en la variante africana de E6 promueven
el procesamiento del mensajero de E6, generando mayores niveles del transcrito E6*1. El
procesamiento de los transcritos de los genes virales es un fendbmeno complejo y comdn
entre los VPH, sin embargo, no se conoce por completo como se regula la expresion de los
oncogenes virales. La reduccion en los niveles del transcrito completo de E6 en la variante
Africana se traduce en una disminucion en los niveles de proteina E6 observados para esta
variante. Este hallazgo se ha observado de forma similar en variantes de VPH-16, donde las
variantes asiatico-americanas que mantienen la secuencia completa del gen E2 inhiben la
traduccion de dicha proteina al generar mayor procesamiento del transcrito completo de
E2.61

Algo importante de destacar es la correlacion de los patrones de expresion de las
variantes de E6 observados en las lineas celulares y los obtenidos con las muestras de
tumores. Si bien, el nimero de tumores analizados fue limitado, el patrén de expresion de

E6 en los tumores con la variante africana presento mayor expresion del transcrito E6*1.



Por el contrario, los tumores del aislado de referencia y casi la totalidad de los tumores de

la variante Europea expresan el transcrito completo de E6 en mayor proporcion.

Originalmente se pensaba que estos eventos de ajustes en el bicistron EG6/E7,
incrementaban la eficiencia en la traduccion de E7, debido al aumento en el espacio
intercistrénico que se genera entre E6 y E7.% No obstante, se ha demostrado que E7 se
traduce de forma eficiente, tanto del ARNm bicistronico E6/E7, como de los transcritos
ajustados.”® La forma en que los cambios dentro de la secuencia de E6 pueden afectar el
procesamiento del transcrito y eficiencia de traduccion de la proteina E6 no se conoce por
completo. Se ha observado que la modificacion del sitio donador y/o de los sitios aceptores
aumenta la expresion del transcrito completo de E6 y aumenta la traduccion de la
oncoproteina. La introduccion de los cambios presentes en la variante Africana sobre la
secuencia del aislado de referencia, demostro que la 491 revierte el patron de expresion de
E6 observado en el aislado de referencia. A pesar de que la posicion 491 no se localiza
cerca del sitio donador, ni del sitio aceptor o dentro del sitio de rama, puede ser un sitio
muy importante para la unién de las proteinas implicadas en el procesamiento del
transcrito.'®® Esta observacién confirma la importancia de esta posicion para la capacidad

transformante de la proteina E6 de alto riesgo.

La degradacion de p53 es considerada como uno de los eventos mas importantes en la
inhibicion de la apoptosis mediada por E6. Sin embargo, otras proteinas celulares
implicadas en la activacion de la apoptosis pueden ser afectadas de forma diferencial por
las variantes de E6. La reduccién en los niveles de la proteina E6 en las clonas de la
variante Africana, debido a una reduccién en los niveles del transcrito completo de E6, se
traduce en altos niveles de proteina p53. Los mayores en los niveles de p53 observados en
esta variante por consecuencia producen un aumento en proteinas que encuentran reguladas
directamente por p53, como es el caso de Bax. Bax en una proapoptotica, implicada en la
liberacion del citocromo C de la mitocondria al citosol, en la activacion de caspasas e
induccién a poptosis.*® Como es de esperarse, las clonas del aislado de referencia y variante
Europea mantienen bajos niveles de p53 y Bax, lo que correlaciona de forma inversa con
los niveles de la proteina E6 observados en estos aislados. Cabe mencionar que
recientemente se demostro que ademés de inhibir la transcripcion de Bax, a traves de la

degradacion de p53, E6 de VPH-16 es capaz de inducir la degradacion de Bax.*® Este



hallazgo indicaria que los niveles de la proteina Bax que se observan en las células
transfectadas con las variantes podria ser resultado de la degradacion diferencial de Bax y

no una consecuencia de la actividad transcripcional de p53 sobre Bax.

Si bien la unién de E6 con p53, es una de las interacciones mas conocidas que pueden
presentarse entre E6 y con la maquinaria celular, la determinacion de potencial oncogenico
mediante los ensayos de formacion de tumores podria dar una idea méas clara de las
diferencias en el comportamiento bioldgico de las variantes. Las diferencias entre las
variantes en la capacidad para generar tumores radicaron principalmente en el indice de
crecimiento y el volumen tumoral que cada una de ellas alcanzd. Observado que los
tumores generados con los aislados Asiatico-americano y Europeo alcanzaron un volumen
tumoral claramente mayor y en menor tiempo que los tumores obtenidos con la variante
africana. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la variacion intra-tipo de E6 podria
retrasar el proceso de transformacion de las células que contienen la variante Africana. Esto
podria explicar en parte, como la variacion en una o mas proteinas virales puede modificar
el comportamiento bioldgico, reducir el potencial oncogénico y afectar el resultado clinico
de la infeccidn. La reduccién en la capacidad de uno de los elementos transformantes del
VPH no implica la pérdida total de la capacidad oncogénica del virus, puede traducirse en

diferencias bioldgicas que retrasen la carcinogénesis cervical.

La modificacién de uno o mas aminoacidos en la secuencia de las proteinas virales
podria representar un cambio conformacional en la estructura de las proteinas. En algunos
casos, estos cambios afectan la exposicion de epitopes necesarios para un eficiente
reconocimiento por parte del sistema inmune mediado por células. La asociacion del VPH
ciertos haplotipos del antigeno leucocitario humano (HLA) parece ser un factor muy
importante para determinar el riesgo de desarrollo de CaCU.! Por otro lado, se ha propuesto
que la variabilidad del VPH, puede estar asociada con ciertos hapl6tipos del HLA y
aumentar en el riesgo para desarrollar lesiones de alto grado. En un estudio de casos y
controles se observo que la combinacion entre la variante de E6 del VPH-16 (L83V) con
los haplotipos HLA-B*44, HLA-B*51 y HLA-B*57 presenta un riesgo mayor de cancer.”’
Es importante destacar, que el analisis in silico, demostro que la variacion en el residuo 83
de EG6 afecta la union de los péptidos al haplotipo HLA-B*44, lo que podria modificar la

respuesta citotéxica de los linfocitos T.%” Si bien, otros estudios no han observado ninguna



correlacion entre variantes especificas del VPH-16 con haplotipos del HLA,® es de interés
definir si las alteraciones en la secuencias de las proteinas E6 de las variantes del VPH-18
pueden intervenir con las propiedades antigenicas de las proteinas o modificar la respuesta
inmune celular. La variacion intra-tipo en otros genes virales, como es el caso de los genes
L1 y L2, podria traducirse en el cambio conformacional de epitopes relevantes para la

neutralizacion viral.

Basado en todas estas conclusiones es de vital importancia incrementar nuestro
conocimiento sobre el potencial maligno de los tipos de VPH, asi como de sus respectivas
variantes y conocer el efecto que estos puedan tener sobre diferentes tipos histoldgicos de
cancer. Ademas de que el estudio de su prevalencia podria establecer las bases para la
caracterizacion de grupos o comunidades enteras con alto riesgo para el desarrollo de

tumores malignos.
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Elementos viricos y celulares que intervienen
en el proceso de replicacion del virus

del papiloma humano
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Lav infeevion del vieus del papilema bumane (VPH)
es ol principal Tnctor de resgo parm el desarerollo del
vcanvcer cervicoutering, El ciclo de vida del VPH est6i
ligado al procesa de diferenciacion epitelinl Coan-
o estos virs infectan los eclulos ale= s -
lienen coma clementos autorreplicativos con bajos
miveles e expresion génica. A medidia guae los estra-
tos evlulares se vin diferenciondon los niveles de re-
plicavidn del genoma video aumenton » s sipleii-
ran las proteinas virieas tardins, con loogue se inicia
bin Fovrmmawcicn de particulas infecciosas Aun cu
Las prrodeings By K2 son los elementos principales
e Lo replicacion, olrs proteinas vicdcas tombicn
contribuyen promovicndo o reprimicndoe In trons-
cripeiin de ceros genes vidleos, Sin embargo, no
sl clarn come s gue estos Tactores de roplicacion
son regulodos durante ol ciclo de vida del VPLL Por
loe tanto, resulla importante colender cstos meca-
nismios i regulaeiin, adems de lns inleraeci
e livs proteinags vircas con miltiples dianas celula-
res, e prrvneven L rnsformacio

5

o evlulan

Polabrns clave: VP, chineer efrvieo-ulering, replica-
cidn viral

De ba Cris Hemdndez E, Mohar Belancoirt A, Lizano Sobe.
rin M. Elemenios vivicos yoelilares gue intervlenen en el pro
rean e replivacion del virs ded pagilonm hemanon, Ree On-
ool 200460 T):283-71

Cellular and viral elements involved in the
replication of human papilloma viros

Infection by the human | o virns (HEPY) is
e main risk foclor in e developonent of caneer of
the corvix and werns (CaCLly The life cyvele of the
TPV is linkes] b Dl eepritle dillerenlinlion pro-
coess, When the virus infects the basal colls ey re-
II'III'iI.'l HLY “'!j!-“'l i
gene expression. YWhile the cell layer dilferentiaies,
the levels of the virl geno
profeins are synibesised and begin to Tom infec-
tious particles, Even when the El and E2 proteins
are the prineipal clements in the replication, thene
are oilher vieal proteins thatl, as well, contribute o
pronwting or suppressing the trnseription of eer-
tain viral genes. However, it is still unclear as o
Iow these meyplivation focters are regalated during
e Bife cyele of e Y, As such, s important w
identily these regulatory mechanisms, apart from
the interaetions of the viel proteins swith multiple
veldl targets, which promste collular transforms

werils will bosa levels all

crose, Lol viral

Kew words: HPY, cervical cancer, virl replication

REPLICACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO EN EL EPITELIO ESTRATIFICADO

El virus del papiloma humana (VPH) &5 un vies pe-
quedie de ADN de doble cadena cirealiar, que infecta
el epitelio estratificado. Fl genoma del YPH contiens 6
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genes lempranos (K} v 2 genes tardios (L), Los genes
lempranaes estin implicados en la regulaciin ¥ repli-
vaveiin del virus, ¥ los genes tardios codifican las pro
leings de ln capside virica, Hasta hoy 2e han identifi-
cado mas de 200 tipos de VI fiferentes, los cuales
pucden ser divididos cn agquelles que infectan superli
ciea entdineas v los que infectan superficies mucosas?,
Estos virus infectan a los oflulas basales a traves de
micralesinnes presentes on la superficie de los epite-
lios. Hastan ahorn, o sae b psclido identificar ol recep-
lor que permile la entroda del VEPH o las oflulas opite-
linles. Sin embargn, s han  propoesio diversos
candidatos para esta labor, ¥ uno de los cuales s la
inlegrina alfo-f, bela-47. Esta proleina de soperficie se

15 R Onicol 2004, 6(5) 263-71 263



DE LA CAUZ HERNANDEZ E. MCHAR BETANCOURT A,

LEZAND SOBERON M, ELEMENTOS
INTEFVIEMEN EN EL PROGESC DE REPLICAGION DEL VIRUS DEL PAPILOMA

VIRICOS ¥ CELULARES QUE
HLIMANCG

expresa durante el proceso de restauracion de un te-
jides camade, lo gue lo hoee aon candidat muy apro-
pinda para evsto funcisn: sin embargo, ningin cstudic
Mineional ha podido demostrarls, Por su parte, se ha
visto gue los viriones de VPH se unen a la hepardina
presente on la auperficie eelular’, lo eoal padrin pro-
vier un anelaje inicial, seguide de la formmacion de an
camplejo gque permita su entrada o traviés de un en-
dleeserrma.

