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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es el cuarto cdncer mas comuan en la mujer a nivel
mundial y representa la segunda causa de muerte por cancer en mujeres de 15 a
44 anos en México. El virus del papiloma humano (VPH) es el agente etiolégico del
CaCu. Los tipos de VPH 16 y 18 son responsables de alrededor del 70% de todos
los casos de cancer de cuello uterino en el mundo. Los genes E5, E6 y E7 se
consideran oncogenes virales ya que se ha demostrado inducen la inmortalizacion
y la transformacion celular.

La oncoproteina E5 del VPH16 es una proteina membranal localizada en aparato
de Golgi, reticulo endopldsmico y membrana nuclear. Dentro de sus funciones esta
su participacion en la evasion del virus a la respuesta inmune.

Durante la transformacion maligna existen cambios en la expresion de glicanos, se
ha relacionado con cambios en funciones celulares asociadas al fenotipo maligno,
como mayor capacidad de invasion y metastasis.

En nuestro grupo de investigacion se ha encontrado que la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7 se relaciona con cambios en la expresion de glicogenes.
En este estudio se evalud el efecto sobre la expresion de glicogenes de la
oncoproteina E5 del VPH 16, en una linea celular de queratinocidos transfectada de
manera estable. Los genes alterados se evaluaron mediante un microarreglo de
expresion y algunos de ellos se validaron por RT-PCR cuantitativa. El andlisis de
los microarreglos de expresion mostré alteraciones en la expresion de ciertos
glicogenes, encontrando un incremento en ST6GAL1, ST3GAL3, CHST2 y MANBA,
y una disminucion en UGT2B15, GALNT11, NDST2 y UGT1A10. Mediante analisis
in silico se identificaron vias de glicosilacién alteradas en presencia de ES5,
encontrando alteracién en la sintesis de glicanos sialilados, queratan sulfato y
glicosaminoglicanos. Este es el primer estudio que reporta el efecto de E5 del VPH

16 sobre la expresion de glicogenes.






.  INTRODUCCION

1.1. Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es una enfermedad en la cual las células del cuello
uterino se vuelven anormales y comienzan a crecer de manera incontrolable. El cuello
uterino esta formado por dos tipos de epitelios, el epitelio escamoso estratificado y el
epitelio columnar simple mucosecretor. El carcinoma de células escamosas se origina
como su nombre lo dice en el epitelio escamoso y es la forma histolégica mas comun
de tumor cervical, representando mas del 90% de los canceres que se originan en
este sitio. Aproximadamente el 6% de los tumores cervicales son adenocarcinomas y
se originan en el epitelio columnar y menos del 2% corresponden a carcinomas
adenoescamosos (mixtos) (Bruni L, Barrionuevo-Rosas L, Albero G, Serrano B, Mena
M, Gémez D, Mufioz J, Bosch FX & S, 2017; Sarenac & Mikov, 2019). Ademas, existen
otros tipo de carcinomas y sarcomas cervicales que presentan una baja frecuencia
(Sarenac & Mikov, 2019).

Con aproximadamente 570,000 casos y 311,000 muertes en el afio 2018, el
CaCu es la cuarta neoplasia maligna femenina mas comun en todo el mundo (Bray F,
Ferlay J, Soerjomataram |, Siegel RL, Torre LA, 2018; Cohen PA, Jhingran A, Oaknin
A, 2018), ocupando el segundo lugar en incidencia y mortalidad después del cancer
de mama en entornos de indice de desarrollo humano mas bajos (Bray F, Ferlay J,
Soerjomataram |, Siegel RL, Torre LA, 2018; Globocan 2018).

Existen diversos factores de riesgo para desarrollar CaCu, entre ellos, inicio
temprano de vida sexual, multiples parejas sexuales o parejas de alto riesgo,
inmunosupresion (VIH), (Cohen PA, Jhingran A, Oaknin A, 2018; Lépez, Ay Lizano,
2006), multiples embarazos, embarazos en adolescencia, tabaquismo, malos
habitos alimenticios (Kumar, 2016), uso prolongado de anticonceptivos, edad,
predisposicion genética y la infeccion persistente con virus del papiloma humano
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(VPH) de alto riesgo (Lépez, Ay Lizano, 2006), siendo esta Ultima, la principal causa
de CaCu, presente en la mayoria ( 99.7%) de los casos (Cohen PA, Jhingran A,
Oaknin A, 2018; Lopez, Ay Lizano, 2006). La presencia de la infeccion por VPH de
alto riesgo no es suficiente para inmortalizar y transformar las células epiteliales del
huésped; alteraciones genéticas y epigenéticas son necesarias para el desarrollo
de la carcinogénesis (Saavedra, Brebi, & Roa, 2012).

El riesgo relativo de desarrollar CaCu es aproximadamente un 65% mas alto en
mujeres con un hallazgo positivo de VPH en comparacion con aquellas con un
hallazgo negativo y también se establecié que en mujeres con infeccion persistente
por VPH, existe un mayor riesgo de progresion de la enfermedad encontrando con
frecuencia una neoplasia intraepitelial cervical 1l o IIl (NIC Il y NICIII) en un periodo
de 2 afios en relacién con mujeres con un hallazgo negativo de un VPH (Sarenac &
Mikov, 2019).

1.2. Clasificacion y epidemiologia del Virus del Papiloma Humano

Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae. Estos virus infectan epitelios
secos y humedos (Bernard, 2005; Lazarczyk, Cassonnet, Pons, Jacob, & Favre,
2009; Zhi-Ming Zheng and Carl C. Baker, 2006). Su clasificacion esta basada en la
comparacion de secuencia nucleotidica del marco de lectura abierto (ORF, Open
Reading Frame) del gen L1 que codifica para la proteina mayor de la capside viral.
Se considera un nuevo genotipo cuando la identidad de la secuencia es menor al
90%. Los subtipos o variantes tienen una identidad de nucleétidos de entre 90-98%
o mas del 98%, respectivamente (De Villiers, Fauquet, Broker, Bernard, & Zur
Hausen, 2004; Hans-Ulrich Bernard, Robert D. Burk, Zigui Chen & Harald zur
Hausen, 2010; Lazarczyk et al., 2009; Mok, Wong, Lu, Munger, & Nagymanyoki,
2018). Un sistema de clasificacion alternativo esta basado en la secuencia de
nucledtidos de los marcos de lectura abiertos (ORF open reading frame) de E1 y

E2. Ademas, los VPH también se clasifican de acuerdo con sus tropismos de tejido



(cutdneo o mucoso) y de acuerdo con sus potenciales oncogénicos (Lazarczyk et
al., 2009).

En la actualidad, se han identificado mas de 200 genotipos de VPH y se
agrupan filogenéticamente en diferentes géneros (S. V. Graham, 2017; Lazarczyk
et al., 2009; Mok et al., 2018). Se han definido evolutivamente cinco grupos de
genotipos de VPH: a, B, vy, B y v. De éstos, el grupo mas grande es el a, que contiene
64 genotipos, los cuales infectan principalmente los epitelios de la mucosa (S. V.
Graham, 2017; Hans-Ulrich Bernard, Robert D. Burk, Zigui Chen & Harald zur
Hausen, 2010). M&s de 40 genotipos son capaces de infectar el tracto anogenital.
Estos genotipos de VPH se clasifican en dos grupos segun su potencial oncogénico.
Los VPH de bajo riesgo (VPH 6 y VPH 11) estan relacionados con verrugas
genitales y los VPH de alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 51, 56, 58,
59, 68, 73, 82) causan neoplasias intraepiteliales que puede progresar a carcinoma
(S. V. Graham, 2017; Mok et al., 2018; zur Hausen, 2002). Los VPH del grupo
(VPH 5, 8, 17, 20, 24, 36 y 38) infectan principalmente epitelios cutaneos. La
infeccibn con estos genotipos asi como la radiacion UV, se han asociado a
carcinomas de células escamosas no melanoma, que representa el cancer humano
mas comun. Los VPH de los tres grupos restantes (y, gy y v) normalmente solo

causan enfermedades benignas (S. V. Graham, 2017).

El VPH 16 causa aproximadamente el 55% de los canceres de cuello uterino,
el VPH 18 el 15% de los casos y el resto son causados por otros VPH de alto riesgo
(S. V. Graham, 2017). Mientras que el VPH 18 es un genotipo fuertemente asociado
con el adenocarcinoma de cuello uterino, el VPH 16 esta relacionado con carcinoma
de células escamosas (Woodman, Collins, & Young, 2007). En México, se han
reportado a los genotipos VPH 16 y 18, como los mas prevalentes en pacientes con
CaCu, seguidos de otros genotipos como VPH 45, 58, 52, entre otros (Aguilar-
Lemarroy A, Jave-Suarez LF, 2015; Flores-Miramontes et al., 2015; lllades-Aguiar
et al., 2009). Siendo, el VPH 16 el mas frecuente, en CaCu, lesiones pre-

neoplasicas y en muestras con citologias normales.



Las infecciones genitales por VPH son particularmente frecuentes en
personas jovenes sexualmente activas (Mok et al., 2018). Sin embargo, la mayoria
de las mujeres infectadas eliminan la infeccién (6-12 meses) por mecanismos
inmunoldgicos, reduciendo la progresion al CaCu (Lizano-soberdn, Marcela, 2009;
zur Hausen, 2002). Es importante mencionar, que en la actualidad, el VPH esta
asociado con canceres en sitios anatémicos distintos de la regién anogenital, como
la boca y garganta (S. V. Graham, 2017; Ryu, 2017), amigdala, la base de la lengua
y la faringe, ademés de relacionarse con cancer de cabezay cuello, préstata, colon,
vejiga, eséfago y mama (S. V. Graham, 2017).

La infeccién inicial con VPH de alto riesgo causa lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LEIBG), la lesion puede permanecer en bajo grado,
retroceder o progresar a lesiones intraepiteiales escamosas de alto grado (LEIAG).
Esta Ultima etapa puede persistir o progresar a carcinoma (Mcmurray, Nguyen,
Westbrook, & Mcance, 2001; K. J. Park & Soslow, 2009; zur Hausen, 2002).

Los cambios premalignos y malignos en el cuello uterino pueden estar
asociados con diferentes factores de riesgo. En una exposicion mas prolongada y
frecuente a estos factores, la posibilidad de cambios patologicos del desarrollo en
el cuello uterino es mayor. Por ejemplo, en el cancer de cuello uterino, la mutacion
p53 es poco comun pero el VPH esta presente en mas del 99% de los tumores
(Sarenac & Mikov, 2019).

Las etapas pre-neoplasicas y el CaCu se pueden detectar mediante citologia
y andlisis colposcopicos (Ryu, 2017; zur Hausen, 2002). La prueba de Papanicolaou
sirve para detectar lesiones asociadas al VPH en el cuello uterino, lo que ha
reducido drasticamente la incidencia y las tasas de mortalidad de la enfermedad
(Mok et al., 2018). Las células coilociticas encontradas en los frotis cervicales de
pacientes con lesiones displasicas representan el cambio citopatolégico de una

infeccion por VPH (zur Hausen, 2009). Ademas de la prueba de Papanicolaou de



tejidos cervicales, las pruebas moleculares para identificar el genoma viral permiten
un diagnéstico temprano del CaCu (Torres-Poveda et al., 2020).

Investigaciones recientes muestran que una mujer que da positivo a infeccion
por VPH en dos ocasiones después de 6 y 12 meses tiene tendencia a desarrollar
lesiones precancerosas del cuello uterino. En el cuello del utero, asi como en los
demas oOrganos genitales no hay aparicion repentina de una lesion cancerosa,
cambios graduales en las células epiteliales se van produciendo a través del tiempo.
La biopsia de la lesion y su andlisis histopatologico dan finalmente el diagnostico
confirmatorio. Los marcadores tumorales de los ultimos afios también toman su

lugar en el diagnéstico de cancer de cuello uterino (Sarenac & Mikov, 2019).

En la actualidad, la prevencion primaria eficaz del CaCu es la vacunacion
contra el VPH. Estas vacunas profilacticas consisten en proteinas L1 del VPH
recombinante que se autoensamblan en particulas similares a virus (VLP). Las
vacunas bivalentes (VPH 16 y 18) y cuadrivalentes (VPH 6, 11, 16 y 18) contra el
VPH han demostrado tener mas del 90% de eficacia en la prevencion de las
infecciones por los VPH 16 y 18. Ademas, desde 2018 se esta implementando una
vacuna nonavalente (VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58) (Cohen PA, Jhingran
A, Oaknin A, 2018; Huh et al., 2017). Debido a que estas vacunas desencadenan
respuestas inmunes humorales e inhiben la entrada viral, no se predice que afecten
las infecciones por VPH que ya estan activas al momento de la vacunacion (Mok et
al., 2018).

1.3. Estructura del genoma del VPH

Los VPH, son pequefios virus de 55 nm de diametro, sin envoltura y con capside
icosaédrica. Su genoma consiste en una molécula de ADN circular de doble cadena
de aproximadamente 8 kb. El genoma del VPH se divide en tres regiones: una
region regulatoria rio arriba o regién larga de control (URR, upstream regulatory

region o LCR, long control region) que abarca aproximadamente el 10% del



genoma; una region temprana (E, Early), que ocupa més del 50% del genoma y una
region tardia (L, Late), que abarca casi el 40% del genoma (Hausen, 1996;
Lazarczyk et al., 2009; Zhi-Ming Zheng and Carl C. Baker, 2006). Las tres regiones
en todos los VPHSs estan separadas por dos sitios de poliadenilacion (pA): sitios pA
(AE) temprano y pA (AL) tardio (Zhi-Ming Zheng and Carl C. Baker, 2006) (figural).
El genoma del VPH 16 contiene dos promotores principales, el P97 que se
encuentra rio arriba del marco de lectura abierto (ORF, open reading frame) de EB6,
responsable de casi toda la expresion génica temprana y que es activo en células
basales no diferenciadas y P670, un promotor tardio que se encuentra dentro del
ORF de E7, activo en queratinocitos diferenciados y responsable de la expresion de
genes tardios (Zhi-Ming Zheng and Carl C. Baker, 2006).

La LCR, se localizario arriba de la regién E, no tiene funcidn codificante, pero
contiene secuencias regulatorias que actian en cis y que participan en el control de
la replicacién y la transcripcidon de los genes virales, en ella se encuentra el origen
de replicacion, el promotor temprano (Pe), el promotor tardio (PL), y un elemento
regulatorio tardio que participa en el control post-transcripcional (LRE, late
regulatory element) (S. V. Graham, 2017; Lazarczyk et al., 2009; Ryu, 2017). El
extremo 5" de la LCR contiene sitios de terminacién y poliadenilacion para los
transcritos tardios. El extremo 3’contiene un Unico sitio de uniébn a E1, que
corresponde al origen de replicacion y secuencias reconocidas por la proteina viral
E2 y factores de transcripcién que definen el promotor que regula la expresion de
E6y E7. Dentro de los multiples sitios de union de factores de transcripcion celulares
se encuentran AP-1, cEBP, YY1, Oct-1, TEF-1, TEF-2 TFIID, Spl, NF-1, KRF-1y
receptor de glucocorticoides y receptor de progesterona (GR / PR), (Lazarczyk et
al., 2009) (figura 1).
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Figura 1. Organizacién del genoma del VPH 16. Se muestra la region de expresion
temprana (E), los genes que contiene y la funcién celular de cada uno de ellos, se muestra
la region de expresion tardia (L), los genes estructurales que contiene. La regién LCR se
muestra amplificada, sefialando los sitios de unién a factores de transcripcion tanto
celulares como virales y el origen de replicacion (Lazarczyk et al., 2009).

