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RESUMEN

En céancer cervicouterino (CaCu) el nivel del ARNm de la B-galactésido
a2,6 sialiltransferasa (ST6Gal I) se encuentra incrementado. La enzima ST6Gal
| es codificada por el gen siatl. La expresion de este gen es regulada por tres
promotores denominados P1, P2 y P3, a través de los cuales se sintetizan tres
isoformas de ARNm (H, X y YZ respectivamente), en CaCu se ha detectado un
incremento en la isoforma H, resultado de la actividad del promotor P1. En este
trabajo se evaluo el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del Virus del Papiloma
Humano tipo 16 (VPH16) sobre la actividad transcripcional del promotor P1
completo de 1137 pb, ademas de medir su efecto sobre un fragmento de 123 pb
de P1y en ese mismo fragmento se evalué el efecto de la mutacién en el sitio
de unién al factor transcripcional c-Myc. La actividad del promotor se midié con
ensayos de luminiscencia en las células cervicales C33A que no contienen el
genoma del virus del papiloma humano (VPH). La actividad tanto del promotor
P1 completo como del fragmento de 123 pb descendié en presencia de las
oncoproteinas E6 y E7, pero el efecto siempre fue mayor en presencia de E7.
Los resultados mostraron que el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 en el
fragmento de 123 pb mutado en el sitio c-Myc disminuy6 la actividad alrededor
del 90 %. Nuestros resultados indican que la proteina c-Myc participa en la
regulacion transcripcional de este promotor, sin embargo su relacion con el
desarrollo de CaCu no ha sido claramente establecida por lo que resulta
importante entender los mecanismos de interaccion con el promotor P1. Este
trabajo aporta nuevos conocimientos sobre la compleja regulacion

transcripcional del gen siatl.

PALABRAS CLAVE: Virus del papiloma humano, sialiltransferasa, c-Myc,
oncoproteina E6 y E7.



INTRODUCCION

Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial después de las
enfermedades cardiovasculares, afecta a los humanos de todas las edades y a
una extensa variedad de Organos. La frecuencia del cancer aumenta
considerablemente con la edad, de modo que conforme la gente sea mas
longeva un nimero mayor desarrollara la enfermedad, aparte del sufrimiento
humano no solo para el paciente sino para sus familiares que son quienes lidian
con la enfermedad, la carga econdmica para la sociedad es inmensa (Murray, et
al., 2004).

Los agentes causales del cancer pueden ser de tres tipos: la energia
radiante o radiacion (rayos ultravioleta o UV, rayos X y rayos gamma) es
mutagena y carcindgena, lesiona al ADN de varias maneras, por ejemplo los
rayos UV pueden causar la formacion de dimeros de pirimidina, creando sitios
apurinicos o apirimidinicos por eliminacion de bases correspondientes,
produciendo roturas en las tiras sencillas o dobles, o entrecruzamiento de ellas;
a su vez los rayos X y gamma provocan la formacion de radicales libres en los
tejidos que interaccionan con el ADN y conllevan a alteraciones moleculares;
otro agente causal son los compuestos quimicos que son diversos, éstos
usualmente se encuentran en el agua, en los alimentos o en el consumo de
cigarrillos y por ultimo pero no menos importantes los virus. Los virus
oncogénicos pueden contener ADN o ARN como genoma, bajo ciertas
circunstancias la infeccibn con estos virus en las células apropiadas puede

causar transformacion maligna (Murray, et al., 2004).

Una caracteristica del cancer es el crecimiento incontrolado de la
progenie de la célula transformada, durante este proceso las células acumulan
mutaciones que pueden llevar a cambios en las proteinas o pueden expresar

proteinas extrafias de virus oncogénicos (Regueiro, et al., 2010).
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Céncer cervicouterino (CaCu) y virus de papiloma humano

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las causas de mortandad mas
frecuentes entre las féminas de nuestro pais, tan solo en el 2012 fue el
responsable de la muerte de 3840 mujeres. La estadistica nos dice que la
mayoria de estas mujeres se encuentran entre los 45 a 64 afos de edad,
mientras que las mujeres de 25 a 34 afios presentan una incidencia menor
(Figura 1) (INEGI, 2014).

Mortandad por CaCu

W 25-34 afos

W 35-44 afos

W 45-64 anos

Figura 1. Mortalidad por CaCu en México segun el ultimo censo de INEGI realizado en 2012.

A la fecha se consideran factores relacionados con el comportamiento
sexual, tales como la edad temprana de inicio de vida sexual, la cantidad de
parejas sexuales a lo largo de la vida o el contacto sexual con individuos de alto
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riesgo (Lizano, et al., 2009), sin embargo se sabe que la infeccion persistente
con virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo es la principal causa para
desarrollar CaCu (De la Fuente, et al., 2010).

La infeccion por VPH generalmente es asintomatica en hombres, aunque
tanto hombres como mujeres estan involucrados en la cadena epidemiolégica,
siendo ambos portadores, trasmisores y victimas de la infeccion. Esencialmente
las infecciones genitales por VPH se manifiestan en el cérvix, vagina y vulva en
mujeres; glande, prepucio, piel del pene y escroto en hombres; y en el canal

anal y perianal de mujeres y hombres (Lizano, et al., 2009).

La infeccién por VPH es mas frecuente en mujeres jovenes aunque la
mayoria la resuelve espontaneamente (cerca del 90%) persistiendo solamente
en una pequefia fraccion, es en este grupo que incrementa el riesgo de
desarrollar lesiones del tracto genital que pudieran transformarse en CaCu.
Algunas de las causas asociadas a la progresion de estas lesiones son el tipo
viral y variaciones intra-tipo de VPH’s de alto riesgo, integracién del genoma
viral al de la célula y probablemente, la carga viral. Ademas se piensa que
factores como una mala alimentacion, el tabaquismo, consumo de alcohol y la
multiparidad, influyen seriamente en la progresion al cancer (Lizano, et al.,
2009). La progresion gradual del CaCu se da en una serie de etapas en donde
las células de cérvix presentan ciertas anormalidades histolégicas conocidas
como Neoplasia Intraepitelial Cervical o NIC (Figura 2) (Lizano, et al., 2009).

Estas etapas se enuncian con nameros romanos y corresponden a:

I. Cambios celulares diversos, compatibles con alteraciones de tipo
inflamatorio.

II.  Incluye cambios celulares inciertos, algunos correspondientes a
alteraciones inflamatorias y cambios regenerativos, sin incluir

células con cancer, que se describen en la siguiente etapa.
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I1l.  Células con cambios iniciales de cancer como el carcinoma in situ.

Células con cambios indudables de cancer (Alonso, et al., 2001).

El VPH tiene tropismo por las células epiteliales y la infeccion se limita a
epitelios escamosos (piel y mucosa) iniciandose en las células basales del
epitelio (Taja, et al., 1996). Existen dos tipos de infecciones, las productivas o
activas que ocurren en las capas intermedia y superficial del epitelio escamoso,
en donde ocurre una intensa actividad de replicacion del ADN viral, con sintesis
de las proteinas de la capside y ensamblaje de nuevos viriones; y las de tipo
latente que ocurren en las células indiferenciadas del epitelio escamoso en
donde el ADN viral permanece dentro de la célula en forma circular libre
(episomal) sin replicarse, por lo que no hay cambios morfolégicos identificables

en una citologia (De la Fuente, et al., 2010).

Cuello B o ) Cancer
normal Lesion Intraepitelial Escamosa (LIE 6 SIL) invasor

I 1 I |
Bajo grado Alto grado

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC 6 CIN)

! Grado 1 H Grado 2 H Grado 3 !

Episoma Integracion
EB
LRR E7 '
E1 L1 L2 LRR E7 E2;
L1
- ADN del E6 E1:! ADN del
2 A E2\ hospedero : hospedero
E5

Figura 2. Infeccién por VPH y desarrollo de cancer de cuello uterino. En un primer término, el VPH
penetra en las células de la capa basal del epitelio a través de una brecha o microtraumatismo. En
la mayoria de los casos, la infeccién es controlada por accién de las respuestas innata y adquirida
0 adaptativa. En otros casos, puede causar lesiones intraepiteliales de diferente grado con la
produccion de nuevas particulas virales. Cuando se trata de una infeccién por VPH de alto riesgo,
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puede ocurrir la integracion del ADN viral al ADN celular, evento que cursa con la pérdida de la
expresion de la proteina viral E2 y un aumento en la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 lo
cual impulsa entonces la evolucién hacia lesiones de alto grado y el carcinoma invasor (Mendoza,
et al., 2007).

Virus del Papiloma Humano (VPH)

Los virus del papiloma pertenecen a la familia Papillomaviridae, infectan
diferentes especies animales como los reptiles, aves y marsupiales, asi como

mas de 20 especies de mamiferos (Mendoza, et al., 2007).

Los papilomavirus como también son conocidos han cohabitado con la
especie humana a través de miles de afios. Actualmente se han identificado y
secuenciado alrededor de 200 genotipos de los cuales 40 infectan el epitelio
anogenital, éstos ultimos causan un diverso espectro de lesiones (Le Roux &
Moroianu, 2003) (Mendoza, et al., 2007) (Lizano, et al., 2009), por lo que han
sido clasificados segun su potencial oncogénico, en dos principales grupos, los
VPH de alto riesgo y los de bajo riesgo. Los virus de bajo riesgo o no
oncogénicos incluyen los tipos virales 6, 11, 42, 43 y 44 cuyas principales
manifestaciones clinicas son los condilomas acuminados o verrugas genitales y
neoplasias que rara vez progresan a un tumor (Taja, et al., 1996) (De la Fuente,
et al., 2010). Los virus de alto riesgo u oncogénicos incluyen los tipos virales 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82 (Taja, et al., 1996) (Lizano,
et al., 2009) (De la Fuente, et al., 2010) que se asocian a todo el espectro de
lesiones intraepiteliales invasoras, tanto del epitelio escamoso como del
glandular (De la Fuente, et al., 2010) (Tabla 1).
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Tabla 1. Tipos virales de bajo y alto riesgo de VPH.