El ciclo de vida del VI'H puede dividirse en dos cla-
pasz una productiva y olra no prosductive. Eo b elapa
na productiva, ol genoma vifeo permancos cono un
clementy extrmcromosomal en forma de episoma
(elemento gendélico  autorreplicative).  Este evenlo
ocurre en las células basales del epitelio estratilicado,
donde ol virus replica su ADN para maniener un -
mero de 50100 copias del genoma dentro de las oélu-
lax hasales ¥ parabasales. Al dividiese la edlula infoe-
tada, una de las oflulas hijas permanece on la parte
basal del epitelio, micotras que laooten eclula inicia
un process de diferenciacion en ln parte superior del
epitelin, Fl virus necesita la macguinaria replicativa
de I oelulo para bn sintesis del ADN viries, la caol es
poen eliciente en s eélulas diferenciadas, Sin em-
bargo el viris estimula la progresion de la fise celu-
lar Gi1-5 en una céluln diferencindn v de esta forma
prosduce un ambiente adecoado para la replicacion
del AN, En la clapa productiviy, ¢ genoma virioo se
amplifica de modo gque aoments el mdmero de copins
presentes en la oflula ¥ se expresan los genes lardios
gue codilican lax prodeinns de o cipside, Los promao-
tores tardios que regulan In transcripeidn del ARNm
que codifica las proteinas de la capside (L1 ¥ L2), se

activan solamente en eélulas parcialmente difieren-

ciadas, La sintesis de los proteinas de la cipside sdlo
venrre dentro del programa de difereocieidn ecelu-
lar, dado que puede observarse exclusiviomenie en
los eatralos superiores del epitelio ¥ ne en las placas
basales. Debide o gue o produceion de Les particalas
viricns esld restringida a las placas superiores del
epitelio, las ctlulas basales no son lisadas durante la
producciin de los viFones, ¥ asi la infeccidn perma-
nece durante largos peredos de Dempo. Podoia pen-
sarse que ¢l ciclo virico prodoctive ¥ oo productivo
oeurre de Torma mdependiente, pero suoede dentro
de Lo misma cflulia. De esta forma las oflulas infecta-
das vy parcialmente diferenciadas amplilican of AN
virico cn la placa granular, transcriben ¥y Wraduoen
los genes tardios en la parte superior del epilelio,
donde se cnsambilan las particulas vircas infecciosas

(figs. 1y 2}

El Y E2 EN LA INICIACION DE LA
REPLICACION

El mantenimicnto del genoma virice en las oflulas in-
Fectidas del epitelio basal es esencial pam el cicle de
vida del virus. Esto depende de la funeidn v die los ni-
veles de expresiin de dos proteinas invoelucradas en ol
process de replicacion virea, Bl y B2 La replicacion
del ADN virco se inicia con o union de E1 y E2 @ se
cuencing especilicas del AN dentro de s regidn Inre-
g de control. Tanle E1 como B2 se anen de forma in-
dependicnte a sus respectivis secucncias. La proteing
E1 Tunciona eomao oo intciador de e replicacidn, se
une cspecificamente al origen de replicacidn virica ¢
interactia con diversas proleinas celulves requeridas
para la replicacidn. El origen de replicacion del virus

[Hferencisciin

Célula
mfeciada-VI'H
Sintess ciomd
vinca
Gintears AT vinco
India cadn preanctos
Infrccain oflulas
Gbuh iack I Fig. 1. Funcianss de las cé-
wm lulas normales, asi como
célula banled temprany de las células infectadas
par virus del papllama hu-
mana [VPH) durants la dife-
renciasion.
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Célubs epatelisles diferencrdas
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l del1yL?

del papiloma eonsishe en secuencias meas en AST Man-
queadas por dos o tres sitios de unidn de B2, La prote-
ina A se vne a0 las secuencins AST con bagn alinidid,
micntras que B2 se une con alla alinidad,

El gen K2 codifica tres proteinas diferentes genceradas
por procesamients allermtive, Ui proteing de longi-
tud completa (E2), In cunl regula la transcripeidn del
ARN virico ¥ la replicacion del ADN video, luncionan-
do como un elemento ransactivador. Sin embargo, ba-
i clertas crcunstancing 122 puesde reprimir s trans-
ecripeion de clertos  prometones  gue controlan Ln
expresiin de los genes iransformantes E6 v 7, regu-
lande indirectamente la proliferscion eclular $ b ciga-
cidnd de transformaciin. Esta luncién se ha abservada
principalmente durante lninfeccion inicial, dende los
niveles die expresiin de K6 v BT son bajos. Las oiras
dos profeinas de B2, EVE20 v E2-0 son mds oorlas, ¥
tie=nen b particalaridad de inhibie la capacidad de tran-
sactivaceon die B2, Estas prodeines F2 peaguoefias conser-
van i sitio tanto de unién a AN, como de dimeriza-
et San embarge, cureoen del il
por 1o cual pueden inhibir la accidn de E2 al unirse en
Torma competitiva a so sitio de unidn, o bien mediante
Lt Trrmavciin die complepos con E2t

La proteina E2 reconcce la secoencia palindromics
.HE(:N‘.{:[]T. In cual se eneuentm en mGliples copias
dentro de la regiin larga de contrel del genoma viri-
ca, ¥ luncions como un activador de la lmnserapeion.,
Esta proteing conticoe dos dominios funcienales me
lativamente conservados entre los diferentes tipos de
VIPH: ol dominio N-terminnl que consisie on aproxi-
madamente 20 aminoacidos {sa), ¥ su luncidn es
importante en la activacidn de Lo transeripeidn, v ol

e Irmnsaclivacidn,

17 Rev Oncol 2004, 6750 263-71

dominio C-lermmal de aproximadaments 100 aa gue
interviene en la union al ADN v su dimenizacion,
i eslin unidos por una region denoe-
minada regitn de bisagrn, cuya secucnciy es muy vi-
riable entre los VI La replicacion transiloria del
genema del VPH requiere solamente de E1 vy B2, pero
el mantenimiento estable en gqueratinocites normales
reguicre la expresion de E6 y ET. Esto sugiere que las
proteinas E6 v ET modilican el ambiente celular, lo
que le permile al genoma virieo manlenerse como
elemaento extriermosoml,

Coamo s¢ ha mencionado, la replicacidon del genoma
del VIPH esti restringida o las oflulas diferencindis,
las enales han salido del eicls eelular ¥ cuya magqui-
paria de replicacion de ADN esti “apagada”. Por lo
cual, ¢l genoma virico contribuye a las lunciones ge-
niélicas de la eflula, compensando s Tunciones oe-
lulares perdidas para la replicacion del ADN virico,
Uno de los principanles oncogenes involuerados es
E7, el cual interviene en la iniciacion de o sintesis
de AN como resallado de I acltivacion de la Bransi-
ciin de la fase G5 del ciclo celular. Faraddjicamen-
e, la activacidén inapropinda del ciclo celular v de la
proliferacidn celular activan s moerle oclular pro-
gramada (apoptosis) en las células normales, lo que
Irae como resallado b redoceidn del llempo de vida
de la célula infectada ¥ I pérdida de la replicacion
virica.

Este efecto s corregido a traves de la maguinaris vi-
rica que proviene la apoplosis dentro de las oflulas
infectadas, procese mediade por o oncogen EG, D
sl [orma ambos genes poseen funciones comple-
mentarias para ln replivacion del vims, E7 promuoeyve
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la replicacidon del ADN v el crecimiente celular,
micnlras que E6 inhibe ln apoplosis, prolongando la
supervivencin de las oflulas, incluse de oguellas gue
Nevan mutaciones deniro de so genoma.

LA ONCOPROTEINA EG

La fosfoproteing 6 contiene aproximadamente 150
¥ dos dominios de “dedos de zine”, cuya integridid
es esencial para su funcidn®, Es fosforilada por una
pristeing cinasa A (PRAJ, I enal reconece residuns de
Ureoming en la region carboxilo de E6% A pesar de que
Ef es una proteina pequena, induee cambios muy im-
portantes cn el cicle de vida del virus ¥ en el proceso
der inmorializacidn v transformaciin de s eélula. FG
& uno die les genes que se cxpresan mis precozmaente
durante la infeccion por VP'H, creando un ambicnte
s propacio para la producadn de noevas padicoalas
viricas al inhibir ¢l proceso de apaplosis, allerar by cx-
presiin de olros genes eelulares ¢ incremenlar ol
tiempo de vida de b ofula, Las luneiones de iransfor-
maciin de K6 estin mediadns por su inlermocidn eon
una gran varedad de proleinas celulares. El blaneos
coelular mis conocido de Ef es la proleing supresora
die lumares 53, para b gque B promueve la degrcda-
cibn a  iravés del sistema de  degradacion  de
ubiguiting?, Por lo lante, las otlulas goe expresan BG
mantienen niveles bajos de p33 funcional ¥ no res-
ponden ante un dafio al AN, lvoreciendo la soamuo-
lawcidn de mutaciones en ol genems,. En condiciones
normales, la degradacion de p53 cs mediada por el
misme sistema de ubiquiting o traves de la lgasa
Mdm2®, Sin embarge, ante un dafo al AN, p53 se es-
tabiliza mediante su fosforilacidm, evitmdo ln intere-
vidgn von Mdm2 v su degradacion. En las eélulas que
exprisan FA, la degeadacion de pa3 se realiza al for-
mar un complejo con K6 unida o ann proteinn Dama-
dn FA-AP Como resalido, p55 no se activa en forma
aprogiada ante un daio al gensma, lo gue permite li
supervivencia de ln edlula v In acomuolaeidon de mota-
ciones. Ademas de promover su degradacion, se ha
observada que E6 puede retencr a p5% en ol ciloplas-
ma, evilande s ranslecaciin al nicleo e mhibiendeos
st funcidn independientemente die su degradacion®.

Sin embargo, vares esludios han observaido gue Las
ciulas que expresan E6 no promucven la degrada-
cidn de pi% por completo, manteniendo niveles muy
bajos e expresion '™, Estos pueden ser el resullado de
la inlerferencia negativa de la proteina E6°1 I cual
aparenlemente imhibe ln aclividod de FG parm promoe-
ver la degradacion de p33'Y La proteing E6*1 se aob-
liene como resultado del procesamiento del ranscr-
I de K6, gue da lugar a un irinscrito de menor
tamafio, que pierde la region C<terminal de ES al ge-
nerarse un codon de parndo premoaturo, ademas de
perder ambos dominios de “dedos de zine™ de la se-
vuencia original de EG', De esta forma EG*] s capae

NE r i}

Fig. 3. Diagrama esquematico que muestra la estructura
de lo= dedas de zine de la proteina EG del virus del paplla-
ma hismano-18 (VPH-18) junto con algunos de sus Blancos
celulares mds conocldos y sus shios de interacclén. Se
puede observar &l dominic PDZ{ETQV) y &1 sitls de reco-
nocimiento PHA en el extremo C-terminal.

de unirse a Ef v formar un complejo con EB=AP sin
promever la degradacién de p533, va que pierde los si-
tinz involuerados en su degradacidn. La Tuncidn de
Fi*l esta relacionadas con el conteal de la degradaciin
de p5% durante ¢l ciclo virico, de feema que ol virus
puede controlar la degradacidn de p535%, evitando el
proceso de inmortalizacién o integracion al genoma,
lo qquie resuliaria en la pérdida die la capacidad de re-
plivacion (fig. 3

Si bien la inleraccion E6-p53 es la mias conocida,
exislen olras muchas interacciones adicionales con
dianas celulares que atn no se han descrito por com-
plito. Fstas contribuirian a mantener el fenolips ma-
ligno de las células infectadas, ¥ dependicndo del tipo
de interaccidn con factores celulares pueden dividie-
see ez m) regulinciin de la lrnseripadn y replicacion
del ADMN: b) regulacion de In apoptosis; o regulacidn
e I organizacion ¥ diferenciaciin celular, v o) pola-
ridad celular ¢ interaccion oélula-cdélula,

Elewtos olee Ef en ln megulaciin de la iranseripeion y

replicacion del AN

Se vonoce el papel de la proleing E6 para maodolar s
transeripeitn de forma positivia o negativa de genes
que s cncuentran bajo la accion de promotores eelu-
lares ¥ viricos, Sin cmbuargo, oo se podia determinar
ohmo Ef afecltaba la transcripeidn de olros genes,
hanstan quee s ddemosted que E6 interacida con un coac-
tivador de la transcripeion denominado p3O0ACEME,
FSNVCIP activa la iranscripeidn de un gran miimers
de genes inveluerados en la regulacion del ciclo eelu-
lar, diferenciacian ¥ respuesta inmuone. De esla forma
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E6 inhibe la transeripeion de genes involucrados en
Ia produccidn de cilocinas, como la inlerdeocinag-6
(IL-6) = 118, ademis de inhibie la aceién del foctor
de transcripeidn NE-KB'Y. PFIOOCREP ambién posee n
capacidad de transferir grupoes aeetile a los histonos,
por lo cual puede regular la trmnscripeidn mediante
st acelilacion, La avetilocion de lns histonas s asocia
eon la aetivacidon de s transeripeion mediante s re-
modelacidén de s estructurs nueleosomal en una
conformacian abicrta que permite el aceeso a diver-
Ao faclores de transeripeidn