Laregion L, codifica las dos proteinas estructurales, L1y L2, que se expresan
en células que experimentan diferenciacién terminal. Ambas forman la capside viral,
donde L1 es la principal proteina estructural y L2 es la proteina secundaria
(Lazarczyk et al., 2009; Ryu, 2017; Zhi-Ming Zheng and Carl C. Baker, 2006). El
genoma viral esta protegido por una capside icosaédrica que comprende 360 copias
de la proteina L1, organizada en 72 capsOmeros pentaméricos, que probablemente
tienen una copia de L2 en el centro (S. V. Graham, 2017).

La region temprana contiene 6 ORFs que codifican para las proteinas tempranas
El, E2, E4, E5, E6 y E7, implicadas en la regulacion de la replicacion y expresion
del genoma viral (Tabla 1).



Tabla 1. Proteinas del VPH y funciones asociadas

Mantiene el ADN viral episomal

Proteina | Funcién en el ciclo viral Actividades Proteinas
viral blanco
El Replicacién del genoma viral Actividad de | RPA,
unién al ADN, | topoisomerasa,
actividad polimerasa a-
helicasa, primasa
ATPasa
E2 Transcripcion de genes virales Transactivacion/ | Brd4, ChiR1
Replicacibn 'y mantenimiento del | transrepresion,
genoma viral actividad de
union al ADN,
segregacion del
ADN en células
mitéticas
E4 Desconocido Destruccion de | Citoqueratina
la red de | 8/18
queratina,
induccién  del
arresto de Gx;M
del ciclo celular
E5 Involucrado en la proliferacién y/o | Afectacion de la | EGFR,
inhibicién de apoptosis. via de | PDGFR,
sefalizacion ATPasa-V,
celular MHC1, receptor
TRAIL, receptor
FAS
E6 Reactivacién de los mecanismos de | Interaccion con | p53, ADA3,
replicacion celular varias proteinas | p300/CBP,
Proliferacion, inmortalizacion, | celulares E6AP, SP1, c-
inhibicién de apoptosis Myc, NFX1-91,
Mantenimiento del genoma viral TERT, FAK,
FADD, caspasa
8, BAX, BAK,
IRF3, proteinas
con dominio
PDZ
E7 Reactivacion de los mecanismos de | Interacciébn con | RB, pl07,
replicacién celular varias proteinas | p130, HDAC,
Proliferacion, inestabilidad gendmica, | celulares E2F6, p21, p27,
inhibicion de apoptosis ciclina  CDK,
Mantenimiento del genoma viral ATM, ATR,
tubulina
gamma
L1 Proteina de la capside mayor - -
L2 Proteina de la capside menor - -

Se muestra la funcién en la que estan involucradas, asi como las proteinas celulares con
las que interaccionan (Kajitani, Satsuka, Kawate, & Sakai, 2012).
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1.4. Ciclo replicativo del VPH

La infeccion con el VPH se ve facilitada por la presencia de superficies epiteliales
erosionadas. Las infecciones anogenitales se transmiten principalmente por
contacto sexual (Hausen, 1996; zur Hausen, 2002). El ciclo de vida del VPH
depende de la maquinaria de replicacion de las células hospederas y la
diferenciacion del epitelio escamoso del cérvix. En primer lugar, como la
diferenciacion de los epitelios estratificados se asocia con una continua renovacion
celular y la descamacién de queratinocitos terminales diferenciados, el
mantenimiento del virus dentro del tejido requiere la infeccion de las células
epiteliales basales (Kajitani et al., 2012; Lazarczyk et al., 2009; Saavedra et al.,
2012; zur Hausen, 2002).

El VPH puede acceder a las células epiteliales basales en divisibn mediante
microabrasiones en el epitelio, adhiriéndose a las células a través de moléculas
comunes de la superficie celular, como los proteoglicanos de sulfato de heparanoy
la integrina a6, esta unién induce un cambio conformacional en la capside viral, lo
que le permite unirse al receptor celular. La entrada del virus es a través de
endocitosis calveolar o mediada por clatrina (S. V. Graham, 2010).

Tan pronto como el queratinocito de la mucosa se ha infectado con VPH-16,
el genoma viral migra al nacleo celular. La maquinaria de transcripcion celular activa
la transcripcion del promotor temprano especifico del epitelio, p97 (Johansson &
Schwartz, 2013).

La expresién de los genes del VPH esta estrechamente regulada y ligada a
la diferenciacion epitelial. El ciclo comienza cuando las particulas virales infectan
las células de la capa basal del epitelio. En la capa basal del epitelio, el genoma
viral permanece estable en forma de un episoma con un bajo nimero de copias,
haciendo el reservorio del virus. Las células infectadas de la capa basal pueden
dividirse y comenzar su diferenciacion mientras migran hacia las capas
superficiales, al diferenciarse las células pierden su capacidad de division. Algunos
genomas virales permanecen en las células de la capa basal, autoreplicAndose y
manteniendo la infeccion. En las capas externas del epitelio, el ADN viral es

11



empaquetado en las capsides y el linaje es liberado para el nuevo ciclo replicativo
(Kajitani et al., 2012; Saavedra et al., 2012).

Las proteinas E1 y E2 del VPH se expresan en las células de la capa basal,
participando en la replicacion del genoma viral, junto con las polimerasas celulares.
La proteina E2 también participa en la segregacion de genomas virales durante la
division de células madre o basales. El virus tiene que hacer frente a la pérdida del
potencial de proliferacion de las células diferenciadas. Una vez que salen de la capa
basal, las células epiteliales dejan de proliferar e inician un programa de
diferenciacion terminal. Por otro lado, la expresion de algunos de los genes virales
requiere factores de transcripcion, que surgen solo en queratinocitos diferenciados.
Por lo tanto, aunque el VPH necesita division celular, también requiere una
diferenciacion retardada, o que genera un entorno con condiciones que aseguren
la replicacion del ADN del VPH en la capa suprabasal y granular (Saavedra et al.,
2012).

La proteina E7 es crucial para el mantenimiento de la proliferacion en las
capas superiores del epitelio con la cooperacion de E6. Ademas, E7 promueve la
progresion de la fase S en células diferenciadas, mientras que la proteina E6
participa en la prevencion de la apoptosis, que puede inducirse en respuesta a una
entrada de fase S no programada. Esto probablemente sea el resultado de un
equilibrio entre factores que controlan el ciclo celular (inhibidores de quinasa
dependiente de ciclina) y virales (E7). Aparentemente, el equilibrio entre estos
factores se mantiene en la mayoria de las células y la division celular puede iniciarse
solo en algunas de ellas. A diferencia de las lesiones benignas, cuando el epitelio
presenta una progresion al cancer, las células en divisién se vuelven comunes en
las capas suprabasales, lo que podria representar una consecuencia de la
desregulacion de la normalidad. Esto podria ser resultado de la pérdida de un
"regulador negativo”, como lo es E2, lo que genera un aumento en la expresion de
E6 y E7. La integracion del ADN del VPH en el genoma del hospedero interrumpe
el ORF E1 o E2, mientras que los ORF E6 y E7 permanecen intactos. Dado que la

proteina E2 reprime la expresion de los genes E6 y E7, la pérdida del ORF E2 en la
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integracion del ADN viral promueve la sintesis de las proteinas E6 y E7,
probablemente contribuyendo asi a desarrollo del cancer(Lazarczyk et al., 2009).
Como resultado, la estratificacion celular normal se altera, con células nucleadas y

en divisibn que se encuentran tanto en la capa suprabasal como en la superior.

Liberacién del virus

—/.§ Coérnea
Ensamble viral F‘i \ (0 o \ A

(L1,L2) - & & ... °
RN O [ (I o«
8,000/1 T e ... CRCIF " E Granular
°
E1 Replicacion ®
viral
(E1,E2,E4,E6,E7)
‘ >~ Capas de la
- epidermis
> 4 . Suprabasal
Mantenimiento del

genomal Proliferacion
celular
Ez (E1,E2,E5,E6,E7)

Mantenimiento del
genoma (E1,E2)

% Dermis

Figura 2.Ciclo replicativo del VPH. Se muestran las diferentes capas del epitelio
escamoso de cérvix. La expresion de los genes virales a través de la diferenciacion del
epitelio y su funcién (Lazarczyk et al., 2009).
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1.5. Oncoproteinas E6y E7 del VPH

Los VPH de alto riesgo difieren de los de bajo riesgo, principalmente por las
propiedades biolégicas de las proteinas E6 y E7, que desempefian un papel central
en el proceso de transformacion maligna (Lazarczyk et al., 2009). Actualmente, se
sabe que E6 y E7 también estan vinculadas a varias proteinas involucradas en los
procesos de adhesion celular, apoptosis, ciclo celular, reparacién del ADN,
metabolismo, traduccidn y sefiales de transcripcion (Saavedra et al., 2012). Las

proteinas E6 y E7 contribuyen a la progresion tumoral (zur Hausen, 2002).

1.5.1. Oncoproteina E6

E6 del VPH 16 es una proteina de 151 aminoécidos, contiene dos dedos de zinc
formados por dos pares de motivos CXXC, importantes para sus funciones. Similar
a E7, carece de actividades enzimaticas intrinsecas y de union especifica a ADN.
Su principal blanco celular es el supresor tumoral p53, que detecta el estrés celular
y desencadena la detencion en G1 del ciclo celular y/o la apoptosis. E6 se une a la
ubiquitina ligasa celular EGAP (proteina asociada a E6), lo que lleva a un cambio
conformacional de E6 que permite la formacion del complejo trimérico E6/E6AP/p53,
que dirige a la degradacion proteolitica de p53 mediada por ubiquitina (Hoppe-
Seyler, Bossler, Braun, Herrmann, & Hoppe-Seyler, 2018; Martinez-zapien et al.,
2016; Mok et al., 2018; Tomai¢, 2016). Ademas de su actividad anti-apoptética
mediante la inactivacién de p53, E6 tiene blancos celulares pro-apoptéticos como

Bak, altamente expresada en capas epiteliales superficiales (Tomaic, 2016).

La oncoproteina E6 del VPH de alto riesgo, participa en la desregulacién de
la maquinaria de la replicacion del ADN celular (Tomai¢, 2016). E6 del VPH-16
induce la actividad de la telomerasa en células epiteliales primarias a través de la
transactivacion transcripcional de la subunidad catalitica de la telomerasa
hTERT(Tomai¢, 2016; Veldman T, Horikawa |, Barrett JC, 2001). E6 también
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interactla con otros componentes de la maquinaria apoptética del huésped, como

el receptor 1 del factor de necrosis tumoral (TNF R1) (Tomai¢, 2016).

1.5.2. Oncoproteina E7

E7 del VPH es una proteina de 98 aminoacidos que tiene un dominio C-terminal de
unidn a zinc, cuya integridad estructural es critica para su actividad (Tomai¢, 2016).
Contiene sefiales de importacion y de exportacion nuclear y se ha detectado tanto
en el nlcleo como en el citoplasma. Carece de actividades enzimaticas intrinsecas
conocidas, no se asocia con secuencias especificas de ADN y funciona al asociarse
y modificar complejos de proteinas reguladoras celulares del hospedero (Hoppe-
Seyler et al., 2018; Mok et al., 2018). La proteina E7 se une a pRb con alta afinidad
y bloguea la regulacion del ciclo celular impulsado por este factor (Lazarczyk et al.,
2009). pRb tiene un papel critico en la regulacion del ciclo celular, controlando la
transicion de la fase G1 a S (Tomaic¢, 2016). Por tanto, la liberacién de los factores
de transcripcion E2F de su complejo con pRb inducida por E7, resulta en la sintesis
de genes celulares implicados en la replicacién del ADN celular y finalmente en la
progresién hacia la fase S (Lazarczyk et al., 2009).

Las proteinas E7 de todos los tipos de VPH se unen a los miembros de la
familia Rb, pero las proteinas E7 de alto riesgo lo hacen con una afinidad mucho
mayor. La union eficiente de Rb por E7 puede conducir a la inhibicién del
crecimiento celular y a la apoptosis a través de una via dependiente de p53. Como
resultado, las proteinas E6 de alto riesgo han evolucionado para dirigirse al supresor
tumoral p53 para la degradacion, evitando la inhibicion del crecimiento celular tanto
en células no diferenciadas como diferenciadas (Moody & Laimins, 2010).

La proteina E7 también interactia con p16, p21, p1l07 y p130, proteinas
importantes en la regulacion de la proliferacion celular, la diferenciacion y la

apoptosis, a traves de sus interacciones con diferentes moléculas (Lazarczyk et al.,
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2009; Tomaic¢, 2016). E7 también actua con otras proteinas tales como deacetilasas
de histonas, AP1 e inhibidores de los complejos CDK, como p21 y p27(Chung &
Gillison, 2009; Lizano-soberdn, Marcela, 2009). Ademas, la proteina E7 puede
modificar rdpidamente el control normal de la duplicaciéon del centrosoma, lo que
resulta en la formacién de nimeros anormales de centrosomas y centriolos, lo que
conduce a aberraciones en el nimero de cromosomas, en particular a la aneuploidia
(S. Duensing et al., 2000; Lazarczyk et al., 2009).

Tanto E6 como E7 de VPH 16 pueden inducir de manera independiente
anormalidades mitéticas y dafio al ADN en queratinocitos. Ambas proteinas
cooperan para aumentar las anormalidades en la division celular cuando ambos
oncogenes son coexpresados (Stefan Duensing & Minger, 2002; Yugawa, Takashi
and Kiyono, 2009). Esto por medio de una serie de alteraciones epigenéticas
ocurridas tanto en el genoma viral como en el genoma de la célula hospedera. Se
ha demostrado que la hipermetilacion anormal de promotor dirige al silenciamiento
o disminucién de la expresion de genes involucrados en la supresién tumoral asi
como de genes involucrados en diferentes vias regulatorias, tales como la

apoptosis, control de ciclo celular y reparacién de ADN (Saavedra et al., 2012).

La capacidad de las oncoproteinas E6 y E7 de alto riesgo para activar a la
telomerasa e inhibir los supresores de tumores TP53 y RB1 es suficiente para
conducir a una proliferacién descontrolada e inmortalizacién celular prolongadas,
pero la adquisicibn de mutaciones adicionales del genoma del hospedero es
necesaria para la progresion maligna (Mok et al., 2018).
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1.6. Oncoproteina E5y sus blancos celulares

El gen E5, de aproximadamente 230-250 pb, codifica para una proteina de 90
aminoéacidos con un peso molecular de 14 kDa, altamente hidrofébica, que se asocia
a las membranas del aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y ndcleo. Se sabe
que E5 presenta propiedades oncogénicas débiles, pudiendo aumentar la
transformacioén celular mediada por E7. Ademds, se ha sugerido que actia como
oncogen porque modula la activacion del receptor EGF (factor de crecimiento
epidérmico) de manera dependiente e independiente del ligando (Greco et al., 2011)
y tiene la capacidad de unirse e inactivar a la subunidad de 16kDa de la ATPasa
vacuolar, inhibiendo la acidificacion de los endosomas (Oetke, Auvinen, Pawlita, &
Alonso, 2000; Pedroza-Saavedra, Lam, Esquivel-Guadarrama, & Gutierrez-
Xicotencatl, 2010; Venuti et al., 2011).

1.7. Glicosilacion alteraday cancer

La glicosilacion, es una de las modificaciones post-traduccionales mas frecuentes
de las proteinas y lipidos, estas modificaciones son catalizadas por una gran familia
de enzimas denominadas glicosiltransferasas, que son denominadas con base en
el azucar que transfieren, por ejemplo: las fucosiltransferasas transfieren fucosa,
las galactosiltransferasas transfieren galactosa, las sialiltransferasas transfierne
acido siélico (Dall’'olio, 1996; Reis, Osorio, Silva, Gomes, & David, 2010).

