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RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CaCU) es uno de los problemas de salud mas graves a
nivel mundial, con mas de 500,000 nuevos casos al afio y con una incidencia cada
vez mayor. De los factores de riesgo méas importantes asociados a esta enfermedad
se encuentran los Papilomavirus Humanos (HPV) de alto riesgo, de los cuales los
tipos 16 y 18 son los mas frecuentes. Los mecanismos mediante los cuales los HPV
inducen la transformacion de células involucran a las oncoproteinas E6 y E7, las
cuales se han encontrado presentes en lineas celulares provenientes de tumores. El
gen E7 de HPV16 codifica una fosfoproteina acida de 98 aminoécidos con un peso
molecular predicho de ~11 kDa, pero esta proteina muestra una movilidad
electroforética anormal en geles de SDS-PAGE generando diferentes pesos
moleculares que van de 14 a 21 kDa. En estudios recientes de nuestro grupo se
encontré que la proteina E7 de HPV16 presenta 3 isoformas, las cuales tienen pesos
moleculares de 17.5, 17 y 16 kDa (E7a, E7b y E7c respectivamente). En la
secuencia de aminoécidos de E7 se distinguen tres regiones importantes: el dominio
CR1 (region conservada 1 similar a la proteina ELA de Adenovirus), en donde se ha
observado que mutaciones puntuales eliminan la actividad transformante de E7; la
region CR2 contiene el sitio de union a las proteina de retinoblastoma (pRb) v el
dominio que sirve como sustrato para la fosforilacion por cinasa Il de caseina
(CKII); y la region CR3 que contiene dos motivos Cys-X-X-Cys para la union a
zinc e importantes para la estabilidad de la proteina. Se han identificado sitios de
fosforilacion por CKII en los aminoacidos 31 y 32, sin embargo, esta modificacion
no explica los diferentes pesos moleculares, lo que sugiere la presencia de otras
modificaciones post-traduccionales. El analisis de la secuencia de aminoacidos de
la proteina E7 de HPV16, muestra 6 sitios putativos de fosforilacion, los cuales, es
probable estén relacionados a la actividad y localizacién de la proteina. Debido a

que la actividad transformante de E7 se encuentra en la region CR1 (aa 1-20) y



existe un sitio de fosforilacion en el aminoacido 5 (Thr), nos propusimos
determinar el papel que juega la fosforilacién de la region CR1 en el procesamiento
de la proteina E7 y en su actividad transformante. Metodologia: Células HaCat
fueron transfectadas con el plasmido pCDNA3 conteniendo el gen E7 silvestre
(E7W) y mutado en el aminoacido 5 (Thr—Gly, E7T5G). La presencia del RNAmM
del gen E7 se comprobd por RT-PCR y la expresion de la proteina por medio de
marcaje metabélico con *°S-Met/**S-Cys, mientras que la localizacién celular fue
evaluada por inmunofluorescencia. Resultados: En cuanto a la proliferacion celular,
se observo una reduccion de 1.1% en el tiempo de duplicacion en las células que
expresan E7T5G y 5.4% las que expresan E7W con respecto a sus controles. En
cuanto al grado de transformacién medido por focos de transformacion en agar se
observo que tanto E7W como E7T5G generaron de 3.5 a 6.3 veces mas focos de
transformacion que las células control, respectivamente. Por su parte, el peso
molecular aparente por SDS-PAGE de E7W fue de 20.4kDa y para E7T5G fue de
19.5 kDa, mientras que las formas fosforiladas fueron de 18.8 y 19.1 kDa para ETW
al medir a 1 y 6 h, respectivamente y de 19.3 kDa para E7T5G tanto a 1 y 6 h.
Finalmente se identificO que E7T5G se acumula en nucleo, mientras que E7W se
observa en reticulo endoplasmatico (ER), Golgi y nucleo. Conclusiones: La
ausencia de fosforilacion en Thr 5 de E7 incrementa su actividad transformante,
posiblemente por su acumulacion en nucleo que le permite interactuar con sus

proteinas blanco por mayor tiempo.



1. INTRODUCCION

La infeccion causada por el Papilomavirus humano (HPV) se ha incrementado
de forma alarmante en los ultimos 20 afios y las tasas de mayor prevalencia son en
adolescentes y mujeres jovenes (Sam et al., 2011). La relacién entre el cancer
cérvico uterino (CaCU) y el HPV fue demostrada a principios de los afios 80°s, por
el doctor Zur Hausen y la infeccion es requisito para el desarrollo de esta
enfermedad (LOpez-Lizano, 2006); en México en el 2012 se presentaron 13,960
nuevos casos de esta enfermedad y una mortalidad de 4,769; de tal forma que el
CaCuU es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres de nuestro pais (Ferlay
etal., 2012).

En Meéxico, la frecuencia de la infeccién por HPV es variable; Lazcano y
colaboradores en 2001 demostraron una presencia de HPV en mujeres menores de
25 afios, reportando una prevalencia de 16.7%; mientras que Juarez-Figueroa y
colaboradores demostraron que en mujeres de la Ciudad de México la prevalencia
fue de 43%, lo que implica diferentes riesgos de exposicion a la infeccion (Lazcano
et al., 2001; Juarez-Figueroa et al., 2001).

Los HPVs son virus no envueltos de DNA circular con capsides icosaédricas
que replican su genoma en el nucleo de las células hospedadoras y cuenta con 8000
pb (Longworth & Laimins, 2004). Estos son miembros de la familia
Papillomaviridae, de los cuales se han identificado mas de 100 tipos (Gonzalez,
2007; De Villiers et al., 2004). Estos se pueden clasificar en cutaneos o de la
mucosa, dependiendo del tipo celular que infectan, dependiendo del riesgo de
malignidad, los HPV se agrupan ademas como tipos de alto riesgo o de bajo riesgo

(Ganguly-Parihar, 2009). Los HPV de alto riesgo estan fuertemente asociados con



los canceres anogenitales, en particular al carcinoma del cuello uterino (Stanley,
2012).

Los tipos de HPV mas frecuentes en las mujeres con cancer son 16, 18, 33, 45,
31, 58, 52 y 35. El carcinoma de células escamosas es la presentacion mas comun
en cuello uterino (80% de los casos) y mas a menudo se asocia con HPV16 (Huh,
2009). El HPV16 es el tipo mas frecuente detectado en CaCU, seguido del HPV18
y juntos ocasionan el 70% de los canceres cervicales en todo el mundo (Stanley,
2012). Los HPV también pueden alojarse de forma latente en las células epiteliales,
evadiendo la deteccion por el sistema inmune, aunque dicho virus puede ser
reactivado en estas células infectadas (Lizano et al., 2009)

Todos los genomas de HPV incluyen 3 regiones generales: 1) una region
regulatoria rio arriba (URR), que contiene secuencias que controlan la transcripcién
y la replicacion viral; 2) una region temprana, que contiene marcos de lectura
abierto con diferentes funciones (ORFs: E1, E2, E4, E5, E6 y E7), incluyendo
activacion de la transcripcion, la transformacion, la replicacion y la adaptacion a
diferentes ambientes celulares, y 3) una region tardia, que codifica para las
proteinas de la capside L1 y L2 que forman la estructura del virién (Burk et al.,
2009).

Los mecanismos mediante los cuales los HPV inducen la transformacion de las
células han sido investigados intensamente, los mecanismos mas abundantes son
aquellos que proceden de los marcos de lectura abiertos E6 y E7 que son
oncogeénicos (Matlashewski et al., 1987; Phelps WC et al., 1988).

Ambos genes E6 y E7 codifican para oncoproteinas con la habilidad de

cooperar en la inmortalizacion de queratinocitos humanos primarios, el tipo celular
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hospedero natural de este virus (Brokaw et al., 1994); en donde E7 toma el mando
de las actividades normales de los complejos de regulacion celular afectando la
funcién de varias proteinas celulares, lo que conduce a la interferencia de la
transcripcion, remodelacion de la cromatina, la sintesis de DNA, la sefializacion de
citocinas, la inestabilidad gendmica, la apoptosis y el metabolismo celular
(Rautava-Stina, 2012). Ademas se sabe que las modificaciones post-traduccionales
permiten funcionalidad y localizacion intracelular de algunas proteinas. En el caso
de E7 de HPV16 se han identificado al menos 5 sitios putativos de fosforilacion.
Por lo anterior es necesario estudiar a esta proteina en sus sitios de
fosforilacion, ya que ello nos podria indicar qué importancia tienen las

modificaciones post-traduccionales de esta proteina para la biologia del virus.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Clasificacion de los Papilomavirus humanos.

El papel etiolégico de la mayoria de los tipos de Papilomavirus Humanos
(HPV) de alto riesgo (como el HPV16 y 18) presentes en las anomalias del cuello
uterino, se ha demostrado mediante estudios moleculares (Wang et al., 2013). La
clasificacion de los tipos de HPV esta basada predominantemente en similitudes de
nucledtidos en la secuencia del gen L1 asociadas con algunas propiedades
bioldgicas y médicas, lo que dio lugar a la nomenclatura oficial (Bernard, 2010).

Los tipos de HPVs que se encuentran asociados a los seres humanos se
dividen en cinco géneros: Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu- y Nu-papillomavirus; con
estas diferencias de tipos se presentan asociaciones con las caracteristicas de la
enfermedad y del ciclo de vida (Doorbar et al.,, 2012). Los distintos grupos
filogenéticos virales tienen diferentes tropismos tisulares y estan separados en
mucosotropicos (mayoria de los a-HPV) y cutaneotrépicos (B, y, |, y algunos a-
HPV) (Gottschling et al., 2009). Los Alpha-papillomavirus (a-HPV), se han aislado
predominantemente de lesiones genitales; los Beta-papillomavirus (B-HPV),
denominado previamente como los tipos relacionados con Epidermodisplasia
verruciforme y los Gamma-papillomavirus (y-HPV) asociados con lesiones en piel
(Bottalico et al., 2011).

En los ultimos afios, se ha hecho evidente que muchos tipos de HPV,
incluyendo la mayoria de los contenidos dentro de los tipos Beta y Gamma causan
infecciones asintomaticas en individuos inmuno-competentes y se pueden detectar
en frotis de la piel y para algunos tipos Gamma, tambien en mucosas (Doorbar et al.

2012).
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2.2 Organizacion gendmica funcional de HPV.

Las particulas de HPV consisten de una molécula de DNA circular envuelto
en una capside viral que se compone de dos proteinas, L1y L2 (Gonzélez, 2007).

El genoma de los virus del papiloma humano esta organizado en tres regiones:

* Region de genes tempranos: en la que se encuentran los genes que
codifican para las proteinas E6, E7, E1, E2, E4 y E5, que estan implicadas
en la transcripcion y la regulacion de genes, asi como en transformacion
celular.