Riesgo Tipo viral

Bajo 6, 11, 42, 43y 44

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67 y 68

Los VPH se caracterizan por ser pequefios virus sin envoltura (Lizano, et

al., 2009), que miden entre 45 y 55 nm de diametro, y poseen una capside
icosaédrica de proteina (De la Fuente, et al.,, 2010). Los genomas de VPH
poseen una estructura basica muy similar entre ellos con identidad de
secuencia de hasta 85% (Taja, et al., 1996). Se componen por ADN circular de
doble cadena de aproximadamente 8000 pares de bases (pb) de longitud
(Figura 3), el cual se divide en tres regiones: una region temprana E (early) que
contiene los genes de expresion temprana que codifican para las proteinas no
estructurales o proteinas virales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) necesarias para la
replicacion del ADN viral, la regulacion de la transcripcion y la transformacion e
inmortalizacion celular; una region tardia L (late) que contiene los genes de
expresion tardia y que codifican para las proteinas estructurales (L1 y L2) y una
regién reguladora conocida como regién larga de control LCR (long control
region) que contiene la secuencia de ADN que permite el control de la
replicacion y de la expresion del genoma viral (De la Fuente, et al.,, 2010)
(Lizano, et al., 2009) (Mendoza, et al., 2007) (Taja, et al., 1996) (Tabla 2).
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Alteracién del control del ciclo celular
- Inestabilidad genética
Long Control Region (LCR) Proliferaciony transformacion celular

Origen de la replicacion ~__ LR .\Ei \E7

Proteina mayor
e s L
de la capside Y
E1— Replicacion del
ADN (helicasa)
Regulacidonde la
E2

Proteina menor transcripcion viral

de la capside — L2 Replicaciéon de ADN

E5 Disrupcién de la

I citoqueratinaen

Proliferaciony células escamosas

transformacion celular

Figura 3. Se muestra la estructura del genoma del VPH16, la region larga de control (LCR), los genes de
expresion temprana (E) y los genes de expresion tardia (L) asi como la funcién de las proteinas para las que
codifican.

Tabla 2. Genes del VPH y las funciones que desempefian como parte del genoma.

Gen del VPH Principal funcion que desempefia

Modula la replicacién del ADN

Regula la transcripcion viral

Funcion desconocida

Disrupcion de la citoqueratina en células escamosas

Ligada a transformacion celular y receptores de factores
de crecimiento

Proliferacion y transformacion celular, ligada a p53
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Proliferaciéon y transformacion celular, activacion de la
transcripcion, ligada a gen Rb

Mantenimiento de la proteina mayor de la capside

Mantenimiento de la proteina menor de la capside

Oncoproteinas E6y E7

El mecanismo de accion de los VPH de alto riesgo en el desarrollo de
una neoplasia cervical, estd relacionado con la accién de las oncoproteinas
virales E6 y E7. Estas poseen la capacidad de inmortalizar y transformar
gueratinocitos, generandoles un alto grado de inestabilidad cromosémica
(Lizano, et al., 2009), y la pérdida del control de la proliferacion celular. Los
genes E6 y E7 son complementarios y cuando se expresa solo uno, su poder
transformante es débil. Estos genes se expresan con mayor frecuencia en los
tipos virales de alto riesgo 16 y 18, mientras que su expresién no se observa en
los tipos virales de bajo riesgo 6 y 11 (De la Fuente, et al., 2010), debido a ello y
de acuerdo con su estructura proteica se propone que las oncoproteinas E6 y
E7 poseen un ancestro comun (Mendoza, et al., 2007).

La oncoproteina E6 posee aproximadamente 150 aminoacidos y
contiene dos dedos de zinc altamente conservados que se caracterizan por la
presencia del motivo Cys-X-X-Cys, que son estructuras fundamentales para la
interaccion de la proteina con un gran numero de blancos celulares, ademas el
carboxilo terminal contiene el sitio de unién a proteinas con dominios PDZ, esta

estructura le permite mayor unién al ADN (Figura 4).
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Figura 4. Proteina E6 del VPH, se muestran las dos arreglos esenciales en la actividad de E6, sus dedos de zinc,
las cuales son estructuras fundamentales para la interaccién de la proteina con un gran nimero de blancos
celulares. Se observa su extremo amino terminal asi como el carboxilo terminal el cual contiene un sitio de
union a proteinas con dominios PDZ.

El gen E6 que codifica para esta proteina es uno de los primeros en
expresarse durante el ciclo viral, y posee la capacidad de unirse a numerosos
blancos celulares para su degradacién como por ejemplo a la proteina pro
apoptotica c-Myc, esto le permite generar diferentes cambios celulares tales
como bloquear la apoptosis, regular la transcripcion viral, abatir la diferenciaciéon
celular y las interacciones de célula a célula e incrementar la inestabilidad
cromosomica. Ahi la importancia de esta proteina que no solo tiene efecto
sobre la proliferaciéon celular, sino que regula la transcripcion viral y de la célula,
contribuye a la pérdida de la organizacién epitelial y de la diferenciacion celular
(Lizano, et al., 2009).

La oncoproteina E7 del VPH16 es una proteina nuclear pequefia de 98
aminoacidos que a diferencia de E6 posee un solo sitio con motivos de dedos
de zinc en su extremo carboxilo terminal el cual es utilizado para su
dimerizacion. Esta oncoproteina se fosforila en el dominio N-terminal por la
caseina Il. Su estructura se divide en tres dominios llamados CD1 (el cual se
encuentra en el extremo amino terminal), CD2 (el cual contiene un motivo

LXCXE donde se une la proteina Rb) y CD3 (por medio del cual forma dimeros
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via a un motivo de dedos de zinc) (Patifio, 2007); estos dominios son esenciales
para las actividades transformantes ya que interactian con gran variedad de
proteinas celulares (Figura 5). Los reportes indican que E7 posee la capacidad
de inhibir de manera eficaz la apoptosis en queratinocitos a través de varios
mecanismos como producir la degradacién de las proteinas apoptéticas y
encargadas de la adhesion celular lo que provoca que las células tengan un
crecimiento independiente de anclaje y una disminucién de la apoptosis. Existen
factores epigenéticos y genéticos que se reportan como cofactores en la
transformacién tumorigénica cervical tal es el caso de la proteina pro apoptética
c-Myc aunque su relacién con el desarrollo del CaCu no ha sido completamente
estudiada (Lizano, et al., 2009).

CD3

Figura 5. Estructura de la proteina E7 del VPH16. Se muestran los tres dominios altamente conservados (CD1-
CD3) y sus sitios de interaccién con sus blancos celulares, ademas de un dedo de zinc, estructura de unién a
ADN llamada asi porque la estructura primaria une un atomo de zinc con residuos de histidinas distantes con
una secuencia intermedia descrita como un asa (loop).

E7 interactia con proteinas implicadas en el crecimiento celular,
especialmente en la transicion de la fase G1 a S del ciclo celular, entre ellas las
proteinas supresoras de tumor de retinoblastoma (Rb), desacetilasas de
histonas, factores de transcripcion, proteina de union a caja TATA, ciclinas,

cinasas dependientes de ciclinas entre otras, de esta manera desregula el ciclo
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celular y conduce al incremento de la proliferacion celular, inmortalizacion y
finalmente transformacién de células normales a células cancerigenas (Patifio,
2007).

Alteraciones en cancer

Las células cancerosas tienen tres propiedades caracteristicas, la
disminucién o ausencia del control del crecimiento, la invasividad hacia los
tejidos circundantes y la dispersion o metastasis a otras partes del cuerpo. Esto
no implica que la transformacion maligna se limite a estas propiedades, ya que
también ocurren cambios morfolégicos y bioquimicos importantes, que han sido

observados en células cultivadas (Murray, et al., 2004), tales como:

e Alteraciones de morfologia, las células transformadas tienen una
forma més redondeada que las células control.

e Incremento de la densidad celular, las células transformadas por lo
general forman multicapas, mientras que las células control
forman una monocapa.

e Pérdida de una dependencia al anclaje, las células pueden crecer
sin adherirse a la superficie del plato de cultivo.

e Pérdida de la inhibicibn de contacto del movimiento, las células
transformadas crecen una sobre otra mientras que las normales
dejan de moverse cuando estan en contacto unas con otras.

e Variedad de cambios bioquimicos que incluyen un incremento en
la velocidad de glucdlisis.

e Alteraciones de la superficie celular tales como cambios en la
composicion de glicoproteinas o glicoesfingolipidos, y la secrecion

de ciertas proteasas.
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e Alteraciones de la estructura citoesquelética como las fibras de
actina.

e Disminucion de los requerimientos para los factores de
crecimiento, y por lo general, una secrecidon incrementada de

ciertos factores de crecimiento dentro de su medio.

En resumen estos cambios se interpretan como reflejo de los procesos
primarios que causa la infeccion del VPH, y de los cambios secundarios que

resultan de la conversion del estado normal al maligno (Murray, et al., 2004).

Alteraciones de la glicosilacién en cancer

Los carbohidratos presentes en la superficie celular realizan funciones
importantes como moduladores y mediadores del reconocimiento vy
comunicacién celular. Los cambios en los patrones de expresion de
carbohidratos modifican las propiedades adhesivas en las células tumorales
(L6pez, 2003).

La glicosilacion es un proceso enzimatico postraduccional que se lleva a
cabo en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi principalmente, los
glicoconjugados resultantes (glicoproteinas y glicolipidos) son muy importantes
ya que realizan actividades biolégicas esenciales para el desarrollo,
crecimiento, funcionalidad y supervivencia de la célula, por lo que cualquier
cambio en este proceso puede generar alteraciones en el funcionamiento
celular. Las alteraciones de glicosilacion se dividen en tres tipos, las
alteraciones congénitas, alteraciones adquiridas y alteraciones no enzimaticas
de la glicosilacion (glicacion), estos cambios son un fendmeno muy comun en

las enfermedades humanas, tal es el caso del cancer (Jiménez, et al., 2002).
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El proceso de glicosilacion se lleva a cabo por la accibn de enzimas
llamadas glicosiltransferasas, que adicionan monosacaridos activados de origen
enddgeno o exdgeno. Los tipos de glicanos (oligosacaridos) mas comunes en
glicoproteinas de las células eucariontes se definen por la naturaleza de la
region a la que se unen con la proteina, siendo mas frecuentes los glicanos de

tipo N 'y O cémo podemos observar en la Figura 6 (Jiménez, et al., 2002).