Existen dos tipos principales de glicosilacion: la O-glicosilacion en la que los
azucares se unen al grupo hidroxilo de la serina o treonina y la N-glicosilacion, en
la que los azucares se unen al nitrégeno amidico de la asparagina (Dall’olio, 1996;
Hao, Ren, & Xie, 2010; Reis et al., 2010; P. Wang, 2005).

Los glicoconjugados de la superficie celular son fundamentales para la
transformacién oncogénica, facilitando la migracion de células tumorales y la
metastasis por la afectacion de las interacciones célula-célula y matriz-célula. La

mayoria de los modelos de glicosilacion periférica/ terminal son polimorficos en
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humanos y constituyen los grupos sanguineos, entre los cuales son conocidos los

sistemas ABO, secretor, Lewis, T, Tny P (Solérzano et al., 2012).

La glicosilacion aberrante ha sido reconocida por mas de 30 afios como una
caracteristica del cancer (Drake et al., 2010; Powlesland et al., 2009). En algunas
neoplasias, hay frecuentes alteraciones en la estructura de los glicoconjugados de
la superficie celular debido a la biosintesis incompleta, con o sin acumulacion de
precursores, sintesis de neo-glicoconjugados, grandes ramificaciones y glicanos
altamente sialilados y la re-expresion de antigenos glicosidicos del tipo fetal
(Dallolio, 1996; Soldérzano et al., 2012).

Se ha reportado una sobreexpresién de los antigenos sialilados: sialil-Tn,
sialil-T, sialil-Lea-, y sialil-Lex, en la superficie de células cancerosas (P. Wang,
2005). Se ha reportado que sialil-Lewisa y sialil-Lewisx estan involucrados en el
desarrollo de metastasis de tumores de pancreas, colon y adenocarcinoma
pulmonar (Ugorski & Laskowska, 2002).

Los cambios en la O-glicosilacion en la neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
han sido identificados a través del uso de lectinas que muestran diferentes patrones
de reconocimiento, resaltando la importancia de estas estructuras en la progresion
del cancer. Por ejemplo, la lectina MEA muestra una alta capacidad para reconocer
especificamente tejidos de cancer cervical, pero no tejido cervical sano (Solérzano
et al., 2012).

Aungue multiples factores contribuyen a una glicosilacion aberrante en
cancer, uno de los mecanismos principales es la expresion diferencial de genes de
glicosiltransferasas y glicosidasas, cuyos productos estan involucrados en la
sintesis y catabolismo de glicanos (Ghazarian et al. 2011). La sobreexpresiéon de
GALNT6 y GALNT14 se ha reportado en carcinoma de mama y gastrico; y la
sobreexpresion de ST3GAL3 en lineas celulares de cancer pancreatico. Asi
también, la actividad de a-L-fucosidasa tiene relacion con metastasis de carcinoma

hepatocelular (Meany & Chan, 2011).
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En CaCu, un incremento en los niveles de ARNm de sialiltransferasas
ST3Gal lll y ST6Gal | ha sido relacionado con mayor invasion (P. H. Wang et al.,
2001). Por lo tanto, se ha sugerido que los niveles de expresion de estos genes

podrian ser usados como biomarcadores (Meany & Chan, 2011).

1.8. Antecedentes

Estudios previos en nuestro grupo de investigacion, han mostrado cambios en la
glicosilacion y a nivel de transcritos de glicogenes en lineas celulares que contienen

el genoma del VPH y en tejido con lesiones premalignas y cancer cervical.

En el afio 2010, se reportd un incremento de expresion de acido sialico unido
al enlace 02,3 y 02,6 en lesiones premalignas de cérvix (Lopez,D, Reyes, J, Santos,
G, Zenteno, & Vallejo, V, 2010). También se identificé un incremento en la expresion
de sLex en raspados cervicales en relacion al grado de neoplasia (Velazquez-N,
Santos, G, Jiménez, Reyes, J & Vallejo, V, 2012). Estos resultados muestran que
los cambios en la glicosilacion ocurren durante la transformacion temprana y no son
exclusivos del cancer.

Los niveles de ARNm de los genes de las sialiltransferasas ST3Gal llI,
ST3Gal IV y ST6Gal | se reportaron incrementados en lesiones premalignas de
cérvix con respecto a tejido sano (Lépez, D. et al., 2009). Ademas, se ha reportado
que el transcrito de la variante V1 del gen ST3GAL4 disminuye su expresion en
tejidos con lesiones premalignas y cancer cervical con respecto a tejido normal
(Roa-De la Cruz et al., 2018).

Considerando que el agente etiolégico del CaCu, es la persistencia de
infeccion con VPHSs de alto riesgo (Saavedra et al., 2012), es importante investigar
el papel de éstas infecciones virales sobre los cambios a nivel de glicosilacién

identificados en CaCu.
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Resultados del grupo mostraron que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH 16
pueden aumentar la actividad de promotores de genes de sialiltransferasas,
encontrando que la oncoproteina E6 incrementa la actividad del promotor P1 del
gen ST6GAL1 y del promotor B3 del gen ST3GAL4 (Ordoiiez-Nufiez , 2015;
Mendez-Flores, 2019).

Ademas, se reporto el efecto de la oncoproteina E6 sobre la expresion del
antigeno sLex en una transfeccion transitoria en una linea celular de cancer cervical,
encontrando un incremento en la expresion del antigeno sLex, sugiriendo que la
expresion de E6 podria estar modificando la glicosilacion celular (Veldzquez, N
2009).

En un estudio mas reciente realizado en la linea celular HelLa, que proviene
de un adenocarcinoma de cérvix, se evalud el efecto del silenciamiento de E6 y E7
sobre los niveles de ARNm de los transcritos de glicogenes. Los resultados
muestran un incremento en los transcritos de 9 glicogenes: ALG14, FUT4, MAN2AL1,
DPY19L1, XXYLT1, IDUA, UGT2B17, POFUT1, UGCGL1 y una disminucién en 7
glicogenes: PIGV, GALNT1, C1GALT1C1, FCMD, MANBAL, BAGALT2 y UGTS.
Estos resultados mostraron alteracion en glicogenes involucrados en la glicosilacion
de Notch 1 como es el caso de POFUTL, y en la sintesis de antigenos tumorales
como el Tn en el que estan involucrados los glicoegenes GALNT1 y C1GALT1C1.
Lo anterior resalta la importancia del papel de las oncoproteinas virales sobre la
glicosilacion celular (Aco-tlachi et al., 2018).

Por tanto, considerando que la oncoproteina E5 del VPH, se expresa de manera
temprana en el ciclo viral, que se encuentra anclada a la membrana del aparato de
Golgi, organelo donde se lleva a cabo la glicosilaciébn y que no existen reportes
sobre su papel a nivel de la glicosilacién salvo un estudio que reporta un ligero
aumento de la sialilacién en presencia de la oncoproteina E5 (Figura 3) (Oetke et
al., 2000), es de interés evaluar su papel sobre los cambios en el nivel de expresién

de glicogenes y posibles rutas de glicosilacion afectadas.
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GNA DSA PNA MAA SNA MAA

HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT HaCaT BJA-B
pMSG E5 pMSG E5 pMSG E5 pMSG E5 pMSG ES K43 K20
|

Figura 3. Western blot con tincién de lectinas. En el extremo derecho de BJA-B se
muestran las subclonas K43 (hipersialiladas) y K20 (hiposialiladas). En la fila inferior, la
tincion con anticuerpo anti-R-tubulina demuestra la presencia de cantidades similares de
proteina. A la izquierda se da la masa molecular en kDa. Lectinas: GNA= Galanthus nivalis;
DSA= Datura stramonium; PNA= Peanut agglutinin, MAA= Maackia amurensis; SNA=
Sambucus nigra (Oetke et al., 2000).
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II.  JUSTIFICACION

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, el CaCu es la segunda mayor causa de
mortalidad femenina por cancer en todo el mundo.

En previos estudios se ha reportado que en lesiones premalignas de bajo y
alto grado, asi como en CaCu, existen modificaciones a nivel de glicosilacion, asi
como cambios en la expresion de genes que codifican para las enzimas que
participan en la sintesis de las estructuras alteradas. Dado que algunos de estos
cambios han sido detectados en etapas premalignas, se ha sugerido que podrian
ser utilizados como biomarcadores para el diagnéstico temprano de la enfermedad.

Por otro lado, la infeccién con VPH de alto riesgo es el principal factor de
riesgo para el desarrollo de CaCu, por lo que identificar cambios a nivel de la
glicosilacion asociados a la presencia del virus permitiria identificar cambios
tempranos de la transformacion maligna del cérvix asociados a la infeccion viral.

Estudios “in vitro” han mostrado que la oncoproteina E6 del VPH 16 tiene un
efecto sobre la glicosilacion. Ademas, se ha reportado que las oncoproteinas E6 y
E7 del VPH 18 modifican la expresién de transcritos de diversos glicogenes.

Considerando que la oncoproteina E5 se expresa de manera importante en
lesiones precursoras, identificar los cambios generados por esta proteina a nivel de
glicosilaciéon, podrian servir para identificar blancos diagndésticos, para la deteccién

temprana de la enfermedad.
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1. HIPOTESIS

La oncoproteina E5 modifica la expresion de glicogenes y glicanos en

gueratinocitos.

V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Identificar los cambios en la glicosilacion asociados a la expresion de la proteina
E5 de VPH16

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar glicogenes que modifican su expresion por efecto de E5 de VPH
16.

2. Cuantificar los niveles de expresion de glicogenes en presencia de E5 de
VPH 16.

3. Identificar vias de glicosilacion que se alteran en presencia de E5 de VPH 16.

4. Evaluar cambios en la expresion de glicanos en presencia de E5 de VPH 16.
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V. ESQUEMA DE TRABAJO
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VI. MATERIAL Y METODOS

Cultivo de lineas celulares

La linea celular de queratinocitos inmortalizados humanos (HaCat) transfectada de
manera estable con el vector vacio pMSG (HaCat-pMSG) corresponde a la linea
control y la experimental fue transfectada con el marco de lectura del gen E5 del
VPH 16 (HaCat-E5), lineas donadas por Angel Alonso, del German Cancer
Research Centre, University of Heidelberg, Germany y la linea de origen cervical
gue contiene integrado el genoma del VPH 16 (CaSki), fue donada por Adriana
Lemarroy, del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Guadalajara, Jalisco. Las células HaCat
fueron cultivadas en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) y las
células CasKi en medio RMPI 1640, ambos medios suplementados con 10% de
suero bovino fetal (SBF) y con antibiotico estreptomicina 100 pg/ml, en una
atmosfera de CO2 al 5 % y a una temperatura de 37°C. Una vez que los cultivos
llegaban a confluencia (cobertura total del &rea de cultivo por las células), las células
fueron lavadas dos veces con buffer de fosfatos (PBS, NaCl 130 mM, KCI 3 mM,
Na:POs4 8.1 mM, KH2PO4 1.5 mM) estéril y divididas utilizando una mezcla de
tripsina (0.025%) y EDTA (0,02%; Sigma-A Idrich; Merck KGaA).

Microarreglos de expresién

Para los ensayos de microarreglos de expresion a partir de un cultivo celular con
una confluencia del 80-90% en placas cultivo p100 se realizé la extraccion de ARN
de la linea control HaCat-pMSG y la linea problema HaCat-E5 con el kit ReliaPrep™
RNA Cell Miniprep System. La integridad del ARN fue verificada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. El grado de pureza y la concentracion fue

obtenida leyendo la aborbancia a 260 nm y a 280 nm con el nanofotometro IMPLEN.
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La pureza fue determinada obteniendo la relaciébn de absorbancia A260/280,
considerando el valor 1.9/2.0 como aceptable.

El ARN extraido fue precipitado con 2 volimenes de etanol absoluto y 0.1
volumen de acetato de sodio 3M, se centrifug6 a 14,000 rpm durante 10 min. 30 pg
de ARN de cada linea fue enviado a la Unidad de Microarreglos de DNA del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM para la realizacion del CHIP de 10K. Para la
elaboracion del microarreglo 10 ug de cada ARN fueron usados para la sintesis de
ADNc usando el kit First-Strand cDNA labelling kit (Invitrogen; Thermo Fisher
Scientific, Inc.), incorporando ya sea dUTP-Alexa555 o dUTP-Alexa647. La
adquisiciéon de las imagenes asi como la cuantificacibn se realizaron con el
programa GenePix 4100A. El analisis de los genes alterados fue realizados con el
programa GenArise que se desarrolld en la Unidad de Computo del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM (http://www.ifc.unam.mx/genarise/).

Los genes incrementados y disminuidos incluidos en el estudio presentaron
un valor de corte de z-score de 2y -2 (los cambios de expresion cambian en funcién

de la muestra problema).

Andlisis de glicogenes

Para la identificacion de los glicogenes alterados, primero se consultaron las bases
de datos GlycoGene database (http://riodb.ibase.aist.go.jp/rcmg/ggdb/) y del
Consortium  for  Functional Glycomics-CAZy  databases  (disponible
http://www.cazy.org/CAZY/). Considerando para el andlisis un total de 336

glicogenes.

Redes de interaccion proteina-proteina

Para identificar posibles rutas de glicosilacion alteradas, se realizaron analisis de

interaccion proteina proteina, para ello, los glicogenes que presentaron disminucion
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0 aumento en su expresion en la linea celular HaCat-E5 fueron sometidos a un

andlisis bioinformético en STRING database (http://string-db.org/).

Expresion del gen E5 y de glicogenes alterados por RT-PCR cuantitativa

La extraccion de ARN total de las lineas celulares (CasKi, HaCaT-pMSG y HaCaT-
E5 se realiz6 utilizando el kit NucleoSpin® RNA I (MACHEREY - NAGEL) siguiendo
las recomendaciones de la casa comercial. La pureza y la concentracién del ARN
extraido se determindé como se menciono previamente.

La sintesis de ADNc de cada linea celular se realiz6 usando random primers de
acuerdo a las indicaciones del fabricante RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific) a las concentraciones finales correspondientes. Previo a la
cuantificacion de E5 y de los glicogenes seleccionados ST3GAL3 y ST6GALL, se
realizaron curvas de amplificacion con las siguientes concentraciones: 10, 1, 0.1 ,
0.01, y 0.001 ng/ul. Como gen endbégeno se utilizd6 HPRT. Considerando los
resultados obtenidos en las curvas de amplificacion se seleccioné la mejor
concentracion, la cual debe encontrase dentro del rango dénde la eficiencia de
amplificacion tanto del gen endégeno como del experimental es cercana al 100%.
Las reacciones fueron realizadas en un volumen final de 10 pl conteniendo 5 pl de
2X Maxima SYBR-Green/Rox gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc.) y
0.5 pl de 10 mM de oligonucledtido sentido y oligonucleétido antisentido. La
secuencia de los oligonucleotidos, el tamafio del amplicon se muestran en la Tabla
2.

Tabla 2. Secuencias de oligonucleotidos utilizados en los ensayos de RT-
PCR en tiempo real.

Primer Secuencia Amplicon (pb) Temperatura de

HPRT-F CCTGGCGTCGTGATTAGTGATGAT 150 60
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HPRT-R CGAGCAAGACGTTCAGTCCTGTC
HPV16 E5-F CGCTGCTTTTGTCTGTGTCT 146 55
HPV16 E5-R GCGTGCATGTGTATGTATTAAAAA
ST3GAL3-F CATGTGAAGATGGGACTCTTGG 118 57
ST3GAL3-R CCTCCCACTGGAGTAAGTGTAG
ST6GAL1-F TATCGTAAGCTGCACCCCAATC 372 60
ST6GAL1-R TTAGCAGTGAATGGTCCGGAAG

Las reacciones fueron llevadas a cabo en el equipo StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). El programa de amplificacion fue el
siguiente: 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos, con
una temperatura de alineamiento para E5 de 55°C, para ST3GAL3 de 57°Cy para ST6GAL1
de 57°C durante 30 segundos, con una extension a 70°C durante 30 segundos.