* Region de los genes tardios: donde estan los genes que codifican para las
proteinas L1y L2, que forman la capside viral (Gonzalez, 2007).

* Regidn larga de control (LCR): presenta elementos en cis que controlan la
expresion genica y de replicacion viral (Lopez-Lizano, 2006).

Durante la infeccion natural, E1 se expresa en niveles muy bajos y requiere
la presencia de E2 con el fin de ser orientado de manera eficiente a sus sitios de
unién (Doorbar, 2006). En adicion a E1 y E2, se piensa que las proteinas E4 y E5
contribuyen indirectamente a la amplificacion exitosa del genoma por modificacion
del ambiente celular (Doorbar et al., 2012). Asociados E2 y E1 forman un dimero,
que se une al DNA, la formacion de un complejo E1-E2 en el origen de replicacion
induce la distorsion localizada en el DNA viral, lo que facilita el reclutamiento de
moléculas de E1 adicionales y el eventual desplazamiento de E2; los altos niveles
de E2 actuan para regular de manera negativa la expresion de E6 y E7 en sistemas
experimentales (Doorbar, 2006).

Posteriormente se expresan, los genes E6 y E7 que como ya se mencion0

tienen potencial oncogénico y son responsables de la replicacion viral y la
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transformacion de la célula hospedera (Huh, 2009). La proteina E7 contribuye
principalmente a la induccion de la sintesis de DNA y a la progresion del ciclo
celular, mientras que E6 contribuye al aumento de la supervivencia celular y la
progresion a la malignidad (Guccione et al., 2002).

De esta manera, el aumento de la proliferacion de las células epiteliales
suprabasales observado en las lesiones cervicales causadas por el HPV se ha
atribuido a las oncoproteinas virales E6 y E7, y al mecanismo por el cual estas
oncoproteinas de HPV estimulan la progresion del ciclo celular, el cual esta
relacionado con la degradacion de p53 por E6 y a la inactivacion de pRb a través de
E7 (Gonzalez, 2007). El principal blanco celular de las proteinas E7 de HPV y otras
oncoproteinas virales en la transformacion celular es la proteina supresora tumoral
pRb. Esta proteina forma parte de una familia de proteinas estrechamente
relacionadas, incluyendo a p107 y p130 que se unen a factores de transcripcion E2F

y bloguean su funcidn de activacion transcripcional (Liu et al., 2006).

2.3 Ciclo viral de los Papilomavirus.

Una infeccion de HPV productiva depende de la naturaleza del epitelio
donde ocurra la infeccion, ya que obedecera a factores externos como la presencia
de hormonas o citocinas (Doorbar et al., 2012). Algunos autores sugieren que la
proteina L1 de HPV se une al primer receptor que son proteoglicanos de sulfato de
heparan que se encuentran en la superficie de la célula, posteriormente se une a
laminina 332 facilitando una mejor adhesion a la célula, en conjunto con cambios
conformacionales que incluyen un corte en la proteina L2 por furina (Ishii et al.,

2013). Este corte permite la exposicion de un péptido que es reconocido por un
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segundo receptor celular, el cual es necesario para la internalizacion final del HPV
a través de endocitosis y trafico intracelular (Doorbar et al., 2012; Ishii et al., 2013).

Por su parte, las proteinas E1 y E2 son esenciales en la replicacion viral
durante la fase de amplificacion inicial. La proteina E2 regula la transcripcion viral
y tiene maultiples sitios de union al promotor LCR que se encuentra rio arriba, ya
que presenta sitios de union que estan localizados en sitios adyacentes de factores
de transcripcion celular que activan promotores tempranos (Doorbar et al., 2012;
Longworth & Laimins, 2004). La proteina E1 tiene actividad helicasa, lo que
permite la separacion de las cadenas de DNA viral y de esta manera permite el
reclutamiento de toda la maquinaria de replicacion de DNA. Ademas, E1 y E2
actian reclutando polimerasas celulares y proteinas accesorias que median la
replicacion. La habilidad de E2 de activar o reprimir la expresién de proteinas
contribuye a controlar el nimero de copias de DNA viral en la célula (Longworth &
Laimins, 2004). Sin embargo, debido a fallas en el ciclo viral por la integracion del
DNA viral al celular, con ruptura del gen E2 o mutaciones en éste mismo, da como
resultado la pérdida de funcionalidad de esta proteinay permite la sobre-expresion
de las proteinas E6 y E7, factor importante para la transformacién celular y el
desarrollo del CaCU (Gonzalez, 2007).

Las funciones de E4 y E5 no son claras aun, pero se ha propuesto que ambas
proteinas estan involucradas en la regulacion de funciones virales tardias
(Longworth & Laimins, 2004). Se ha propuesto que la proteina E4 modula la
amplificacion del genoma y la sintesis del DNA viral, ademas de que modifica la
arquitectura de la citoqueratina, lo que sugiere que esté involucrada en la liberacion

de las particulas virales. Algunos estudios han tratado de examinar cémo la
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desorganizacion celular podria facilitar el escape de viriones infecciosos (Doorbar,
2013). Por su parte, se cree que E5 tiene la capacidad de modular la sefializacion
celular; E5 es una proteina transmembranal que se encuentra predominantemente en
el reticulo endoplasmico (ER, del inglés Endoplasmic Reticulum) y que se asocia a
la ATPasa de protones vacuolar (16 kDa) retrasando el proceso de acidificacion
endosomal, evitando asi la degradacion del virus al entrar a la célula (Doorbar,
2006).

La proteina L1 de la capside de HPV constituye el 90% de las proteinas de
la superficie viral de HPV y se expresa tipicamente durante la fase tardia de la
replicacion viral; esta proteina presenta inmunorreactividad en pruebas citoldgicas
desde pequefas lesiones hasta cancer. La expresion de L1 permite la organizacion
del virus para poder salir al medio extracelular (Lee et al., 2014). La culminacion
del ciclo de vida productivo de HPV en una célula implica la expresion de la

proteina L2, proteina minoritaria de la capa viral (Doorbar et al., 2012).

3. MARCO CONCEPTUAL
3.1 Caracteristicas de la proteina E7 de Papilomavirus humano

Los genes E6 y E7 son altamente conservados entre los diferentes tipos de
HPVs identificados hasta la fecha, siendo éstas las secuencias que codifican para
las proteinas principales de transformacion celular en el caso de los HPVs de alto

riesgo asociados a cancer (Ghittoni et al., 2010).

16



3.1.1 Bioquimica

La proteina E7 de HPV16 es una fosfoproteina &cida de 98 aminoacidos,
con un peso molecular predicho de 11 kDa y de 14 kDa cuando esta fosforilada por
CKII (casein cinasa Il), en condiciones in vitro. La movilidad electroforética de esta
proteina en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) es aproximadamente de 17 kDa, lo cual es
anormalmente alto para el tamafio en aminoacidos de la proteina (Armstrong &
Roman, 1993; Barbosa et al., 1990). Sin embargo, se han reportado diferentes pesos
moleculares que van desde 14 y hasta un maximo de 21 kDa, segun lo informado
por diversos grupos (Gulliver et al., 1997; Valdovinos-Torres, et al., 2008; Ghittoni
etal., 2010).

Basado en la secuencia de aminoacidos, la proteina E7 es muy similar entre
los diferentes tipos de HPV y se pueden separar en tres regiones conservadas
Ilamadas CR1, CR2 y CR3 por su homologia a la proteina E1A de Adenovirus y al
antigeno T de SV40 (Barbosa et al., 1990; Liu et al., 2006).

La region CRL1 tiene un papel en la regulacion de sintesis de DNA, ademas
de ser sustancial para la transformacién celular, ya que mutaciones puntuales en
esta region generan pérdida de transformacion celular, ver Tabla 1 (Gulliver et al.,
1997). El dominio CR2 de E7 de HPV16 contiene secuencias de aminoacidos
requeridas para su asociacion con miembros de la familia pRb, ademas de contener
los sitios de fosforilacion Ser 31 y 32 blancos de CKII, como se esquematiza en la

Figura 1 (Gulliver et al., 1997; Barbosa et al., 1990).
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Tabla 1. Caracteristicas funcionales de las regiones de la proteina E7 de HPV

CR1 H2P Disminucién de la expresion de la Helt & Galloway,
proteina 2001
H2D Proteina mas estable que la wt Watanabe et al., 1990
T5,7A Afecta la degradacion por el Y-J. Liang et al., 2008
proteasoma
A 6-10 No se afecta unién con pRb pero Demers et al., 1996
afecta capacidad transformante
A 6-10 Decrece transformacion celular Brokaw et al., 1994
CR2 A 16-20 Decrece potencialmente la Brokaw et al., 1994
transformacion celular
C24S, E26Q Modificacion en transformacion Arroyo et al., 1993
celular
C24G Capacidad transformante afectada Watanabe et al., 1990
N29P Esencial para union con pRb Giarré, 2001
S31G Fosforilacién afectada pero sin alterar Storey et al., 1990
cooperacion con Ras
SS31-32GG Inhibe la entrada en fase S en 60% Demers et al., 1996
CR3 A 49-60 Regiones necesarias para la unién con Mileo et al., 2009
GSTPI (glutation S-transferasa P1-1)
A 89-98
T64D Reduce unién con pRb Todorovic et al. 2011
CVQ68-70AAA Union de la proteina con pRb poco Helt & Galloway,
estable 2001
A 79-83
S71G Fosforilacién afectada pero sin alterar Storey et al., 1990
cooperacion con Ras
S711 Retiene la unién a pRb Demers et al. 1996
A 79-83 Pérdida de habilidad de E7 para Zwerschke et al., 2000
unirse con a-glucosidasa
C91S Unién anémala con E2F6 McLaughlin-Drubin et
al., 2008
C94G Bajos niveles de proteina E7 Watanabe et al., 1990

Por su parte, la region CR3 de E7 contiene dos motivos CXXC que estan
separados por 29 ¢ 30 residuos, los cuales son caracteristicos de union a zinc y que
se han descrito como dedos de zinc, los cuales son importantes como sitios de

unién a DNA, sin embargo, no se ha demostrado que la proteina E7 tenga la
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capacidad de union a DNA (Brokaw et al., 1994). No obstante, el dominio CR3 de
E7 se ha demostrado puede mediar la dimerizacion de si misma y para mediar en la
interaccion directa con varias proteinas con las que interactda E7. La regién CR3 de
E7 también se asocia con la capacidad de inactivar a los inhibidores de Ciclasas
dependientes de ciclina (CDKs) p21 y p27, ademés de varios factores de
transcripcion que aparentemente contribuyen a oncogénesis mediada por el HPV,
entre los que se encuentran la proteina de union a caja TATA (TBB), un
componente del complejo NURD de la desacetilasa de histona mi2p, las acetil-
transferasas p300/CBP, el factor asociado a p300/CBP (P/CAF) y el factor de

transcripcion E2F (Liu et al., 2006).