{ ) : N-acetylgalactosamine 7 : N-acetylglucosamine
o: Galactose () : Mannose

< : Sialic acid «>: Fucose

Figura 6. Ejemplos de las formas de uniéon de glicanos en una proteina. Las mas frecuentes son las
glicoproteinas de tipo Ny O (Wang, 2005).

Los N-glicanos son una cadena de oligosacaridos unidos en forma
covalente a un residuo de asparagina de una cadena polipéptidica dentro de
una secuencia consenso:  Asn-X-Ser/Thr, generalmente via N-

acetilglucosamina. Los O-glicanos son una cadena de oligosacaridos unidos
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covalentemente a un residuo de serina o treonina (Ser/Thr-O) generalmente via

una N-acetilgalactosamina (Jiménez, et al., 2002).

Las glicoproteinas, una vez sintetizadas pueden encontrarse en la
superficie celular o como moléculas de secrecion, esto facilita que modulen
gran variedad de procesos durante las interacciones celulares y entre la célula 'y
la matriz extracelular, por lo tanto, cualquier cambio en su estructura molecular
provocado por alguna alteracion en la glicosilacion, se manifiesta con

deficiencias funcionales (Jiménez, et al., 2002).

Los cambios en la N-glicosilacion son un evento comun en las
neoplasias, por ejemplo: en el coriocarcinoma se ha reportado el incremento de
oligosacaridos unidos en forma covalente a Asn, debido a un aumento en la

actividad de la N-acetilglucosaminiltransferasa (Jiménez, et al., 2002).

Una gran variedad de canceres presentan cambios en la O-glicosilacion
como una glicosilaciébn incompleta en la que se expresan estructuras que
comunmente se encuentran formando la base del oligosacarido, la
caracteristica que comparten estos canceres son alteraciones en las mucinas,
estas glicoproteinas son parte de los componentes estructurales de la superficie
celular y del moco protector en los tractos respiratorios, gastrointestinales y
reproductivos; en estos carcinomas las mucinas se expresan en las células que
las producen y la pérdida de la adhesion en las células cancerosas facilita que
las mucinas lleguen a la circulacién sanguinea permitiendo la propagacién viral
(Jiménez, et al., 2002).

Glicosiltransferasas

La apropiada y precisa sintesis y/o modificacion de glicanos depende de

las glicosiltransferasas y glicosidasas que son enzimas altamente especificas
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localizadas en diferentes tejidos y células (Wang, 2005). Estas enzimas utilizan
como cofactores cationes divalentes como Mn™" o Mg™* y actian a pH entre 5y
7, su accion es secuencial por lo que el producto de una permite que actie la
siguiente, catalizan solo un tipo de enlace y existen varias enzimas para formar

un tipo de union (Lépez, 2003).

La estructura del glicano se determina no solo por la naturaleza de la
proteina a la que se une sino también al tejido o célula de donde proviene. Las
cadenas laterales de carbohidratos son las encargadas de modular la
interaccion de la proteina con su medio, influenciando su solubilidad, actividad y
funcion bioldgica tales como el crecimiento, desarrollo y supervivencia tanto de

células como de organismos (Wang, 2005).

Las (glicosiltransferasas actian secuencialmente en el reticulo
endoplasmico y en el aparato de Golgi, catalizando la unién especifica de un
carbohidrato a un glicano aceptor. Por lo tanto, el repertorio de
glicosiltransferasas presentes en un determinado tipo celular determina las
caracteristicas particulares de las estructuras de los oligosacéaridos que poseen
las glicoproteinas de la membrana plasmatica y la matriz extracelular (Varki, et
al., 2009). Las glicosiltransferasas reciben el nombre del carbohidrato que
transfieren por ejemplo: galactosiltransferasas transfieren galactosa,
fucosiltransferasas transfieren fucosa, las sialiltransferasas transfieren acido

sialico, etc (Lopez, 2003).

Sialiltransferasas

En la actualidad se conocen 20 sialiltransferasas (STs) en humano,
estas enzimas se encuentran ancladas a la membrana de la red trans del
aparato de Golgi (Figura 7), en los vertebrados las STs poseen una estructura
similar (L6pez & Vallejo, 2007).
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Se sabe que las sialiltransferasas son glicoproteinas transmembranales
tipo I, que poseen una cola citoplasmética corta con un extremo N-terminal que
no es esencial para la actividad catalitica, ademas de un dominio de anclaje de
unos 20 a 200 aminoacidos (aa) que participan en la union al aparato de Golgi.
La region del tallo de longitud variable (20-200 aa) es seguida por un gran
dominio catalitico C-terminal que reside en el lumen (Harduin, et al., 2001).

La regulacion de las STs influye en la expresion de compuestos sialilados
en la superficie celular y contribuye a definir el patrén de glicosilacion en células
normales y tumorales. A través de analisis Northern Blot e hibridaciones in situ
se han correlacionado positivamente los niveles de expresion del ARNm vy los
niveles de actividad enzimatica por lo que se cree que su expresion se regula a

nivel transcripcional (Harduin, et al., 2001).

7N

Sialiltransferasas

Familia 02,3 Familia 02,6 Familia 02,8
sialiltransferasas sialiltransferasas sialiltransferasas

e?” N e”™ N I
ST3Gal | ST6Gal | ST8Sia |
e?”™ I} Y
ST3Gal Il ST6Gal Il ST8Sia Il
) - N N
™ N e N e N
ST3Gal Il ST6GalNAc | ST8Sia lll
) - N N
e?”™ N I} ee”™ N
ST3Gal IV ST6GalNAc I ST8Sia IV
e?” N e”™ N ™ N
ST3Gal vV ST6GalNAc Il ST8Sia V
) - N N’
™ N e”™ N e N
ST3Gal VI ST6GalNAc IV ST8Sia VI
™ N
ST6GalNAc V
e’
~~
ST6GalNAc VI
e’

Figura 7. Las sialiltransferasas se dividen en 3 familias segun el tipo de enlace que catalizan (Harduin, et al.,
2001).
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Gen de la B-galactosido-a 2,6 sialiltransferasa

La B-galactésido 02,6 sialiltransferasa (ST6Gal I) es la enzima que
transfiere el acido sialico en enlace 02,6 a un residuo de galactosa. Esta
enzima es codificada por el gen siatl y su regulacion se da principalmente a

nivel transcripcional (Harduin, et al., 2001; Milflores, et al., 2012).

A partir del gen que codifica la ST6Gal | se generan multiples isoformas
de ARNm. Estas isoformas difieren s6lo en su region 5'-no traducible y
comparten una region de codificacién idéntica, se originan por el uso de
diferentes promotores y por empalme alternativo. Las isoformas hasta ahora
caracterizadas son tres: una forma corta conocida como forma 1 que también
se conoce como forma H debido a que fue aislada de higado y caracterizada
inicialmente a partir de la linea celular HepG2, la forma 2 contiene en su
extremo 5’ no traducido, un exén denominado X (forma X), esta isoforma fue
aislada de células B humanas de la linea celular de linfoblastoma y la forma 3
corresponde a un transcripto mas largo que contiene dos exones en el extremo
5 no traducido, llamados Y y Z (forma YZ), esta isoforma fue aislada de
diferentes lineas celulares (Figura 8). La transcripcion de estas isoformas de
ARNmM se regula respectivamente por los promotores P1, P2 y P3 (Taniguchi, et
al., 2000; Harduin, et al., 2001; Dall'Olio, et al., 2004; Milflores, et al., 2012).
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Genomic DNA

] im v Vv Vi
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-« EVR.1

X form X | Il miv v Vi
EXL.1 > -« EVR.3

H form I I mvyv v

HepL.1 > << EVR.3 <«<EVIR4
500 nt

Figura 8. Representacion esquematica de la organizacion del gen de la ST6Gal |. Los numeros dentro de los
exones (cajas) indican la longitud exo6n; los numeros entre los exones indican la longitud del intron. La parte
sombreada representa la region codificante de la proteina. La transcripcién puede ser iniciada por al menos tres
diferentes regiones promotoras (P1 a P3), indicadas por flechas. A través del splicing alternativo se puede
usar un promotor alternativo (Dall’Olio, et al., 2004).

El promotor P1 del gen de la ST6Gal | tiene un tamafo aproximado de
1000 pares de bases (Dall’'Olio, et al., 2004; Milflores, et al.,, 2012). Este
promotor no contiene cajas TATA ni CCAAT, pero posee varias cajas GC
(Figura 9). Esta caracteristica estructural es tipica en los genes housekeeping o
llamados también genes constitutivos debido a que continuamente se expresan
y no son reprimidos o apagados después de cierto tiempo ademas de que se
expresan en todos los tejidos (Harduin, et al., 2001). Ademas posee varios sitios
de inicio de la transcripcion (Inr) que cumplen la funcion de las cajas TATA
(Milflores, et al., 2012).
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Figura 9. Secuencia nucleotidica del promotor P1 del gen siatl. Se muestra la secuencia de nucleo6tidos del
promotor P1, se indica el sitio de inicio de la transcripcion con una flecha, las secuencias iniciadoras de la
transcripcion Inrl, Inr2 e Inr3 se distinguen en una caja verde, los sitios de union al factor de transcripcion c-
Myc se distinguen en una caja roja, mientras que los diferentes sitios de unién a otros factores de transcripcién
se encuentran subrayados (Milflores, et al., 2012).

Uno de los sitios de unidon presente el promotor P1 es del factor de

transcripcion c-Myc que como se mencion6 con anterioridad esta relacionado
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con diversas funciones celulares ademas de promover la transformacion celular

y la progresién del tumor (Junttila & Westermarck, 2008).

La expresion del gen siatl que codifica a la ST6Gal | incrementa sus
niveles de transcripcion en diversos canceres como el cancer de colon, cancer

colorectal, cancer de mamay el cancer cervicouterino (Wang, et al., 2003).