Si bien se¢ ha mencionado que E6 pusde activar de
forma indirecta In iranscripeidn de cieros genes, se
ha observado que pusde modular b ranscripeion de
promotores que contengan clementos TATA en su s
cuencia'®, Ademas, B6 proelria Tuneionar como un fne-
tor de transcripeion celular por ln homoloegia estruc-
lural que preseobs con Eslos, yaque bos o
“dedos de zine™ presentes en E6 podrian funcionar
corma sihos de

nis el

in al AN pars activar In lrans-

cripeidn celular'™,

Inhibician de la apoplosis

Es importante que o virus evite la mucerie celular, al
menos hasta que se hova replicado, Uno de los prio-
cipales genes involuerados en ln apoplosis es p33, un
factor de transeripeidn que estimuls ln expresion de
genes involucrados en el blogueo del ciclo eelular ¥
Ia apoplogis, como el inhibidor de la cinasa dopen-
dicnte de cicling, p21™7" v Bax. Las proteinas EG de
alto riesgn inhiben la apoptosis mediada por pa3 al
inducir su degradacion. Sin embargo, s¢ ha obseryva-
do que 6 también puede inhibir las vias de apoplo-
sis. independientes de p55 sin imporar el estimulo
quie desencadene su activacion, Enbre los muchos
bilancos celulares die E6, se encuenlran dislinlos ele-
mentos celulares involucrados en la apoptosis, coma
Bak, una proteinag proapoplilica con allos mveles de
expresion en el epitelio diferenciade'. La proteing
EG de V-8 inlerachon de manera directa con Bak
promovicnde su degradacion a traves del sistema de
ubigquitinizaciéon'”, e igual forma que en la degra-
diavitn de p53, ES forma un complejo con EG-APF ¥
Bak para promover su degradacion. Trabajos méas re-
vienles demuestran que las proteinas E6 no oncogé-
nicas pucden unirse a Bak, pero su unidn es mis
dihil, lo cual earrelaciona con una actividad antia-
proplativa debil con respeeto a los YPH de alle ries-
go's,

Independienie del process de degradacion de p33, K6
puede inhibir s apoptosis mediante la degeadacion
de otre: componentes proapeplitices. Bl laclor de
transcripeion o-Mye s degradado de forma normal o
Iraves de b vin del proteosass
demostrado que las proteings E6 de alto ricsgo pue
den acelerar su degradacidn al formar un complejo

s embargo, se ha

con EG=AP, lo cual no sucede con las proteinas de ba-
o riesgn™, Falo poede ser lomado como algo inusaal,
v qquie una de lans funciones de c-Mye consiste enoesti-
mular la proliferacion celular, por lo cual puede in-
terpretarse gue la finalidad de la degradocidn de e
Mye mediada por E6 va dirigidn a so actividad
proapoplélica.

Interferencia con Lo arganizacion
y diferenciacion epitelial

Las YPH de alto ricsge se replican en las plocas dife-
renciadas del epitelin cacamoso, en un ambicnie quoe
no permile Lo replicaciaon del ADN. Una caracteristica
de las proteinas BG de alto ricago o5 su capacidad pa-
riv inhibir el proceso de diferenciacion terminal de las
edclulas cpitelinles, lo cual normalmente las leva a sa
epuera L nesnen
que Ef de VIPH-1G incremente ln resistencia de los
guerplinocilos humanos a la difere imclucidn
por calcio ¥ sucro a través de vias independicntes de
Pa%, inmdica gue se desconoce el mecanismo molecn-

1y e, Sin embargo, el hicho de

lar por el cual E6 resuclve el procesa. Sin embargn,
Ef de VPH=16 interactia con EGRIYERCSS, una pro-
teina euya foneidn estd relaciondn con la unidn al
caleio, localizada en el reticulo endoplismico. Ensa-
yos £ vien demuestran que EGBEP forma un complejo
con E6 v E6-AL, aunque no se ha pedide demostrar
su degradacion<,

Ademiis de los blancos eelulares antes mencienn-
dos, e han identificado otros que pueden contribuir
il potencial encogénice de E6, tales como ln paxili-
na, una profeing de adhesion fecal inveluerada en b
travclueceion de seiales ¥ remoedelacion del ciloesgue
lete de actina®!, Mem7, un factor de replicacién del
ADINEE, st
vit clase de proteings caracterizadas por poscer do-
minies PIE, gque se unen en forma directa al exine-
mao C-terminal de las proteinas E6 del VPR de alto
riesgo ¥ moon los de bajo riesgo®, Esta inlernecion es
particularmente interesante, debido a que acurre o
través de un dominie allamente definido formado
solamente por 4 ant Lax profeinas PIVE identilica-
das gque interaccionan con EG son: hl)g, un homdlo-
o de ln proteing supresorn de lomaores Dlg de Do
softla?®, MAGI-1, una proteina involucrada en In
wniin celular™, v la proteing hScerib, involuerada on
el control de lns uniones celulares asi como en la
proliferaciin celular™, Debido a que estas proleinas
s expresan en sitios de conteeto e¢lula-eelula, se
han relacionado con el control de la division ¥ pola-
ridad celular

1o recienles han identificado una noe-

LA ONCOPROTEINA ET

ET endifica una fosfoproteing que conliene aproxima-
damente 100 ap. De forma similar o E6, ET conticne
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un dominio de unidén a gine en la region C-terminal,
el cual se wliliza pars su dimereacion o m
vinn®™, ¥ un sitio de fosforilaeidn en su regiton N-ter-
minal, donde es fosforilada por la cinasa caseina 117,
Diversos ensaves han demostrado gue le lovalbzacion
de la proteina E7 dentro de la célula es predominan-
temente puclear®; sin embargs, se han detectado
niveles muy bajos en el citoplasma ¥ olros comparti=
mienlog celulares, lo cual se relaciona eon In capaci-
dad de KT para interactuar principalmente con blan-
cod eelnlares implicados en I sintesis del AN v el
control del cielo eelular. BT interactia con muchos
blancos eelulares, tales como Bh, pl07, pi130, ciclina
A, cicling E, desacelilasa de histonas (HDAC) v
Ap-1*"* Debido o la naturaleza de cstas profeinas,
e puede delerminar que el principal papel de E7
consiste cn alterar ¢f contral del ciclo celular normal.
Dhiversos esludios han demosteado gue la expresion
dee ET eslii asociada con un incremento en la sinlesis
del ADN exlulnr®?, axi

1]

EENCE O0FT RNEE N el e hl:

proliferacion erlular, Eslas carcleristicns son el fe-
sullado de la inleraccion enire ET ¥ las proteinas de
la Bvmilia Bhy, incluyendo Bhb, pl07 v pi30. Fslas inle-
racoiones interfieren con la habilidad de Bb para in-
hilir by acdtivacion diel Tmdor de leanscrpeion F2F, de
tal forma que K7 Torma un complejo con b promo-
viendo su degradacidn a través del sistema de ubigui-
tinizaciin™, Esto permite que el factor E2F active la
transcripion de los genes involucrados en la sinlesis
dee ALY, tales come la reductasa dehidrololate, ode 2,
ciclina A, ciclina 1) v polimerasa alla®™.

Ademis de o degradacion de Bb, ET interactin con
wtros inhibidores del cicle celular, induyendo p24% v
P27 (fig. 4).

Debide o la integracidn del gemoma del VPH durnte
la transformacion maligna, ¢ gen FS no se expresa
i los mores cervicales, La proteing B3 est lecali-
zada principalmente en el aparato de Golgi, pore
tlambién s¢ ha detectado en endosomas v en olras
membranas intracelulares™, La principal funcidn de
la proteine E5 consiste en redooir ol sequerimienio
di factores de crecimicnlos necesarios para la proli-
lermcidn celular Aungue s aclividad mnslformanie
s dithil, s¢ ha observado que E5 de VPH-16 posee L
capacidad de unirse al receptor del factor de creci-
mienlo |"_|:|i|:||.'r|1:m|“"', advmas de incremenlar su oex-
presion en la superficie celular al inhibir su degrada-
con'’, La mhibicidn en la degradacion de los
receplores podria ser ol resultado de Iy inleraceidn de
E5 con ln subunidad 16kDa de In ATMPasa vacuolar®,
evitmdo Lo acidificacién de los cndosomas neeesi-
rios para su degradacidn. E5 puede activar olras pro-
teinas involueradas en la prolifermeién celular, tales
como ln cinasa MAPM v el receptor del factor de cre-
vimienio devivado de ploguetns*t, De estan forma la
proteina E5 contribuye s la proliferacion celular de
lats eélulas infecudas,

Fig. 4. Estructura de la proteina ET del virus del papiloma
humano-16 (VPH-16). Se pusden observar sus tres domi-
nies conservadas (CO1-3), junte can algunes de sus Blan-
cos celulares mas conocidos y sus sitios de interaccion.

EXPRESION DE GEXNES TARIDMOS

Laz Munciones viricas tordias, tales come la sintesis
de ADN virico, sinlesis de proteinas de la capside, ¥
ensamblaje de los viriones ovarre exclusivimente en
las células diferenciadas. La transcripcidén de los ge-
nies virieos rdios esul regulada por un promastor ea-
pecilico gque se cnceuentea loaliado dentro del more-
oo de lectura del gen ET Dicha promaotor depende del
proceso de diferenciacion celular, controla Lo expre
sidn de las proteings de b capside, L1y L2, asi como
de la prodeine E4, generados o partie de un ARNm po-
licistrdmica ™.

La proleina E4 se oxpresa salaments en lns edlulas
dilerenciadas del epitelio, su marco de leclurn esti
lncalizado dentra de la regidm temprana; sin embar-
go, al cnconlrarse bajo la accion de un promolor cs-
pecifico de Lo diferenciecion se express oome un gen
lardin. Se orging de on nserilo oemado por on
procesamicnio cobtre ol marco de lectura de 151 v E4,
EASEA. Las Tunewdn principal de F4 consiste eninducie
la ruptura de las redes de citoguerating, permiticndo
ln hbeeraciin de lox vioenes sinleleados dorande b
[ase productiva de la replicacion virica. Ademis de
esla funcidn, se ha observado que K4 deliene el ciclo
velular en Lo fase G Lo gque permite la sintesis de
AN v division nuclear en ausencia de division celu-
lar®,

El process por el cual la diferenciacion activa el ciclo
de vida productive es un i de mucho inlerés, oun-
gque el conoeimicnio de como estos proceses son e
enlados es limitwdo. Se han propueste varios modelos
de eomu se activa la produccidn de viriones en las
placas superiores del epitelie. Uno de ellos propons
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que la activacion de los genes viricos tardios es el re-
sullado de la interaccion de los premolores burdios
con fectores de transcripeidn celulares especificos de
la diferenciacion, coma los factores de iranscripeion
Ying Yang 1 (YY1), Skn-1 v CDP™5, En un segundo
modela, se propone la activacidn de factores de irans-
cripeion que reprimen Lo expresion de los genes tore-
dins en las células basales, La idea central en ambos
modelos es que el nimers die copias es controlado
por lus niveles de las proleinas K1y E2 aclivoes en las
witlulas,

El efeeto directoe de los oneogenes vircos sobre las oo
lulas epiteliales del efrvix inicia una serie de cambios
progresives que alteran las lunciones normales del ci-
clo colular, de apoptosis ¥ diferenciacion: cstas allera-
ciones pueden meremenlar la susceplibilidad de Is
cilula o sulrir dafios cn el ADN ¢ inestabilidad cromo-
acrnicie Gon [resuenca,  eslas allermciones eslan
acompafiadas de la integracion del genoma del virus

en el genoma celular, o gue garanliza bn expresiin

perpelua de los oncogenes vircos.

La regulacidn de la iranscripeion de los genes vimoos
s un proceso muy complejo v hasta la Techa poeo co-
nocido, Esto se debe a la presencia de madliiples pro-
midores ¥ palrones de splicerg dentro de los Innseri-
tos; muchos viras de AN ulifizan el splicing en el
ARNmM, como un mecanismo para regular la expre-
sign de sus genes™, Bl procesamicnte de un intein
dentro del marco de leclura de K6 puede modular ln
expresion de los genes E1y E2%, debido a que el spli-
cing s sitda hacia arriba de by secuencia codilicanie
para estos genes. De esta ferma el procesamicnto on
el miarce de lectur de E6 puede incrementar el espa-
cin intergénicn en eslos genes, aomentando b efi-
civnein de ln raducvidn, En el caso de EG v ET sdlo
los VP die alto riesgo presentan Ininscritos hicistrdo-
nivos ¥ policistrinicos para estos genes™, a diferen-
cin de los VI de bajo riesgo, donde sus iranscrilos
son monecistronices. Esto podria representar un po-
sible mecanismo de regulacion, al shservarse gque en
las proteinas codilicadas por ranscerilos policisimini-
cos o segundoe ¥ lercer gen se raducen con menos

ehciencia™,

COMNCLLSI0N

La patogénesis molecular de la infeccion por VI'H en
el disarrollo del cinoer cerviconlering es un leme
atin no aclarado por completo. Si bien esios virus po-
seven ln capacidad parm inducir comvinogénesis por si
solos, la infeccion per se no es suficienle para promo-
ver lo irmnsformacidn malignn. s necesana ln pre-
senetn de otres metores gque contribuyen al desarrollo
del cincer. Aungue se han estudiado muchos mode-
los aeerca de lo replicacion virea, existen muchos as-
pecios que permanecen ain descopocidos ¥ que sin
duda son necesarios para comprender el comporta-

miento bioldgico de los diferentes tipos de VPH, asi
como de sus respedivas variantes, Por ello esolls in-
teresante englobar todos los clementos identificados
hasta la fecha, con el fin de entender el papel que de-
sempenn cada une de ellos en la regulacién del cicloe
de vida del virus,
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Persistent infections of the uterine cerviz with “high-risk’ human papdiomavirus (HPVY) are now
recognized as necessary for the development of cenacal cancer, Among them, HPV types 16 and
18 gahdbit numercus variants associated with different rsks for cenical cancer development.