Los cambios en el nivel de expresion fueron determinados por cuantificacion relativa

empleando el método comparativo CT: 2-24CT,

Ensayos citoquimicos

Para los ensayos citoquimicos fueron sembradas 80,000 células HaCat-pMSG y
HaCat-E5 en placas de 24 pozos que contenian cubreobjetos. Una vez adheridas

se realizaron tres lavados con PBS 1X y se fijaron con paraformaldehido al 2 %,
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durante 10 min, después se retird el paraformaldehido y se realizaron 3 lavados con
buffer PBS 1X. Se realiz6é un blogueo con el kit Casein solution (Vector Labs),
siguiendo las instrucciones del fabricante, durante 40 min en camara humeda. Se
retird el exceso la solucion bloqueante y se adicionaron las lectinas biotiniladas
Maackia amurensis (B1265 Vector labs) y Sambucus nigra (B-1305 Vector labs), se
incubaron en camara humeda por 60 minutos y posteriormente se realizaron tres
lavados con bufer PBS 1X . Se colocé una solucién de ficoeritrina-estreptavidina en
una diluciéon de 1:100 en PBS 1X (SA 5207 Vector labs) y se incubé en camara
hameda durante 20 minutos en ausencia de luz. Se realizaron tres lavados y se
realizd la tincién de los nucleos con el colorante fluorescente Hoesch (dilucion
1:1000 en PBS) y se incub6 en camara humeda durante 20 min en ausencia de luz.
Se realizaron tres lavados con PBS, se retird el cubreobjetos de cada uno de los
pozos, se montaron en un portaobjetos empleando el medio Vectashield Mounting
Medium (H-1000 Vector, Labs) y se sellaron con barniz de ufias transparente.

Las laminillas fueron observadas en el microscopio de fluorescencia (Zeiss),
tomando cinco fotografias de distintos campos de la laminilla. La intensidad media
de fluorescencia fue determinada en 100 células de cada fotografia utilizando el
software ZEN blue 2.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados de RT-PCR en tiempo real fue realizado
utilizando el programa GraphPad, la diferencia entre la expresion génica fue
determinada con la prueba t de Student, considerando un intervalo de confianza del

95%, considerando estadisticamente significativo un valor de p <0,05.
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VIl. RESULTADOS

Expresion de E5 VPH 16

A partir de las lineas celulares CaSki, HaCat-pMSG y HaCat-E5 se realiz6 una
cuantificacion relativa por tiempo real para determinar el nivel de expresion de
transcritos de E5. En la figura 4 se muestra que la linea HaCat-pMSG, no expresa
E5 debido a que contiene Unicamente el vector vacio, sin ningin ORF y haciendo la
comparacion entre las lineas que contienen el ORF de E5, se puede observar que
el nivel de expresion de E5 en la linea celular HaCaT-E5 es 14 veces mayor con

respecto a la linea celular CaSki.
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Figura 3. Expresiéon del gen E5 en células CasKi y en queratinocitos. El nivel de
expresion de E5 en las células HaCat-E5 es 14.4 veces mayor que en la linea celular CaSki.
n=3. Las barras representan la media + desviacion estandar.
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E5 del VPH 16 modifica la expresion de glicogenes

Con el objetivo de conocer si E5 de VPH 16 modificaba la expresion de glicogenes,
se evalué en un modelo in vitro utilizando dos lineas celulares HaCat-pMSG
(control) y HaCat-E5 (problema). Para ello se realizé un Microarreglo de expresion
de ARN que incluyé 10000 genes. Los datos analizados del microarreglo de
expresion fueron registrados en la base de datos NCBI Gene Expression Omnibus
con numero de acceso GSE118776.

El analisis de expresion de trascritos se realizd utilizando el software
GenArise, obteniendo una lista de genes con un valor de z-score mayor o igual a 2
y menor o igual a -2.

De los genes alterados seleccionamos Unicamente a los glicogenes, para ello
obtuvimos previamente la lista de glicogenes reportados a la fecha en las bases de
datos CAZy y GGdb, obteniendo un total de 336 glicogenes. Se identificaron cuatro
glicogenes que aumentron su expresion (ST3GAL3, ST6GAL1 ,CHST2 y MANBA)
y 4 glicogenes que la disminuyeron (UGT2B15, GALNT11, NDST2 y UGT1A10).
Todos los genes incrementados tuvieron un valor de z-score igual o mayor de 2,
salvo el gen ST6GALL que tuvo un valor de 1.8 y que fue incluido en el analisis dado
gue ha sido reportado alterado en CaCu y en los antecedentes del grupo de trabajo
reportan un incremento en los niveles de ARNm de dicho gen en lesiones
premalignas. Todos los genes con disminucién en su expresion tuvieron un valor de

z-score igual o menor a -2 (Tabla 3).
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Tabla 3. Glicogenes que modifican su expresion en presencia de E5 del VPH

33

16.
Gen Enzima Valor de z-
score

ST3GALS3 | ST3 beta galactésido a2,3 sialiltransferasa 3 2.3

ST6GALL | ST6 beta galactésido a2,6 sialiltransferasa 1 1.8

CHST2 Carbohidrato (N-acetilglucosamina-6-O) 2.3
sulfotransferasa 2

MANBA Beta A manosidasa lisosomal 2

UGT1A10 | UDP glucuronosiltransferasa 1 famila, polipéptido A10 -2

UGT2B15 | UDP glucuronositransferasa 2 famila, polipéptide B15 -2.6

GALNT11 | Polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasa 11 -2.3

NDST2 N-desacetilasa/N-sulfotransferasa (heparan 2.1
glucosaminil) 2

Se muestra el nombre de los genes que incrementan o disminuyen su expresién, la enzima
gue codifican y el valor de z-score.

Una vez obtenida la lista de glicogenes alterados se realiz6 una busqueda
bibliogréfica para identificar si alguno de ellos habia sido reportado con cambios en
su expresiéon en CaCu o en otros tipos de cancer. Los estudios que reportan
cambios en la expresion en algunos de los glicogenes identificados se muestran en
las Tablas 4 y 5. Se consideraron estudios que muestran tanto cambios en los
niveles de transcritos, como de proteinas o de actividad enziméatica. Adicionalmente

se busco la actividad enzimética que realiza cada una de las enzimas.
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Tabla 4. Glicogenes gque aumentan su expresion en presencia de la

oncoproteina E5 del VPH 16.

Gen Funcién enzimatica Expresion  alterada en

cancer

ST3GAL3 Cataliza la transferencia de &cido sialico | Aumento en los niveles de
a partir del CMP-acido sialico a la | ARNm en CaCu se relaciona
galactosa con metastasis a noédulo

linfatico (P. H. Wang et al,,
2002) (Wang, 2002)

Altos niveles de actividad
enzimatica en cancer
gastrico, relacion con
recurrencia (Gretschel, 2003)
Aumento en los niveles de
ARNmM en céncer de ductos
biliares (Jin, 2004)

CHST2 Cataliza la sulfatacibn de N-acetil | Alta concentracion en suero
glucosamin, y puede participar en la | de pacientes con cancer de
biosintesis del antigeno 6-sulfosialil | ovario, CaCu (Seko, 2009)
Lewis X.

MANBA Exoglicosidasa que participa en el | Incremento en los niveles de
catabolismo de oligosacaridos de N- | ARNm en tejido de eséfago
glicoproteinas. con displasia y con carcinoma
Exoglicosidasa que corta el enlace de | escamoso (Neetu Sud, 2004)
un residuo de manosa unido a
oligosacaridos de N-glicoproteinas

ST6GAL1 Cataliza la transferencia de &cido sialico | Incremento de ARN en
del CMP-4cido sidlico a sustratos que | carcinoma escamoso de
contienen galactosa. cervix, (Wang, 2001; Wang,

2002).

Altos niveles de actividad
enzimatica en cancer gastrico
(Gretschel, 2003).

Aumento en los niveles de
ARNmM en carcinoma de
ductos biliares extrahepatico
(Jin, 2004)

Genes: ST3GAL3= ST3 beta galactdsido 02,3 sialiltransferasa 3; CHST2=
acetilglucosamina-6-0) sulfotransferasa 2; MANBA=

Beta

ST6GAL1=ST6 beta galactésido 02,6 sialiltransferasa 1.

A manosidasa

Se muestra la funcién de la enzima que codifican asi como los tipos de cancer en
los que se ha reportado la alteracion en su expresion o actividad.
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Tabla 5. Glicogenes que disminuyen su expresion en presencia de la
oncoproteina E5 del VPH 16.

Gen

Funcién enzimética

Expresion  alterada en

cancer

UGT2B15

Cataliza la  glucuronidacion  de
estrdgenos y androgenos enddgenos.
Participa en el metabolismo vy
eliminacion de compuestos toxicos,
tanto enddgenos como de origen
xenobibtico.

Incremento en los niveles de
ARNmM y proteina en células
de cancer de mama
(Harrington et al. 2006).

Alta expresion de ARNm vy
proteina en células de cancer
de préstata  (Chouinard,
Barbier, & Bélanger, 2007) .

GALNT11

Cataliza el inicio de la O-glicosilacion de
proteinas y participa en O-glicosilacién
de Notchl.

Incremento en los niveles de
ARNmM en leucemia linfocitica
crénica (LCC) comparado con
células B de donadores sanos
(Libisch, 2014)

NDST?2

Enzima con funciones duales: participa
en el procesamiento de polimeros de
glucosamina y de heparina.

Cataliza tanto la N-desacetilacion y la N-
sulfatacion de glucosamina de los
glicosaminoglicanos de heparan sulfato.

Niveles de ARNm moderados
o0 incrementados en cancer
hepatocelular (Tatrai, 2010)

UGT1A10

Enzima de la via de glucuronidacién que
transforma moléculas lipofilicas
pequefias en moléculas solubles en
agua y metabolitos excretables, tales
como esteroides, bilirrubinas, hormonas
y drogas.

Incremento en los niveles de
expresion en células de
cancer de pulmén (Oguri,
2004).

Genes: UGT2B15= UDP glucuronositransferasa 2 famila, polipéptide B15; GALNT11= Polipéptido
N-acetilgalactosaminiltransferasa 11; NDST2= N-desacetilasa/N-sulfotransferase (heparan
glucosaminil) 2; UGT1A10= UDP glucuronosiltransferasa 1 famila, polipéptido A10.

Se muestra la funcion de la enzima que codifican asi como los tipos de cancer en
los que se ha reportado la alteracion en su expresion o actividad.

Redes de interaccion de proteinas de glicogenes alterados por E5 VPH
16.

Con el fin de predecir interacciones entre las proteinas codificadas por los
glicogenes alterados por la oncoproteina E5 y conocer su participacion en diferentes

vias biosintéticas relacionadas a procesos de glicosilacion, se utilizé la base de

35

35



datos STRING que predice interacciones proteina-proteina, que puede ser por
asociacion fisica o funcional.

Para ello, se realizaron las predicciones con el nivel mas alto de confianza,
considerando 5 proteinas adicionales a las codificadas por los genes alterados
(principales proteinas con mayor relacion), incluyendo de manera independiente
dos grupos. El primer grupo incluyé las proteinas codificadas por glicogenes que se
encontraban incrementados ST3GAL3, CHST2, MANBA y ST6GALL (Figura 5) y el
segundo grupo incluyoé las proteinas codificadas por glicogenes cuya expresion se
encontraba disminuida UGT2B15, GALNT11, NDST2 y UGT1A10 (Figura 5).

La prediccion de los productos de los glicogenes que aumentan su expresion,
muestra una red Unica, en la que todas las proteinas presentes interaccionan entre
ellas segun databases curated, excepto MANBA (Figura 5A). El analisis del grupo
1, permitié identificar diferentes vias de glicosilacion. Los glicogenes ST3GALS3,
CHST2, LUM, BA4AGALT1 y BA4GALT2 participan en la biosintesis de
glicosaminoglicanos, especificamente de queratan sulfato (Figura 5B), los
productos de los genes ST3GAL3, ST6GALL1, BAGALT1 y BAGALT2 participan en
la N-glicosilacion (Figura 5C) y los productos de los glicogenes ST3GAL3, FUT1,
FUT3, BAGALT1 y B4AGALT?2 participan en la biosintesis de glicoesfingolipidos de
la serie de lacto y neolactos (Figura 5D). Es importante sefialar que mas de las

enzimas pueden participar en diferentes vias de glicosilacion.
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Figura 4. Red de interaccion de proteinas codificadas por glicogenes con aumento
de expresion. De acuerdo a la prediccion de interaccion proteina-proteina con la base de
datos STRING. A) Se muestran los productos de los glicogenes ST3GAL3, FUT1, FUT3,
B4GALT1 y B4GALT2 y cinco proteinas adicionales con las que interaccionan. B)
Biosintesis de queratan sulfato. C) Productos de ST3GAL3, ST6GAL1, B4GALT1 y
B4AGALT2 estdn asociadas a la biosintesis de N-glicanos. D) Biosintesis de
glicoesfingolipidos. Las proteinas relacionadas en alguna via biosintética en comun son
marcadas como esferas rojas.
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En la prediccibn de interacciones proteina-proteina de los productos de los
glicogenes que disminuyen su expresion, considerando en el analisis 5 proteinas
adicionales, se puede observar que se forman dos redes de interaccion (Figura 6A).
En la primera red de la figura se observa la interaccion entre los productos de
UGT2B15, GALNT11, UGT1A10, CYPAl y CYP2B6, esta asociacion esta basada
en co-expresion, databases curated y textmining. Sin embargo, a pesar de estar
relacionados, no tienen una via biosintética en comun. En la parte inferior se
observa la interaccion de los productos de NDST2, GPC3, GPC5y SDC2, larelacion
de este grupo de proteinas estd basado en databases curated y textmining.
Ademas, NDST2, GPC3 y GPC5 tienen wuna asociacion determinada
experimentalmente. En conjunto esta red de proteinas tienen como via en comun el

proceso biosintético de glicosaminoglicanos (Figura 6B).
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Figura 5. Red deinteraccién de proteinas codificadas por glicogenes que disminuyen
su expresion. De acuerdo a la prediccion de interaccion proteina-proteina con la base de
datos STRING, se muestran las interacciones conocidas de las proteinas incluidas basadas
en textmining y curated database. A) Los productos de los genes NDST2, GPC3 y GPC5
tienen una asociacion determinada experimentalmente (linea rosa) y; B) estan relacionados
en el proceso biosintético de glicosaminoglicanos (esferas rojas).
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E5 VPH 16 aumenta la expresién de ST3GAL3y ST6GAL1L

En este trabajo, nos enfocamos en los genes que codifican para sialiltransferasas
ST3Gal lll y ST6Gal | que transfieren &cido sidlico, un monosacérido reportado
alterado en cancer cervical en enlace 02,3 y 02,6, respectivamente.

Para validar los resultados obtenidos en el Microarreglo de expresion, se
evalud la expresion de transcritos de ST3GAL3 y ST6GAL1 en HaCat-pMSG vy
HaCat-E5 por RT-PCR en tiempo real, mediante cuantificaciones relativas de los
niveles de expresion. Obteniendo un aumento de expresion de ARNm de ST3GAL3
de 2.3 veces y un aumento de ST6GALL de 4.2 veces en presencia de E5 del VPH
16 con respecto a la linea control (Figura 7). Resultados que coinciden con el
incremento observado en el analisis del microarreglo de expresion. Lo que nos
indica que E5 VPH 16 es capaz de aumentar significativamente la expresion de

dichos transcritos.