Un analisis in silico del promotor P1 realizado por Milflores y col. en 2012
identifico sitios de unién a factores de transcripcidon que pueden ser importantes
para la regulacion de la expresion génica, se identificaron elementos de
respuesta putativos como YY1, GATA, c-Myc, c-Ets-1, Spl, TFIl-I, LBP1, CHOP
y un Inr en la posicion 5 pb. Se determiné que el sitio de union a HNF1 es
importante para el promotor P1 en la linea celular HepG2 y se identifico la
secuencia de un tercer iniciador que participa en la actividad transcripcional de
P1. También se comprobé la presencia de tres secuencias Inr que marcan el
inicio de la transcripcion. Ademas se identificé el promotor minimo en un
fragmento de 37 pb evaluando su actividad en la linea celular C33A la cual fue

similar a la del promotor completo (Milflores, et al., 2012).

El sitio Inr(3) del promotor P1 en la linea celular C33A se superpone con
un elemento c-Myc que se propone que participa en la regulacion de la
transcripcion funcionando como un represor al reclutar a la enzima HDAC que

evita la interaccidn con otros factores de transcripcion (Milflores, et al., 2012).
El gen c-MYC

Los genes myc pertenecen a una familia de protooncogenes compuesta
por varios miembros (L-MYC, N-MYC y c-MYC). Estos se encuentran en las
células normales y codifican proteinas del nacleo de la célula que se unen al
ADN y modula su transcripciébn de diversos genes. Estos protooncogenes
pueden ser activados a oncogenes por diversos mecanismos, y asi estimular el

desarrollo de cancer, cuando se activan excesivamente provocan pérdida del
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control de la divisién y proliferacion acrecentada (Murray, et al., 2004) (Lodish,
et al., 2005).

Algunos de los mecanismos que alteran la expresion o la estructura de
los protooncogenes MYC y participan en su activacién a oncogenes (proceso en
el que la transcripcion se incrementa de cero a un valor relativamente bajo) son

los siguientes:

e Insercidén del promotor, el genoma viral se integra cerca del gen
MYC actuando como promotor y activando su transcripcion y
traduccion.

e Insercibn de un amplificador, cuando el provirus se inserta
corriente abajo del gen MYC o arriba de él pero orientado en
direccion contraria, el gen MYC es activado y actia como
secuencia amplificadora.

e Translocaciones cromosoémicas, la base de una translocacion es
gue una fraccion de un cromosoma se desprende y a continuacion
se une a otro cromosoma. Si a su vez el segundo cromosoma
cede material al primero se dice que la translocacién es reciproca.
Se han encontrado translocaciones caracteristicas de diversas
células tumorales. Por ejemplo en el Linfoma de Burkitt el
segmento del cromosoma 8 que contiene al gen MYC migra hacia
el cromosoma 14, lo que propicia su activacion.

e Amplificacién génica, en algunos tumores se observa un efecto de
amplificacion de ciertos protooncogenes que produce su
activacion, estos pueden aumentar hasta 1000 kb de longitud o
mas.

e Mutacion en un punto, la modificacion de una sola base puede
activar un gen de protooncogen a oncogen, estos fenOmenos

pueden inclinar el equilibrio del metabolismo celular hacia un
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estado que favorezca la transformacién o la conserve (Junttila &
Westermarck, 2008; Soucek & Evan, 2010).

Los mecanismos descritos implican un aumento en la cantidad del
producto de un oncogen por una transcripcion mayor, por lo que es posible que
una cantidad mayor del producto de un oncogen sea suficiente para inducir a
una célula hacia la malignidad. Estos datos siguieren que la presencia de una
proteina reguladora es clave, estructuralmente anormal, en una célula puede
ser suficiente para inclinar la balanza hacia el cancer (Murray, et al., 2004)
(Lodish, et al., 2005).

También se ha encontrado que los oncogenes pueden estimular la
proliferacion celular, actuando sobre vias intracelulares clave implicadas en el
control de crecimiento, desacoplandolas de la necesidad de un estimulo
exdgeno. El producto de MYC actia como una proteina fijadora de ADN,

afectando el control de la mitosis (Murray, et al., 2004; Lodish, et al., 2005).

El gen c-MYC codifica al factor de transcripcion c-Myc que regula una
gama diversa de funciones celulares tales como el ciclo celular, la proliferacion,
el crecimiento, la diferenciacién y el metabolismo (Girdo & Barem, 2006). Por lo
que no es extrafio que errores en la sefalizacién conduzcan a la transformacion
celular y la progresion de tumores. Trabajos recientes relacionan a c-Myc con la
vascularizacion descontrolada, metastasis, inestabilidad gendmica y protedlisis.
Sin embargo una sobreexpresion de c-Myc promueve la apoptosis celular. Se
sabe que ademas participa modulando la estructura de la cromatina
manteniéndola en un estado activo a través de su union directa y con el

reclutamiento de otras proteinas (Junttila & Westermarck, 2008).

La proteina c-Myc es miembro de la familia de factores de transcripcion
MYC/MAX/MAD, presenta un arreglo en tdndem de los dominios hélice-asa-
hélice/cierre de leucinas basicos (bHLH-LZ) (Girdo & Barem, 2006). La proteina

c-Myc funciona como heterodimero con MAX para unirse a la secuencia
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consenso 5-CACGTG denominada caja E, también reconoce las secuencias
CACATG, CATGTG y CACGCG. Ademés se sabe que este heterodimero
prefiere sitios que estan flanqueados por C y G que por T y A (Fernandez, et al.,
2003).

Un mecanismo por el cual c-Myc reprime la transcripcion es a través de
su union al factor de transcripcion Miz-1, impidiendo que se una a su secuencia
consenso para promover la activacion de la transcripcion (Fernandez, et al.,
2003).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La a2,6 sialiltransferasa (ST6Gal I) codificada por el gen siatl, su
expresion génica se regula a nivel transcripcional de forma muy compleja ya
que diferentes isoformas de ARNm son el resultado del uso de promotores
alternativos (P1, P2,y P3).

En diversos tipos de cancer incluido el CaCu se han detectado
incrementos en el nivel de transcripcion del gen que codifica para la ST6Gal |,
esto se ha asociado con mayor invasion y metastasis en ciertos tipos de cancer,
ya que se modifican las interacciones entre las células. En CaCu el incremento
en la transcripcién de la ST6Gal | se debe principalmente a un aumento de la

isoforma 1 del ARN mensajero, producto del promotor P1.

Sin embargo existen otros tipos de cancer en los que hay una
disminucion de la sialilacion en a2,6 y la disminucion en la actividad enzimética
de la ST6Gal | lo cual se asocia con una diferenciacion pobre del tumor y un
tiempo de sobrevida del paciente mas corto, lo que muestra que la expresion de

la ST6Gal | podria presentar diferentes efectos segun el tipo de cancer.

Los mecanismos de regulacién transcripcional de este gen son muy se
conocen poco, por lo que profundizar en su estudio podria ayudar no solo a

conocer qué factores podrian estar regulando su transcripcion.
Por lo surgen las siguientes interrogantes:

¢,Cual es el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre la

actividad del promotor P1 completo?

¢, Cudl es el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre la
actividad del fragmento de 123 pb (-99 al +24 pb) del promotor P1?
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¢Cuél es el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre el
fragmento 123P1 mutado en el sitio de unién al factor transcripcional c-Myc
(123P1 (delta) c-Myc)?
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HIPOTESIS

Las oncoproteinas virales E6 y E7 del VPH16 incrementan actividad

transcripcional del promotor P1 del gen siatl.

La actividad transcripcional del fragmento de 123 pb (-99 al +24 pb) del
promotor P1 se incrementa en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH16, el efecto se potencializa en presencia de ambas.

La actividad transcripcional del fragmento 123P1 mutado en el sitio de
unién al factor transcripcional c-Myc (123P1ldelta c-Myc) disminuye en

presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPHL16.

OBJETIVO

Objetivo general

Determinar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre la

actividad del promotor P1 del gen de la ST6Gal 1.
Objetivos particulares

Analizar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre la

actividad del promotor P1 completo.

Analizar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre el

fragmento 123P1pb del promotor P1.

Analizar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre el

fragmento 123P1 Q c-Myc.
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MATERIAL Y METODOS

Descripciéon del modelo de estudio

Linea celular C33A (VPH negativo)

Esta linea fue obtenida originalmente por N. Auersperg de una biopsia de
cancer cervical humano. Algunas de las caracteristicas por las que son
preferidas como modelo experimental es que poseen crecimiento indefinido y
no poseen inhibicion por contacto, lo que facilita su crecimiento y mantenimiento

en el laboratorio. Estas células se obtuvieron de una paciente de 46 afos.

Esta linea de cancer cervical fue crecida en monocapa en caja p25
utilizando el medio de cultivo Dulbecco’s Modificado Eagle’s Medium (DMEM)
alto en glucosa 13.4 g/L marca SIGMA, suplementado con 5% de suero bovino
fetal (SFB) marca GIBCO y adicionado con antibiético (10,000 U de penicilina,
10 mg de estreptomicina) y 25 pg/ml de Anfotericina B que es un antimicotico.
Para su propagacioén fueron incubadas a 37°C y 5% de CO..

El mantenimiento de la linea celular se realizé cada tercer dia, usando
PBS 1X para retirar los desechos celulares y residuos de suero asi como del
antibiético y agregando DMEM nuevo. Para despegar las células se incub6 con
tripsina (marca SIGMA que contiene 2.6 g de tripsina 'y 0.2 g de EDTA) por 3
minutos, durante su propagacién y conservacién en la incubadora se dejo la
tapa de la caja p25 ligeramente abierta para permitir el intercambio gaseoso y

mantener equilibrado el pH del medio.
Plasmidos

El plasmido que contiene el promotor P1 completo es el pGL4-1137P1
gue consta de un tamafo de 5513 pb, el promotor clonado comprende a partir
del nucledtido -1113 a +24 (Figura 10) esta construccion la realizaron Milflores y
col. en el 2012.