In this study, the questions of whether diferert HPY type 18 vanants exhibit changes in early
gana transcrption and the molecular mechanisms undedying these differences were investigated.
It was shown that, indeed, type 18 vanants exhibided singular dfferences in EB transcnpls

ir wiver. Higher levels of the E6'l transcript were detected regulary in clones harbouring the African
variant, as opposed 1o low levels of this transcrpt detected in clones contaming the reference
clone (Asan—Amenndan), whera significantly higher levels of fulHength EB transcnpt were usually
obsorvod, As a diroct consequence, highar lovols of p53 protesn wers found m the presence of
African EB, as opposed to the low levels of p53 observed with the Asian—Amenndian EG.

These variations in consequence affected the lovels of celular protoins regulated by p53, such
as Bax. Simelar changes in the relatve levels of EB transcripts were observed when tumours
containing type 18 E6 variants were analysed. The different abdity of cells containing vanant EG
genes 1o form lumours in nude mice was suggested by the fact that tumour volumes weng
considerably higher when cells expressed the Asan-Amenndian E6. Mutageness analysis of
the reference clone showed that a C491A change reverts the phenotype. These results suggest
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that different sphicing patterns of EB within HPV type 1B variants may possibly have biological
implications in viral lumorigenesis.

INTRODUCTION

Cervical cancer constitutes a serious health problem in
developing countries, which include about 80% of the
nearly 00000 cases newly diagnosed each vear worldwade
(WHO, 2004 ). Epidemiological and mobkecular evidence has
established a causal role between persistent infections with
‘high-risk” human papillomavirus (HPV) infections and
cervical cancer development { Bosch et al,, 2002; zur Hausen,
20020, Among almost 200 different HPV types identified
so far, 35 of them are vsually found in anogenital lesions.
HPY types 16, 18, 31, 33, 35, 45 and 58 have been found
in most invasive cancers { Walboomers of al, 1999 Bosch
ef al, 2002). A substantial body of evidence shows that
persistent infection with oncogenic HPV types is an impaor-
tant factor for development of cancer (Dalstein ef al,
2003 ), Nevertheless, the incadence of cervical intraepithelial

neoplasia and invasive cervical caranoma is redatively
low, despite the fact that most sexually active women are
infected by one or more cancer-related HPYs during their
lifetime ( Moscicki eral, 2001; Schlecht et al, 2001 ), 1t scems
that other Rctors are required for the development of this
malignancy. In the past few years, it has been proposed that
mimimal genomic vanations within given oncogente HPY
tvpes are involved in the differences observed in behaviour
of premalignant lesions, Some studies propose that intra-
typic HPY vamants may confer differential risk levels for
cervical cancer disease (Bernard et al, 1994; Xi er al., 1997;
Fehbe o al, 1998; Hildesheim er al, 2001), It has been
suggested that certain type 18 variants mainly found in
premalignant lesions may represent isolates with decreased
oncogenic potential (Hecht ef al, 1995). In the case of type
16, a Mexican study showed that a specific Asian-Amwrican
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variant was associated with tumours from young women,
suggesting 4 worse prognosis for those women harbouring
this variant { Berumen ef al, 2001 ),

In a previous work (Lizano ef al, 1997), we suggested that
the apparent exclusive association between distingt histo-
logical types of cervical cancer and different HPY types
may in part be due to differences in variants infecting
the genitalia. An apparent exclusive association was found
hetween an HPVI& variant from the African branch and
squamous cell carcinoma (5CC), whereas the reference
isolate, as well as a European HPV IS varant, was present
in cervical cancer of glandular origin with worse prog-
nosis  (adenosquamous, adenocarcinoma and  small-cell
carcinomas),

Few studies have been performed that addressed the func-
tional significance of genomic or protein vanations among
HPY variants, [t has been reported that sequence variations
observed in the long control region (LCR) of a type 16
Asian-American isolate may be responsible for its increased
transenptional activity (Kimmer ef al, 2000},

Ev is one of the viral genes expressed early during HPY
infection and plavs an important role in the viral life cvcle,
as well as in cellular immorntalization and transformation
(Mantovani & Banks, 2001 ). The transformation role of En
is mediated by its interaction with a variety of cellular pro-
teins. The most studied E6 target is p53. The interaction of
E6 with p53 promotes the degradation of the latter via the
ubiquitin pathway (Schefiner e al, 1990, Wemness o al.,
1990]. 1t is known that the increase in p33 levels plays a
critical roke in the induction of genes that result in cell-cycle
arrest { [H Leonardo et al, 1994}, allowing repair of damaged
[NA or the activation of apoptotic pathways (Caelles ef al,,
19#94; Smith er al, 1995), Therefore, cells expressing B
maintain low levels of functional p53, altering the normal
response 1o DNA damage and fivouring accumulation of
genomic mutations. On the other hand, p53 alo plays
an important role in apoptosis by upregulating Bax levels
(Chipuk & Green, 2004; Zhang ef al, 2004). It has been
shown that low levels of p533 have anti-apoplotic activity

(Lassus ef al, 1996), whereas high levels promaote apoptosis
{Chen ef al, 1996).

E6 mENA from high-risk HPVs exhibits alternative splic-
ing patterns that generate four mRENAs called Es*I-Ea*1V
(Cregledy er al., 1994). It has been proposed that shortened
E6 ( E6*1) can bind to full E6, forming a complex with E6-AP
and competing for binding to p33 (Pim & Banks, 1999). In
this way, E6*1 could probably contral p53 degradation a
specific moments of the infection to inhibit cellular immor-
talization and viral genomic integration.,

A lew studies have reported functional differences among
HPV 16 variants. E6 protein variants of HPV type 16 showed
differences in their abilitics 1o cooperate with ET to abrogate
keratinocyte differentiation and to target the degradation
of pa3 (Stippler et al, 1996, Another study showed that
a vanant harbouring an amino acid change (Leu=Val) at
position 83 enhances mitogen-activated  protein kinase
signalling and coaperative transformation with deregulated
Motchl signalling (Chakrabarti er al, 2004), Nevertheless,
no differences in functional activities of HPV1E viral pro-
teins from different isolates have been reported.

The aim of this work was 1o determine whether necleotide
changes found in the E6 oncogene from different HEVIR
variants prevalent among the Mexican population affect
its oncogenic potential. We suggest a mechanism thar may
account in part for the observed differential biological activ-
ities of naturally occurring HPV 1S isolates,

METHODS

entification and sequencing of HPV18 wvariants, [WNA was
obtained from cervical cancer biogsies identified as harbouring
different HPFV1S isolates as described previously ( Lizano et al, 1997}
and wsed for PCR and sequencing reactions,

lsolates were characterined through the penomic sequence of the
LCR and Eé and ET genes. Divect sequencing was done with a Thermo
Sequenase radiolabelled terminator oyde sequencing kit (Amersham
Biosciences) for PCR-amplified products obtained with specific
primers as shown in Table 1.

Table 1. Specific primers used for PCR amplification of LCR, E6 and ET
Bold sudeotides indicate the restriction sites used for clonfng, added 1o the specific viral sequences,

E6 pelNA sonse BamHl
Ef peDNA antisense  EcoR1

Name Restriction Primer soquence Size (bl
site

LCR sense Sl Y ICCOCCGGOTGTATGATTGCATTGTATGG-3" THY

LCR. antisense Hindlll 5 -COCAAGCTTGGATCCTCAANGCGOGCCAT -3

S GGGLGATCCATOGCGOGE T TTGAAGATOCAACA-3' 495
S -GGOGAATTCTTATACTTGTGTTTCTCT GOGTOG-3

E6 Flag sense BamHI 3 -GGGGGATCCATGGCGOGCTTTGAAGATOCAACA-Y" 495
E6 Flag antisense Himdlll 53 -GGGAAGCTTTTATACTIGTGT TTCTCTGOG TOG-3
E7 sense BanHI 3 -GGGGGATCCATGCATGGACCTANGGEANCATTG-3" 356
E7 antisense Ecolt] S GGHLGGAATTCTTACTGOTGHGATGCACACCALG-3'
2460 Journal of Gengral Virology B8
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Plasmid construction. The E& ORFs [t 105-381; numbering
according 1o Myers ef al. { 1994]] from different HPV type 18 variant
isolates were amplified, purified with a High Pure PCE product pur-
ification kit (Roche), digested with Bambl and Ecoll and cloned
in pelNALL (Invierogen) expression vector or digested with BarrHl
and Hindlll and choned in pXMOFLAG (kindly provided by Dr
E Manser, Glaxo Group Institute of Molecalar and Cell Biodogy,
Singapore ). Digested PCR products and vector were linked and used
to tranaform Escherichia coli. Plasmids were bolated with a Plasmid
Maxi kit (Qiagen). Cloned E6 sequences were confirmed through
PCR-direa sequencing.

Cell cultures and transfections. C-33, NIH 3T3, HaCat and
MUCFT cell lines were grown in Dulbeceo’s modified Eagle's medium
(DMEM/FIE Giboo BRL) supplemented with 8% fetal bovine
serum (FBS). Cell Hnes were transfected with 4 g DMA from cither
vectors alone or vectors harbouring the choned BE6 variant genes
PRMOFLAG-derived  plismids were co-transiected  with 400 ng
pSV2INeo plasmid for sdection. Tramsfoctions were performed in
60 cm diameter dishes with Lipofectamine Plus  (Gibco-BRL)
asccording 1o the manufacturers instructions, For  stable-clone
selection, cells were treated 24 b afier transfection with G418 m
Emgml”' in DMEM/FIZ for 3 weeks, After stable seloction,
CAlB-resistant cells were choned by dilution, Imtegrity of E6 in the
obtained chones was tested by PCR amplification and sequencing.

RNA extraction and expression analysis. Total ENA wa
obained from transfected cells or frozen biopsics by using TRIzol
(Invitrogen  Life Technologies) acconfing to the manufacturer’s
instructions. Samples were treated with | U DNase 1 (Giboo-BHL).
The amount of RNA was determined by UV spectrophotometry and
quality was assessed i 2% agarose gels. For ¢DNA preparation,
2 pg total BNA was revene-transcribed with random hexamers
by using the SuperScript fist-strand simthesss system for RT-
PCR (Invitrogen Life Technologies), The obtained cDNA was PCR-
amplified for Ef-cxpressdon analysis.

In vitro degradation assay. For v vitre degradation assays, p53
and E6, both cloned in pcDMNA vector, were dn witro-tramslabed
by using a rabbit reticulocyte lysste-based coupled transcription—
translition system (Promegal; 10 @l p53 protedn, i vitre-tramslated
in the presence of [“Skysteine, was incubated together with 5 of
cach HFVIE Eb protein olate. After 3 h at 30°C, the degradation
reaction was slopped by adding 100 pl sample buffer and the pro-
teins were resobved by SD5-PAGE and visualired by fluorography.