ST3GALS3 Relative Fold Expression
ST6GAL1 Relative Fold Expression
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Figura 6. E5 del VPH 16 incrementa los niveles de ARNm de los genes ST3GAL3y
ST6GALL. A) El nivel de ARNm de ST3GAL3 incrementé 2.3 veces en presencia de la
oncoproteina E5. B) El nivel del ARNm de ST6GAL1 incremento 4.2 veces en presencia de
E5. Los resultados presentados corresponden a una n=3. Las barras representan la media
+ DE. *indica el valor de P < 0.05 y *** indican el valor de P < 0.0001 determinados por una
prueba t-student no pareada.
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La oncoproteina E5 del VPH 16 no modifica de manera significativa la
expresion de &cido sialico

Para evaluar los niveles de acido sialico en enlace 02,3 y a2,6 en la linea celular
HaCat-pMSG y HaCat-E5, se realizaron ensayos citoquimicos empleando las
lectinas biotiniladas Maackia amurensis y Sambucus nigra, la unién de las lectinas
fue reconocida utilizando avidina acoplada a ficoeritrina. Los microfotografias
muestran un ligero incremento en los niveles de acido sialico en ambos tipos de
enlace, visualizados por la fluorescencia roja (Figura 8). Sin embargo, los analisis
de cuantificacion de la intensidad de fluorescencia no mostraron diferencia entre

ambas lineas celulares.
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Figura 7. Expresion de acido sialico en enlace 02,3 y a 2,6 en las lineas
celulares HaCat-pMSG y HaCat E5. En el panel superior se muestra el
reconocimiento de acido sidlico en enlace a2,3 por la lectina Maackia
amurensis y en el panel inferior el reconocimiento de acido sialico en enlace
a2,6 por la lectina Sambucus nigra. Las intensidades de fluorescencia fueron
cuantificadas y graficadas.
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VIII. DISCUSION

La expresion alterada de glicanos y glicoconjugados esta asociada con cancer. Esto
resulta de la expresion alterada de los glicogenes o enzimas que participan en el
proceso de glicosilacion (glicotransferasa o glicosidasa), el cambio de localizacion
de las enzimas en el aparato de Golgi asi como de la disponibilidad de los sustratos
aceptores y donadores (Pinho & Reis, 2015; Rodrigues et al., 2018).

Dentro de las alteraciones en la glicosilacion que ocurren durante la
transformacién maligna, la sialilacion alterada de glicanos es una de las mas
frecuentes en diferentes tipos de cancer (Magalhdes et al. 2017). En tejido de cancer
también se ha observado un aumento de la actividad de las sialiltransferasas
(Harduin-lepers, Colomb, Foulquier, Groux-, & Delannoy, 2012), provocando una
sobrexpresion de antigenos sialilados como sialil Tn, sialil T, sialil Lea y sialil Lex
(Harduin-lepers et al. 2012; Wang 2005). En CaCu y displasias cervicales se han
reportado diferencias significativas de expresion de sLea, sLex, sLey y T con
respecto a epitelio normal (Engelstaedter et al. 2012). Ademas, en lesiones
premalignas se ha reportado el aumento de expresion de acido sialico en enlaces
02,3y 02,6 (Lopez et al. 2010; Serrano et al. 2012) y del antigeno sLex (Velazquez
et al. 2012). Datos que concuerdan con un aumento de los transcritos de los genes
ST3GAL3 y ST6GALL tanto en lesiones premailgnas (Lépez et al. 2009) como en
cancer cervical (Wang et al. 2001, 2002). Sin embargo, a la fecha se desconocen
los mecanismos o factores que pueden estar favoreciendo un incremento en la
expresion de estos glicogenes. La infeccion persitente con el VPH podria tener un
efecto sobre los cambios a nivel de glicosilacion reportados en el epitelio cervical.
Recientemente el grupo de trabajo reporté que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH
18 modifican la expresion de glicogenes (Aco et al. 2018). Sin embargo se
desconoce si la oncoproteina E5 podria tener un efecto sobre la expresion de
glicogenes.

La oncoproteina E5 se expresa en etapas tempranas de la infeccion por el
VPH vy tiene diferentes proteinas blanco para ejercer su potencial oncogénico
(Venuti et al., 2011). Ademas, se ha reportado que E5 del VPH 16 altera genes

involucrados en la presentacion antigénica, sefializacion mitogénica, adhesion
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celular, proliferacion celular, diferenciacion y motilidad en queratinocitos
inmortalizados (Kivi, Greco, Auvinen, & Auvinen, 2008), procesos que pueden ser
modificados por la alteracion en la glicosilacion. Sin embargo, no hay reportes sobre
la oncoproteina E5 y su efecto sobre cambios en la glicosilacion. Solo hay un reporte
que indica que E5 del VPH 16 aumenta ligeramente la expresion de acido sialico,
sin embargo, en este estudio no se evalla la expresion de glicogenes, y el modelo
utiliza una incubacién con dexametasona para inducir la expresién de E5 lo que
podria modificar el patron de glicosilacion. Por tanto, el presente trabajo es el primer
reporte que muestra la evidencia de que E5 VPH 16 es capaz de modificar la
expresion de diversos glicogenes, incluyendo genes que codifican para
sialiltransferasas.

En este trabajo, de acuerdo al andlisis de resultados del microarreglo de
expresion de queratinocitos humanos transfectados de manera estable con E5 del
VPH 16, se identificaron 8 glicogenes alterados. Los glicogenes que aumentaron su
expresion en presencia de E5 fueron ST3GAL3, CHST2, MANBA y ST6GAL1 y; los
glicogenes que disminuyeron su expresion fueron UGT2B15, GALNT11, NDST2 y
UGT1A10. Todos estos genes se han reportado alterados a nivel de ARNm y/o
proteina en diferentes tipos de cancer, incluyendo el CaCu.

Un aumento de expresion del ARNm del gen CHST2, se ha observado en
cancer de mama, esofégico y en osteosarcoma (Chen et al., 2011; Potapenko et al.,
2010; Warnecke-eberz, Metzger, Holscher, & Drebber, 2015) y a nivel de proteina,
se ha reportado aumentado en cancer de ovario y de cérvix (Seko et al., 2009). Por
otro lado, el gen MANBA se ha visto aumentado a nivel del ARNm en céncer
esofagico (Sud, Sharma, Ray, Chattopadhyay, & Ralhan, 2004). Ademas, se han
identificado polimorfismos en este gen que lo asocian con riesgo de desarrollar
cancer colorectal (Gao et al., 2008). Sin embargo, la alteracién de expresion de
MANBA no se ha reportado en CaCu. Por tanto, esta seria la primera evidencia que
sugiere que MANBA podria estar alterado desde etapas previas al CaCu, por efecto
de la oncoproteina E5 del VPH de alto riesgo.

De los genes que codifican para sialiltrasferasas 02,3 y a2,6 encontramos un

aumento de expresion de ST3GAL3 y ST6GALL en el microarreglo de expresion,
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resultado que coincidid con lo obtenido por RT-PCR en tiempo real, donde se
observo un aumento significativo de los transcritos de ambos genes.

Se ha reportado un aumento en la expresion del ARNm o proteina de ST3GALS, en
diferentes tipos de cancer, incluyendo carcinoma cervical, gastrico, biliar, colorectal,
glioblastoma, carcinoma renal y pulmonar (Gretschel et al. 2003; Petretti et al. 2000;
Wang et al. 2002; Jin et al. 2004). Ademas, en el grupo de trabajo, se identificd
también un aumento en la expresion de ST3GAL3, en un microarreglo de expresion
de biopsias de CaCu con respecto a tejido sano (Moran, |. et al. 2013, datos no
publicados). Sin embargo, también se ha observado una expresion disminuida de
este gen, en carcinoma invasivo de mama, adeconarcinoma de colon y en cancer
de ovario (Ashkani and Naidoo 2016; Wang et al. 2005; Wang et al. 2001). Por tanto,
la alteracion en la expresion de ST3GALS3 podria depender del origen del cancer.

En el caso de ST6GALL, al igual que en nuestros resultados, se ha observado
una expresion aumentada del ARNm o proteina en carcinoma cervical (Wang et al.
2001, 2002), carcinoma gastrico y biliar (Gretschel et al. 2003; Jin et al. 2004),
carcinoma de colon o colorectal (Petretti et al. 2000; Swindall et al. 2013; Vazquez
et al. 2005), ovario y pancreatico (Schultz et al. 2016; Wang et al. 2005). Sin
embargo, aungue en carcinoma colorectal se ha visto un aumento en la actividad
de la ST6Gal | (Vazquez et al. 2005), inversamente se ha observado mayor
expresion del ARNm en tumores no metastasicos con respecto a tumores
metastasicos de cancer colorectal (S. Zhang et al., 2017). Por tanto, la expresion de
transcrito o proteina del gen ST6GALL, puede variar en un mismo tejido, en este
caso, de acuerdo a la progresion de la enfermedad.

Interesantemente, los transcritos de los genes ST3GAL3 y ST6GALL, se han
reportado aumentados de acuerdo al grado de lesién escamosa intraepitelial de
cérvix (Lépez-Morales et al., 2009). En relacién a esto, el grupo de trabajo, reporté
un aumento de acido sialico en enlace 02,3 y a2,6 en lesiones premalignas de
biopsias de cérvix (Lopez-Morales et al., 2010), lo que indicaria una posible
correlacion entre el aumento de transcritos de estos genes con el aumento de la

actividad de ST3Gal lll y ST6Gal |, sialiltransferasas, que transfieren &cido sialico
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en enlace 02,3 y a2,6, respectivamente. Lo que nos muestra que desde etapas
previas al cancer cervical, se presentan cambios de expresion no solo a nivel de
transcritos, si no también de estructuras glicanicas. Con esto se podria sugerir a la
oncoproteina E5 del VPH de alto riesgo como candidato responsable de estas
alteraciones. En los resultados obtenidos a partir de un microarreglo de expresion
realizado en células HeLa que expresan E6 y E7 del VPH 18, no se encontro la
expresion alterada de los genes ST3GAL3 y ST6GALL (Aco et al. 2018).

Considerando que E5 se expresa en etapas tempranas de la infeccion por
VPH, y que su expresion se observa tanto a nivel de transcrito como de proteina en
lesiones premalignas y CaCu (Lorenzon et al. 2011; Chang et al. 2001). Ademas,
gue en los reportes antes mencionados, no se relacionan los cambios de expresion
a nivel de transcritos, sialilacion o antigenos sialilados con la presencia y el genotipo
del VPH, pero considerando que el VPH es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de CaCu, se podrian atribuir dichos cambios a la presencia del virus,
especificamente por alguna de sus oncoproteinas. El grupo de trabajo encontré un
aumento en la expresion de sLex en presencia de la oncoproteina E6 (Velazquez-
Marquez, 2009). Ademas, en otro experimento el grupo observé un aumento en la
actividad del promotor P1 de ST6GAL1 por efecto de E6 del VPH-16 (Méndez-
Flores 2019).

Por tanto, se logra observar cambios de expresion a nivel de transcritos, asi
como alteracion en la sialilacion y expresion de antigenos sialilados en etapas
previas al cancer cervical, estos cambios podrian ser resultado de la expresion de
la oncoproteina E5 y podrian observarse desde lesiones premalignas o incluso
antes de que se presenten cambios a nivel celular observados mediante citologias
cervicales.

Dentro de los genes que disminuyeron su expresion en presencia de E5 esta
UGT2B15 el cual solo tiene un reporte de disminucién de expresion de su proteina
en cancer de prostata (Paquet et al.,, 2012). Ademas, se han identificado
polimorfismos en este gen, que se relacionan con mayor riesgo de cancer de
prostata (Park et al. 2004). Por otro lado, el ARNm de GALNT11, como en nuestro

caso, se ha visto disminuido en cancer de mama (Potapenko et al., 2010). Pero,
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también se ha visto un aumento de transcrito en leucemia linfocitica crénica (Libisch
et al., 2014). Para el caso del gen NDST2, un Unico reporte muestra un aumento del
ARNmM en cancer hepatocelular (Tatrai et al., 2010), resultado contrario al nuestro.
Por ultimo, UGT1A10, se ha reportado con una expresion disminuida en cancer de
mama (Starlard et al. 2008), pero incrementada en cancer gastrico (Cengiz et al.,
2015). Ninguno de los genes encontrados disminuidos en este trabajo han sido
reportados en CaCu. Por tanto, nuestros resultados sugieren que estos glicogenes
podrian estar disminuidos desde etapas tempranas de la infeccion, resultado de la
expresion de ES.

Por otro lado, también se identificaron vias biosintéticas de glicanos que
podrian estar afectadas por la modificacion de la expresion de los glicogenes. De
acuerdo a las predicciones de interaccibn de proteinas codificadas por los
glicogenes aumentados, se encontr6 que los genes ST3GAL3 y CHST2 patrticipan
en la biosintesis de queratan sulfato y de glicoesfingolipidos. Ademas, ST3GAL3
junto con ST6GALL1 se relacionan con la via de N-glicosilacion.

El queratan sulfato junto con heparan sulfato, sulfato de condroitina, y hialuronano
pertenecen a los glicosaminoglicanos, una familia de glicanos altamente sulfatados
(F. Zzhang, Zhang, & Linhardt, 2010). Proteinas unidas a queratan sulfato pueden
encontrarse en la superficie celular e intracelularmente (Funderburgh, 2010).
Miembros de la familia de proteoglicanos pequefios ricos en leucina (SRLP), entre
ellos, lumican, interaccionan con proteinas de matriz extracelular, citocinas y
factores de crecimiento, que regulan la proliferacién celular, sefializacion celular y
ensamble de matriz (Caterson and Melrose, 2018). Lumican ha sido relacionado
con apoptosis, migracion, invasion y angiogénesis (Karamanou et al.2018; Nikitovic
et al. 2008, 2014). Se ha reportado aumento de expresion de su ARNm en lineas
celulares de melanoma maligno metastasico (Sifaki et al., 2006). También se ha
detectado la expresion de ARNm y proteina en lineas celulares y tejido de cancer
colorectal (Lu et al. 2002), asi como en carcinoma de mama (Leygue et al. 1998,
2000) y en lineas celulares y tejido de cancer pancreatico (Ishiwata et al. 2007; Lu
et al. 2002). Ademas, la expresion de lumican se ha reportado en lineas celulares y

tejido de cancer cervical. De las lineas celulares evaluadas, CaSki presenta mayor
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expresion de ARNm y proteina (Naito et al., 2002). Considerando que ésta linea
expresa el oncogen E5 del VPH 16, la oncoproteina E5 podria estar modificando la
expresion de lumican. Por otro lado, se ha visto que la sobreexpresion de lumican
en células epiteliales de cornea incrementa la proliferacion y migracion, asi como el
aumento de niveles de integrinas a2 y 1 mediante la regulacién de ERK 1/2
(Seomun & Joo, 2008), via de sefalizacion que es activada por E5 del VPH 16 en
queratinocitos por un proceso independiente de EGFR (Crusius, Rodriguez, &
Alonso, 2000). Por tanto, se sugiere que E5 podria afectar la expresion de lumican
mediante la via ERK 1/2.