36



Para replicar el promotor pGL4-1137P1, se realiz6 un mecanismo de
transferencia horizontal de informacion genética llamado transformacién, el cual
consistid en captar material genético libre obtenido con anterioridad, en una
célula bacteriana que se encuentra en el estado fisiologico de competencia,
para multiplicar el plasmido y purificarlo, para ello fueron usadas las bacterias E.
coli TOP10, que se hicieron quimicamente competentes y que presentan alta
eficiencia a la transformaciéon ademas de una replicacion estable y permiten

replicar un alto nimero de copias del plasmido.

Para hacer competentes las bacterias E. coli TOP10 se prepar6 un dia
antes un precultivo para ello en condiciones de esterilidad se tomaron 100 pl de
E. coli TOP10 y se agregaron a 5 ml de medio LB estéril. Se incubd en la
agitadora a 37°C y 250 rpm durante 24 horas.

Posteriormente en 5 ml de LB se agregaron 100 pl de E. coli TOP10
precultivo y se dejo incubar por 12 horas en agitacién constante de 250 rpm a
37°C. Se colocd un precultivo nuevo con 100 pl de E. coli TOP10 y se dejo
incubar por 3 ¥ horas en agitacion constante de 250 rpm a 37°C. Se midio la
densidad en el espectrofotometro, la cual fue éptima de 0.6, una vez revisado
esto se coloco en hielo por 15 min. Se empaquetaron las bacterias (los 5 ml) en
un tubo de plastico de 15 ml y se centrifugo a 4’000 rpm por 10 min a 4°C. Se
tiré el sobrenadante y se lavo la pastilla con 500ul de CaCl, 0.1M para pasarlo a
un tubo de 1.5 ml, nuevamente se incubd en hielo por 15 min. Se centrifugd a
47000 rpm por 10 min a 4°C, se decanto el sobrenadante y se agregaron otros
100ul de CacCl, resuspendiendo con cuidado.

Inmediatamente después de seguir el procedimiento para realizar las
células competentes se agrego el plasmido a clonar. Se mezclé e incubd 10 min
en hielo, posteriormente se dio un choque térmico a 42°C por 45 segundos en
el termoblock y rapidamente se incubo 2 min en hielo. Se Agrego 1 ml de medio

LB y se incub6 a 37°C a 250 rpm por 1hr. Posteriormente se centrifugd a 4°000
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rpm por 10 min a 4°C, se decanto y se agregaron 300l de LB. Se resuspendio
y se plaquearon 200pl en la placa de Petri que contenia entre 12-15 ml de

medio LB gelificado con ampicilina.

Amp

Promotor P1 (SIATL)

pGL4-1137P1
5513 bp

1654

3307 2105
BamHI 3251

)
5all 3287 ' luc2

Figura 10. Representacién esquematica del plasmido pGL4-1137P1 de 5513 pb. Se muestra la region promotora
del gen siatl en rosa, el gen reportero luciferasa en amarillo, el gen de resistencia a ampicilina en azul y se
indican otros sitios de restriccion del plasmido (Milflores, et al., 2012).

Una vez obtenidas las bacterias competentes y transformadas con el
promotor pGL4-1137P1 se realiz6 la extraccion del ADN plasmidico con el kit
Nucleobond Purification Xtra Maxi Plus.

Para ello se realizé un precultivo de las células agregando una colonia en
3-5 ml de medio LB liquido, se dej6 por 8 horas a 250 rpm y 37°C. Se cultivaron
100ul del precultivo en 500 ml con antibidtico, se dejo de 12 -16 horas a 250
rpm a 37°C. Se centrifugd a 4’000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se resuspendio la
pastila en 12 ml de buffer RES agitando en vortex hasta disolver
completamente. Se agregaron 12 ml de Buffer LYS a la mezcla,

homogenizando por inmersion y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.
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Mientras se incubaba la muestra se procedié a equilibrar la columna con 25 ml
de buffer EQU. Se agregd el buffer rodeando el filtro. Una vez incubada la
muestra se agregaron 12 ml de NEU a la muestra y se mezcld por inversion de
10-15 veces hasta que se homogenizo. El lisado se coloco en la columna (filtro
papel) y se descartd el sobrenadante. Se lavo el filtro con 15 ml de EQU
rodeando el filtro y se desechd el filtro. La columna se lavé con 25 ml de buffer
WASH procurando cubrir toda la superficie de la columna. La columna se
transfirid a un tubo estéril de 50 ml. Se agregaron 15 ml de ELU a la columna,
se tomo el sobrenadante y se deseché la columna. Se agregaron 10.5 ml de
isopropanol al tubo mezclando con el vortex, e incubando 2 minutos a
temperatura ambiente. Por otra parte, se quitd el émbolo a la jeringa y se puso
el filtro. Se agreg6 la mezcla a la jeringa bajando el émbolo lentamente,
desechando el sobrenadante. El filtro se retir6 y luego el émbolo, colocando
nuevamente el filtro y agregando 5 ml de etanol al 70%, y se desechd el
sobrenadante. Se repitié el procedimiento 16 veces o hasta que no saliera nada
de liquido. Se retiro el filtro y se pasé a la jeringa pequefa. Se agregaron 500 pl
de Tris (Tris/HCI, 5mM, pH 8.5 6 H,O estéril) y se pasaron por la jeringa,
recolectdndolo en un tubo de 1.5 ml, se volvi6 a quitar el filtro, el émbolo,
poniendo nuevamente el filtro y pasando los 500 pl recolectados en el tubo. Se

repitié el dltimo paso pero con Tris 6 H,O nuevo (500 pl).
El procedimiento se repitid para los plasmidos pcADN neg y pcADN E6

A su vez se trabajé con los plasmidos, pcADN E7, pGL4-123P1 (Figura
11y 12) fragmento que corresponde a las posiciones -99 al +24 bp del promotor
completo y pGL4-123P1 @ (delta) c-Myc, que ya habian sido obtenidos con

anterioridad en el laboratorio.
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M1 1 )0

" Promotor P11 (siatl)

pGL4-123P1 -
4485 bp

Pl 2380

i 85

Figura 11. Representacion esquematica del plasmido pGL4-123P1 de 4485 pb. Se muestra la region promotora
del gen siatl en rosay el gen reportero luciferasa en amarillo. También se indican los sitios de restriccién para
la enzima Bgll, fragmento que se eliminé quedando una regién de 123 pb del promotor P1 (Milflores, et al.,

2012).

Continuacioén promotor
cleeee] cneelonnel wonaleveal cvealoneel wneeleennl
1010 1020 1030 1040 1050

pGL4-1137F AGCCCTIGGAG GCTICCTGER TTGAGRACCTA GCCTAGGTCT GCATAAGCAC
pGL4-123P1 @ —————————— ———— CCTGER TTGAGACCTRA GCCTAGGEICT GCATLAAGCRC

Continuacién vector
Promotor P1 de 123 pb

N I T T R e R R IR R
1060 1070 1080 1080 1100

pGL4-1137F CTITCCATCT TGTTAATGIT TAACACTGCC TCTGCIGERAL ARCAGCTCIC
pGL4-123F1 CTTTCCATCT TGTITAATGIT TAACACTGCC TCTGCTIGEAL ARCAGCTCIC

AR I IV (R IV IR (DN [N I |
1110 1120 1130 1140 1150

pGL4-1137F ACCICCICIC TITCIGICIC TTATTITTIIG CCITTIGCRAG CTTGGCAATC
pGL4-123F1 ACCTCCICIC TITCIGICIC TTATTITITG CCITTGCRAG CTTGGCAATC

* Sitio de iniciode la

L Continuacion vector
transcripcion

Figura 12. Secuencia del fragmento de 123 pb comparado con el promotor P1 del gen siatl completo
correspondiendo al 100% de identidad (Milflores, et al., 2012).

Para marcar nuestro sitio de interés usamos el plasmido pGL4-72 el cual

es un vector reportero el cual esta destinado para usarse como control interno
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al cotransfectar células de mamiferos, contiene ADNc que codifica para la
luciferasa de Renilla (Rluc) que originalmente fue clonado de Renilla reniformis
comunmente conocido como pensamiento del mar, un pélipo con propiedades
bioluminiscentes (Figura 13). La luciferasa es una proteina monomeérica de 36
kDa, la cual no requiere de modificaciones post-traduccionales para su
actividad. EI ADNc de la luciferasa de Renilla se encuentra ligeramente
modificado para proporcionar una mayor utilidad. El vector PRL-SV40 contiene
promotores y/o potenciadores para expresar la luciferasa de Renilla en células

de mamiferos.

Bgll - 5fil (8)
(3702) Bsgl Acc651 (14}
(3674) Aarl - BfuAl - BspMI / KpnI {18}
I . , \ / Bpul0I (19)
(3653 .. 3672) RVprimer3 \ ) ) Eco53kI (23)
poly(A) signal \ . A rs S _-sacl (25)
(3501) BsmBI . \ N [/ - Nh;:fnt{ry{]n]
3488) Spel. . . -~ .
(3488) Spel. ™ > = AbsI - PaeR7I - PspXI - Tl - Xhol (33)
—__—BgIII {46)
~ _——Bgll - Sfil (59)
(3169) BstZ17I - — HindIII (65)
h — NcoI (38)
——Bgll {100)
(3053) SacII ~— BStAPI (288)
(3029) Pwvul . " Nsil (319)
—~— ~ PfoI* (380)
— Bsal (540)
_ Nrul (761)
(2893) Mscl—_ _—— —1Zral (795)
i ————— —— PfIFI - Tth111I (796)
T — AatIl (757)
~— Pasl (874)
|- ————— EcoRI (1032)
B [ —— AfIII (1062)
(2650) AhdI ™ el
(2584) BStEII Xbal (1219)
(2581) BStXI  _— — Fsel (1238)
2579) Alel ~ O ~ .
((2557)) ot \ R — Psil (1355)
X —_— — ~— Hpal (1379)
P " Mfel (1388)
(2457) BspHI " BamHI (1281)
) ~ SalI (1487)
) N _ - PshAI (1552)
e v a N\ S, . Ruprimerd (1538 .. 1557)
s a | NN " .. BbsI {1566)
(2153) AlwNI e | \ . Afel (1613)
(2055) BaeGI - Bme15801 / / | \ ! AN BspQI - Sapl (1521}
(2051) Apall | | \ AFIIII - Peil (1737)
(1940) Beivl / | Nspl (1741)
(1910} BssSI DrdI (1845)

Figura 13. Representacién esquemética del plasmido pGL4-72 de 3704 pb. Se muestra el gen reportero
luciferasa en azul, el gen de resistencia a ampicilina en verde y se indican otros sitios de restriccién del
plasmido.
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Disefio de muestreo

Transfeccion de las lineas celulares

La linea celular fue crecida a una confluencia del 90% al 100%. Para ello
se sembraron a una densidad de 60,000 células por pozo en placas de 24
pozos, al dia siguiente se transfectaron a una confluencia del 80%. Se lavaron
las células con PBS 1X para remover los restos de medio con suero, y
posteriormente se agregé medio nuevo sin suero y sin antibidtico. La
transfeccion en estas células se realizé con 3 pL de lipofectamina 2000
(Invitrogen). ElI complejo (ADN-lipofectamina) se agregé a las células y se
incub6 por 6 horas, las concentraciones se mencionan en la Tabla 3.
Posteriormente las células se lavaron con PBS y se agregé medio nuevo con
suero y antibidtico. Las células se incubaron por 24 horas para realizar los

ensayos de luminiscencia.