‘Weslern blot assays. Total odlular proteins were extracted from
transfected cells harvested from a 75 em® plate. Cells were pelleted
and disrupted with M0l Iyds buffer (100 mM Tris (pH 8),
100 mM NaCl, 0-5 % Nonidet P-40, 1 % apoprotein, | mM PMSF)
Proteins were boiled in sample buffer [123 mM Tris® HCL (pH 6-8),
1% S5, 2% f-mercapiocthanol and 0-001 % bromophenol blue]
for 5 min and then loaded onto SDS-PAGE gels (10-18%), After
electrophoress, profeine were transferred to a Hybond-C Extra
nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences) in a wet chamber
for | hoat 100 V. Membranes were then blocked with 1| = TBS con-
taining | % skimmed milk and 0-1% Tween 2, washed and incy-
bated with the corresponding antibody [Es, p33, Bax, Actine (Santa
Cruz Biotechnology )] Homeradish peroxidase-conjugated secomndary
antibody was used for protein-primary-antibody complex detection,
The levels of the corresponding proteins were visualired by wsing
the ECL system (Amersham Biosciences),

Anchorage-independent growth (agar-colony assay). For sofi-
agar assay, bottom kayers of 0-7 % soft agar (Sigma) were prepaned
in 60 mm plaes. Cells were harvested by inlzation and were
counted and seeded in tripBcate with 15 = 107 cells per 60 mm dish
in a +53% agar top kayer. The dishes were incubated at 37°C for

2 weeks and then the number of colonies was counted. Assays were
done in triplicate. Presence of 10 or more cells was the criterion
taken for a formed oodony,

Tumour formation in nude mice. NIH 3T3 cells transfected with
the different Bolates of E6 HPVIS were trypsinized, counted, resus-
pended in the smallest quantity (~200 pl} of DMEM/FIZ and
injected it nude mice (BALB/¢-Nu, between 6 amd B weeks of age)
subcutsneowsly in the fanks. In wtal, W0° cells were injocted per
mouse. Tumour size was measured every 7 days. Afer 1 month, the
mice were sacrificed and the tumours were taken out, formalin-fized
and paraffin-embedded. Tomour volume was calculated by wsing
the formula V= Zab)ait, where V) is tumour volume, o is the lar-
gest diamecter and b is the smallest diameter,

Site-directed mutagenesis assay. Site-directed mutagenesis was
performed in the E6 selerence done by using a Tramsformer site-
directed mutagenesis kit (Clontech) in order 1o mutate in the E6
reference Bolate each of the varistions contained in the E6 African
variant. The positions analysed are shown, with the intended madeo-
tide exchange underlined at the centre of cach primer used: T25C
IS‘fMITrGCiTTEMﬁHT&mG-S']; GI66A (5-GATTT-
ATTTGTAGTGTATAGAG-3");  TMTC  (5-GTATAGATTTCTA-
TTCTAGAATTAG-3" ;. CMIT (53“GAATTAAGATATTATTICAG-
AC-ME GIT4A (3-GAGACACATTAGAAAAACTAAC-Y): CA91A
(5 -GATTTCACAAAATAGCTGGGE-3' 1 and AS80G (5'-CGACA-
GOAGCGACTOCAACGAC-3 ), The selected clones with the En
ORFs were sequenced 1o confirm the p e of the !
nucleotide. RMA extracted from cells transfected with E6 musants
was submitted to RT-PCR to analyse E6 expression, p33-prdein
levels of such clones were examined by Western blot.

RESULTS

LCR, E6 and E7 sequence analysis of HPV18
variants

Patients harbouring cervical umours with HPVIE have
been associated with a worse prognosis than those with
HPV16; some studics have shovwn remarkable association
between certain variants of HPVIS and less aggressive
tumours, We were interested in determining whether
nucleotide changes could suggest functional differences
among naturally eccurring type 18 variants, Therefore, LCR
sequences were compared with thase reported by Ong eral.
(1993) and extended to cover the complete LCR (including
nt 713-92; see Table 2. One of our variants corresponded
to clome T18-9 from the European branch (E} with an
unreported change at position 7258 (T for A), Mcanwhile,
the other varant was named African, on the basis of its
similitarity to TI8-8 from the African branch; however, it
exhibits changes at positions 7496, 7512 and 7529, Com-
pared to the reference done, this variant showed changes at
positions 7130, 7152, 7156, 7161, 7164, 7185, 7258, 7323 and
a 7 nt deletion between positions 7245 and 7251.

[Mue to the important role of E6 and E7 in cervical carcino-
genesis, we became interested in determining whether
nucleotide changes present in these oncogenes could suggest
alterations in its oncogenic potential. Table 2 shows the
nucleotide and deduced amino acid sequences of E6 and E7
oncogenes from type |8 variants, The Ea ORF from the
Furopean isolate exhibits changes at positions 287, 485 and

hitpfFvarsgmpoummasong

2481



andez and others

E De la Cruz-Hem

6E0F 175 - B - = s - 1AL, Sl L
ot o~ = o = oz 5 8 L99EMIAH - - - - - - - - - - i
usy usy N B RV 0lg TSy fiy Srv usy ayg na Wy ayd oag [ep A WSV
It | i ! 4 I SIH ayd [BA 24d T
s 6 E£L e % Ll 6Fl #F1 601 L2101 06 08 [L 19 %% 6F
PO OUnNUR PANPI, Pl ouiwe papipasg
HEOF ) o L el ¥ 9 ¥ s H L 2 2 ¥ a2 w
1ot - - - L - el L9HIMIAH ¥ 5= = = 5 - - q
2 ¥ D ¥ 2 2 1ysy aJ ¥ 2 L 2 0 1L O D 1L Wy
98 P9 908 OLL ISL OF9 6FS ®F9 16F 98F FLE TFE L1E BT 99T IST
JueLIe awBoouo yq w safump ey auafoouo g3 w s28uey)y
2 - ¥ L L QD 2 2 2 W o = L £ Y » » - . = » s L 2 1 2 D L v
4 L L oD o o o] Y 8 W W - 0 - paviodar jop]
=i = - = L - = - o a - = Y = = - = - Y = - = - = = - = - = = - = E |
= = - L * = = 0 0 > = ¥ pavodas jopn

Y ¥ D o L ¥ Y €L L L W o L 6 5 ¥ 0 o ¥ L L L o L ¥ L 9 o o]

~

=)
w
~
4
w
|y
=
=
-

o0 TP O6LL 9TLL POLL OL9L BSOL 159L £F9L T66L L9600 £95L 0€SL 6C5L TISL MOSL 96¥L 98%L ETEL BGCL ISTL OSTL 6FTL BVTL LITL 9PTL SFPLL SHIL POIL 191

nmwy T Ay uy sadumy)

‘. hq palEdrpm a1 S|PA3] pIOR OUIWR 10
apuoapnu M 1aYNa v suonapg] - se eadde Pa3) poe ouum 3P IR SUGIIEINW JUA[IS JO [@A3] APHIOAINU Y I8 UONEINW O ‘(TWSY) 31e[0ST 3duaajal s s paredwos ame siuees (Jv)
uenagy pue () weadoing ayp uonepndod vexxap sy w punog youesg oy pue ueadoang syl wogy suvies asneuasaidas pue auop @uaaEl gIAJGH Ay 10 wewudie auanbag

8440 L3 PUT 93 8y} pUB ¥ 8y} Ul SUOHRLIBA BIADH T @3IqEL

Journal of General Virology 86

2452



Ditferent splicing of E6 within HPV 1B variants

549, all representing silent mutations and corresponding
to isolate HPV18v2EST as published in the HPV Com-
pendium (Halpern eral, 1997 ). The African vanant exhibits
changes at positions 250, 266, 287, 317, 342, 374, 485, 491,
S48 and 549, leading w amino acid changes at positions 342
{His for Tyr) and 491 {Asn for Lys). In the case of E7, we
found few changes in relation to the reference clone,
probably because it is known to be a more conserved
gene. European E7 has only one change at position 751;
meanwhile, the African E7 has two changes at positions
640 and 864, the latter leading o one amino acid change
at paosition 92 (Asn for Ser). The E7 genes from our
European and African vanants correspond, respectively, to
isolates 100 and 4039 reported in the HPY Compendium
(Halpern et al,1997).

E& transcriptional patterns in cell lines and
cervical tumours

To evaluate whether nucleotide changes in E6 could have
an effect on its expression, transcriptional patterns were
analysed. peDNA plasmids harbounng reference, European
or African B oncogenes were transfected into different cell
lines. After selection, G4 18-resistant clones were assessed
for the presence of E6 by PCR and transcriptional patterns
were analysed through RT-PCR (Fg. 1a, b). Evident differ-
ences were found at the transcriptional level between the
African and the other two isolates, in particular the relative
levels of E6 and E6*1 transcripts, suggesting differences an
the RMA-processing level. Fig. 1{a} shows the presence of
the two transcripts in all dlones: that of 477 nt corresponds
1o the full-length Eé transcriptand that of 295 m to the Es®|
transcript. Sequencing the corresponding PCR products
confirmed the nature of the observed RT-PCR products.
The maat important finding in this assay was the differemt
proportion of each transcript within the different E6 iso-
Lates. In the clones with the Asan-Amerindian and the
European Eb, we detected higher levels of full-length Es
transcript in relation to E6*L In contrast, expression of
E6"1 was evidently Bvoured in clones with the African E6,
where levels of the full-length E6 transcript were either
greatly reduced or minimal,

As shown in Fig, 1{b), a semi-quantitative comparison of
RT-PCR products obtained from E6 or the actin gene
showed that equivalent levels of RNA were used in cach
assay, The B transcrpt was predominantly found in C33
clones containing the African E6, confirming that differ-
ences in the relative levels of E6 transcripts were fouml
independently of the cdl line used, In addition, differences
in cxpression patterns were not due to intrinsic collular
variations or o artefacts in the exprasion plasmids, as
different E6 variants cloned in either pcDINA or pXJ40FLAG
vectors and transfected in HaCat or NIH 3T3 cell lines
exhibited similar expression patterns (data pot shown).
It is worthwhile mentioning that stably  transfected
clones were amalysed periodically to confirm the observed
phenotypes,

Haln DNA

(']
- - o 9
iz 3z 3 %

Ed
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Fig. 1. Differential splicing of E6 transcripls within fype 18 var-
iants. RT-PCR analysis of E6 transcnpts in different transhecied
cell clones and human tumours. (a) RNA edracted from MCFT
cell clones transfected with different ES varients, cloned n the
pcDMA eapression wector, was used to analyse E& transcrp-
tonal patterma. DNA extracted from Hela cells was included as
a PCR control. Clones confained sither the ompty veclor or EG
of the Asian—Amerindian (AsAi), European or African vasants.
MNumbers indicate diferent MCF7  clones analysed  The
expocied EB transcripts are shown: fulllength (477 bp) and
EB&"1 (295 bpl pcDMA represants mRMNA from cells transhociod
with the emply vector, (b) Semi-quantitative RT-PCR products
from C33 clones transfocted with difforent E6 imolates woro
analysod, The same amount of cONA was used for RT-PCR of
E& or a fragment of the actin gone, (c) EB transcriptionad pat-
terns from RMA eatracted from fumours (T) identified &8 positve
for diferent HPV18 isolates. RMA was exracted from frozen
biopsies and RT-PCR was pedormed with E6-specific prmers
PCR products wene analysed in a 2% agarose god T1=Td cor-
respond o tumours with the relerence vamant, TS=TB 1o the
European vanant and TB=T11 to the Afncan wamant.

In order o define the E6 transcriptional patterns in RMA
obtained from cervical tumours positive for  different
HPV IS isolates and o compare these patterns with results
obtained in the transfected stable dones, RT-PCR was
performed in material obtained from four tumour samples
containing the reference B, six samples with the European
variant and three samples with the Afncn isolate, Fig. 1<)
shows that E6 expression in tumours harbouring  the
African solate is similar to that obtained in cell clones,

hitp/ fvirsgmioumal sorg

2463



E D¢ la Crup-Heménde: and others

with a dear higher proportion of E6*1 than the full-length
Et transcript. Tumours harbouring reference B (Asian-
Amerindian) have higher expression of the full-length En
transeript, whereas tumours with the European isolate
show a mixed pattern, including cases with a higher pro-
portion of the E6*1 transcript (data not shown), but the
majority (four out of six) presented o higher proportion
of the full-length E6 transcript.

E6G-protein levels in transfected cells

When analysing Eo-protein expression in transfected cells,
as shown in Fig. 2(a), we noticed a correlation between
the previously ohserved E6 transcriptional patterns and En
protein-expression levels. A clear reduction of E6 levels
was seen in dones with African Bb, whereas no difference
was found in E6-protein levels between the reference or
European clones, Mevertheless, under our conditions, we
were unable to detect the E6°1 protein in any case.

(a) = N

I 3 3 8 % 32
e A o A e
e Tl
(b)

Fig. 2 Effect of differantal transcriptional pattems of E6 within
HPV1B varants on E8 levels and cellular proteins. (a) Waestern
blot analysis of E&-protoin levels. Total protein edmacted from
MCF7? calls harbouring edther reference (AsAl), Eurcpean (E)
or African (Af) E6 was analysed by immunoblot with anti-E6
anidbodies. (b} Western blot analysis of pS3-protein levels in
MCFT colls sepressang diferent isolates of the E6 oncoprolesn.
(e} Western biol analysis of Bax-proten levels o cell lines
transfoctod with difforont HPV18 E6 isolates. Lowor panols
show mmunoblots of the samo moembeanes with anti-actin anti-
bodies as a protoin-loading control,

These results suggested that the reduction in functional
full-length E6 may explain in part differences in bio-
logical behaviour between cervical lesions infected with
distingt HPVIS variants, It therefore remained 1o be
resolved whether differences in E6-protein levels correlated
with levels of Ef target proteins.

Effect on cellular proteins of differential
expression of E6 within HPV18 variants

The transforming propertics of Eb result from its ability to
form complexes with and modulate the action of an impor-
tant array of cellubar proteins, some of which are involved
in cell growth and differentiation. As p53 is nowadays
the most-studied Es cellular target, we were interested in
evaluating whether changes in transcriptional and transla-
tional patterns of African Eo could be reflected in differ-
ences in p33 steady-state levels. As expected, cells transfected
with reference or European E6 clones showed a clear reduc-
tion in p53 levels, in comparison to cells transfected with the
veator alone (Fig. 2b). Interestingly, clones with African En
shivwed higher levels of p53. similar to clones harbouring the
vector alone, This effect may be due to the reduction of
Efv-protein levels found in dones harbouring this variant.