CR1 CR2 CR3

. e

1 210 43 98 aa

A yw - 14-21 kDa
* Important for cell transformation
- * Regulates DMA synthesis

# [ pRb high affinity binding site (aa 21-26)

« aa 31 & 32 phosphorylated by CKIl
+ Binding site for cyclin A-E2F complex

* Important for protein stability
A | . Low binding site for pRb
—CXXC CAXC * Binding sites for Zn"%, DNA, TBP, AP1

Figura 1. Representacion de la proteina E7 de HPV16, con sus regiones
conservadas y principales actividades reportadas (Tomado de Pedroza et al
2011).

Mutaciones y deleciones en el gen de E7 han permitido identificar sitios
importantes para la interaccion con diferentes proteinas blanco, asi como para
ejercer la actividad especifica de la proteina E7 en el contexto celular y durante el

proceso de transformacion.
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Conjuntamente, en el 2008 se identificaron 3 isoformas de la proteina E7,
las cuales presentaban diferentes pesos moleculares y puntos isoeléctricos: E7a
(17.5 kDa, pl 4.68), E7b (17 kDa, pl 6.18) y E7c (16 kDa, pl 6.96). Lo anterior se
logré observar en células CaSki (celulas epiteliales transformadas con HPV16),
ademas que este mismo grupo determind que la proteina E7a es una proteina
fosforilada y logro mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra la proteina
E7 de HPV16 en transfecciones transitorias de células Cos, localizar a la proteina
en citoplasma, reticulo endoplasmico, complejo de Golgi y en ndcleo (Valdovinos-
Torres et al., 2008). Estas observaciones sugieren que diferentes modificaciones
post-traduccionales deberan de llevarse a cabo sobre la proteina E7 para poder
transitar entre los diferentes compartimientos celulares y asi poder interaccionar

con las diferentes proteinas blanco.

3.1.2 Actividad biolégica de la proteina E7 de HPV.

La proteina E7 contribuye principalmente a la induccion de sintesis de DNA
y a la progresion del ciclo celular, mientras que E6 coopera para incrementar la
supervivencia y progresion a la malignidad (Guccione et al., 2002).

La proteina E7 modifica las respuestas normales de las células debido a la
inestabilidad gendmica generada como consecuencia del dafio al DNA, a través de
la union de E7 y pRb que permite la desregulacion del ciclo celular (Doorbar et al.,
2012). En lineas celulares, se ha observado que puede ocurrir la integracion del
genoma viral al genoma de la célula hospedera, esto ocurre a menudo en la region
de E1/E2 con sustanciales deleciones o rupturas del genoma viral en esta region, lo

que resulta en el sobre-expresion de E6 y E7 (Phelps et al., 1988).
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La proteina pRb regula negativamente la actividad de varios factores
transcripcionales incluyendo a miembros de la familia E2F. En condiciones
normales, la proteina pRb se encuentra asociada al factor transcripcional E2F y para
lograr la progresion en el ciclo celular se requiere la fosforilacion de pRb para
desensamblar el complejo pRb-E2F. En infecciones con HPV de alto riesgo, lo que
ocurre es que E7 secuestra a pRb, dejando libre al factor E2F, permitiendo la
progresion del ciclo celular (McLaughlin-Drubin et al., 2008). Se ha demostrado en
cultivos de tejidos que esta liberacion del factor E2F puede llegar a transformar
fibroblastos de roedores, también inmortalizar queratinocitos humanos primarios y
que esta transformacion celular se lleva en cooperacion con los oncogenes ras o
myc, esto observado en células primarias de roedores (Gulliver et al., 1997,
Ghittoni et al., 2010). También se ha demostrado que una isoforma fosforilada de
E7 es capaz de asociarse con la histona H1 quinasa en la fase G2/M tardia del ciclo
celular (Davies et al., 1993). Otras actividades se han asociado a esta proteina lo
que ha permitido identificar sitios importantes en funciones de diferentes vias de

sefalizacién como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Proteinas blanco de la proteina E7 relacionadas con sefializacion
celular.

Metabolismo a-glicosidasa Actividad Citosol Zwerschke et
catalitica al 1999
Represor E2F6 Desregulacion Nucleo McLaughlin-
transcripcional Drubin et al.,
2008
Metéstasis Inhibiendo Desregulacion de Nucleo Mileo et al.,
Nm23-H1ly ciclo celular y 2006
Nm23-H2 diferenciacion
Factores Familia AP-1 Induccién de Nucleo Antinore et
transcripcionales (incluidas c- transformacion al., 1996
Jun, JunB, celular
JunD y c-Fos)
MPP2 Co- Nucleo Luscher-
transformacion Firzlaff et al.,
con Ras 1999
Proteinas Supresion de Citosol Lee D.K. et
SMAD mediadores de al., 2002
SMAD,
carcinogénesis
ISGF3 Pérdida de Nucleo Barnard &
formacion del McMillan,
complejo de 1999
transcripcion
interferon
Modificacion DNA BRG-1 Desregulacion del Nucleo Lee D.etal.,
(SWI/SNF) control de ciclo 2002
celular
Anti-apoptético Mcl-1 Progresion Citosol Chen Y. W. et
tumoral al., 2008
Relacién con Mi2R, Control de la Nucleo Brehm et al.,
histonas componente proliferacion 1999
del complejo celular
NURD

MPP2, fosfoproteina 2 de la fase M; ISGF3, factor 3 de genes estimulados por interferon.

3.1.3 Modificaciones post-traduccionales de E7 de HPV

Es posible que la proteina E7 sufra algunas modificaciones
postraduccionales, ya que se ha descrito que E7 puede estar localizada en la
fraccion citoplasmatica y que es una proteina fosforilada en residuos de Serina

(Smotkin & Wettstein, 1987).
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Los primeros reportes de que la proteina E7 es fosforilada demostraron que
esta modificacion ocurre en la region CR2, la cual presenta sitios consenso de
fosforilacion para CKII en los aminoacidos 31 y 32; este estudio fue confirmado
posteriormente en E7 de HPV18, fosforilacion mas rapida respecto a la de E7 de
HPV16, y finalmente reportado en E7 de HPV6. Ademas, se determind que esta
fosforilacion es importante para la transformacion celular pero no necesaria para la
unién E7-pRb (Barbosa et al., 1990; Firzlaff et al., 1991). Sumado a estos reportes,
se conoce la fosforilacion en Ser71, por una cinasa aun no determinada, la cual es
una fosforilacion transitoria en la fase S del ciclo celular (Massimi & Banks, 2000).
Se han probado mutaciones en estos sitios de fosforilacién donde se ha observado

alteracion de la actividad bioldgica de la proteina.

Se han logrado determinar, posibles sitios de modificacion postraduccional

en las tres regiones consenso como se muestra en la Figura 2:

e CR1.: fosforilacion Thr5y Thr 7

e CR2: Glicosilacién en Asp30, 2 sitios de sulfatacion Tyr23 y Tyr25 vy sitios
de fosforilacion Ser31, Ser32, estas ultimas confirmadas

e CR3: fosforilacion Thr64, Thr78 y Ser71, Ser95
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(P) (P)
1 Met-His-Gly-Asp-Thr-Pro-Thr-Leu-His-Glu-Tyr-Met-Leu-Asp-Leu
SO, S0, Cho
16 GIn-Pro-Glu-Thr-Thr-Asp-Leu-Tyr-Cys-Tyr-Glu-Gln-Leu-Asn-Asp-
(P) (P)
31 Ser-Ser-Glu-Glu-Glu-Asp-Glu-lle-Asp-Gly-Pro-Ala-Gly-Gin-Ala
46 Glu-Pro-Asp-Arg-Ala-His-Tyr-Asn-lle-VVal-Thr-Phe-Cys-Cys-Lys

(P) (P)
61 Cys-Asp-Ser-Thr-Leu-Arg-Leu-Cys-Val-GIn-Ser-Thr-His-Val-Asp
P)
76 lle-Arg-Thr-Leu-Glu-Asp-Leu-Leu-Met-Gly-Thr-Leu-Gly-lle-Val
P)

91 Cys-Pro-lle-Cys-Ser-Gln-Lys-Pro

Figura 2. Esquema de posibles sitios de modificacion postraduccional de la proteina E7 de

HPV16, aminoacidos de color azul regién CR1, de color verde region CR2 y de color lila region
CR3.

La enzima DYRK1 (Dual-specificity tyrosine (Y) phosphorylation-
regulated kinase 1A) permite la fosforilacién in vitro de la proteina E7 en la region
CR1 (aminoécidos 5 y 7) fosforilacion que estabiliza a E7, ya que se observd
incremento de la estabilidad de la proteina; asi como modificacion de la actividad
transformante. Ademas se ha propuesto que el mecanismo de ubiquitinacion de esta

proteina requiere fosforilacién por la enzima DYRK1A (Barbosa et al., 1990; Liang

et al., 2008).
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4. JUSTIFICACION

El cancer cérvico-uterino es un problema de salud publica en el mundo y en
nuestro pais, por lo que es necesario encontrar los mecanismos que permitan
controlar el proceso canceroso producido por el HPV. Para este fin es necesario
estudiar sus proteinas oncogénicas como son E5, E6 y E7, las cuales se sabe pueden
llevar a la transformacion celular y generar el desarrollo de cancer.

De acuerdo a diversos reportes sobre la proteina E7 de HPV16, se sabe que
es una proteina con pesos moleculares que varian desde 14 y hasta 21 kDa. La
localizacion de la proteina E7 se ha reportado en citoplasma y en ndcleo, pero
recientemente también se demostré su presencia en Golgi y Reticulo Endoplasmico.
Ademas, se ha demostrado que E7 es una fosfoproteina la cual es modificada en los
aminoacidos 31 y 32 por CKII, lo que le permite unirse a pRB. Al realizar un
analisis computacional de la secuencia de aminoacidos de E7 de HPV16 se pueden
identificar sitios putativos de modificaciones post-traduccionales; en especifico se
observan 5 sitios posibles de fosforilacion, de los cuales sélo un sitio, que permita
actividad y no ubiquitinacion, fosforilable estd presente en la region CR1,
localizado en la Thr 5 como se propone en la figura 3. Las modificaciones post-
traduccionales y en especial la fosforilacion que le da carga positiva a la proteina
puede modificar su peso molecular, pero ademas las modificaciones post-
traduccionales pueden estar involucradas tanto en la actividad como en la
localizacion de las proteinas.