La via de glicoesfingolipidos es otra via biosintética posiblemente afectada
por la alteracion de ST3GAL3 y ST6GALL, de acuerdo a las redes de interaccion.
Los glicoesfingolipidos son un subtipo de glicolipidos de membrana de superficie
celular, importantes en la mediacion de interacciones célula-célula y modulacion de
vias de transduccion de sefial (Hakomori, 2008; Zhuo et al. 2018). Participan en
procesos como crecimiento celular, diferenciacion y embriogénesis (Krengel and
Bousquet 2014; Fredman et al. 2003), asi como en apoptosis, proliferacién celular,
endocitosis, transporte celular, migracion celular y senescencia (D’Angelo et al.
2013; Patwardhan et al. 2011). Sin embargo, también se ha relacionado a los
glicoesfingolipidos con diferentes tipos de cancer, debido a su expresion aberrante,
asi como a la alteracion de su funcion y de enzimas relacionadas (Fredman et al.,
2003; Krengel & Bousquet, 2014; Zhuo et al., 2018). Por ejemplo, CA 19-9 es usado
como marcador tumoral de cancer pancredatico. Sus niveles séricos estan
correlacionados con el gangliésido sLea presente en células tumorales de cancer
pancreatico (Hamanaka and Suzuki 1996; Jiang et al. 2013). También, fucosil GM1
es un gangliésido que se expresa en lineas celulares y tejido de cancer de pulmén
(Yoshida et al. 2001; Brezicka et al. 2000). Su precursor GM1, se ha reportado
aumentado en la superficie de células ectocervicales que expresan E5 del VPH 16
(Suprynowicz et al., 2008). Es importante mencionar que los gangliésidos se
caracterizan por tener al menos un residuo de acido sialico en su estructura (Krengel

& Bousquet, 2014), y aunque solo existe un reporte donde se relaciona a E5 del
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VPH 16 con un ligero aumento no significativo de acido siélico en queratinocitos
(Oetke et al., 2000), el aumento de GM1 podria ser el producto de una alteracién en
alguna enzima involucrada en su biosintesis.

Diversos antigenos asociados a tumores corresponden a glicoesfingolipidos
(D’Angelo et al., 2013; S Hakomori, 1998). Por ejemplo, el antigeno ST2H (isbmero
de sLex y sLea), es un fucosilganglidsido reportado en células de cancer
pancreatico, asi como en tejido de cancer de colon, siendo una de las enzimas
responsables de su biosintesis la ST6Gal | (Korekane et al., 2010, 2007). Los
antigenos de glicoesfingolipidos sLex y sLea se han encontrado altamente
acumulados en tejido de cancer colorrectal, gastrico y de pulmén (Sen-itiroh
Hakomori, 2008). Por tanto, sLex y sLea son considerados antigenos asociados a
tumores, que se unen a receptores de la superficie de células endoteliales, E y P-
selectina, un paso importante en el proceso de metéastasis (S. |. Hakomori & Zhang,
1997). Por tanto, los antigenos tumorales estan asociados con transformacion
maligna y capacidad metastasica (Ho, Hsu, Huang, Kadomatsu, & Nakagawara,
2016), debido a que son reconocidos por la E-selectina de células endoteliales
(Takada et al., 1993; Ugorski & Laskowska, 2002). La expresion de E-selectina a
menudo aumenta en la superficie de vasos endoteliales en el sitio proximal o en la
metastasis tumoral, y en conjunto con sus ligandos sialilados promueven la
extravasacion de células tumorales (Barthel, Gavino, Descheny, & Dimitroff, 2007).
Fucosiltransferasas y sialiltransferasas participan en la sintesis de antigenos
tumorales. La enzima ST3Gal Ill transfiere acido sialico en enlace 02,3 y esta
involucrada en la sintesis de los antigenos Lewis sialilados, sLex y sLea (Kitagawa
and Paulson 1993;Harduin-Lepers et al. 2001), presentes en N- y O- glicoproteinas
(mucinas) y en glicoesfingolipidos (Dall’Olio et al. 2012; Hakomori and Zhang, 1997),
expresados en la superficie de leucocitos y células tumorales (Barthel et al. 2007).
La sulfotransferasa CHST2, cataliza la sulfatacién de sLex dando lugar a su variante
6-sulfosialil Lewis-x (6-sulfo sLex), la cual se ha reportado que sirve como ligando
de L, P y E-selectina (Ohmori et al., 2000; Pratt & Bertozzi, 2004). Ademas de

expresarse inversamente a sLex en tejido de cancer colorrectal (Izawa et al., 2000).
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En células tumorales pancreaticas se sugiere que el incremento de niveles
de estructuras Lewis sialiladas podria estar relacionado a un aumento de actividad
de a2,3 sialiltransferasas mas que a sus niveles de ARNm (Peracaula et al., 2005).
También, se ha mostrado una correlacion del aumento de expresion de ST3Gal lli
y sLex, lo que permite a las células de carcinoma pancreatico una mayor adhesién
a E-selectina, una alta capacidad de migracién y un alto potencial metastasico
(Pérez-Garay et al., 2010). En cancer de mama, la expresion de ST3Gal Il aumenta
la expresion de sLex, lo que le permite a las células cancerosas mayor adhesion a
E-selectina, mayor migracion y capacidad de invasion, asi como el aumento de
expresion de moléculas relacionadas a la invasion como integrina 1, COX-2, MMP-
9 y MMP-2 (Cui et al., 2016). COX-2 se ha visto aumentada a nivel de transcrito y
proteina por la presencia de E5 del VPH 16 (Kim et al., 2009).

En céncer cervical, la expresion de los antigenos sLea, sLex y su variante 6-sulfo
sLex se ha visto aumentada (Engelstaedter et al. 2012; Seko et al. 2009). Sin
embargo, desde las lesiones premalignas cervicales se puede observar un
incremento de sLex (Kolben et al., 2016; Veldzquez-Marquez et al., 2012). Lo que
nos sugiere que el cambio de expresion de este antigeno, comienza desde etapas
previas al cancer, al igual que los niveles de transcritos de ST3GAL3, como ya se

ha mencionado previamente.

En conjunto, se ha reportado también que E5 del VPH 16 afecta la expresion
de genes involucrados en presentacion de antigeno, sefalizacion mitogénica,
adhesion celular, proliferacién celular, diferenciaciéon y motilidad en queratinocitos
inmortalizados (Kivi et al., 2008). Asi también, se ha visto que la oncoproteina altera
la expresion de los miR-146a, miR-324-5p y miR-203, que tienen como blancos a
genes involucrados en adhesion celular y ciclo celular; regulacion de muerte celular
y adhesion celular y; union celular, migraciéon y movilidad celular, respectivamente
(Greco et al., 2011). Especificamente, el miR-146a se ha visto alterado en tejido de
CaCu, promoviendo la proliferacion celular (X. Wang et al., 2008). Aunque estos
reportes no tienen el enfoque de relacionar procesos de transformacion maligna con

glicogenes o glicanos alterados, el cambio de expresién de los glicogenes y sus

50

50



proteinas codificadas, involucradas en la biosintesis de estructuras glicanicas en
cancer cervical y en lesiones premalignas, podrian ser provocadas por efecto de E5

VPH de alto riesgo.

La N-glicosilacion fue otra via alterada por los glicogenes sobrexpresados,

ST3GAL3 y ST6GALL. Los N-glicanos son usualmente procesados durante el
transporte intracelular de glicoproteinas. La adicion final de galactosa y acido sialico
completa las estructuras de N-glicanos tipo complejos biantenarios o complejos
ramificados (Nakayama, Nakamura, Tsuji, Itoh, & Kurosaka, 2013).
La ST6Gal | es una sialiltransferasa que cataliza la sialilacion a2,6 en N-glicanos y
gue se ha visto alterada en diferentes tipos de cancer (J. Lu & Gu, 2015). Esta
enzima se ha relacionado con la hipersialilacién a2,6 de la integrina B1, lo que
favorece la migracion de células epiteliales de colon mediante colageno |, lo que
contribuye a un fenotipo migratorio e invasivo de células tumorales de colon (Seales
et al., 2005). También se ha visto que la ST6Gal | participa en la sialilacion del
EGFR, lo que induce quimioresistencia en células de carcinoma colorrectal (J. J.
Park et al., 2012). Ademas, este receptor se propone como posible biomarcador de
cancer cervical, debido a su expresion en un 50-70% de casos de células de
carcinoma escamoso (Soonthornthum et al., 2011). Considerando estos datos junto
con el reporte de que E5 del VPH 16 aumenta la expresion del EGFR (Tomakidi,
Cheng, Kohl, Komposch, & Alonso, 2000), podria sugerirse que el oncogen E5
aumenta la proliferacion celular desde lesiones premalignas.

Por otro lado, la enzima ST6Gal | participa en la sintesis de CDw75, antigeno
presente en la superficie de linfocitos B (Bast et al., 1992) y en leucemia linfocitica
cronica de células B (Guy & Andrew, 1991). En tumores de cancer colorrectal se ha
reportado un aumento de la actividad de ST6Gal |, que a su vez provoca el aumento
de expresion del antigeno CDw75 (Costa-Nogueira, Villar-Portela, Cuevas, Gil-
Martin, & Fernandez-Briera, 2009). Este antigeno se encuentra presente
principalmente en N-glicoproteinas. Recientemente, en tejido de cancer colorrectal,
se reportaron diversas proteinas glicosiladas, que contienen CDw75 (Marifio-
Crespo, Fernandez-Briera, & Gil-Martin, 2018).
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Otro antigeno sintetizado por ST6Gal |, como ya se habia mencionado, es el
antigeno ST2H, reportado en cancer de colon (Korekane et al., 2010, 2007).
Ademas, como también ya se mencio, la ST3Gal Il participa en la sintesis de los
antigenos sLex y sLea (Kitagawa and Paulson 1993;Harduin-Lepers et al. 2001).
Por lo tanto, al aumento de transcritos de ST3GAL3 y ST6GAL1, podria estar
relacionado con el aumento de actividad de las sialiltransferasas que catalizan
enlaces a2,3 y a2,6 provocando a su vez un aumento de expresion de los antigenos
antes mencionados, desde etapas previas al cancer.

Por dltimo, las vias biosintéticas afectadas por la disminucién de los glicogenes
UGT2B15, GALNT11, NDST2 y UGT1A10, es la via de metabolismo de drogas,
donde participan las enzimas UGT2B15 y UGT1A10 y la via biosintética de
glicosaminoglicanos, donde NDST2 esté relacionada.

UGT2B15 y UGT1A10 pertenecen a la familia de UDP-glucoronosiltransferasas,
responsables de la desintoxicacion de compuestos endbégenos y exdégenos,
incluyendo bilirrubinas, acidos grasos, hormonas esteroides y drogas (Mackenzie et
al. 2005; Rowland et al. 2013). El metabolismo de esteroides esta considerado como
un factor de transformacion neoplésica para desarrollar cancer de mama y de
préstata (Tukey & Strassburg, 2000).

UGT2B15 es expresada en higado, rifidén, glandula mamaria, Utero y préstata
(Bélanger, Pelletier, Labrie, Barbier, & Chouinard, 2003). En lineas celulares de
cancer de mama, se ha observado que el estradiol (E2) provoca un aumento de
expresion de ARNm, proteina y actividad enzimatica de UGT2B15 (Harrington et al.
2006). También, en lineas celulares de cancer de prostata positivas al receptor de
andrégeno y en tumores de cancer de préstata, grado =8 en la escala de Gleason y
en tejido metastasico, hay una mayor expresién del transcrito de UGT2B15
(Margaillan Guillaume, Lévesque Erick, 2016; Wijayakumara, Hu, Meech,
McKinnon, & Mackenzie, 2015). Sin embargo, en otro estudio, se reportd una
disminucion de la proteina UGT2B15 en tejido de cancer de prostata con valores
elevados en la escala de Gleason (Paquet et al., 2012). Ademas, se ha visto que la
presencia de polimorfismos en UGT2B15 esta asociado con riesgo de cancer de
préostata (Hu et al., 2016; J. Park et al., 2004; Vidal et al., 2013). También, se han
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reportado polimorfismos de UGT2B15 que se asocian con un aumento en la
recurrencia de cancer de mama de pacientes tratadas con tamoxifen (Nowell et al.,
2005), lo que podria sugerir una asociacion entre la presencia de polimorfismos con
quimioresistencia al farmaco.

Por otro lado, UGT1A10 se expresa en el tracto gastrointestinal (Bélanger et
al., 2003) y se ha reportado aumento en los niveles de ARNm en tumores de cancer
de estdmago (Cengiz et al., 2015) y en lineas celulares de cancer de pulmon con
resistencia a los antineoplasicos CPT-11/SN-38 (Oguri et al., 2004). Sin embargo,
en carcinoma de mama se ha visto una disminucion de transcritos de UGT1A10
(Starlard-davenport et al., 2008). También, se han reportado polimorfismos que
podrian asociarse como el factor de riesgo para cancer orofaringeo (Elahi, Abul,
Bendaly et al., 2003). Estos resultados, resaltan la importancia que tienen las
alteraciones en la expresion de las UDP-glucoronosiltransferasas, asi como la
presencia de los diferentes polimorfismos, que pueden asociarse con el riesgo de
desarrollar cancer y con quimioresistencia a diferentes farmacos antineoplasicos.
Sin embargo, en la mayoria de los estudios se relaciona una mayor expresion de
UGTSs con cancer, contrario a lo que obtuvimos en nuestros resultados. Es relevante
mencionar que no se han reportado cambios de expresidn de estas enzimas en
tejido cervical, y considerando que en presencia de E5 del VPH 16 se alteran
UGT2B15 y UGT1A10, esto podria ser de utilidad en el seguimiento de lesiones
premaligas y CaCu. Sin embargo, se tendrian que hacer los analisis
correspondientes en células o tejido de pacientes sanas e infectadas con el virus.

Por otro lado, aunque GALNT11, no se relaciona en ninguna via biosintética
con el resto de los genes disminuidos, es importante mencionar que se ha reportado
una disminucion de su transcrito en cancer de mama (Potapenko et al., 2010). Y,
contradictorio a nuestro resultado, se ha observado una alta expresién del ARNm,
relacionada con alteraciones especificas en la O-glicosilacion de células de
leucemia linfocitica cronica (Libisch et al., 2014). Ademas, variaciones en su numero
de copias se ha relacionado con mayor riesgo de desarrollar cancer colorrectal
(Villacis et al., 2016). También, cabe sefalar que en Xenopus tropicalis, GALNT11

activa la sefializacion de NOTCH (Boskovski et al., 2013), via relacionada con CaCu
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(Aster, Jon C, Pear, Warren S and Blacklow, 2017; Maliekal, Bajaj, Giri,
Subramanyam, & Krishna, 2008; Rong, Feng, & Ye, 2017; Sun et al., 2016).

Por ultimo, el gen NDST2, que se relaciona con la via de glicosaminoglicanos, ha
sido reportado en un modelo murino, en el cual su sobreexpresion aumenta la
cantidad de heparan sulfato (Deligny et al., 2016), un glicosaminoglicano, que tiene
un papel clave en la infeccion del VPH 16 (Giroglou et al. 2001; Kumar et al. 2014;
Surviladze et al. 2015).

Con esto, se puede ver que la mayoria de los glicogenes disminuidos en
presencia de E5 se han reportado en algun tipo de cancer. Sin embargo, no existen
reportes de algunos de ellos alterados en CaCu. Por tanto, estos glicogenes podrian
alterarse desde etapas previas al cancer y durante la enfermedad.