Tabla 3. Se muestrala nomenclatura usada para los ensayos realizados, ademas de las concentraciones usadas
de los respectivos plasmidos.

Nomenclatura Ensayo Plasmidos
pGL4-1137P1 600 ng

Control 1 pcADNneg 600 ng
pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-1137P1 600 ng

Promotor P1 con pcADNEG 300 ng
E6y E7 del
VPH16 pcADNE7 300 ng
pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-1137P1 600 ng
Control 2 pcADNneg 300 ng
pGL4-72 Renila 20ng
Promotor P1 con eIl AL B0 G
E6 del VPH16 pcADNES6 300 ng
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Promotor P1 con
E7 del VPH16

Control 3

Fragmento 105-
123 con E6 del
VPH16

Fragmento 105-
123 con E7 del
VPH16

Control 4

Fragmento
mutado 105-123
con E6 del
VPH16

Fragmento
mutado 105-123
con E7 del
VPH16

pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-1137P1 600 ng
pcADNE7 300 ng
pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-123P1 600 ng
pcADNneg 300 ng
pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-123P1 600 ng
pcADNES6 300 ng
pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-123P1 600 ng
pcADNE7 300 ng

pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-123P1 Q (delta) c-Myc 600
ng
pcADNneg 300 ng
pGL4-72 Renila 20ng
pGL4-123P1 q (delta) c-Myc 600
ng
pcADNEG6 300 ng
pGL4-72 Renila 20ng

pGL4-123P1 q (delta) c-Myc 600
ng
pcADNE7 300 ng

pGL4-72 Renila 20ng
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Andlisis experimental

Ensayos de luminiscencia

Para determinar la actividad del promotor se evalu6 la actividad de la
enzima luciferasa de luciérnaga asi como de la luciferasa control de Renilla, se
realizaron ensayos de luminiscencia utilizando el producto Dual-Luciferase
Reporter Assay System (Promega, USA). Las células se lavaron con PBS y se
lisaron con 100 pL de Passive Lysis Buffer (PLB) por pozo durante 15 minutos a
temperatura ambiente. De este lisado se tomaron 20 pL, a los cuales se les
agregaron 20 pL de Luciferase Assay Reagent Il. La primera lectura
corresponde a la actividad de la luciferasa de Photinus pyralis, y una vez
tomada se agregaron 20 pl de Stop & Glo que apaga la primera reaccion y

contiene el sustrato para la luciferasa de Renilla reniformis.

Las lecturas de ambas luciferasas se determinaron en el mismo lisado

celular en un luminébmetro Glomax 20/20.

Analisis estadistico

El valor de luminiscencia obtenido de los diferentes ensayos se normalizo
dividiéndolo entre el valor que se obtiene del plasmido control, pGL4.72

(hRlucCP), este valor se consideré como 1.

Para determinar diferencias estadisticas de la actividad del promotor en
los diferentes ensayos se normalizaron los datos y se realiz6 una prueba
estadistica t de student; los valores de P<0.05 se consideraron como

significativos.
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RESULTADOS

Los plasmidos pGL4-1137P1, pcADNEG6, pcADNneg purificados fueron
sometidos a electroforesis y posteriormente se cuantific6 su concentracion por
espectrofotometria (Figura 14 y Tabla 4), los demas plasmidos ya habian sido

purificados con anterioridad por personal del laboratorio.

a 1 2 3 4 5 p 1 2 3

—10,000 :18")6%%0
— 8,000

— 6,000
— 5,000  A686
— 4,000 3:000
— 3,000 — 2,500
=8 — 2,000
— 2,000 :
— 1,500 L
e — 1,000

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa del plasmido pcADNE6, pcADNneg y pGL4-1137P1. a) Carril 1
marcador de peso molecular de 1 kb; carril 2 y 3 pcADNEG6, 4 y 5 pcADNneg. b) Carril 1 marcador de peso
molecular de 1 kb; carril 2y 3 pGL4-1137P1.

Tabla 4. Concentracion obtenida de los plasmidos pcADNES6, pcADNneg y pGL4-1137P1 tras la purificacion de
ADN plasmidico.

Plasmido Concentracion
(ng/ul)
pcADNEG 3190
pcADNnNeg 3010
pGL4-1137P1 1170
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Para evaluar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 en la
actividad transcripcional del promotor P1 completo del gen siatl se realizaron
18 ensayos de transfeccion con los plasmidos pGL4-1137P1, pcADNES,
pPcADNE7 y pcADNneg en la linea celular C33A, como control para evaluar la
eficiencia de la transfeccion se usé el plasmido pGL4-72 que codifica para la
luciferasa de R. reniformis, el método se describe paso a paso en anexos. La
actividad registrada fue medida mediante ensayos de luminiscencia 24 horas

posteriores a la transfeccion.

Los resultados muestran que la actividad del promotor P1 disminuye en
presencia de las oncoproteinas E6 y E7. Los valores que se muestran en la
gréfica corresponden al porcentaje de disminucion de la actividad del promotor
P1 del gen siatl en presencia de las oncoproteinas virales E6 y E7 del VPH16

en conjunto y por separado (Figura 15).

Actividad del Promotor P1 completo en
presencia de las oncoproteinas E6y E7 del VPH16

pcDNA E7

pcDNA E6

pcDNA E6y pcDNA E7

. .' .

Actividad de luciferasa

Figura 15. Actividad del promotor completo P1 completo en presencia de las oncoproteinas virales E6 y E7 del
VPH16 en células C33A, los ensayos se realizaron tres veces por triplicado. El * indica que el valor de P<0.05
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(prueba t student). La actividad del promotor P1 completo se compar6 en presencia o ausencia de las
oncoproteinas E6 y E7 en conjunto y por separado.

Para determinar diferencias entre la actividad transcripcional del
promotor en ausencia o0 presencia de las oncoproteinas virales se realiz6 un
analisis estadistico con la prueba t de student utilizando el software GraphPad

Inc., version 5.00.288, usando una P<0.05.

El analisis de los resultados muestra que la actividad del promotor
disminuye un 60% cuando el promotor se transfecta en presencia de las
oncoproteinas E6 y E7 sin embargo las diferencias no son significativas ya que
la desviacién estandar fue elevada. Cuando transfectamos al promotor con las
oncoproteinas E6 y E7 por separado el efecto es una disminucion de 40% vy
70% respectivamente, comparando la actividad del promotor completo en
ausencia de las oncoproteinas, se obtuvieron diferencias significativas en

ambos casos.

Con base en los objetivos planteados se evalué el efecto de las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 en la actividad transcripcional del fragmento
123P1 del promotor P1 del gen de la ST6Gal | para lo cual se realizaron
ensayos de transfeccion de los plasmidos pGL4-123P1, pcADNEG6, pcADNE7 y
pcADNneg, ademas del plasmido pGL4-72 que codifica para la luciferasa de R.
reniformis como control interno en la linea celular C33A. La actividad registrada

se midi6é con ensayos de luminiscencia tras 24 horas de la transfeccion.

El valor de luminiscencia obtenido de los diferentes ensayos se normaliz6
dividiéndolo entre el valor que se obtiene del plasmido control, pGL4.72
(hRIlucCP), este valor se consideré como 1. Los valores que se muestran en la
gréafica corresponden al porcentaje de disminucion de la actividad del fragmento
123P1 del gen de la ST6Gal | en presencia de la oncoproteina E6 y E7 del
VPH16 (Figura 16).
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Para determinar si existian diferencias significativas entre la actividad
transcripcional del fragmento 123P1 en presencia y ausencia de las
oncoproteinas virales se realizo la prueba estadistica t de student, el valor de

P<0.05 como significativo.

Actividad del fragmento de 123P1 en presencia
de las oncoproteinas E6y E7 del VPH16

pcDNA E7 *

Actividad de luciferasa

Figura 16. Actividad del fragmento 123P1 en presencia de las oncoproteinas virales E6 y E7 del VPH16 en
células C33A, los ensayos fueron realizados tres veces por triplicado. El * indica que el valor de P<0.05 (prueba
t student). La actividad del fragmento 123P1 completo se compard con la actividad del fragmento 123P1 en
presencia de las oncoproteinas E6 y E7.

Los resultados nos indican que la actividad del fragmento 123P1
disminuye alrededor del 40% en presencia de las oncoproteinas E6 y E7, el
analisis estadistico mostrd diferencia significativa en la actividad del promotor

en presencia de las oncoproteinas con respecto del control.

Por ultimo se busco evaluar el efecto de la mutacion del sitio de union a
c-Myc sobre la actividad del promotor en el fragmento de 123 pb, y el efecto de
las oncoproteinas virales, por lo que se realizaron otros 18 ensayos de

transfeccion en la linea celular C33A usando los plasmidos 123P1 Q (delta) c-
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Myc, pcADNE6, pcADNE7 y pcADNneg, ademas del pldsmido pGL4-72 que
codifica para la luciferasa de R. reniformis como control interno de la
transfeccion. La actividad se evaluo a través de ensayos de luminiscencia 24
horas postransfeccién. El valor de luminiscencia obtenido de los diferentes
ensayos se normalizd dividiéndolo entre el valor que se obtiene del plasmido
control, pGL4.72 (hRIlucCP), este valor se consider6é como 1. Los valores que se
muestran en la grafica corresponden al porcentaje de disminucion de la
actividad del fragmento 123P1 Q c-Myc del gen de la ST6Gal | en presencia de
la oncoproteina E6 y E7 del VPH16 (Figura 17).