Estas modificaciones post-traduccionales de la proteina E7 pueden generar
cambios conformacionales que le permitan interactuar con diferentes proteinas

celulares e incluso distribuirse en diferentes compartimientos celulares. Por lo que,
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esta investigacion se enfocara a determinar el efecto de la fosforilacion del
aminoacido 5 (Thr5, en la region CR1) de la proteina E7 de HPV16 con la finalidad
de identificar si la fosforilacion de este sitio es importante para modificar su peso

molecular, su localizacién y su actividad transformante.

mbrana celular

UB
E7) 2 a©~—_ 3 E7 b
P UB
; plE7 P
Reticulo E7) 1 ~— PP
Endoplasmico 4 g

Nucleo

5 7 PPP
P
DYRKIA pl E7 P
PPP PP Trasformacion
_’__E"___) celular
CPRE D -

@ P Cooperacion J

Ras y Myc

p
\ @ Acumulacién |

de mutaciones

Figura 3. Modelo de procesamiento de la proteina E7 de HPV16. 1) Sintesis en RE. 2)
Transporte a Aparato de Golgi. 3) Fosforilacién por CKIl. 4) Transporte a nucleo por miembros
de Nup. 5) Interaccidn con pRb. 6) Liberacion de E2F. 7) Fosforilacion de E7 por DYRK1A. 8)
Transporte a citoplasma del complejo E7-pRb y degradacion final por ubiquitinacion.

5. HIPOTESIS

La fosforilacion en la Treonina 5 del domino CR1 de la proteina E7 de HPV16

regula su transito celular y su actividad transformante.
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6. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la fosforilacion de la region CR1 de E7 de HPV16 en su

transito a través de compartimientos celulares y su papel en transformacion celular.

6.1 Objetivos particulares
e Caracterizar bioguimicamente a la proteina E7T5G de HPV16 en lineas
celulares.
e Caracterizar el transito de la proteina E7T5G de HPV16 a través de los
diferentes compartimentos celulares en lineas celulares.
e Determinar la actividad transformante de la proteina E7T5G de HPV16 en

lineas celulares.
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7. METODOLOGIA
7.1 Cultivos celulares.

Se utilizaron las lineas celulares CaSki (carcinoma epidermoide cervical de
humano) transformadas naturalmente con HPV-16 y las células HaCaT
(queratinocitos normales de humano) y Cos (células de rifion de mono semejantes a
fibroblastos que expresan el antigeno T de SV40) las cuales fueron cultivadas en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y antibi6ticos penicilina/estreptomicina (100 unidades/ml de
penicilina base y 100 pg/ml de estreptomicina base) en un ambiente humedo a 37°

C con 5% de CO,.

7.2 Construccion de plasmidos.

Se utilizé el plasmido pcDNAS3, el cual es un vector para la expresion
transitoria o estable de genes en sistemas eucarioticos. En este vector se insertd la
secuencia génica que codifica para la proteina E7 silvestre de HPV16 (E7W) o la
correspondiente para la proteina E7 de HPV16 mutada en el quinto codon (E7T5G).

Para esto se realiz6 una mutacion sitio-dirigida en la secuencia génica que
codifica para la proteina silvestre E7W con la finalidad de obtener la mutante
E7T5G, por medio de dos PCRs. En la primera PCR se us6 un oligonucleétido
mutagénico (T5G) que contuvo un sitio de corte (Eco RI), posteriormente se
purificd el fragmento producido mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
6%/ TAE, extraccion y precipitacion con etanol/acetato de amonio. El fragmento de
DNA purificado fue utilizado como molde para una segunda PCR con un

oligonuclettido que contuvo la secuencia para otro sitio de corte (Hind I1I). El
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segundo producto de PCR que tuvo la mutacion deseada, se purificd para ser
digerido por las enzimas de restriccion Eco R1 y Hind 1ll, al igual que el plasmido
pcDNA3. Posteriormente los fragmentos digeridos se purificaron como se describid
y se pusieron a ligaren una proporcion 1:3 (plasmido-inserto) a 16°C por 18 h con
enzima T4 DNA ligasa. La mezcla de ligacion se utilizo para transformar células
competentes DH5a. De las colonias obtenidas después de 18 h a 37°C en agar-
ampicilina, se extrajo el DNA plasmidico para analisis con enzimas de restriccion
(Eco RI/Hind I1lI) para determinar cual de las colonias porta el plasmido
recombinante deseado (pcDNA3-16E7T5G). Una vez establecido qué colonia tiene
el plasmido adecuado, se purifico éste por medio de un kit comercial (QIAGEN)

para los experimentos subsecuentes.

7.3 Transfeccion estable de células con plasmido pcDNA3-16E7W y -16E7T5G.
Se utilizaron los plasmidos que contenian la secuencia del gen E7 tanto
silvestre (p)cDNA3-16E7W) como mutado en el codén 5 (Thr-Gly) denominado
pcDNA3-16E7T5G, los cuales se usaron para transfectar establemente células
HaCaT donde las proteinas E7 fueron expresadas por separado. Para esto se
sembraron 6x10° células en cajas de cultivo donde se dejaron adherirse, se eliming
el medio y se lavaron con PBS, después se incubaron por 5 h con los plasmidos
diluidos en medio DMEM sin SFB y con lipofectamina de acuerdo a las
especificaciones del proveedor (GIBCO-Invitrogen). Posteriormente, se retird esta
solucion y se sustituyd el medio con DMEM-10% SFB con antibiéticos. A las 48 h
las células fueron tripsinizadas y pasadas 1:4 a cajas nuevas con medio DMEM-

10% SFB. Despues de 6 h se afiadio el antibiotico de seleccion, que en este caso fue
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G418 (analogo a la neomicina) a 800 pg/mL. Las células se mantuvieron en cultivo
durante 15 dias con cambios de medio conteniendo el G418 cada tercer dia hasta la

aparicion de colonias claramente visibles y separadas unas de otras.

7.4 Extraccion de RNA de cultivos celulares.

De las lineas celulares HaCat transfectadas y CasKi se lisaron con
tiocioanato de guanidina y B-mercaptoetanol, se incubaron con fenol saturado con
H,O-DEPC (dietilpirocarbonato), cloroformo isoamilico (49:1) y acetato de sodio
2M posteriormente se centrifugd por 20 minutos a 8,000 rpm en rotor SS34 de
Sorvall para separar el RNA. EI RNA se precipitd 2 veces con isopropanol toda la
noche a -20°C y posteriormente se lavd con etanol al 70% con H,O-DEPC, se
eliminé el etanol y se dejo secar la pastilla por al menos 30 minutos, el RNA se
disolvié en 250 puL de H,O-DEPC a este RNA se le agregaron 3 volimenes de
etanol absoluto y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Se tomaron alicuotas de 2.5 pL para determinar la concentracion de RNA en
espectrofotometro (260 nm) y otra de 10 pL para evaluar la integridad de RNA
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (70V por 1h), posteriormente el gel
se tifd con bromuro de etidio y el gel fue colocado en el equipo Odyssey (LI-COR

biosciences) para digitalizar y documentar las imagenes.

7.5 Deteccion de RNA de E7 por RT-PCR en células transfectadas.
Con el RNA obtenido se realizé una reacciébn de RT para la cual se
incubaron 2 pg de RNA total con 160 U de enzima Mo-MLV RT (USB), dNTP’s

10 mM (Roche) y 60 pmol de oligo (dT)is (Roche) para obtener cDNA, se
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desnaturalizé el RNA a 65°C por 10 minutos, seguido de 10 minutos a temperatura
ambiente, 1 h a 37°c y finalmente 10 minutos a 95°C.

Posteriormente, se tomaron 3 pL de la reaccion de RT y se incubaron con
1.5 mM de MgCl;, (Promega), 2 mM dNTP’s (Roche), 0.625 U de Taq polimerasa
(Promega) y oligonucleotidos especificos para E7 de HPV16 cuyas secuencias
aparecen a continuacion:

F 5 CCGCTCGAGCATGGAGATACACCTACATTG 3’

R 5 CGGCATCCCTTATGGTTTCTGAGAACAGAT 3°

Las condiciones para realizar la reaccion de PCR, fueron las siguientes:

Gen Desnaturalizacion | Ciclos | Desnaturalizaciéon | Alineamiento | Temperatura de | Extension final
inicial extension
E7 95°C/5 min 35 95°C/30 s 55°C/30 s 72°C/1 min 72°C/15 min
Seguida de
30°C/30s

Todos los productos de PCR fueron analizados mediante geles de
poliacrilamida al 8%, tefiidos con bromuro de etidio y colocados en el equipo

Odyssey (LI-COR biosciences) para digitalizar y documentar las imagenes.

7.6 Cuantificacion de proteinas por la técnica de BCA de Pierce.

Se utiliz6 el kit de Micro BCA protein Assay en placa de ELISA, colocando
5y 10 pL de muestra proteica por duplicado en distintos pozos de la placa, llevados
a 50 pL con agua cada uno. De igual manera se incluy6 una curva de calibracion

por duplicado cada vez que se determiné la concentracién proteica de una muestra
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desconocida. Se prepar6 la solucion desarrolladora de color siguiendo las
recomendaciones del proveedor, utilizando 50 pL por pozo. La placa con las
muestras se incubo6 a 37°C por 35 min y se ley6 la absorbancia a 562 nm frente a un

blanco en lector de placas.

7.7 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS- PAGE).

Las células CaSki, HaCat-16E7W y HaCat-16E7-T5G fueron lisadas en
buffer RIPA (0.1% NP-40 v/v, 150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 1 mM EDTA,
0.1% desoxicolato de sodio w/v y 0.1% SDS w/v) con inhibidores de proteasas
(ROCHE) y la concentracion de proteinas fue determinada por el kit de BCA.

Se prepard la mezcla del gel separador de poliacrilamida al 15%, se dejé
polimerizar entre dos cristales; después se preparo el gel concentrador al 4% que se
dejo polimerizar sobre el separador. Posteriormente, se prepararon las muestras
problema conteniendo cada una 80 pg de proteina con buffer de muestra (Tris 100
mM pH 6.8, DTT 65 mM, 2% SDS, 0.01% azul de bromofenol y 8.6% Glicerol)
poniéndolas por 5 min en un bafio de agua hirviendo. Por otro lado, se ensambld el
gel en la cdmara correspondiente, se agrego el buffer de corrida (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM y 0.1% SDS) y se colocaron las muestras para una corrida de 16 h

ar70Vv.