Tt is feasible that steady-state levels of proteins responding
1o p53 coubd also be affected in the transfected clones, There-
fore, we analysed the levels of Bax protein, a pro-apoplotic
member of the Bel? family known o be increased in
response o pad levels, Fig. 20c) shows that, indeed, steady-
state leveds of Bax protein show a relationship with those
of p33 Clones harbouring the reference E6 (Asian-
Amerindian) have clearly bower levels of Bax than clones
with the vector alone or African E6. This suggests that cells
harbouring this Es might maintain higher levels of p53 and
proteins regulated by it, affecting its transforming ability.

In wvitro degradation of p53 is not affected by
variations in EG6

Although the changes already found at the transcriptional
and translational levels of Afnican E6 appear to have impor-
tant biological consequences, it remained to be determined
whether the two amino acd changes found in this protein
could affect its ability to promote i vitro degradation of p53
via the ubiquitin pathway. To achieve this goal, we used an
i witro protein-translation system with reticulocyte lysate,
where no splicing of E6 is expected and the proteolysis—
ubiquitination pathway remains active. Mo apparent differ-
ences were observed in levels of in vitro-translated p33 in
the presence of Asian-Amerindian or African Ed proteins
(Fig. 3}, Therefore, it appears that the two amino acid
changes between these E6 proteins do not affect their ability
1o promote p53 degradation in vitre, This suggests that,
although very low levels of the E6 protein are present in
clones containing African E6, it may maintain the same,
although highly reduced, functional activity as the reference
clome in promoting p53 degradation.
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EB Af {2X)

Ef Anal
EB Azl (2]

:

EB A

D s e e aad 3

Fig. 3. Mo diferences in i wiro degradation of pS3 by di-
ferent E6 wanants, p53 protein was translated in wiro in the
prosence of [“Slysteine and incubated with 5l of each
mn witrg-translated HPV1B E6 proten. To confirm concentration-
depoendent degradation, EE input was doubled. Remaining p53
leveds, wore visualized by flucrography.

Cells harbouring E6 variants exhibit ditfferences
in tumour formation

The ability of these HPVIE variants 1o achieve anchorage
independent growth was examined by culture in soft
agarose, NIH 3T3 cells containing plasmids with reference,
European or African E6 were harvested and seeded in soft
agarose. After 2 weeks incubation, pictures of colonies were
taken and colonies were counted. Whilst the three Bb iso-
lates were able to form colonies in suspension, cells con-
taining the vector alone were not able to form colonies.
Interestingly, as shown in Table 3, the number of colonies
was higher with Asian-Amwrindian and Europen com-
pared with African E6. It is worth mentioning that the
colonies were visibly smaller for cells with African E6 than
for those with the other E6 variants,

To further corroborate the in vitro results, we evaluated the
ability of the above-mentioned transfected cdls o form
tumours in vive. NIH 3T3 cells with reference {Asian—
Amerindian) E6 generated non-regressing tumours that
started to appear at 2 weeks and reached volumes greater
than 100 mm® at 4 weeks { Table 2). Cells with European E6

Table 3. Anchomge-independence assay n soft agar and
tumour wolume in BALB/c-Nu nude mice

For the anchorage-independence assay in soft agar, data represem
range values from four independent experiments and the median
valee & indicated in parentheses, Tumour volume in BALR/c-Nu
nude mice inpected with NIH 3T3 cells transfected with HPFVIR
Ef vartants p\:lJH.ﬂ. weclor i showny the rasges i the
obtained tumower volumes are [u\rqnl!nl.

Anchorage-independence Tumour volume (mm’)
assay (no. colonies]  at 4 weeks after imjection

peliNA -5 0

Ef {Asfha) 3782 (57) 113=130
Eé (E) 57-59 (45) 10152
E6 (AR =18 (8] I+ 4=8

did not generate tumours until the third weck but, at
4 weeks, tumour volumes reached dimensions greater than
100 mm®, In contrast, cells with African E6 did not gene-
rate tumours until 4 weeks and at that moment, tumour
volumes were not greater than & mm % nevertheless, at
9 weeks, these tumours reached a volume of about
10 mm®, Cells transfected with the vector alone did not
generate tumours, even at 4 or % weeks. Histomorpho-
logical analysis of stained sections from these tumours
showed a high mitotic index, large pleomaorphic nucle and
prominent nucleol in tumours with reference Asian-
Amerindian or European E6, but a lesser mitotic index in
mours with African Es,

A conserved site among high-risk HPVs favours
E6 transcript processing

E6 from type 18 is transtated from a single bicistronic
E6ET mRNA, but altermatively spliced mRNAs are abo
frequently formed, generating E6"I-E6°1V mBNAs that
potentially encode protens with the same N-terminal region
as seen in the full-length E6 protein (Cregledy er al, 1994),
Nevertheless, the mechanisms involved in such splicing are
it well-known; our results show that dones harbour-
ing African E6 present a higher proportion of the E6°1
tramscript, in relation to the full-length E6, Therefore, we
proceeded to determine which nucleotide changes in E6
could be implicated in altering such transcriptional partems,
We introduced every change present in African B6 into the
reference clone, except for those changes shared with the
European E6. As shown in Fig. 4(a), replacement of nt 491
(C=A) changes the B6 transcriptional pattern obtained with
the reference chone, generating a pattern similar 1w that of

{a}

L]

GATAA

Lt
CAgTA

I -
rS—————

Fig. 4. Mutation of nt 481 alters the transcrpbonal patiom o
E8 varants. {a) Expression analysss of mutants was porformed
through RT-PCR. Site-directed mutagencsis was dono n the
reference E6 gene (Ashil MCF7 cells ware transfocted with
mutant plasmids, As@an-Amemndian or African isolales as con-
rols of transcriptional pattems Nucleobde changes and posi-
tons are indscated. (b) Western blol of p53 protein in MCF7
colls transleciod with E6 mutants (nf mt 374 and 481)

hiipfs virsgmjoumals.ong
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the African E6, with a higher proportion of E6*1 than full-
length E6, It is worth mentioning that nt 491 corresponds
toaa 124, a position that is highly conserved within onco-
genic HPV types (Fim er al, 1994), Meanwhile, no other
change produced such an effect, including that ar position
G374A, which is located near the spliceosome branch point
(Brow, 2002). When comparing p53 steady-state levels
between cdl clones with Es mutants (C49 A and G374A),
we confirmed the corrdation between Eb-expression pat-
terms and p53-protein levels (Fig. 4b), Cells with reference
Efs mutated at position 491 (C-A) have similar p53 levels to
cells with African Fé, whereas cells with the G374A mutant
showed no change in E6 transcriprional pattern and, con-
sequently, maintained the same p33-protein levels as cells
with the relerence Eb,

DISCUSSION

Within high-risk HPV, type 18 is of particular importance,
as it has been associated with tumours with the worst clini-
cal outcome, compared with these harbouring type 16
(Burger o al, 1996]), probably related to eardy stromal
imvasion and rapid metastasis (Im e al, 2003), However,
in precursor lesions, type 18 s sometimes identified in
lesions of lower-grade morphology, in contrast o the typical
high-grade lesions associated with HPV 16 (McLachlin er al.,
1541,

Hecht et all (1995) suggested that genomic variability of
different HPV18 isolates might be responsible for the wide
spectrum of pathologies associated with this viral type
These authors identified an HPV I8 variant absent in cervical
cancer, but present in 40% of intracpithelial lesions, sug-
gesting a bower oncogenic potential.

We reported previously the identification of three differemt
HPV1E isolites in the Mexican population (Lizano ef al.,
1997, Our findings showed an apparent exclusive associa-
tion between an African isolate and SCC, in contrast to the
reference clone, which was found 1o be associated with other
histological types of cervical cancer with worse prognoses.
This finding suggested a different binkogical behaviour for
this variants this is supported by the recent resulis of D
Bocr ef al. (2003), who identified a similar HPV1S variant
belonging to the African branch exclusively in SCCs that,
although sharing some of the changes with our African
isolate, differs in the E7 and LCR sequences, It is worth
mentioning that all samples with the African variant pre-
viously identified by Lizano er al (1997} had the same
comserved changes in BE6, E7 and the LCR.

We found that our European variant is similar in the LCR
fragment to a European vanant reported previously (Ong
et al, 1993}, Although our African vanant is not identical
o any known LCR or E6 sequences (De Boer ef al., 2005), it
has great resemblance to the African branch reported by
Ong ef al (1993) within the LCR. Interesting differences
were found between the African LCR and the reference
clone, A7 bp deletion { positions 7245-7251 ) and mutations

found at the enhancer region, which is known to harbour
consenss sequences for transcriptional factors (API, TEFI,
CCTH), suggest the likelihood of altered transcriptional
functions, Therefore, we are already testing this possibility
by determining transcriptional activities of the differem
HPVIS isolates,

As expected for E7, one of the most conserved genes among
HPFVs, few changes were found at the nuclentide level and
only one amino acid change for the African variant E7 (m
864, beading to N925), which does not discard the possibility
of an altered E7 function. It is worth mentioning that
specific viral sequence variations may lead to altered hio-
logical functions of the translated proteins, which might
affect the clinical outcome of the infection, The two amino
acid changes predicted for the African E6 protein (positions
#and 1291 might suggest changes in its oncogenic function,
as these positions are highly conserved within oncogenic
HEFY types (FMim et al, 1994). Nevertheless, in vifro degrada-
tion analysis of p53 showed that these changes in E6 do not
affect its ability to promote p33 degradation. Although this
15 one of the most important interactions of B, it should
not beave aside the existence of multiple targets of Eo that
might also be affected. It is important 1o consider tha
mutations at the amino acid level might affect the protein’s
ability to interact with cellular proteins and promote trans-
formation: nevertheless, silent changes are no less impor-
tant, as they could also affect gene expression at the
transcriptional level.

When analysing Efs expression, we found that transcrip-
tional patterns were visibly different within HFV 18 varants.
A higher proportion of the E6*1 transcript in relation 1o the
full-length E6 was found exclusively in cells transfected with
the African B, in clear contrast 1o that observed with the
reference [Asian-Amerindian) or European E6, where full-
length E6 transcripts were found in a higher proportion than
the E6°1 transcripts. This finding suggests that nucleotide
changes present in African E6 may promote its alternative
splicing, reducing functional E6-protein levels, These data
are supported by results of other authors who found that
E2 is downregulated by alternative splicing in tumours
harbouring an European HPVI6 varant (Ordofer of al,
20040, Although the proportion of the E6®l transcript is
highly augmented with African E6, we were unable to detect
the corresponding protein, which may be related 1o its
intrinsic instability (Pim et al, 1997).

Despite the fact that our analysis with tumours was done
with a limited number of cases, we always noticed that
similar E6 transcriptional patterns were present in fumours
harbouring the African and Asian-Amerindian isolates,
suggesting a possible correlation between E6 transcrip-
tional patterns found in tumours and transfected cell lines.
However, even though tumours harbouring the European
isolate exhibited a mived pattern of E6 transcripts, the
majority of them (four out of six tumours) showed a high
proportion of the full-length E6 transcripts. Our results
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should be enhanced by the analvsis of a greater number of

tumaonrs.

In relation to HPY mRNA processing, although it has been
shown that changes at donor or acceptor sites affect tran-
script generation, there is no evidence for the involvement of
oither sites in this process. Our results obtained through site-
directed mutagencsis showed the importance of position
491 in E6 mRNA processing, as reversion of this position in
the reference clone changed the E6 transcriptional pattern
to that observed in cells transfected with the African En.
As this pasition is not the donor or acceptor site or the
branch point, it should be determined whether mutation of
this site may affect the binding of cellular factors involved
in formation of the spliceosonme.

In this study, we observed that the low lkevels of full-kength
B transeript in cells transfected with the African E6 led 1o
a reduction in Ef-protein levels, a fact that was reflected
strongly in p33-protein levels. As expected, cells with the
reference Eb showed a reduction in p53 kevels, whereas cells
with African E6 showed bevels of p53 similar to that in cells
without E6. We alsoe observed that steady-state levels of
the Bax protein correlited with p53 levels observed in
different cellubar clones. Higher levels of Bax found in cells
transfected with the African E6 may alter cell receptivity
1o apoptotic stimuli. Mutation of reference E6 (C4914)
reversed the pattern of E6 transeripts to that of the African
Etvand, consequently, exhibited a clear inerease in p33 levels.
This could explain, in part, the less aggressive behaviour
proposed for the African variant,

In order 1o determing possible functional consequences of
our results, we analysed the tumour-forming potential of
different HPY type 18 E6 isolates in nude mice. All cells
transfected with the different isolates could form tumours
socner of later; the growth rmate was clearly slower for
tumours with the African Ed. These results support the
hypothesis that intratype changes in E6 could delay
transformation processes of a cell containing the African
isolate. This could explain in part a diminished oncogenic
potential, as well as a better prognosis, for tumours
harbouring African isolates in contrast to other isolates of
HPVIS.