Por otro lado, todas las alteraciones a nivel de transcritos provocadas por el
oncogen E5 del VPH 16, reportadas en este trabajo, podrian ser observadas desde
etapas tempranas de la infecciéon y en lesiones premalignas. Sin embargo, aun
faltan estudios para evaluar cambios de expresién de estructuras glicanicas en
lineas celulares que expresen E5 y asi también, evaluar en muestras de cérvix con
presencia de VPH y/o con lesiones premalignas, el nivel de expresion de los
glicogenes y estructuras glicanicas relacionadas. Con respecto a este tipo de
analisis, evaluamos en nuestro modelo la expresién de acido sialico en enlace a2,3
y 02,6, sin embargo, los analisis de cuantificacion de la fluorescencia no mostraron
diferencias entre la linea celular control y la linea celular que expresa E5.
Finalmente el cambio de expresion de glicogenes por la proteina E5 podria ser
resultado de un mecanismo indirecto de regulacion transcripcional. El mecanismo a
través del cual modifica la expresion de genes aun no ha sido dilucidado, sin
embargo, un estudio muestra que la oncoproteina E5 potencia la expresion del
ARNmM COX-2 y este efecto lo ejerce a través de los sitios de union NFkB y AP-1
presentes en el promotor de dicho gen (Su, K. et al., 2009), los autores sugieren
que este efecto podria ser resultado de la interaccién de E5 con algunos factores
de transcripcion o con proteinas reguladoras de vias de sefalizacion que activan

ciertos genes. Sin embargo, aun falta mucho por investigar.
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IX. CONCLUSION

En este trabajo se encontr6 que la oncoproteina E5 del VPH 16 modifica la
expresion de diversos glicogenes, entre ellos, genes que codifican para
sialiltransferasas, enzimas alteradas en diferentes tipos de cancer incluyendo CaCu
y en sus etapas previas. Cabe destacar que el cambio de expresion de los
transcritos de ST3GAL3 y ST6GALL, podria afectar la sintesis de antigenos
sialilados desde etapas tempranas de la infeccion, lo que favoreceria la progresion
a CaCu, dando la capacidad a las células cancerosas de mayor migracion y
metéstasis, como se reporta en otros tipos de cancer. Los cambios tempranos
provocados por la oncoproteina E5 podrian servir como marcadores para el
diagnéstico temprano de la enfermedad.

Este es el primer reporte sobre el efecto de E5 en la expresion de glicogenes. Lo
que resalta la importancia de la infeccion con el VPH y los cambios a nivel de

glicosilacion que ocurren durante la transformacion maligna.
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X. PERSPECTIVAS

Los resultados generados en este trabajo abren diversas lineas de investigacion
gue aportaran mayor informacion sobre las alteraciones de la glicosilacion en CaCu
asi como del papel de la infeccion viral sobre dicha alteraciones.

Por lo que se plantea

1) Evaluar los niveles de expresion de transcritos de los genes alterados por
E5 en muestras de pacientes

2) Evaluar la expresion de los antigenos glicosilados tanto en muestras de
pacientes como en ensayos in vitro.

3) Realizar ensayos funcionales para evaluar el efecto de E5, y los cambios de
glicosilacion sobre la capacidad de adhesion, migracion e invasion.

4) Profundizar en el estudio de los posibles mecanismos que participan en los

cambios de expresion de glicogenes por la oncoproteina E5.
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Abstract. The altered expression of glycan antigens has been
reported during cervix transformation, demonstrating
increased mRNA levels of certain glycogenes. Human papil-
lomavirus (HPV) is the aetiological agent of cervical cancer.
High risk HPV E5 is considered an oncogene and has been
implicated in cell transformation. E6 and E7 HPV oncopro-
teins modify the expression of certain glycogenes. The role
of the E5 HPV protein in glycogene expression changes has
not yet been reported. The aim of the present study was to
determine the effects of HPV16 E5 oncoprotein on glycogene
expression. For these, a microarray assay was performed using
the HaCaT cell line and altered glycogenes were identified.
The mRNA levels of certain glycogenes were determined via
reverse transcription-quantitative PCR (RT-gPCR). Using
in silico analysis, the present study identified that glycosylation
pathways were altered by E5. Microarray analysis revealed
alterations in certain glycogenes, including the upregulation
of ST6GAL1, ST3GAL3, CHST2 and MANBA, and the down-
regulation of UGT2B15, GALNT11, NDST2 and UGT1A10.
Increased mRNA levels were confirmed via RT-gPCR for
sialyltransferases genes. Additionally, in silico analysis was
performed to identify glycosylation networks altered in the
presence of the E5 oncoprotein. The analysis revealed that E5
could modify glycan sialylation, the N-glycosylation pathway,
keratan sulfate and glycosaminoglycan synthesis. To the best
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of our knowledge, the current study was the first to determine
the role of the HPV16 E5 oncoprotein in glycogene expression
changes. The results indicated that increased sialyltransferase
mRNA levels reported in pre-malignant and malignant
cervical tissues could be the result of E5 oncoprotein expres-
sion. The results provide a possible role of HPV infection on
glycosylation changes reported during cervix transformation.

Introduction

Human papillomavirus (HPV) is the aetiological agent of
cervical cancer (CC) (1). HPV16 is the most prevalent geno-
type and is responsible for greater than 50% of CC cases
worldwide (2,3). The oncogenic potential of HPV is attributed
to the following three viral proteins: E5, E6 and E7. E6 and E7,
the best characterized viral proteins, promote cell transforma-
tion by several mechanisms; for example, they destabilize and
induce the degradation of the tumour suppressor proteins p53
and pRB, respectively (4). Meanwhile, E5, a transmembrane
protein present in the Golgi apparatus, endoplasmic reticulum
and nuclear envelope (5), has several roles in cell transforma-
tion. For example, E5 can force cells through the cell cycle and
promote the evasion of the immune response (6). Additionally,
E5 can modify gene expression; HPV16 E5 induces the expres-
sion of prostaglandin E2 receptor by stimulating the binding of
the cAMP-response element binding protein (CREB) toits
promoter, which activates mitogenic activated protein kinase
(MAPK) and increases C-FOS and C-JUN transcrip- tion (7,8).
Moreover, E5 increases the expression of genes related to cell
adhesion, cell motility, and mitogenic signal- ling, suggesting
that the protein plays an important role in theevents associated
with cellular transformation (9).

Altered glycosylation is another characteristic of cancer
cells (10), and it can be caused by the altered expression of
different glycosyltransferases that can lead to changes in glycan
structures. Increased mRNA levels of some sialyltransferases
have been reported in different cancer types (11). Specifically,
CC and premalignant lesions display increased mRNA levels of
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the sialyltransferases ST3GAL3 and ST6GAL1 (12,13), which
are related to increased expression of sialic acid (14,15) and of
sialylated antigens such as sTn and sLe(x) (16-18). Studies in the
HeLa cell line show that E6/E7 HPV18 oncogene knockdown
modified glycogene expression, some of which participate
in the synthesis of O-glycans such as sTn (19). These results
suggest that viral infection could modify glycogene expression
and the glycosylation of the cervical epithelium.

The objective of this work was to identify glycogenes that
displayed modified expression patterns in the presence of the
HPV16 E5 oncoprotein. The results showed that the HPV16 E5
oncoprotein could increase the expression of the sialyltransfer-
ases ST3GAL3 and ST6GAL1, which have been reported to be
altered in premalignant and malignant cervical tissues. The
network interaction constructed with the altered glycogenes in
the presence of E5 showed that not only the glycan sialylation
but also some glycan structures, such keratan sulphate and
glycosaminoglycans, could also be altered.

Materials and methods

Cell culture. The HaCaT cell line from human skin kera-
tinocytes stably transfected with the HPV16 E5 oncogene
(HaCaT-Eb5) (20) or the vector pMSG (HaCaT-pMSG) (kindly
donated by Dr. A. Alonso from German Cancer Research
Centre, University of Heidelberg, Germany) was cultured and
maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
containing Earle's salts and L-glutamine ( DMEM;
Sigma-Aldrich; Merck KGaA) and supplemented with 10%
foetal bovine serum (Biowest), 100 pg/ml streptomycin
(Sigma-Aldrich; Merck KGaA). The CasKi cell line from a
squamous CC (kindly donated by Dr A. Aguilar-Lemarroy
from Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, IMSS)
was cultured and maintained in RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich; Merck KGaA) containing L-glutamine and
supplemented with 10% foetal bovine serum, and 100 pg/ml
streptomycin (Sigma-Aldrich; Merck KGaA). Cells were main-
tained at 37°C with an atmosphere of 5% CO,. The culture
medium was replaced every two days. Sub-confluent cells
were harvested using a mixture of trypsin (0.025%) and EDTA
(0.02%; Sigma-Aldrich; Merck KGaA) and were washed with
phosphate-buffered saline.

Microarray expression assay. The microarray expression
assay was performed at the Cellular Physiology Institute of
UNAM. The microarray contained 10,000 gene-specific
oligonucleotide probes representing the best-annotated genes
from human. For the probe preparation, total RNA from
HaCaT/E5 and HaCaT/pGSM monocultures was obtained
with the ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System (Promega
Corporation) and 10 pg of each RNA was used for cDNA
synthesis incorporating dUTP-Alexa555 or dUTP-Alexa647
and employing the First-Strand cDNA labelling kit (Invitrogen;
Thermo Fisher Scientific, Inc.). Acquisition and quantifica-
tion of the array images were performed in GenePix 4100A
with its accompanying software GenePix from Molecular
Devices. Microarray data analysis was performed with the free
software GenArise developed at the Computing Unitof
Cellular Physiology Institute of UNAM (http://www.ifc.
unam.mx/genarise/). The software identifies differentially
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expressed genes by calculating an intensity-dependent z-score.
The elements with a z-score >2 standard deviations would be
the significantly differentially expressed genes. The analysed
data were submitted to the NCBI Gene Expression Omnibus
(access no. GSE118776).

Expression analysis of E5 and glycogenes. Total RNA from
CasKi, HaCaT-E5 and HaCaT-pMSG monocultures was
obtained with the NucleoSpin Il RNA kit (Macherey-Nagel).

To determine the amplification efficiencies of ES5,
ST3GAL3 and ST6GALL, standard curves were performedwith
the following RNA concentrations: 10, 1, 0.1, 0.01, and
0.001 ng/pl. HPRT was used as an endogenous gene. Based on
these curves we determined the better concentration to perform
the relative quantification assays, considering that these genes
have different expression levels. cDNA was synthe-sized using
random primers and the RevertAid First-Strand cDNA
Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.). gPCR reactions
were performed in a final volume of 10 pl with the following
components: 5 pl of 2X Maxima SYBR-Green/Rox gPCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc.) and 0.5 pl of 10
mM forward and reverse primers (Table I). The reac- tions
were performed with a StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.), and the
cycling conditions were as follows: 95°C for 10 min, followed
by 40 cycles of 95°C for 30 sec, an annealing temperature
for 30 sec, and 70°C for 30 sec. For HPV16 E5, the Tms for
HPV16 E5, ST3GAL3 and ST6GAL1 were 55°C, 57°C and
60°C, respectively.

Relative quantification was performed using the
comparative CT method as follows: 2-22¢T, The qPCR reac-
tion was performed on a StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). The
final 10 pl reaction volume included 1 pl of cDNAtemplate
(E5 VPH16-0.5 ng/ul; ST3GAL3-10 ng/pl, or ST6GAL1-3
ng/ul), 5 pl of 2X Maxima SYBR-Green/Rox qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc.), 0.5 pl of forward and
reverse primers (0.5 uM final concentration) and3 pl of RNase
free water. qPCR was performed under with following
conditions: 95°C 10 min, followed 40 cycles of 95°Cfor 30 sec,
the annealing temperature for 30 sec (60°C for ST6GAL1 and
57°C for ST3GAL3) and 70°C for 30 sec. The gene transcript
levels were analysed and normalised to HPRTexpression.

Identification of glycogenes. For the analysis of the glycogenes
in the microarray displaying altered expression, we considered
336 glycogenes reported to date using the GlycoGene database
(http://riodb.ibase.aist.go.jp/rcmg/ggdb/), the Consortium for
Functional ~ Glycomics-CAZy  database  (http://www.
cazy.org/CAZY/) and the published reports on glycogenesnot
included in the databases, including DPY19L1 (21) and
MANBAL (22). We identified glycogenes displaying altered
expression in the microarray as those with a z-score >2.

Protein-protein interaction network. The downregulated or
upregulated set of glycogenes in the HaCaT-E5 cells were
submitted separately, to the STRING database (http://string-db.
org/). The following parameter were applied for the anal-
ysis: text mining, experiments, databases, co-expression,
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Table 1. Sequences of the oligonucleotides used in the reverse transcription-quantitative PCR assays.

Length (bp)

Primer Forward (5'-3") Reverse (5'-3") Product
HPRT CCTGGCGTCGTGATTAGTGATGAT CGAGCAAGACGTTCAGTCCTGTC 150
HPV16 E5 CGCTGCTTTTGTCTGTGTCT GCGTGCATGTGTATGTATTAAAAA 146
ST3GAL3 CATGTGAAGATGGGACTCTTGG CCTCCCACTGGAGTAAGTGTAG 118
ST6GAL1L TATCGTAAGCTGCACCCCAATC TTAGCAGTGAATGGTCCGGAAG 372

HPRT, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; HPV, human papilloma virus; ST3GALS3, ST3 p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 3;

ST6GALL, B-galactoside o-2,6-sialyltransferase 1; bp, base pair.
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(=]
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Figure 1. Human papillomavirus-16 E5 mRNA expression. E5 mRNA
expression was 14.4 times higher in HaCaT-E5 cells compared with CasKi
cells. HaCaT-pMSG was used as a negative control. Data are presented as the
mean = SEM (n=3).

neighbourhood, gene fusion and co-occurrence as interaction
sources, no more than 5 interactor, minimum interaction score
of 0.9 as confidence level, and a protein-protein enrichment
P-value at least <0.05 and FDR at least <0.05.

Statistical analysis. Statistical analysis of the qPCR results was
performed using the GraphPad program. The Student's t-test
was performed. A P-value <0.05 was considered statistically
significant.

Results

E5 oncogene expression by RT-gPCR. RT-gPCR was
performed to quantify E5 mRNA expression levels from
HaCaT-E5 cells, as a positive control it was used mRNA
of CasKi cells (a cell line that contains HPV16-integrated
genomes and expresses E5) and as a negative control was used
mRNA of HaCaT-pMSG. Fig. 1 shows the relative expression
of E5, showing that E5 expression is greater in HaCaT-E5 than
in CasKi cells.

Glycogene expression altered by the E5 oncoprotein. From
a total of 336 glycogenes reported to date, we searched those
altered in the HaCaT-E5 microarray with respect to
HaCaT-pGSM. We identified four upregulated glycogenes,
including ST3GAL3, CHST2 and MANBA with a z-score >2
and ST6GAL1 with a z-score of 1.8. The latter was included

because of its importance in CC. We also identified four down-
regulated glycogenes, including GALNT11, NDST2, UGT2B15
and UGT1A10 with a z-score <2. The microarray data analysed
herein are included in the NCBI Gene Expression Omnibus
Database (accession no. GSE118776) and in the article text.

ES increased the expression of the sialyltransferases ST3GAL3
and ST6GALL. Because the microarray results showed that the
presence of E5 can lead to an increase in sialyltransferases
expression, we evaluated the mRNA levels of ST3GAL3 and
ST6GAL1 by RT-qPCR in HaCaT-E5 and HaCaT-pMSG cells.
ST3GAL3 and ST6GAL1 mRNA levels were increased in
HaCaT-E5 cells (Fig. 2).

We next analysed literature data for ES-modified glyco-
genes that also have been previously reported as altered in
cancerous tissues [Tables Il and I11; (11,12,22-45)]. First, we
analysed the upregulated genes. As previously described,
ST3GAL3 and ST6GAL1 were increased in CC and premalig-
nant lesions; in contrast, CHST2 and MANBA have not been
reported in CC, but display altered expression in other cancer
types. The results showed that the four glycogenes are aber-
rantly expressed in several types of cancer and have clinical
relevance (Table II).

We next compared the downregulated glycogenes in
HaCaT-E>5 cells with those reported in cancerous tissues. The
four glycogenes have been reported in cancer. GALNT11 is
overexpressed in chronic lymphocytic leukaemia (CLL), and
UGT2B15 is downregulated in prostate cancer, but none of the
downregulated glycogenes have been previously reported to be
altered in CC (Table I11).