7.8 Ensayo de Western blot.

Las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida al 15% fueron

transferidas a una membrana de nitrocelulosa PROTRAN a 200 V durante 5 h en
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buffer de transferencia (24 mM Tris, 193 mM glicina y etanol 23.2% v/v). Las
membranas se bloquearon durante 30 min a 4°C con PBS-Tween 20 0.05%, 10%
leche descremada con agitacion continua. Después de esto, la membrana se incubo
por 16 h con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-E7 a 4°C con agitacion
continua. Al dia siguiente, las membranas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 20
0.05%, para después incubarse con el segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de
raton conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP) (DAKO). Finalmente, las
membranas se lavaron nuevamente 5 veces con PBS-Tween 20 0.05% y se
revelaron mediante quimioluminiscencia, de acuerdo a las especificaciones del
proveedor Perkin Elmer. Los filtros fueron colocados en el equipo Odyssey para

digitalizar y documentar las imagenes.

7.9 Deteccion de E7 por marcado metabdlico e inmunoprecipitacion.

Células CaSki, HaCat-E7TW y HaCat-E7T5G a 80% de confluencia se
lavaron con PBS y se incubaron por 30 min en DMEM libre de metionina y cisteina
suplementado con 5% de SFB previamente dializado contra PBS. Transcurrido ese
tiempo, se adiciond 50 pCi de [**S] Met-Cys/ml en DMEM vy se incubé por 16 h.
Posteriormente las células se lavaron con PBS y se lisaron con buffer RIPA con
inhibidores de proteasas.

Las muestras normalizadas se incubaron toda la noche con el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-E7; al dia siguiente, se adiciond Proteina A-sefarosa
acoplada con anticuerpo de conejo anti-IgG de raton por 2 h a 4°C, Los complejos
inmunes formados se centrifugaron a 14,000 rpm por 5 min a 4°C, se lavaron 3

veces con buffer RIPA y una vez con Tris-HCI 50 mM pH 6.8, centrifugando cada

33



vez. Finalmente las pastillas se resuspendieron en buffer de muestra (Tris 100 mM
pH 6.8, DTT 65 mM, 2% SDS, 0.01% azul de bromofenol y 8.6% Glicerol), se
hirvieron durante 5 min y se separaron en gel de poliacrilamida al 15%
desnaturalizante y reductor. Los geles fueron tratados por 30 min con una solucion
de 40% metanol/ 7% &cido acético y despues fueron tratados con solucion de
Enlighting (NEN Research Products). Por ultimo los geles fueron secados y
expuestos a un film X-OMAT (KODAK) por al menos 5 dias a -70°C para observar

las bandas.

7.10 Marcaje de proteinas sintetizadas de novo con ortofosfato [**P].

Los cultivos celulares de HaCat-E7W, HaCat-E7T5G y CaSki se
mantuvieron en ayuno por 24 h en medio DMEM con 0.2% de SFB, después se les
cambié el medio de cultivo por DMEM libre de fosfatos que contuvo 0.2% de SFB
dializado contra TBS y se incubaron por 1 h. Posteriormente, las células fueron
incubadas con [*P]-ortofosfato por 1 h, después de lo cual el medio fue
reconstituido al 10% con SFB dializado y se incubaron a diferentes tiempos (1 y 6
h). En cada tiempo de incubacion, las células fueron lisadas con buffer RIPB que
contuvo inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los lisados fueron incubados con
anticuerpo anti-E7 y se inmunoprecipit6 la proteina marcada. A las muestras se les
adicion6 PA-sefarosa acoplada con anticuerpo de conejo anti-lgG de raton y se
incubaron por 2h a 4°C con agitacién continua para captar al anticuerpo monoclonal
unido a la proteina E7. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas y las
pastillas se lavaron con buffer RIPy y con Tris 50 mM, antes de resuspender en

buffer de muestra 1X. Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al
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15%, el cual fue secado y expuesto contra un film por 1 a 5 dias a -70°C para

visualizar las bandas por autorradiografia.

7.11 Transfeccion transitoria de células Cos con los plasmidos pcDNA3-16E7W y
-16E7T5G.

Se sembraron 6x10* células Cos-7 en cajas de cultivo con cubreobjetos
redondos y se dejaron adherir durante 2 h, después se elimind el medio normal, se
lavaron con PBS y se incubaron por 5 h con 10 ug de pcDNA3-16E7W o0 pcDNA3-
16E7T5G (proteina mutante) diluido en medio DMEM sin SFB y con lipofectamina
de acuerdo a las especificaciones del proveedor (GIBCO-Invitrogen).
Posteriormente, se retird esta solucion y se sustituy6 el medio con DMEM-10%
SFB sin antibioticos y se incubaron durante 16, 24 y 48 h en condiciones normales
de cultivo. Al finalizar cada periodo de incubacion, las células se fijaron con p-
formaldehido y se guardaron a 4°C en PBS-azida de sodio 0.02% para usarlas
posteriormente en las pruebas de inmunofluorescencia, como se describe mas

adelante.

7.12 Localizacién de E7 de HPV-16 por inmunofluorescencia.

Las células fueron sembradas en cubreobjetos y cultivadas a un 80% de
confluencia, las células procedentes de una transfeccion transitoria (células Cos-7),
éstas se fijaron con p-formaldehido al 4% durante 20 min, se lavaron con PBS vy
después se bloquearon durante 20 min con albumina sérica bovina (BSA) al 1% en
PBS-Triton X-100 al 0.3% para permeabilizar las células. Posteriormente, las

células se incubaron 2 h con anticuerpos anti-E7 diluidos en una solucién de
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bloqueo (suero de conejo 1:100 6 IgG purificada de los anticuerpos monoclonales 2
ng/uL); después los cubreobjetos se lavaron con PBS y se incubaron 2 h con el
segundo anticuerpo de conejo anti-lgG de raton conjugado con Alexa 594
(fluorescencia roja) o anti-lIgG de conejo conjugado con Alexa 488 (fluorescencia
verde) diluidos en buffer de bloqueo. Finalmente las muestras fueron montadas con
Mowiol 4-88/glicerol y fueron observadas con objetivo 63x del microscopio de
epifluorescencia marca Zeizz® mediante el programa Carl Zeiss AxioVision

Rel. 4.6®.

7. 13 Curvas de crecimiento.

A partir de los cultivos celulares (descritos previamente), se realizo
tripsinizacion de células, posterior a esto, se realizd conteo de células viables en
camara de Neubauer utilizando colorante de azul de tripano para diferenciar las
células vivas de las muertas, y de donde se obtuvo la concentracién celular por cada
mililitro de medio (nimero de células viables x 10* /mL). Las células se sembraron
por duplicado en medio DMEM-10% SFB a una concentracién de 6x10*
células/mL en cajas Petri de 35 mm (p35) y se dejaron incubando por diferentes
tiempos (0, 1, 2, 4, 6, 8, y 10 dias). Al término de cada punto, las células fueron
tripsinizadas y contadas las células viables usando azul de tripano. Los resultados
fueron graficados en nimero de células totales por p35 contra tiempo de cultivo
para posteriormente calcular mediante una ecuacion matematica el tiempo de

doblaje y densidad de saturacion.
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7.14 Cultivo de células en agar suave para medicion del grado de transformacion.

Previo al ensayo se crecieron en botellas de cultivo de 25 cm? cada una de
las lineas celulares, luego se tripsinizaron como se ha descrito, se contaron en
camara de Neubauer y se tomo una cantidad determinada para que por dilucién se
obtengan las cantidades necesarias de células a razén de 5X10% 5X10° y 5X10*
células/plato por duplicado. Las diluciones se hicieron en SFB. Para el ensayo de
formacion de colonias en agar suave, las células de cada linea celular a probar se
sembraron en placas por duplicado a las cantidades especificadas en 2 mL de agar
suave al 0.4% / DMEM-10% SFB sobre una cama previamente formada de 2 mL
de agar rigido al 1%/DMEM-10% SFB. Cada quinto dia se adicionaron 1mL de
medio DMEM-10% SFB para complementar con nutrientes frescos y ademas evitar
que se resequen los geles. Después de 15 dias de cultivo a 37° C se contaron el
nimero de colonias formadas (focos de transformacién) y se analizaron los

resultados.

7.15 Analisis de resultados.

Se compararon los resultados de media aritmética, desviacion estandar,
porcentajes, proporciones, logaritmos y antilogaritmos, respectivamente, en cada
ensayo realizado con las células que expresaban a la proteina con la mutacion en
relacién a sus controles que fueron células transfectadas con el vector vacio (control

negativo) y células con la proteina silvestre (control positivo).
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8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacion de lineas celulares que expresan la oncoproteina E7 de
HPV16 silvestre y mutante E7T5G.

Células HaCat fueron transfectadas con un plasmido, portador del gen que
codifica para la oncoproteina E7 de HPV16 silvestre o para la proteina mutante,
pcDNA3, pcDNA3-16E7W, o pcDNA3-16E7T5G. Después de 2 semanas de
seleccidn con antibidtico G418, se obtuvieron 2 “pools” (poblaciones) de células
HaCat transfectadas solo con plasmido pcDNA3 (HaCat PC); se seleccionaron 4
“pools” (poblaciones) de células HaCat transfectadas con HPV16 E7 silvestre
(HaCat E7W) y se escogieron 4 “pools” de células HaCat transfectadas con HPV16
E7 mutante T5G (HaCat E7T5G) como se resume en la Tabla 3. Células Caski
fueron utilizadas en todos los experimentos como control positivo para la expresion

de la oncoproteina E7 de HPV16.

Tabla3. Lineas celulares obtenidas por transfeccion con el gen E7 de
HPV16 silvestre y mutante.

Linea DNA Caracteristica
celular transfectado

CasKi HPV 16 ~600 copias Control positivo
HaCat Ninguno Queratinocitos

humanos inmortalizados

HaCat PC pcDNAS3 Control negativo
2 “pools”

HaCa-E7W pPcDNAS-E7TWT Expresan HPV16 E7
Silvestre
4 “pools”

HaCat- E7T5G pcDNA- E7T5G Expresan HPV16 E7
mutante T5G
4 “pools”
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8.2 ldentificacion de transcritos de HPV16 E7 silvestre y mutante en células
HaCat transfectadas.