Sequence varation within one or more viral proteins may
lead 1o altered biological functions and affect the clinical
outcome of infection. Multiple mechanisms are imvolved
in cell transformation. Reduction of one or morne viral
transforming dements does not assure loss of the vims's
transforming  ability, but may drive differences in the
expicted biological behaviour, delaying the transformition
process,

Although our findings of differemt proportions of Eb
transcripts within HPV 18 variants seem to support the
observed differences in their biological behaviour, it should
be stressed that differences in E6 transcript  processing
could affect E7 transkation, in spite of the fact that previous

reports show that E7 is translated efficiently bath from
the bicistronic E6ET mRNA and from its spliced transcript
(Stacey e al. 1995). Nevertheless, it remains important
o dissect the role of the other viral genes, such as E2, E5
and mainly E7, in modulating the oncogenic potential of
different HPVIS variants, as the combined function of
different viral genes is critical in cell transformation,
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Abstract

(jective. Severn] intratype varionts of HPY 16 and 18 have been identified. These vanants are associated with populations from different
geographic regions, and show a differential distribution among the sevenity of the cervical lesson, most likely due o different pathogenic potential.
The objective of this stady was to investigate the variant distribation of HPV 16 and 18 in 2 Mexican population and its association with the
severity of the cervical lesion and the histological lineage of cervical cancer.

Methods. HPV types 16 ond 18 detection was performed in 412 samples of preinvasive ond invasive specimens from patients sttending a
Primary Health-Care Center, an Early Cervical Lesion Clinic, or a Cancer Center. Distnbution of HFY vaniants was oomelated with the cytolegical
findings and tumor cell types using contingency tables, Statistical difference was tested with the Fisher's Exact Test or it Fisher - Freeman -
Halton extension for RXC tables. Alpha value wos set at the * < 005,

Results, Among the 277 women inchaded in this study without cancer, 63,5% (176 cases) had o normal cywlogy; from the remaining 101
women, 53.3% were LSIL (54 cases), and 46.5% HSIL (47 cases). From a total of 133 invasive corcinomas, 78,5% were squamous (106 cases),
6.6% sdenocarcinoma (9 cases); 9.6% adencsquamous (ADSC) (13 cases); and 5, 1% were undifferentiated cancinoma (7 cases). HPVI6 E and
AA were evenly distributed among peeinvasive and invazive ledons, However, the isolate AA-c was exclusively found in cervical cancer
HPVIE Var-1(E) was almost exclusively foumd in mvasive besions, while the HFV 18 Var-2(AD predominatad in nommal or preinvasive lesions. In
mvasive cancer, this varant was found only m squamons tumors,

Concluvions. The differemtial distribution of HPV16 and 18 vaniants in cervical lesions we found further suppons cxperimental dats on the
different pathogenic potential of HPV16 and 18 variants for cervical cancer development.
© 2005 Elsevier Ine, All Aghts reserved.

Keywonds: HPV; Intratypic variation; Cervical cancer

Imtroduetion

Invasive cervical cancer (ICC) nepresents the second most
common malignant neoplasia in women worldwide, with about
500,000 new cases dingnosed yearly [1]. This type of cancer
ingludes mainly three histological tvpes, squamous cell

* Comesponding author. Divison of Basic Kesearch, Instinue Nocional de
Cancerologla, 854 Av. San Fermando Mo, 22, Col. Secclda 16, Tlalpas | 2080,
Mexioo Ciy, Mexboo,

E-mat! auldren: Erasafiservidoramammy (M. Lizanc),

(0H-E2SRS - see from matier © 208 Elsevier Inc. All rights neserved.
dal10, 10164 ygyna 2008, 12 002

carcinoma, sdenocarcinomi, and sdenosquamons cancinoma.
In Mexico, cervical cancer is the most commen malignancy
and constitutes the first cause of death by cancer in women
from 2564 years old | 2]. Epidemiological studies have clearly
established human papillomavims (HPV) persistent infections
as the central cause of ICT [3,4). Even though there are more
than 150 HPV types identified to date [5], only 17 of them,
called “high risk types™, are significantly ascociated 1o cervical
cancer (6] HPYV16 and HPVIE are the HPY types most
commonly identified in neoplasias; found in 40— 60% and 10—
0%, respectively, i I0C [4,7]. 1t has been shown that 10C
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emerges from cervical intracpithelial neoplasia (CIN) induced
by high risk HPV types persistent infections [§]. However, the
wvast mapority of CIN lesions regress spontancously and only a
few of them persist of progress 0 invasive carcinoma [4]. By
other side, infections induced by high risk HPV can be found in
10%% to 16%% of healthy women without clinical nor eytological
evidence of cervical lesions [9,10]. Therefore, i is assumed
that the association of HPY and 1CC fulfills the established
critenia for causal postulates, but is not necessanly, a direct-
and-effeet association [11].

It has been proposed that HPY intratypic variations could
affect oncogenic potential to cervical cancer development. HPV
variants have been found 1o differ by less than 2% from the
reference viral type sequence in coding genes as E6, E7, LI, and
L2, and by up to 5% in the LCR non-coding region [12]. An
azsociation between HPV 16 and HPV 1R variants and cervieal
cancer has been found [13- 18] It has been shown that some
variants of HPY 16, the most frequent HPY type in 1CC, present
differences in their biological behavior. Analysis ofsome HPV 16
genes a8 E6, ET, as well as the LCR, eritically involved in viml
and celluler regulation, has shown that intratypic sequence
variations may alter their biological properties [19-21],

HPVI8 is patticularly interesting, sinee it s reported 1o be
mainly associnted with adenocarcinoma (ADC), while HFV16
i more frequent in squamous cell carcinoma (SCC) [22,23,7].
Hecht et al, [13] found that certain HPVIE specific molates
predominate in premalignant lesions, while these isolates were
absent in cancer. 'We previously found an HPVI1E isolate
exclusively associated with SCC [14]. This suggesis the
possibility that vanants of HPY1E may also have a differemt
biological behavior, These findings are supported by recent
data of an African vanant with similar charactensues [15],

Since infections with HPV IS are less frequently found than
HPV 16, there is little information with regard to the prevalence
of different isolates of this HPY type in premalignant lesions and
cervical cancer. Therefore, the aim of this study was fo
investigate the frequency and distribuwtion of HPVIG6 and
HPVIS intratypic variants found in Mexican women with
nommal cervical epithelia, low and high grade intraepithelial
lesions, and cervical cancer. We also wanted to determine if there
exists any association of certain HPY variants and histological
features that could help us to define variants at risk for cervical
high grade lesions and cancer progression. We think that this
information is essential in the development of cervical cancer
prevention strilegics,

Materials and methods

Study subjiects

The study participants comresponded b0 135 women newly diagnosed for
1O, with mo previons teatment, atiending to the National Concer Institge of
Mewico from Ociober 1998 w0 May 20000 The imviled participants s gned
inlfonied comscnt scconling o recommendations of the abical review
commitiee of the seme Imstniste. Cervical hiopsies were aken from thess
women since ¢ither the gynecological cxam or the colposcogry revealed o
macmoscopic cancer lesion. Biopsy sections were read by o single pathologist
and only one oiolognt. Imvasive disesse wias staged sccording to antena of the

Federation International of Gymecology and Obstetrics (FHGD) The sooond
group of participants comesponded o 27T woemen without the dignosis of 1CC,
Froem this group, 63.5% of the semples had o nonmal PAF smear snd canmve from
paticnas amending prinsary health-care clinks of the Mexican Instinae of Social
Secunity {IMS5). The nemaining samples came from patients referned to the
Early Cervical Lesions Clinic from the IMS5 bevause of an abnommal PAT
result. All sumples wore taken consecutively from these women, from Dwtober
Vg through leisary 2000, ALl of ibem signed en Infonmsned Consest fim,
Amang the inclusion crileria, was that they should had oot received any
previous meatment In the last 3 mostbs, Two cendeal cell serpings were
wollected with cytobrush, from both the coto- and endomervix, One of the
spocimend was swhjected w0 routine cytological analysia (Pap smear). Samples
were graded scconding W the Bethesda systom for Pap smear classi fication [24],
Cells present on the cytobrush of the second specimen wene suspended in | mi
of lysis bisfer and stored ot — M0C unil snalysis.

DNA extraction and HPV detection

10C blopsy specamens and cervical swab samples were dipested with | ml
of s baffer (Tris-HCL 10 mM pH &, EDTA 0.0 M pH 8, 5DS 0.5%,
Prossinase K 2300 pig'md, P.h.ﬂ.u.-'l. mhg.'mliuﬁ'c for 3 b DNA was
4 with phesalich] a1 deseribed by Sambrook et
al (23] The obisined DNA W ulpl-la‘hd for Peglobin (GH20POM) in
condithons deseribad by Resnick o ol [26] and later submined 1o npe specific
HI'V amplification, Primers wene designed to amplify the E6 gomes of HIMY 16
Ef-f (F-GOGATGTTTCAGGACCCACAGLGAGUGA-Y'), Es-3 (F-
GGOTTACAGCTGGOTTTCTCTACGTGT-Y and HPVIE: E6-3 (F-
ATGOOGOGCTTTGAAGATOCAACA-F' ), B3 (5 GOGTTATACTTGTG
TITCTCTGOGTOG-Y To confimn variast origin, seconding 1o data
published by Omg et sl [27]. HFVI3 samples were abo submined o PCR
asans with spesific primen smplifying & Fagrent of LOR segaon: LCR 1RA
(¥ -TTTCGOTTGCCTTTGGCTTATG-Y ), LOR 8B (5 -CGOTTGCATAAAC
TATGTAT-¥ ). FCH smphifications were carnied out in 20 pl reaction miviune
containing 10 pmal of each primer, 1.5 mM MgCh and 1 U TagGold
Polymensse (Appliad Biosystcma) DNA was amplified with the fallowmg steps
for both amplification resctions: an imitial 10 min denaturation at S4°%C,
followed by 38 eyches of M4°C for 505, 35°C 50 & and T2°C 50 & and a fnal
clongation slep of 7 men sl T2C. Posative contrals with DINA eatretal from
Hela (HFVIR positive) or SiHa (HPVIG positive) ool lings, as well 2 a
negative ontrol of a mixtare without emplite DMNA, were included im every set
of 10 chinical spocimens for each PCR nan. All products were anabysed by
elkectrophorests on 2% agarose gk stainad with cthadiam bromide. HFV16 and
HI'WIE PCR positive samples were directly sequenced with Bighye
'I‘mmr vi-1 Cycle Sequencing Kit {Appliad Hlm;mm‘l] nnmirg iy
" proiocol, Whenever o soq with od regions was
whimined, both forwand and reverse primens wene used for By delknision, HFFY
Segoenoes were aligned wwing BLASTn software {hep:iwww nchinlmonih,
govhlastbamly. HFVIG and HPV 18 variand sdontity was established scconding
1o the dota published by Yamada of al. [28] and Omg ot al, [27]

Statistival analyris

Differences of positivity of HFY npes 16 and 18 snd their vanangs foe cach
of the eyviologic findings and tmos cell types were evalusted using contingency
tables. Statistical difforence was tested with the Fisher's Exact Test for 2 = 2
tahles or its Fisher - Froeman - Hahion extension for BNC obles, Alpha value
was st al the P = 005 level. Analyses wore performed wish StatNact 4 [29]

Hesulis
HPV types 16 and 18 distribution

The frequency and distribution of different isolates of HPV 16
and HPV1E were analyeed in ICC biopsies and samples from
cervical smears with high (HSIL) and low (LSIL) grade
squamous intracpithelial lesions, as well as Pap smears
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diagnosed as nomual cytologics. From the total population of
277 women without the dingnosis of 1CC, 176 (63.5%) had a
nomal PAP smear. The remaining 101 were recruited from the
Early Cervical Lesion Clinic at the IMSS; within this group, 54
(53.5%) had LSIL and 47 (46,5%) HSIL, The diagnosis of 100
in the 135 biopsies was confimmed by histopathological analysis.
This analysis showed that 78.5% of the cases had squamous cell
carcinoma (SCC) (106 cases); 6.6% adenocarcinoma (ADC) (9
cases); 9.6% adenosquamous carcmoma (ADSC) (13 cases); and
5.1% were undifferentiated carcinoma (UC) (7 cases).