Para determinar diferencias significativas entre la actividad
transcripcional del fragmento 123P1 Q (delta) c-Myc en presencia y ausencia de
las oncoproteinas virales se realiz6 la prueba estadistica t de student,

identificando como significativos valores de P<0.05.

Actividad del fragmento 123P1 (delta) c-Myc en
presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16

pcDNA E7 -%—‘
%
pcDNA E6 é%%
%
I :1:1111;2;;;%;;%1111111:
Contro -2%,%
O K O R

Actividad de luciferasa

Figura 17. Actividad del fragmento 123P1 @ (delta) c-Myc en presencia y ausencia de las oncoproteinas
virales E6 y E7 del VPH16 en células C33A, los ensayos fueron realizados tres veces por triplicado. El * indica
que el valor de P<0.05 (prueba t student). La actividad del fragmento 123P1 completo se compar6 con la

actividad del fragmento 123P1 @ c-Myc en presencia de las oncoproteinas E6 y E7.
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Los resultados indican que la actividad del fragmento 123P1 Q c-Myc
disminuye drasticamente en ambos casos en presencia de las oncoproteinas
E6 y E7, aproximadamente el 90%, la prueba t indica que las diferencias son

significativas con respecto del control.

Los ensayos realizados tanto en el fragmento 123P1 como en el 123P1 @
(delta) c-Myc muestran una disminucidn significativa de la actividad
transcripcional en presencia de las oncoproteinas E6 y E7, esta disminucion es

mayor en presencia de la oncoproteina E7.
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DISCUSION

La sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 es un factor necesario
para la progresion del cancer cervical después de una infeccion por VPH. El
mecanismo de accion de los VPH de alto riesgo (16 y 18) en el desarrollo de
una neoplasia cervical, se da principalmente por la acciébn de estas
oncoproteinas virales que participan en diversas funciones celulares (Lizano, et
al., 2009).

Durante la transformacién maligna del cérvix se han identificado cambios
a nivel de la expresion de carbohidratos de membrana y en la expresion de
genes involucrados en la glicosilacion. Uno de los genes de glicosilacion que
modifican su expresién es el gen siatl, este gen codifica para la sialiltransferasa
ST6Gal. La expresion de este gen es regulada por tres promotores, el promotor
P1 es el que regula la expresion de la isoforma del ARNm que se incrementa en
CaCu. Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos de regulacion y si las
oncoproteinas virales E6 y E7 modifican de alguna manera la actividad del
mismo (Wang, et al., 2002), (Wang, et al., 2003), (Roy & Chakraborty, 2005),
(L6pez, et al., 2009), (Lépez, et al., 2010).

El objetivo de este proyecto de investigacion fue determinar el efecto de
las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre la actividad del promotor P1 del
gen de la ST6Gal | en la linea celular de cérvix C33A, para ello se realizaron
varios ensayos de transfeccion, en los que se evalué la actividad transcripcional
del promotor P1 del gen siatl asi como de un fragmento de 123 pb y el
fragmento 123P1 Q (delta) c-Myc en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del

virus del papiloma humano tipo 16.

Los resultados mostraron que la actividad del promotor P1 completo
disminuy0 en presencia de las oncoproteinas E6 y/o E7 del VPHI16,
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observandose un mayor efecto con la proteina E7. Dado que la isoforma del
ARNmM que se incrementa en CaCu es resultado de la actividad de este
promotor, y aunado al hecho de que practicamente todos los tumores malignos
de cérvix presentan genomas del VPH y expresan las oncoproteinas virales E6
y E7, esperdbamos que la actividad del promotor se incrementara en presencia
de las oncoproteinas virales. Estos resultados sugieren que el mecanismo por
el cual se incrementa la expresion de la isoforma Y en CaCu no es resultado de

la actividad de las proteinas virales si no a través de otra via.

Para comenzar a identificar qué regién del promotor jugaba un papel
importante en el efecto de regulacion negativa observado en presencia de las
proteinas virales decidimos evaluar un fragmento de 123 pb del promotor P1,
del cual se elimin6 el extremo 5, este extremo presenta diferentes sitios de
union a factores de transcripcion como: c-Myc, GATAL, GATA2, Ets-1, AP1,
YY1, Spl, entre otros.

Los resultados mostraron una disminucién en la actividad del fragmento
del promotor de 123 pb, lo que sugeria que el efecto ejercido por las
oncoproteinas tenia lugar a través de esta pequefia region del promotor, dentro
de la cual se identificaron sitios de union a Ets-1, HNF1, Sp1, c-Myc, asi como 3
secuencias de iniciacién, una de las cuales (la Inr3) sobrelapa con el sitio de
unién a c-Myc (Milflores, et al., 2012).

La oncoproteina E6 es capaz de abatir la apoptosis a través de su union
con la proteina pro-apoptética c-Myc la cual es marcada para su degradacion
induciendo asi un aumento en la proliferacion de las células infectadas (Lizano,
et al., 2009). Por otro lado se ha visto que E6 es capaz de transactivar el
promotor de la telomerasa requiriendo tanto de los sitios de unién a c-Myc como
del propio factor de transcripcion, identificAndose ambas proteinas en el
promotor (Gewin & Galloway, 2001). Estudios genéticos demostraron que las

secuencias de VPH se integran cerca de sitios donde se localizan secuencias
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de proto-oncogenes, como es el caso de c-Myc (Taja, et al., 1996). Reportes
previos indican que la oncoproteina E7 interacciona con c-Myc para activar la
transcripcion. Se ha demostrado que c-Myc puede activar la transcripcion por la
interaccion directa con la ARN polimerasa | en ausencia de la ARN polimerasa
Il (Grandori, et al.,, 2005), por lo que podria estar modulando la actividad
transcripcional junto con E6 y E7. La interaccién de c-Myc con las proteinas E6
y E7 pudiera ser determinante en la actividad del promotor P1. Por tal motivo
nos intereso determinar si el sitio de unién a c-Myc presente en este fragmento

del promotor jugaba un papel en el efecto observado.

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad del fragmento del
promotor 123P1 @ (delta) c-Myc disminuye en presencia tanto de la
oncoproteina E6 como de la oncoproteina E7, siendo un efecto aun mayor que
en el fragmento sin mutar, disminuyendo su actividad alrededor del 90%.
Resultados ya reportados por nuestro grupo, en los que se evalud la actividad
del promotor completo, el fragmento de 123 pb y el fragmento mutado,
mostraron que la delecién del extremo 5’ incrementaba alrededor de 5 veces la
actividad del fragmento de 123 pb con respecto al promotor completo, sin
embargo, en presencia de la mutacion la actividad del promotor descendia a
una actividad semejante a la del promotor completo, lo que sugeria que este
sitio jugaba un papel importante en la actividad del promotor. De tal manera que
el efecto que estamos observando en presencia de las oncoproteinas virales en
el fragmento mutado sugiere que su efecto no es a través de este sitio de union,
por lo que es importante continuar evaluando, a través de que sitios podrian

estar ejerciendo su efecto.

Sin embargo como se menciond previamente el sitio putativo de union a
c-Myc- sobrelapa con un sitio de iniciacion de la transcripcion, el cual podria ser
clave para la actividad de este promotor lo que explica en parte el descenso en

la actividad del mismo cuando es mutado.
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La perspectiva de este trabajo es continuar con el estudio de los
mecanismos de regulacién aln poco esclarecidos para este promotor, con la
finalidad de identificar qué factores estan incrementando la actividad del mismo
en cancer CaCu para generar estrategias que permitan disminuir su actividad y
en consecuencia, la a2,6 sialilacion asociada con una mayor capacidad de
invasion del tumor. Esto proporcionaria un nuevo enfoque terapéutico en el
tratamiento de CaCu a través de la regulacion de la expresion de genes

asociados con un fenotipo maligno.
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CONCLUSIONES

Las oncoproteinas virales E6 y E7 disminuyen la actividad del
promotor P1 del gen siatl, en células C33, este efecto parece ser
ejercido en la region de 123 pb (-99 a +24 pb) siendo aparentemente

independiente del sitio de union a c-Myc.
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ANEXOS

Descripcion de técnicas

Células competentes

. Un dia antes se prepara un precultivo en 5 ml de LB con 100 pl de

E. coli TOP10 y se deja incubar por 12 horas en agitacion

constante de 250 rpm a 37°C.

. Se coloca un precultivo nuevo con 100 pl de E. coli TOP10 y se

deja incubar por 3 % horas en agitacion constante de 250 rpm a
37°C.

. Se mide la densidad en el espectrofotometro, la cual es 6ptima

0.6, una vez revisado esto se coloca en hielo por 15 min.

. Se empaquetan las bacterias (los 5ml) en un tubo de plastico de

15 ml y se centrifuga a 4’000 rpm por 10 min a 4°C.

. Se tira el sobrenadante y se lava la pastilla con 500ul de CaCl,

0.1M y se pasa a un tubo de 1.5 ml, nuevamente se incuba en

hielo por 15 min.

. Se centrifuga a 4°000 rpm por 10 min a 4°C, se decanta el

sobrenadante y se agregan otros 100ul de CaCl, y se re suspende
con cuidado.

Cultivo celular

Para mantener la linea celular C33A se realiza el siguiente procedimiento:

. Se revisa que las células no posean ninguna anomalia o

contaminacion en el microscopio invertido, cuando se encuentren
a una confluencia de entre 80 — 100% se dividen y se lavan, de lo

contrario solo se lavan.

2. Se retira el medio DMEM vy se resuspenden las células.
. Se lava 3 veces con 2.5 ml de PBS.
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. Se tripsinisa con 0.5 ml, se homogeniza y retira la tripsina, las

células se revisan en el microscopio.