Después de realizar la transfeccion estable de celulas HaCat con los
diferentes plasmidos para la expresion de HPV16 E7 silvestre y mutante, se obtuvo
RNA de las diferentes lineas celulares por medio de tiocianato de guanidina y se
evalud la integridad del RNA en gel de agarosa 1%, se tifié con bromuro de etidio y
se visualizo en el analizador de imégenes a 600 nm (equipo Odyssey, LI-COR
Biosciences). Los resultados mostraron que las bandas 18 y 26S (marcadores de
integridad de RNA) se observaron claramente en las células CasKi y en los
diferentes “pools de las células HaCat E7W (Fig. 4). En los carriles de las células
HaCat PC y HaCat E7T5G no se observo una buena definicion de las bandas de
integridad del RNA por lo que se procedié a realizar extraccién con Trizol

(Invitrogen) en donde se pudo obtener RNA no degradado (dato no mostrado).

HaCat PC HaCat E7TW HaCat E7 T5G
1 2 1 2 3 4 1 2 3 4

2 -
a5
© ©
O I

26S

18S

Figura 4. Integridad de RNA de células HaCat. Células HaCat expresando E7W y
E7T5G fueron tratadas por el método de tiocianato de guanidina para extraccién de RNA.
La integridad de los RNAs fue determinada por separacion en gel de agarosa 1%, tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados en el equipo Odyssey a 600 nm. Las flechas indican
la posicion de las subunidades ribosomales 18 y 26 S.




Una vez obtenido el RNA total se llevé a cabo una reaccion de RT (reverso
transcriptasa) para obtener cDNA, seguida de una reaccion de PCR para amplificar
los transcritos de E7 de HPV16 de las diferentes lineas celulares. Los productos de
PCR fueron analizados mediante gel de poliacrilamida al 8%, tefiido con bromuro
de etidio y las bandas especificas de amplificacién se observaron a 600 nm en el
equipo Odyssey para digitalizacion de imagenes. Los resultados mostraron una
banda especifica de (298 kb) correspondiente al gen E7 en las lineas celulares
HaCat E7W “pools” 2-4 con una alta expresion en el “pool” 3 (Fig. 4). En el caso
de las células HaCat E7T5G se observo la banda del gen E7 en los pools 1, 2 y 4,
siendo la expresion en menor proporcion que lo observado para E7W (Fig. 5). El
RNA de células Caski fue utilizado como control positivo para la presencia del gen
E7 y el plasmido pcDNA3-E7W como control positivo para el PCR. No se observo

producto de RT-PCR en las células HaCat y HaCat PC como era de esperarse.
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Figura 5. Determinacion del transcrito del gen E7 de HPV16 en células HaCat.
Reacciones de RT-PCR fueron llevadas a cabo con RNA extraido de células HaCat
transfectadas para expresar ETW y E7T5G. Los productos del PCR fueron separados en
gel de poliacrilamida 8%, tefiido con bromuro de etidio y el DNA fue visualizado a 600
nm en el equipo Odyssey. La flecha indica la posicién del amplicon del gen E7 de
HPV16 de 298 pb. MP- marcador de peso molecular en pares de bases (pb). (-) control
negativo de la reaccion de PCR sin DNA y (+) control positivo, plasmido pcDNA3-
E7W purificado.
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8.3 Cinética de proliferacion de las lineas celulares transfectadas con E7TW vy
E7T5G de HPV16.

Una vez identificado que el transcrito del gen E7TW y E7T5G se expresa en
los diferentes “pools” de las células HaCat transfectadas se seleccionaron los
“pools” 3y 4 para las lineas celulares HaCat-E7W y E7T5G respectivamente, para
continuar los ensayos de proliferacion celular para evaluar la actividad
transformante de la oncoproteina E7 en las diferentes lineas celulares. Para ello, se
sembraron células (6x10* células/caja petri) y se dejaron crecer por diferentes
tiempos, al término de los cuales las células fueron contadas. Los datos de los
conteos se graficaron (no. células vs. Tiempo) como se muestra en la Fig. 6 y de
aqui se calculd el tiempo de duplicacion. En la grafica se observa claramente que
las células HaCat PC y Caski presentaron un tiempo de retraso (tiempo en que
tardan en recuperarse de la tripsinizacion) mas largo (3 dias) que las células HaCat
que expresan E7TW y E7T5G (2 dias). De la misma manera se observo que las
células HaCat E7W y HaCat E7T5G presentan una densidad de saturacion mas alta
(2.0x10° y 1.8x10°, respectivamente) que las células control HaCat PC y CaSki
(1.9x10° y 1.5x10°, respectivamente).

Al calcular el tiempo de duplicacion se observd que las lineas celulares
HaCat E7W y HaCat E7T5G presentaron tiempos de duplicacion de 17.4 y 18.2 h,
respectivamente, lo cual fue menor que lo observado en las células control HaCat

PC y CaSki donde los tiempos fueron de 18.4 y 25.4 h, respectivamente.
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duplicacion tiempo de Células
(horas) duplicacion (%) (1x10°)
CaSki 25.4 - 15
HaCat PC 18.4 - 1.9
HaCat E7TW 17.4 5.4 2.0
HaCat E7T5G 18.2 1.09 18

Figura 6. Cinética de proliferacion de células HaCat transfectadas con E7W y
E7T5G. Curvas de crecimiento de las diferentes lineas celulares fueron obtenidas a partir
de contar células a diferentes tiempos de proliferacién (0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 dias).

Esto sugiere que las células transfectadas con E7W y E7T5G han alterado su

capacidad de proliferacion ya que se duplican méas rapidamente que las células

control.
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8.3.1 Ensayos de transformacion

En los ensayos de crecimiento en agar suave se observd que E7T5G
presenta mayor capacidad de transformacion respecto a su control que fue 6.3 veces
mas, ademas que E7W también presenta mayor capacidad de transformacién

celular pero en menor medida respecto a su control con 3.5 veces. (Tabla 4).

Tabla 4. Colonias en agar suave obtenidas de las células con el gen
E7 de HPV16 silvestre y mutante.

Linea No. Colonias en No. Colonias en
. 3 Tasa
celular agar (1X10%) agar (1X10°)
CaSki 173 80 -
HaCat PC 29 19 1.0
HaCat E7TW 101 76 3.5
HaCat
183 84 6.3
E7T5G

8.4 Identificacion de la proteina E7W y E7T5G en células HaCat transfectadas.
Las diferentes lineas celulares CaSki, HaCat E7W, HaCat E7T5G y HaCat
PC fueron lisadas con buffer RIPA con inhibidores de proteasas y 80 ug de
proteinas totales de cada lisado fueron separados en 15% SDS-PAGE.
Posteriormente, fueron tratadas por Western-blot con el anticuerpo monoclonal de
raton anti-E7 (clona 8C9, Invitrogen) como se describié en la Metodologia. En la
Fig. 7 se puede observar que los controles positivos, proteina E7 traducida In vitro

y de células CasKi, se presenta una banda de peso molecular aproximados de 20 y
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18 kDa respectivamente. Sin embargo, en los lisados de las lineas celulares HaCat

E7W y E7T5G, no fue posible observar ninguna banda aparente.

[o]
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Figura 7. Identificacion de la proteina E7 de HPV16 por Western blot. Ochenta
microgramos de proteinas totales de células HaCat PC, E7TW y E7T5G fueron tratadas para
inmuno Western blot con anticuerpo monoclonal de ratén 8C9 (dil 1:500) y cabra anti-
ratbn HRP (dil 1:2000), revelado por quimioluminiscencia y visualizado en el equipo
Odyssey a 428 nm. Las flechas indican la posicién de las proteinas E7 de HPV16 (20 kDa)
producida In Vitro y la presente en CasKi (18kDa) MP- marcador de peso molecular (kDa-
kilodaltones).

Debido a que no pudimos observar la proteina E7 por Western blot directo
en las lineas celulares transfectadas, posiblemente por una baja expresion de las
proteinas en las lineas celulares, se realizaron inmunoprecipitaciones con la
finalidad de concentrar la proteina E7 a partir de los lisados de las lineas celulares.
Para ello, 900 ug de proteina total de los diferentes lisados celulares se incubaron
con anticuerpo anti-E7 policlonal C24 de conejo para formar complejos inmunes
para E7, se precipitaron con PA-sefarosa y se procesaron para Western blot como
se describi6 anteriormente. Los resultados mostraron una banda clara de 18 kDa en

la linea celular de CasKi, pero nuevamente no se pudo observar ninguna banda en

los precipitados de las lineas celulares de HaCat E7TW y E7T5G (Fig. 8).
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Figura 8. Inmunoprecipitacién-Western blot para identificar la proteina E7 de

HPV16 en células HaCat transfectadas. Novecientos microgramos de los diferentes

lisados celulares fueron incubadas con anticuerpo anti-E7 policlonal C24 de conejo

para inmunoprecipitar E7, tratados para Western blot con anticuerpo monoclonal anti-

E7 C2 (1:500) y revelados por quimioluminiscencia con anticuerpo de cabra anti-raton

HRP (dil 1:2000). La quimioluminiscencia fue visualizada en el equipo Odyssey a 428

nm. Las flechas indican la posicion de las proteinas E7 de HPV16. MP- marcador de

peso molecular (kDa- kilodaltones). E7 In Vitro control positivo peso ~20kDa, C=

control; 1= inmunoprecipitado con anticuerpo C24

Dado que tampoco fue posible identificar a las proteinas E7TW y E7T5G en
las células HaCat transfectadas, por medio de los ensayos de inmunoprecipitacion,
llevo a cabo el marcado de las celulas con radioactividad para incrementar la
sensibilidad del sistema de deteccion. Para esto las proteinas célulares fueron
marcadas con [*S] Met-Cys por 16 h como se describié en la seccién de
Metodologia. Las células se lisaron y la proteina E7 se inmunoprecipité con
anticuerpo policlonal de conejo anti-E7 (C89), separadas en SDS-PAGE 15% v el
gel tratado para fluorografia con solucion Enlightning (DuPont), secado y expuesto
a un film X-OMAT por 5 dias. La placa autorradioagrafica muestra una banda en

los precipitados de las diferentes lineas celulares alrededor de 20 kDa (Fig. 9). Para

poder calcular el peso molecular de E7 en las diferentes lineas celulares, se
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graficaron los pesos moleculares estandar contra la distancia recorrida por éstos en
el gel, obteniéndose que la proteina E7 de células CasKi mostrd un peso molecular

de 20.9 kDa, mientras que para HaCat E7W fue de 20.4 y E7T5G fue de 19.5 kDa.