HPY detection was performed in the DNA extracted from
all of these samples through PCR with specific primens from
bath HPV16 and HPV IS, The distnbution of HPV 16 and 18
types was significantly associsted with the cytologic findings
(F = 00000 and 00005, respectively) (Table 1). As it was
previously reported, the prevalence of these viral types
increases while the lesion grade progresses [30). From the
135 10C bopsics analyzod, 50.3% were postive to HPY 16 (68
cases), while 15,5% resulied positive o HPVIE (21 cases). In
the case of the 176 normal cytologies, 9.1% werne positive 1o
HPVI6 (16 casesh; while 2.8% were HPVIE (5 cases), With
respect 1o the intracpithelial lesions, 36 comes were positivie 1o
HPVI6, which means a 35.6% from the 101 samples of the
original group, Meanwhile, 7 resulted positive 1o HPVIE (T%),

HPVIG and 18 variant distribution

Intratypic vanant distribution was determined through E6
sequence in samples positive io HPV1 6. In the case of HPVIE,
intratypic variation was determined by both E6 and LCR
sequences. For HPV LG, as it can be seen in Table 2, three
different molates were found: E (European o reference clong),
AA-a (Asian—Amencan, subvaniant a), and AA-c (zubvariant ¢},
The most prevalent isolate found for all tvpes of lesions positive
for HPV 16 was the E chone, cormesponding 10 9 of 16 normal
cylologies (56.2%), 7 of 13 low grade lesions (53.8%), 17 of 23
high grade lesions (73.9%), and 40 of 63 cervical cancers
(58.8%). lsolate AA-a followed in frequency, cormesponding to 7
of 16 HPV 16 positive normal cytologies (43.7%); 6 of 13 low
grade lesions (46%) & of 23 high grade lesions (26%); and 22 of
68 cervical cancers (32.3%) Therefore, no significant differ-
ences were found in the distribution of these E and AA-a isolates
within the distinet grade lesions. However, the isolate AA-¢ was
exclusively found in cervical cancer, despite that it represented
only the §.8% (6 cases) of HPV 16 positive samples with 10T,

Tabile |
Dismibution of HFVI6 and HPYIE @ Pap smear from momal oviologies,
intracpithelial lesions, and hiopsies from Irvavive Cenvieal Cancer

HIPV npe Nommal cviology  LSIL HSIL  I0C P vilues
n= 176 =54 n=47 a= (15

HPV 14 169,13 13 (240 23 (45.9) &R (50.3) 00000

HPVIA 5 (18) I8%)  4ES5 210155 00008

HPV 16 and 18 20 (10.9) 16 (}9.6) 27 i574) ¥9(65.9)

Dilferences in HFV IS and 16 distibutioes were observed berwesn nomal
cylology TSI and HSILACT, Percentape i shown in parenibcic

Table 2
Diismbation of HPFV16 and HFVIE varants in nommal cytologies, Eimephi-
telial lesions, se Imvaseve Cervical Caner

Vananis Nomal cyiology LSIL  HSIL oo P values
n=16 A=l w=23 w=0R
HPVIS Ad-a T LTy 6 (&6} 6 (26) 12313 N8
Ak o 1] L] & (RE)
E o %62 TUSAEN 170739 40 (S5K)
Varmis Nonmal cysology LS. HSIL cC F values
n=5 A=3 a=4 a=11
HPFVIE ValE) 1 20) "] o 13 (61.9) 0.05%
Vediaf 3 (60) (66 2 (50 LRFEE ]
RefAxAiy | (00) 1{33) 2{50) 3 142)

Varanis of HFVI16: AA, Asian - Amencan; E, European or reference chone.
Vartanis of HFVIS: AsAl, reference clone (hom ihe Asian - American hranch;
Var-IEL s similar to T18-2 Taneanian clone from the Ewropean branch; Var-2.
relative W the Afncan branch, The dmmibution of HPVIE varianis was
wigmificantly different betwoen Mormal cytokegy SIL v, 10T

Although the prevalence of HPVIR is lower than for
HPFV16 in all the different grade lesions, we could obscrve
important associations, Our data show that, in the samples
positive for HPVIE, an isolate from the African branch,
VarZ(Af), predominate in nomal cytologics (3/5) and in
intmepithelial lesions (4/7); meanwhile Varl(E), from the
Europem branch, is the solate most frequently found in 1CC
(13200, It is worth to0 mention that only 1 case of Varl(E)
was found in both nommal cytologies and SILs. Even in a low
frequency, the HPVIE reference clone that belongs to the
Azlan—Amenndian branch {AszAil), is homogencously distrib-
uted in all clinical groups,

Diistrtburion of HPV variants according to histopathology of
oo

Variant distribution was grouped sccording to histopatholo-
gical diagnosis. In 62 SCC mes positive to HPVI6 and
HPY I8, 80.6% were positive to HPY16, and 19.3% corre-
sponded to HPVIS. This relation was found significanily
different for ADC and ADSC mumors (20 cases), where 55%
corresponded 1o HPV 16 and 45% were positive to HPV 18 (P <
0.05, chi-square test). 16,1% from the HPV 16 positive tumors
corresponded o ADC/ADSC: 10.2%, to UC; while 73% wene
SOC. No significant differences in distribution of HPV 16 va-
ripnts among distinet histological types were observed (Table 3),

From the tmors positive to HPVIE, 57.1% were SCC;
42 %%, were both, ADC and ADSC, Var 1(E) appears 1o be
homogeneously distributed among the distingt histological
types of ICC analyzed. However, we found an important
assocktion between the HPVIE reference clone (AsAi) and
twmors with an adeno origin,  Intercstingly, Var2(Af) was
exclusively found in SCC umors,

Discussion

Several studies show that HPY imtratypic vananis are
distributed differently among geographic regions, observing



M. Eizane of al / Gymeoologic Cacoloygy 102 (2006) 2380 235 133

Table 3
Diistribution of variasts in ICC hiopsies posigive 1o HFVI6 and 15

HFY 15 veriznis HFV IR variants
Cell ivpe AAda AAp E Mo, T RelfAxAL) Var l{E} VarNAf M, Bumsor
. 1672 o4 (B 1 (75 0 L1} T {518} £ {10 2
A 2% 1 {166 14§2.5 4 (NEEE] 323) o 4
ADSC 1{4.5) 1 (166 (125 T 2 (6B Y23 o 3
e 1116y [ 4 (11K 7 L1} L] 1] 1]
2 L i Lo L] 3 H 21
P values ng 066

Distribution wus anslyzed acconding 1o histological type. Hwiological disgnosis was previously confi gh
i  and U, undi Merentiated carcinoma, Alnsost skgnllicant dfferences in distribution of HFV IR

ADC, ad

; AT, abeesquariaais

logic mnalysis. SCC, syuamous cell

varianis within the (Efferent histological types were observed (0.5 < P < 010, Feher's Exact Test)

an important associlion with the ethmeily of the dudied
population. Since it is proposed that HPV intratypic variants
may differ in biological properties and therefore in encogeni-
city, this fct may explain in part the high prevalence of
cervical cancer in some countrics, Despite that screening
programs appear 1o be peting better results, Mexico, however,
mamntams a high incidence of cervical cancer [2]. In this study,
the presence of HPV 16 and 18 vanants was examined, with the
aim of determining its distribution in nomal cervical scrapes,
prencoplasic lesions, and invasive cervical cancer (1CC), as
well as omong different distinet histological orgns of 10C,
from a Mexican population.

Our results show that HPY 16 is more prevalent than HPVIR
cither in premalignant lesions as in ICC, These data agree with
worldwide resulis where HPV 16 is the most prevalent type in
ICC from all geographic regions studied followed, in most of
the cascs, by HPVIE [4,7], In the same way, the proportion of
both HPY 1ypes clearly augments in accordance 1o the grade of
the lesion, from normal eytology 1o 1CC; this s supported by
previous data of Schelcht et al. [31], where the presence of high
risk HPV types is higher as the lesion evolves

In relation to HPV 16 and 18 distnbutions sccordmg io the
histological type of 1CC, we found important differences, In
squamous umors positive 0 HPVIG6 and 18, the presence of
HPV 16 was four times higher than for HPVIE, Wherneas in
tumors with adeno ongin (ADSC and ADC), we found a simalar
proportion for both types. Neventheless, various reponts have
shown that the prevalence of HPVIE in adenocarcinomas is
higher than for any other high ask HPV type [7,18]. This
difference may be the refleet of o particular distibwtion of the
HPV I8 that we found in ICC, where 57% of the tumors positive
to HPV 1% were associated o SCC, harboring specific HPVIS
varants,

When analyzing HPV 16 variant distribution, we only found
isolates bebonging to the Buropean and Asian-American
branches [28]. The HPVIS isolates identified in our study
belong 1o the European, Asian-Amerindian, and African
branches [27]. No significam association of HPY 16 varants
and cylological Mndings was found. Nevertheless, we found
that the wsolate subclass AA-c was exclusively present in 1CC,
while this variant was absent from either nomal eytologies or
prematignant lesions (Table 2), Similar findings were obtained
in a study with samples from the southeast of the Mexican
Republic, whene AA isolates were absent from LSILs [32]. In

another work with Mexican samples, AA-c varanl was
identified with a high prevalence in vounger women with
cervical cancer [17]. These authors found thar almost a quarter
of eervical cancers anahveed in such study could be annbutable
to AA variants, explaining in part the high incidence of cervieal
cancer in Mexican women. 'We indeed found that 20%% of the
studied [CCs were positive 1o AA variams, However, we found
o smaller postivity 1o the AA-¢ isolate (4.4% vs. 11.0%), fact
that may be explained from differences in geographic
distribution of the population studied. In addition, an epidemi-
ological sudy performed on a Brazilian population showed tha
HPV 16 infections with non-European variants have a tendency
1o persist over European vanants [33]. A higher oncogenicity
has been previously proposed for the AA variants through the
analysis of the activity of p87 promoter, where AA< has a
higher transcriptional activity than promoters of HPVIG E
varimts [20]. Recently, Ordofice et ol. [34] demonstrated that
even this varianl is present in more aggressive tumors; it
maintains an intact ORF E2 pene, whose expression is down-
regulated by an altemative splicing.

In the case of HPVIR vanam distnbution, we obiained
significant results. There is o clear difference between vanant
distribution and eytological findings, The presence of Var-1(E)
mainky in IOCs and its absence in SIL could be indicative of o
higher oncogenicity for this isolate, possibly influencing
infected cervical epithelia 1o a faster progression lo cervical
cancer, Meanwhile, the Var-2{Af) isolnte i present in more than
half of the normal cytologics and premalignat lesions positive to
HPV I8, suggesting a different biological behavior and possibly
# slower progression rate for lesions with this variant. In o
previous report, a decreased oncogenic potential is proposed for
an HPV 18 African isolmte, which was found predominately in
premaligant lesions [13], Further E2 gene sequence analvsis
showed a similanty between Var-2(A 0 and such isolate (data not
shown). The proposal of an sssociation of Var-2(Af) with a
decreased oncogenic potential is mooumged by data obtained
through the histological mnalysis of the wmors. Var-2(Af) was
exclusively found in SCC, which have a relative better prognosis
than ADC/ADSC, where Var-1(E) and Ref{AsAl) were the
prevailing types. This finding was previously reported [14] and
recently reinforced by data obtined by De Boer et al. [18].
Functional analysis of the LCR from HPVIE variants was
performed by Sichero ¢t al, [35], whene they found that Asian-
Amerindian isolates have a higher transerniptional activity than
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European variants, However, transcriptional activity of African
isolates has not been tested. Recently, we have reported that o
differential splicing within the HPV 18 E6 variant oncogenes
may be involved in differences in biological behavior, suggest-
ing that o lower oncogenicity for the African HPVS isolate
could be the result of the presence of lower levels of E6 protein
[36].

At present, vanous studies have been conducted to establish
HPV variant distribution in different populations, and func-
tional activities of viml variant profeins have been compared.
Our study adds information about HPVIG and 18 variant
distributions along different clinical outcomes constituting the
natural history of HPY infection. The results mark the
imporance of continuing epidermological studies of high nsk
HPV varimnts covering different features as ethnicity, HLA
haplotype, infection persistence, and risk factors, as well as
biological behavior, in order 1o distinguish vanants at sk for
cervical cancer development.
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13. LISTA DE ABREVIACIONES

AA: Asiatico americana.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: ADN complementario.

Af: Africana.

As: Asiatica.

AsAi: Asiatico amerindia.

CaCU: Cancer Cérvico-Uterino.

E: Europea.

GFP: Proteina Verde Fluorescente.

NA: Norteamericana.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

RHNM: Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas.
RLC: Regidon Larga de Control.

RT-PCR: Transcripcion Reversa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
$*: Radiois6topo Azufre-35.

VPH: Virus del Papiloma Humano.
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