Se incuba en la estufa por 3 minutos y se lleva a revisar al
microscopio, una vez que se hayan despegado del fondo de la
caja p25, se deben ver brillantes y redondas.

Se agrega medio DMEM vy se resuspende hasta homogenizar con
2 mly se retira el exceso, dejando solo 3 gotas.

Se agregan 5 ml de medio DMEM.

Ensayo de luciferasa con el Kit Dual Luciferasa Promega

ok LN

o

Pasadas las 24 horas se saca la placa de la incubadora.

Se retira el medio DMEM y se lavan una vez con PBS 1x.

Se agregan 100 pl de buffer de Lisis al 1xpor pozo.

Se agita a 1000 rpm por 15 minutos.

Se toman 20 pul del pozo y se pone en un tubo eppendorf de 1.5
ml.

Se llevan las muestras al Luminometro Glomax 20/20.

En condiciones de oscuridad se agregan 20 pl de LAR1 y se
mezcla vigorosamente con la micropipeta, se inserta el tubo en el

Glomax y se toma la medida.

8. Se agrega LAR2 (20 pl) y se mezcla vigorosamente.

9. Se toman las medidas y se desechan las muestras.

Ensayos de transfeccion con lipofectamina

. Se ponen 150 pl de DMEM sin suero y sin antibiotico en los tubos

eppendorf de 1.5 ml
Se agregan 3 pl de lipofectamina y se mezcla suavemente con la
micropipeta.

Se incuba a temperatura ambiente por 5 minutos.
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4. Una vez descongelados los pladsmidos se agregan con las
concentraciones indicadas en cada respectivo ensayo.

5. Se mezclan con cuidado utilizando la micropipeta, una vez
mezclados se pasan los tubos con medio y lipofectamina, se
mezclan nuevamente con cuidado resuspendiendo con la
micropipeta.

6. Se incuba a temperatura ambiente por 20 minutos.

7. La placa en donde fueron sembradas las células C33A se lava,
retirando el medio y agregando PBS 1x estéril con cuidado una
sola vez, se retira inmediatamente el PBS.

8. Se agregan 400 pl de medio sin suero por pozo.

9. Ya pasados los 20 minutos se agregan 100 pl 5 de cada uno de
los complejos por pozo, esto se realiza moviendo suavemente la
placa mientras se agrega por goteo con mucho cuidado.

10.A las 6 horas se les retira el medio sin suero, se lavan una vez con
PBS 1x estéril y se les pone medio con suero.

11.Se esperan 24 horas para hacer el ensayo de luminiscencia.

Purificacion de ADN plasmidico con el kit Nucleobond Purification Xtra Maxi

Plus

1. Hacer un precultivo de las células agregando una colonia en 3 -5
ml de medio LB liquido, dejar por 8 horas a 250 rpm y 37°C.

2. Cultivar una asada del precultivo (100pul) en 500 ml con antibiético,
dejar 12 -16 horas a 250 rpm a 37°C.

3. Centrifugar a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C.

4. Resuspender la pastilla en 12 ml de Buffer RES y vortexear hasta
disolver completamente. Se debe revisar que el LYS este
suspendido.

5. Agregar 12 ml de Buffer LYS a la mezcla, homogenizar por

inmersion e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
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6. Mientras se incuba la muestra se procede a equilibrar la columna
con 25 ml de Buffer EQU. Agregar el Buffer rodeando el filtro.

7. Una vez incubada la muestra agregar 12 ml de NEU a la muestra
y mezclar por inversion de 10 — 15 veces hasta que se
homogenice (no usar vortex).

8. Verter el lisado en la columna (filtro papel) y descartar el
sobrenadante.

9. Lavar el filtro con 15 ml de EQU rodeando el filtro y desechar el
filtro.

10.Lavar la columna con 25 ml de buffer WASH procurando cubrir
toda la superficie de la columna.

11.Trasferir la columna a un tubo estéril falcon de 50 ml.

12.Agregar 15 ml de ELU a la columna, tomar el sobrenadante y
desechar la columna.

13.Agregar 10.5 ml de isopropanol al tubo y mezclar en el vortex,
incubar 2 minutos a temperatura ambiente.

14.Por otra parte, quitar el embolo a la jeringa y poner el filtro.

15.Agregar la mezcla a la jeringa e ir bajando el embolo lentamente,
se desecha el sobrenadante.

16.Quitar el filtro, quitar el embolo, poner el filtro y agregar 5 ml de
etanol al 70%, desechar el sobrenad8ante.

17.Retirar el filtro, retirar el embolo poner el filtro y pasar aire para
secar el filtro, repetir por 16 veces o hasta que no salga nada de
liquido.

18.Retirar el filtro y pasarlo a la jeringa pequeiia recordando quitar el
embolo antes.

19.Colocar 500 pl de Tris (Tris/HCI, 5mM, pH 8.5 6 H,O estéril) y
pasar por la jeringa, recolectar en un tubo de 1.5 ml, volver a
quitar el filtro, el embolo, poner el filtro y volver a pasar 500 ul

recolectados en el tubo.
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20.Repetir el paso 19 pero con Tris 6 H,O nuevo (500 pl).

Siembra de E. coli TOP 10

En condiciones de esterilidad se toman 100 pl de E. coli TOP10 y

se agregan a 5 ml de medio LB estéril.

2. Seincuban en al agitadora a 37°C y 250 rpm durante 24 horas.

Estan listas cuando el medio LB ya no se observa transparente

sino lechoso.

Transformacién de células competentes

1.

N o g &~ w

Inmediatamente después de seguir el procedimiento para realizar
las células competentes se agrega el plasmido que se desea
clonar, 2ul (depende de la concentracion a la que se encuentre).
Se mezcla e incuba 10 min en hielo, posteriormente se da un
choque térmico a 42°C por 45 segundos en el termoblock vy
rapidamente se incuba 2 min en hielo.

Agregar 1 ml de medio LB e incubar.

Incubar a 37°C a 250 rpm por 1hr.

Centrifugar a 4’000 rpm por 10min a 4°C.

Decantar y agregar 300l de LB.

Resuspender y plaquear (100-300pl, depende de la concentracion

de bacterias).
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Soluciones

Antibi6tico para DMEM

Marca Sigma, contiene 10°000 U/Penicilina, 10 mg de estreptomicina y

25 pg de anfotericina B/ml
Cloruro de Calcio (CICay) 0.1 M para células competentes

Para preparar 25 ml se usan 0.277 g de ClCa2, peso molecular de
110.994 mol, se afora con agua di destilada, se esteriliza a 120°C y 15 Lb de

presion durante 15 min.
Gel de Agarosa

Se agregan 0.35 g de agarosa en 35 ml de TBE 1x, se disuelve en el
magneético y se eleva ligeramente la temperatura, una vez disuelto el gel se

espera a que se enfrie y sin que gelifigue se agregan 3 ul de Bromuro de Etilo.
Lipofectamina 2000

Es un reactivo patentado por invitrogen para transfectar acidos nucleicos
en una amplia gama de lineas celulares eucariotas con un alto nivel de

eficiencia.
Medio de cultivo Dulbecco’s Modificado Eagle’s Medium (DMEM)

Marca Sigma, alto en glucosa 13.4 g/L es una modificacion del Basal
Medium Eagle (BME), y que contiene una concentracion cuatro veces mayor de
aminoacidos y vitaminas entre otros componentes, contiene 4'500 mg/L de

glucosa, 110 mg/L de piruvato de sodio y 4 mM de L-glutamina.
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Medio de cultivo Luria Bertani (LB)

Para preparar 1 L. Se usan 10 g de bacto triptona (se puede usar
peptona de caseina), 5 g de extracto de levadura, 10 g de cloruro de sodio
(NaCl) y en dado caso de que sea gelificado se agregan 15 g de bacto agar. Se
afora con agua didestilada a 1 L. Se esteriliza a 120°C y 15 Lb de presion

durante 15 min.
PBS 1x

Es usado para retirar los residuos de medio, desechos celulares, suero y
antibiotico de los cultivos celulares, y asi aumentar la eficiencia de la Tripsina.
Para preparar 1 L. Se usan 1.44 g de fosfato de sodio (Na;HPO,), 0.24 g de
fosfato de potasio (KH,PO,), 8 g de cloruro de sodio (NaCl) y 0.2 g de cloruro
de potasio (KCI), se afora con agua di destilada a 1 L y se disuelve en el

agitador magnético. El pH se ajustaa 7.2 — 7.4.
Stock de Ampicilina

Se prepara a una concentracion de 100 mg/ml, se diluye con solucion
inyectable, se mantiene en hielo durante su uso, si se guarda a 4°C se
mantiene hasta por 4 meses, si se conserva en el congelador a -20°C, perdura
hasta 12 meses.

Suero Bovino Fetal (SFB)

Se adiciona al 5% en el DMEM, de marca Gibco de Invitrogen.

Tripsina EDTA

Marca Sigma, contiene 2.6 g de tripsinay 0.2 g de EDTA
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Abreviaturas

aa
ADN
ARN
ARNmM

Asn
bHLH-LZ

CaCu
Cys
DMEM
HCI
Inr
KCI
kDa
LB
mM
NaCl
NIC
nm
P1
pb
PDZ

Rb

Rluc
rpm
Ser
SFB
siatl
STs
ST6Gal |
Thr
VPH

Aminoéacidos

Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Asparagina

Proteina con estructura hélice-asa-hélice/cierre
leucina basica

Céancer cervicouterino

Cisteina

Dulbecco’s Modificado Eagle’s Medium
Acido clorhidrico

Sitio de inicio de la transcripcion
Cloruro de potasio

Kilo Dalton

Medio Luria Bertani

Mili molar

Cloruro de sodio

Neoplasia Intraepitelial Cervical
Nandmetro

Promotor 1

Pares de bases

Proteina con estructura de dedos de zinc

Retinoblastoma

Renilla luciferasa

Revoluciones por minuto

Serina

Suero bovino fetal

Gen de la ST6Gal |
Sialiltransferasas

B-galactésido-a 2,6 sialiltransferasa
Treonina

Virus del papiloma humano
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