MP CasKi HaCatPC HaCatE7W HaCatE7T5G
ka) T ¢ 1 € 1 € 1
170
95
55
43
34
26
E7 20.9 kDa E7 19.5 kDa

17

E7 20.4 kDa

Figura 9. ldentificacion de la proteina E7 de HPV16 en células HaCat
transfectadas con los diferentes genes de E7 de HPV16. Las diferentes lineas
celulares fueron marcadas con [**S] Met-Cys por 16 h, lisasdas en RIPA buffer e
inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-E7 policlonal C89 de conejo. Los
inmunoprecipitados fueron corridos en gel de poliacrilamida al 15%, después
tratado para fluorografia con Enlightning, secado y expuesto a film X-OMAT
por 5 dias. Flecha indica posicién de las proteinas E7 de HPV16. MP- marcador
de peso molecular (kDa- kilodaltones); C= control; 1= inmunoprecipitado.

8.5 Caracterizacion de la proteina E7 de HPV16 fosforilada.
Una vez demostrada la presencia de las proteinas E7TW y E7T5G en las
células HaCat transfectadas, se procedié a llevar a cabo el marcado de las células

con *?P radioactivo para identificar la proteina E7 fosforilada. Para esto las células




fueron marcadas con [*?P] ortofosfato por 1 y 6 h como se describié en la seccién
de Metodologia. Las células fueron lisadas y las proteinas E7 inmunoprecipitadas
con anticuerpo policlonal de conejo anti-E7 (C89), separadas en SDS-PAGE 15% y
el gel secado y expuesto con film X-OMAT por 24 h.

La autorradiografia muestra la presencia de una banda en el peso molecular
aproximado de 19 kDa, correspondiente a E7 (Fig. 10). Al realizar el célculo del
peso molecular de las bandas como se explico en la seccidn anterior, se encontrd
que para CasKi y HaCat E7W 1 h de 18.8 kDa, CasKi 6 h de 18.6 kDa, HaCat E7TW

6 h fue de 19.1 kDa mientras que para E7T5G tanto para 1 h 'y 6 h fue de 19.3 kDa.

CaSki HaCat E7TW HaCat E7T5G HaCat PC
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Figura 10. Inmunoprecipitacion para identificar la proteina E7 de HPV16 en células
HaCat transfectadas, marcadas con *?P radioactivo. Las proteinas fosforilables de las
diferentes lineas celulares fueron marcadas con [*?P] ortofosfato por 1y 6 h, lisadas con RIPy e
inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-E7 policlonal C89 de conejo. Los inmunoprecipitados
fueron separados en gel de poliacrilamida al 15%, el gel secado y expuesto a film X-OMAT
por 24 h. las flechas indican las diferentes posiciones de las proteinas E7 de HPV16. MP-
marcador de peso molecular (kDa- kilodaltones); C= control; 1= inmunoprecipitado.




8.6 Localizacion de las proteinas E7TW y E7T5G en diferentes compartimientos
celulares.

Para poder evaluar el efecto de mutar la treonina 5 sobre la localizacion
celular, se llevé a cabo la transfeccion transitoria de celulas COS-7 con los
plasmidos pcDNA3-E7W y pcDNA3-E7T5G, los cuales fueron amplificados en las
células antes de expresar las proteinas de interés, permitiendo una mayor
concentracion de proteina. Las células COS-7 transfectadas con los genes E7 fueron
fijadas después de 16, 24 y 48 h, tratadas para inmunofluorescencia (IF) como se
describié en Metodologia. En esta primera parte se usé el anticuerpo anti-E7
policlonal C89 que reconoce todas las isoformas de la proteina E7 de HPV16 como
se ha reportado previamente (Valdovinos-Torres et al., 2008). Los resultados
mostraron que las células crecidas por 16 h post-transfeccion con E7 tanto silvestre
como mutada se observo peri-nuclear y en el ndcleo de las células tefiidas, lo cual
se observa con la degradacion del color azul en el empalme hacia una coloracion
azul-agua (Figura 11).

A las 24 h post-transfeccion, la proteina E7W se observa todavia a nivel
perinuclear y un tanto en ndcleo, mientras que E7T5G se observa en nucleo al igual
que las células CasKi, lo que se aprecia por la degradacion del color azul hacia una

coloracion azul-agua en el empalme (Figura 12).
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Figura 11. Localizacién celular de la proteina E7 de HPV16 en células Cos-7 transfectadas
por 16hr con ETW y E7T5G. Células COS7 transfectadas con plasmido pcDNA3 (A-C), con
pcDNA3-E7W (D-F) o con pcDNA3-E7T5G (G-I), y células CasKi (J-L) control positivo,
fueron fijadas con para-formaldehido e incubadas con anticuerpo de conejo C89 anti-E7 (dil.
1:100) y con el 2do. anticuerpo de cabra-anti-conejo Alexa 488 (verde) dil. 1:500. DAPI fue
utilizado para tefiir nlcleos y se realizé el empalme para colocalizar a E7 en el nicleo. La
colocalizacion positiva se observa en color verde agua (F, I, L). Las iméagenes fueron tomadas a
una amplificacion de 63X en el microscopio de epifluorescencia.
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Figura 12. Localizacién celular de la proteina E7 de HPV16 en células Cos7 a 24 h de
transfeccion. Células COS7 transfectadas con plasmido pcDNA3 (A-C), transfectadas con
pcDNA3-E7W (D-F) o transfectadas con pcDNA3-E7T5G (G-1), y como control positivo
células CasKi (J-L) fueron fijadas con para-formaldehido e incubadas con anticuerpo de
conejo C89 anti-E7 (dil. 1:100) y con el 2do. anticuerpo fluorescente cabra-anti-conejo Alexa
488 (verde) dil. 1:500. DAPI fue utilizado para tefiir ndcleos (1pl/2.5ml) y se realizo el
empalme para colocalizar a E7 en el ndcleo (F, I, L). La colocalizacion positiva se observa en
color verde agua. Imégenes fueron tomadas a una amplificacién de 63X en el Microscopio de
Epiflurescencia.
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En las células crecidas a 48h post-transfeccion, la proteina E7T5G se
observo totalmente en ndcleo de las células tefiidas, lo cual colocalizé con DAPI,
mientras que la E7W se observa aun perinuclear y nuclear. La proteina E7 silvestre

expresada en células CasKi se observa en nucleo y en citoplasma. (Figura 13).
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Figura 13 Localizacion celular de la proteina E7 de HPV16 en células Cos7 a 48 h de
transfeccidn. Células COS7 transfectadas con plasmido pcDNA3 (A-C), transfectadas con
pcDNA3-E7W (D-F) o transfectadas con pcDNA3-E7T5G (G-I), y como control positivo
células CasKi (J-L) fueron fijadas con para-formaldehido e incubadas con anticuerpo de conejo
C89 anti-E7 (dil. 1:100) y con el 2do. anticuerpo fluorescente cabra-anti-conejo Alexa 488
(verde) dil. 1:500. DAPI fue utilizado para tefiir ndcleos (1jl/2.5ml) y se realiz6 el empalme
para colocalizar a E7 en el nicleo (C, F, 1, L). La colocalizacion positiva se observa en color
verde agua. Las imagenes fueron tomadas a una amplificacion de 63X en el Microscopio de
Epiflurescencia.
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9. DISCUSION.

La proteina E7 de HPV16 es considerada una oncoproteina por su
capacidad de transformar células de raton, esto demostrado en crecimiento en
agar suave (Kanda et al., 1988). Posteriormente se demostro la capacidad de
unién con pRb, en donde para que se realice dicha interaccion E7 debe estar
fosforilada (Gage et al., 1990). Ademas de su capacidad de union con otras
proteinas pertenecientes a la familia de las “pockets proteins” (proteinas que
interacttan con factores de transcripcién E2F) como p130 y p107 (Gonzalez et al.,
2001), E7 es capaz de interaccionar con proteinas involucradas en ciclo celular y
con factores transcripcionales como E2F, cuya funcion se realiza en el nucleo de
la célula hospedera. De la misma forma, se ha demostrado la localizacion e
interaccion de E7 con otras proteinas en el citoplasma, como se resumié en la
Tabla 2.

Se ha demostrado que E7 es una proteina fosforilada en Ser 31 y 32
localizadas en la region CR2 de la proteina (Barbosa et al., 1990). También, se ha
confirmado la presencia de fosforilacion de E7 en la region CR1 en los
aminoacidos Thr 5 y 7 (Liang et al., 2008), pero no se ha verificado la
importancia de estos sitios de modificacion post-traduccional de manera
independiente, asi como, tampoco se ha descrito como afectan estos sitios
fosforilables de E7 su localizacion celular. Por lo que, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la capacidad de transformacion y localizacion de la
proteina E7, cuando el aminoadcido Thr 5 es mutado por un aminoacido no
fosforilable como Gly, lo cual se llevo a cabo por mutagénesis dirigida y

posteriormente células HaCat transfectadas establemente o a traves de
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transfecciones transitorias en células Cos7, en donde se llevd a cabo la
caracterizacion de la proteina mutante.

De esta forma en los ensayos de RT-PCR con los diferentes “pools” de
células se consiguid observar el transcrito de E7 expresado en las células HaCat
transfectadas con E7W y con E7T5G, lo que demuestra que el plasmido si genera
el transcrito requerido aunque en bajas concentraciones en comparacion con las
ceélulas CaSki.

De los estudios realizados a la proteina E7 se han hecho diferentes
mutaciones puntuales para medir la capacidad de transformacion celular, uno de
estos estudios fue modificando dos sitios de fosforilacién Ser 31 y 71 donde se
demostré que decrece en gran medida la capacidad de transformacién de esta
proteina (Storey et al., 1990). Ensayos con deleciones tanto en el dominio CR1 o
CR2 eliminan la capacidad de inducir hiperplasias epidermales y tumores de piel
en ratones (Gulliver et al., 1997). Asimismo, dentro de estos estudios para medir
la capacidad de transformacion celular generada por E7 se ha demostrado que se
requiere la cooperacion de E6 y E7 para lograr la desregulacién en la
diferenciacion epitelial, sin embargo, E7 por si sola presenta la capacidad de
causar estratificacion y amplificacion de la lamina basal, esto en tejidos de
prepucio al evaluar el crecimiento celular (Choi et al., 2014). En otros ensayos
también midiendo la habilidad proliferativa, a través de la formacion de colonias
en agar en células transfectadas, se observo que células con el vector solo generan
colonias pequefias mientras que las células transfectadas con E7 silvestre
presentan la capacidad de formar mayor nimero de colonias y mas grades

respecto al vector vacio. Esta misma evaluacion con un vector conteniendo E7
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mutada en Thr 5 y 7 por Ala, se observd que las células mostraron un
comportamiento semejante a E7 silvestre. Sin embargo, en una mutante de E7 de
Thr a Asp, las celulas presentaron mayor numero de colonias y mas grandes
respecto a células que expresaban E7 silvestre (Liang et al., 2008). Este
comportamiento es similar a lo que observamos con las células que expresan
E7T5G dado que en nuestros resultados se presentd una reduccion en el tiempo
de duplicacion y al comparar el crecimiento en agar de E7T5G, esta presento 6
veces mayor capacidad de transformacion celular con respecto al control y 3
veces mas con respecto a E7W, lo que deja claro el incremento en la capacidad
transformante de esta proteina mutante.

En cuanto a las caracteristicas bioquimicas de la proteina se sabe que E7
es una proteina de 98 aminoacidos con un peso molecular calculado de 11 kDa,
pero en diferentes reportes se ha observado un corrimiento electroforético de 17
kDa, donde se propone gue la carga neta negativa de E7 silvestre es responsable
del corrimiento anémalo en geles de poliacrilamida (Armstrong & Roman, 1993).

Estudios respecto al peso molecular de la proteina reportan que el
procesamiento de E7 se lleva a cabo en 3 isoformas que presentan diferentes
pesos moleculares (E7al 17.5 kDa, E7a 17 kDa y E7b 16 kDa) (Valdovinos et al.,
2008). En nuestros experimentos con marcaje metabélico con *°S-Met-Cys se
observaron pesos moleculares de E7 similares en células CasKi (20.9 kDa) y
HaCat-E7W (20.4 kDa), pero relativamente disminuido en HaCat-E7T5G (19.5
kDa). Los PM son mas altos que lo reportado y esto pudiera deberse a diferencias
en los célculos aproximados de los pesos moleculares, pero es clara la diferencia

que existe entre el PM de la proteina E7T5G y E7W, lo que sugiere la diferencia
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en la falta de fosforilacion de E7T5G, ya que como se ha demostrado en otros
trabajos, la proteina al perder un sitio de fosforilacion la capacidad de migracion
aumenta lo que se refleja en un menor peso respecto a su control.

Otro aspecto a estudiar de la proteina E7 ha sido respecto a sus posibles
modificaciones post-traduccionales, diferentes a la Ser 31 y 32 (Barbosa et al.,
1990), en donde se han reportado sitios adicionales que presenta esta proteina, y
que pueden modificar su capacidad de transformacion celular (Storey et al.1990).
Asi mismo, con ensayos de marcaje metabolico donde se observé que existen
diferencias en la fosforilacién de E7, dependiendo del tiempo de generacion de
ésta, desde 1 h hasta un maximo de fosforilacion de 6 h en este mismo ensayo
qued6 demostrada la fosforilacion en Ser 71 (Massimi & Banks, 2000). Se ha
logrado evaluar que otras proteinas tienen la capacidad de fosforilar a la proteina
E7 en Thr 5y 7, midiendo la vida media de la proteina E7 tanto silvestre como
mutada en estos aminoacidos, lo que prolonga la vida media de la proteina (Liang
et al., 2008). Ensayos previos lograron demostrar que al perder un aminoacido
negativo, la proteina E7 modifica su corrimiento electroforético, esto al hacer
modificaciones en el aminoacido 4 de la proteina E7 (Armstrong & Roman,
1992). En nuestras condiciones experimentales, se logrd identificar que la
proteina E7T5G se encuentra fosforilada desde 1 h y hasta 6 h de marcado con
fosforo radioactivo, pero durante este periodo no modifica su PM (19.3 kDa) en
ningdn momento. Mientras que las células HaCat con E7W presentaron
modificaciones en el peso molecular, lo que pudiera sugerir la presencia del sitio
extra de fosforilacion en E7W, que esta ausente en E7T5G pero no pierde su

capacidad de ser fosforilada en los otros sitios fosforilables. Previamente se habia
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propuesto que la region CR1 de E7, es el dominio que confiere la capacidad de
modificar la migracién electroforética aberrante, debido a modificaciones post-
traduccionales (Heck et al., 1992). Otro aspecto de mencionar es que logramos
encontrar una proteina E7 en células CasKi con un peso de 18.8 y 18.6 kDaaly
6 h del seguimiento con marcaje de fésforo radioactivo, peso muy similar a otro
reporte donde se menciona con un peso de 19 kDa en células CasKi y Cos-1, esto
sin marcaje metabolico (Sato et al., 1989).

Finalmente, se sabe que la proteina E7 ha sido reportada en diferentes
compartimentos celulares, como es el caso de la localizacion de E7 tanto en
nucleo como en citoplasma en células CasKi en asociacion con p600 donde se
demostro la asociacion de estas dos proteinas (Huh et al., 2005). Otros reportes
describen a E7 de alto y bajo riesgo con una localizacion nuclear, esto a las 24 h
de transfeccion transitoria para la expresion de E7 (Guccione et al., 2002).
Previamente, la proteina E7 habia sido reportada con localizacién citoplasmatica
en células U20S al reportar que E7 tiene la capacidad de activar la a-glicosidasa
(Zwershke et al., 2000). También se ha demostrado que E7 puede ser localizada
en nucleo, ER, Golgi y en citoplasma, esto al probar diferentes anticuerpos
monoclonales contra E7 de HPV16 y colocalizando con marcadores celulares
(Valdovinos et al., 2008). Ademas la localizacidn de E7 en nucleo se confirmé al
demostrar la asociacion de ésta con el factor transcripcional E2F6 en nucleo
(McLaughlin et al., 2008). Mientras que se desconoce como afectaria la mutacion
del aminoacido 5 de T—G en E7 en su localizacién celular. En los ensayos de
inmunoflurescencia la proteina E7W se observa de manera perinuclear a las 16 h

y no es hasta las 24 h que ésta es translocada al nucleo de las células. Sin
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embargo, los resultados de inmunofluorescencia con E7T5G mostraron que esta
proteina es traducida y rapidamente translocada a nucleo desde las 16 h que es
posible tener suficiente proteina para poder detectarla en el sistema y se mantiene
en ndcleo hasta por 48 h de manera abundante, lo que sugiere que E7T5G es mas
estable cuando es mantenida dentro del nucleo.

En conjunto nuestros resultados sugieren que E7T5G es una proteina que
a pesar de la mutacion, aun puede ser fosforilada en otros sitios, posee un
incrementado poder transformante, lo que concuerda con una mayor presencia de
esta proteina mutante a nivel nuclear en donde se encuentra interactuando con sus
proteinas blancos para modificar el ciclo celular y generar la transformacion
celular. En este punto no es claro el papel que juega la fosforilacion de Thr 5 en
la interaccién con proteinas blanco, que le permitan permanecer por mayor
tiempo en nucleo o que pudieran incrementar la estabilidad de la proteina a nivel
nuclear, por lo cual proponemos el siguiente modelo de procesamiento de la

proteina E7T5G que se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Modelo de procesamiento de la proteina E7 de HPV16 mutada en Thr 5 por Gly. 1) Sintesis en RE. 2) Transporte a A.
Golgi. 3) Fosforilacién por CKIl. 4) Transporte a nucleo por miembros de Nup. 5) Interaccidn con pRb. 6) Liberacién de E2F. 7)
Fosforilacion de E7 por DYRK1A. 8) Perdida de transporte a citoplasma del complejo E7-pRb y acumulacion en nucleo, lo que
incrementa el grado de transformacién.



10. CONCLUSIONES
e La mutacion en el aminodcido 5 de E7 permite cambios en el peso
molecular de E7T5G que es de 19.5 kDa, mientras que para E7TW fue de

20.4 kDa al realizar el marcaje metabélico con *S.

e La proteina mutante E7T5G tiene la capacidad de ser fosforilada, pero la
mutacion del aminoacido 5 generd una sola proteina de PM de 19.3 kDa a 1
y 6 h de seguimiento. La proteina E7W se fosforila desde 1 h con un PM de
18.8 kDa, el cual se modifica a 19.1 a las 6 h de realizar el marcaje

metabélico con 2P,

e HaCat E7TW y HaCat E7T5G presentaron tiempos de duplicaciéon de 17.4 y
18.2 h, respectivamente, lo cual fue menor que lo observado en las células

control HaCat PC y CaSki donde los tiempos fueron de 18.4 y 25.4h

e La localizaciéon de E7W en células CasKi y Cos-7 se observa peri-nuclear y
nuclear, mientras que para E7T5G la localizacién es s6lo nuclear desde

tiempos tempranos (16 h).

e Los resultados de este estudio sugieren que la Thr en la posiciéon 5 de la
region CR1 de la proteina E7 de HPV16 tiene la capacidad de ser
fosforilada por la cinasa DYRK1A, cuando esta se encuentra en ndcleo. Al
ser mutado este sitio de fosforilacion por Gly, se pierde este sitio de

modificacion post-traduccional el cual parece ser una sefial para



ubiquitinacion. Pérdida del sitio de fosforilacion del aminoacido 5 de E7
pudiera evitar la ubiquitinacion de la proteina, posiblemente al no exponer
el epitope necesario para ser transportada al citoplasma y evitar asi su
posterior degradacion, lo cual se ve reflejado en la acumulacion de la

proteina E7 en el nucleo de la célula.
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11. PERSPECTIVAS

Realizar ensayos de 2D. La mutacion de Thr 5 debe ser valorada para el
punto isoélectrico ya que se modificaron los PMs tanto para la proteina total

como para fosforilada, con respecto de la proteina silvestre.

Evaluacion del efecto de la fosforilacion. Debera evaluarse la mutacion
de Thr 7 de manera independiente, de forma similar a este proyecto y
comparar la importancia de cada sitio fosforilable en cuanto al proceso de

transformacion.

12. LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

Este estudio podria verse limitado en que los anticuerpos anti-E7 no
reconozcan la proteina E7 mutada en el aminoécido 5, debido a la no
exposicion de los epitopos correspondientes en caso de los anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, se cuenta con anticuerpos policlonales de
conejo anti-E7 que nos permitieron monitorear el comportamiento de la
proteina mutada todo el tiempo y discriminar si la falta de reconocimiento
es un problema de los anticuerpos o de estabilidad de la proteina generada

por la mutacion.
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Otra limitante del estudio es que la proteina E7 mutada para fosforilacion
sea letal para el crecimiento celular de manera que no se pueda establecer
una linea celular. Para resolver este problema se llevaron a cabo
transfecciones transitorias, lo que permitié expresar la proteina 16E7-T5G
mutante en grandes cantidades a corto plazo y poder realizar algo de la

caracterizacion de la mutante en el sistema celular.

Una limitante méas para este estudio es que los “pools” seleccionados, de la
transfeccion estable, es que se trata de poblaciones heterogéneas lo que se
reflejé en la baja expresion tanto de RNA como de proteina generada. Esto
se resolvio al realizar la inmunoprecipitacién, lo que permitié concentrar la

proteina E7 a pesar de la posible baja expresion en las células.
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