E5 and glycosylation pathways. To identify possible func-
tional associations among the enzymes identified as altered
glycogenes under E5 regulation, we analysed the data with
STRING software to generate predicted protein-protein inter-
actions with a higher confidence level (0.9). For the analysis, we
considered the altered glycogenes and five additional proteins
with the goal of identifying possible glycosylation pathways.
For the upregulated glycogenes (ST3GAL3, CHST2,
MANBA and ST6GALL), the results displayed an interacting
network with eight proteins where MANBA did not interact
with any protein but participates in N-glycosylation (Fig. 3A).
Specifically, we identified the keratan sulfate biosynthesis
pathway, which includes CHST2 and ST3GAL3 (Fig. 3B); the
N-glycosylation pathway, in which both the sialyltransferase
genes are involved in the sialylation of N-glycans (Fig. 3C); and
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Figure 2. Expression levels of sialyltransferases genes. (A) mRNA levels of ST3GAL3 in HaCaT-pMSG and HaCaT-E5 cells determined by RT-gPCR.
(B) mRNA levels of STEGAL1 in HaCaT-pMSG and HaCaT-E5 cells determined by RT-gPCR. The mRNA levels of sialyltransferases genes were increased in
presence of E5. Data are presented as the mean + SD of three independent experiments performed in triplicate assays. “P<0.05 and “"P<0.001. RT-qPCR, reverse

transcription-quantitative PCR.

the glycosphingolipid biosynthesis pathway, where ST3GAL3
participates with fucosyltransferases and galactosyltransfer-
ases (Fig. 3D).

For the downregulated glycogenes (UGT2B15, GALNT11,
NDST2 and UGT1A10), the interaction analysis showed two
different networks, among which GALNT11 was excluded
from the first network and NDST2 establishes a separate
network (Fig. 4A). The analysis showed that the latter is
involved in glycosaminoglycan biosynthesis (Fig. 4B).

Discussion

Aberrant glycosylation is a characteristic of tumour cells.
Changes in glycan structures in cancer have been related with
altered glycogene expression (46). Increased sialylation is one of
the most frequent alterations in cancer (47). Increased activity of
sialyltransferases, enzymes that transfer sialic acid to glycocon-
jugates, has been reported during tumour transformation (11,48).
Increased 02,3 and 02,6 sialic acid levels have been reported
in premalignant lesions from the cervical epithelium (14).
Increased expression of the sialylated antigens sLe(a) and sLe(x)
have also been reported in CC and premalignant lesions (17,18).
These findings could be the result of enhanced ST3GAL3 and
ST6GALL1 (sialyltransferase genes) mRNA levels, which have
been previously reported during cervical transformation (12,13).
HPV is the aetiological agent of CC, and the HPV genome
encodes three oncoproteins, E5, E6 and E7 (4); however, their
roles in altering glycogene expression have been poorly inves-
tigated. Our research group is interested in the role of HPV
infection and its relationship with glycogene expression changes
in the cervical epithelium. Our group recently reported that the
oncoproteins E6 and E7 from HPV18 modify the expression of
some glycogenes, some of which participate in the glycosylation
of the Notch receptor and O-glycosylation type mucin (19).
However, similar reports focused on the E5 oncoprotein do not
exist. E5 is a protein expressed during the early stages of viral
infection, and this protein has different targets in the cell that
promote cellular transformation (6,49).

With the aim of determining whether E5 modifies the
expression of some glycogenes, we performed an expression

microarray on the HaCaT cell line stably transfected with
the HPV16 E5 oncoprotein. We identified four upregulated
glycogenes (CHST2, MANBA, ST3GAL3 and ST6GALL1) and
four downregulated glycogenes (UGT2B15, GALNT11,
NDST2 and UGT1A10). All these genes have been reported
to be altered in cancer either at the transcript or protein level
(Tables Il and I11).

Increased CHST2 mRNA levels have been reported in
osteosarcoma and breast and oesophageal cancer (33-35),
while increased protein levels have been reported in ovarian
cancer and CC (36). With regards to the glycogene MANBA,
increased mMRNA levels have only been reported in oesophageal
cancer (37). Interestingly, of the four upregulated glycogenes,
two correspond to the sialyltransferases genes ST3GAL3 and
ST6GALL. ST3GAL3 expression has been reported as altered
in different cancer types, such as gastric, bile, colon, kidney,
lung, breast, and ovarian cancers and glioblastoma (11,23-27).
Increased STEBGALL mRNA and protein expression has been
reported in gastric and biliary cancers (24,27), colon and
colorectal cancers (25,29,31), and ovarian and pancreatic
cancers (11,30). Here, we showed that the mRNA levels of
the ST6GAL1 and ST3GAL3 genes can be increased by the
presence of E5; interestingly, both mRNA levels are increased
in premalignant and malignant tissues in the cervical epithe-
lium (12,13). However, whether these phenotypes could be a
consequence of HPV infection remains unclear. Additionally,
the upregulation of these genes agrees with the increasedlevels
of sialic acid reported for CC and with the increased levels of
a2,3 and a2,6 sialic acid in premalignant lesions in the cervix
(14). These results suggest that the sialyltransferaseexpression
changes that occur in the early stages of cervical cell
transformation could be related to HPV infection anddue
to E5, but not E6 or E7, activity (19). Nevertheless, this
hypothesis requires more investigation. With respect to E5 and
sialylation, a previous study found no important changes in the
sialylation status of keratinocytes in the presence of HPV16 E5
(50), however, in this study the authors analysed the expression
of different monosaccharaides and disaccharides, using a panel
of seven lectins, but they did not perfom glycogene expression
analysis. Additionally, as they use an inducible vector, they
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Table 1. Upregulated glycogenes in HaCaT-E5 cells.

Alteration of MRNA/enzyme in cancer

Gene/enzyme Enzyme function mRNA Enzyme Clinical relevance
ST3GAL3/ST3 Transfers sialic acid from CMP-sialic Upregulation in cervical cancer (12), breast cancer (23), High levels of enzyme In cervical carcinoma the
p-galactoside acid to the structure Galpl—3/4GIcNAc-  extrahepatic bile duct carcinoma (24), colorectal activity in the tumor overexpression of MRNA
a2,3-sialyltransferase 3 and is involved in the synthesis of sialyl ~ carcinoma (25), glioblastoma, renal clear cell tissue correlated with is associated with lymph
Lewis(a) (NeuAca2—3Galbl—3 carcinoma and lung squamous carcinoma (26). secondary local node metastases (12).
(Fucal—4) GIcNAc-). Downregulation in breast invasive carcinoma, tumor recurrence In breast cancer,
colon adenocarcinoma (26) and in gastric cancer (27). high expression of MRNA
ovarian cancers (11). is associated with poor
prognosis (23).
ST6GAL1/ST6 Transfers sialic acid from CMP-sialic Upregulation in squamous cell carcinoma (12), Increased enzyme expression In breast cancer, high
B-galactoside acid to the Galpl —4GlcNAc breast cancer (23), extrahepatic bile duct in colon tumors (28), ovarian expression of MRNA
a-2,6-sialyltransferase 1 structure on glycoproteins. carcinoma (24), ovarian cancer (11), and and pancreatic carcinomas (29,30). is associated with
colorectal carcinoma and non-metastasic Increased enzyme activity in poor prognosis (23).
colorectal tumors (28). gastric and colorectal In pancreatic ductal
cancer (27,31). adenocarcinoma promotes

chemoresistance to
gemcitabine (32).

CHST2/carbohydrate Sulfotransferase that utilizes Upregulation in breast cancer (33), Increased enzyme expression In osteosarcoma, weak
sulfotransferase 2 3'-phospho-5"-adenylyl sulfate as osteosarcoma (34) and esophageal cancer (35). in metastasic osteosarcoma (34). protein expression
donor to catalyze the transfer of sulfate Increased enzyme in uterine is associated with
to position 6 of non-reducing GIcNAc cervical and corpus cancer (36). improved survival (34).

within keratan-like structures on
N-glycans and mucin-associated glycans.

MANBA/p-mannosidase  Exoglycosidase that cleaves the Upregulation in dysplastic esophageal No reports Candidate for molecular
single B-linked mannose residue tissues and esophageal target for early detection
from the non-reducing end of squamous cell carcinoma (37). of esophageal cancer (37).

N-glycoproteins oligosaccharides.

ST3GAL3, ST3 p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 3; STEGALL, B-galactoside a-2,6-sialyltransferase 1; bp, base pair.
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Table 111. Downregulated glycogenes in HaCaT-E5 cells.

77

Gene/enzyme

Alteration of MRNA/enzyme in cancer

Enzyme function

Enzyme Clinical relevance

UGT2B15/UDP
glucuronosyltransferase
family 2 member B15

GALNT11/polypeptide
N-acetylgalactosaminyltransferase 11

NDST2/N-deacetylase
and N-sulfotransferase 2

UGT1A10/UDP
glucuronosyltransferase
family 1 member A10

An enzyme of the glucuronidation Upregulation in castration

pathway, involved in the metabolism resistant prostate cancer (38).
and elimination of toxic compounds.
Serves a role in the regulation

of estrogens and androgens.

Upregulation in gastric
cancer (39).

Catalyzes the initiation of protein
O-linked glycosylation and

is involved in left/right asymmetry
by mediating O-glycosylation

of NOTCHL1.

Upregulation in chronic
lymphocytic leukemia (41).

Enzyme with dual functions: Moderately upregulated

Participates in processing glucosamine in hepatocellular cancer (42).
and heparin polymers, including
N-deacetylation and N-sulfation.

Decreased levels in 11, 111
and 1V stages of glioma (43).

An enzyme of the glucuronidation Upregulated in stomach cancer (44).
pathway that transforms small
lipophilic molecules, such as steroids,
bilirubin, hormones and drugs, into

water-soluble, excretable metabolites.

Upregulation of expression In gastric cancer, patients

in gastric cancer (39). with higher UGT2B15 mRNA
Low level of expression in aggressive expression have poor

prostate tumors and undetectable prognosis (39).
expression in prostate cancer with

lymph node metastasis (40).

No reports. GALNT11 expression is
associated with prognosis
of chronic lymphocytic
leukemia (41).

No reports. No reports.

Downregulated in breast No reports.

Downregulated in breast cancer (45). cancer (45).

ST3GAL3, ST3 p-galactoside a-2,3-sialyltransferase 3; STEGAL1, B-galactoside a-2,6-sialyltransferase 1; bp, base pair.
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Figure 3. Protein-protein interaction network of the upregulated glycogenes. (A) Network of upregulated glycogenes with five additional proteins that inter-
acted with the altered glycogenes. (B) The red network indicates proteins that participate in the keratan sulfate biosynthetic process. (C) The red network indicates
the proteins that participate in N-glycosylation. (D) The red network indicates the proteins that participate in glycosphingolipid biosynthesis.
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Figure 4. Protein-protein interaction network of the downregulated glycogenes. (A) Network of downregulated glycogenes including five additional proteins that
interacted with the altered glycogenes. (B) The red network indicates proteins that participate in glycosaminoglycan biosynthesis.

incubated the transfected cells with dexamethasone to increase
the expression of E5, so the glycosylation pattern could be
influenced by the effect of this molecule, as has been reported
in different studies where the dexamethasone increase the sial-
yltransferases expression (51,52).

Regarding the downregulated genes in the presence of
HPV16 E5, GALNT11 has been reported as diminished in breast
cancer (33) and increased in chronic lymphocytic leukaemia,
and it was proposed to be implicated in O-glycosylation changes
in chronic lymphocytic leukaemia (CLL) cells (41). NDST2
has demonstrated increased mRNA levels in hepatocellular

cancer (42). It was also interesting to find expression changes in
two UGT genes (UGT2B15 and UGT1A10) that encode uridine
5'-diphospho-glucuronosyltransferases as these enzymes play
important roles in the biotransformation of drugs, xenobiotics,
and toxic compounds (44). Expression changes in UGT genes
could modify the response to some cancer drugs. UGT2B15
has been reported as diminished in prostate cancer (40), and
UGT1A10 has been reported as downregulated in breast cancer
(45) but upregulated in gastric cancer (44). These UGTgenes
have not been previously reported as altered in CC; thus, it
could be interesting to analyse their expression status and
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the response of patients to treatment when their expression is
altered.

Additionally, we also identified possible glycosylation path-
ways altered in the presence of E5 by analysing protein-protein
interactions. We identified keratan sulfate and glycosphingo-
lipid synthesis as including the involvement of the glycogenes
ST3GAL3, ST6GAL1 and CHST2. Keratan sulfate belongs to
the family of glycosaminoglycans, which participates in the
regulation of cellular functions in epithelial and mesenchymal
tissues (53).

The glycogenes ST3GAL3 and ST6GALL are involved in
sialylation of glycosphingolipid. These glycolipids can be located
in the cellular membrane, participate in cell-cell interactions
and modulate transduction pathways, cell growth, apoptosis,
cell proliferation, endocytosis, cell migration, senescence and
embryogenesis (54,55). The aberrant expression of glycosphin-
golipids and the enzymes that participate in their biosynthesis
has been reported in different cancer types (56). The expression
of the ganglioside GM1 has been reported as being increased
in ectocervix cells expressing VPH16 E5; gangliosides are
expressed at high levels on tumour cells and inhibit cytotoxic
T lymphocytes (56). Our results support these findings, demon-
strating that E5 could be modifying ganglioside synthesis.

The glycogenes present in the N-glycosylation pathway are
ST3GAL3 and ST6GALL. Changes in sialic acid expression
have been reported for different cancer types including CC, as
was mention previously (11). Increased expression of sialylated
antigens such as sLe(x) and sLe(a) has been reported in prema-
lignant lesions and CC, and the enzyme ST3Gal |11 participates
in the synthesis of both of these antigens (17,18,57). sLe(x) anti-
gens can be modified by the enzyme sulfotransferase CHST2
to produce 6-sulfosialil Lewis-x (6-sulfo sLex), which can
be a ligand of L-, P- and E-selectin (58). Moreover, ST6Gal |
catalyses the 2,6 sialylation of N-glycans, and its expression
is increased in different types of cancer (59). ST6Gal | had
been implicated in the hypersialylation of the cell membrane
protein B1 integrin in tumour cells, which leads to increased
migration capacity (60). ST6Gal | also participates in the
sialylation of epidermal growth factor receptor (EGFR) (61),
which showed increased expression due to HPV16 E5 (62).

For the downregulated genes, the network interactions
implicated in a glycosylation pathway involved only one
glycogene. Fig. 4 shows a network of four proteins implicated
in glycosaminoglycan biosynthesis, but only one glycogene,
NDST2, was present in this network. The upregulation of
NDST2 has been related to an increase in heparan sulfate (63).

For the glycogenes downregulated in the presence of E5,
there are no reports focused on CC; thus, it would be important
to evaluate their expression and roles in cervical transformation.

The results of this study provide important information
related to glycogenes that modify their expression in the pres-
ence of the HPV-16 E5 protein. The expression microarray
generated large amounts of information on the genes that were
altered, but the results must be validated. The study present
some limitations, it is important to confirm that the expression
of the gene is related with the expression level of its corre-
sponding protein, additionally, the study was performed in a
cell line, so the role of the HPV infection and the expression
of the other viral proteins could be participating in the glyco-
sylation changes, so the effect of E5 could be affected by other

factors. Therefore, the results must be confirmed with more
in vitro experiments, followed by the evaluation of glycogene
expression in different stages in cervical neoplasias positive
for HPV16, as some of the altered glycogenes have not been
previously reported in premalignant and malignant tissues.
Also, it could be of interest to evaluate if the protein E5 from
different viral genotypes, plays a different role in the glycosyl-
ation changes. Studying the effects of E5 of high and low risks
HPV, will certainly provide relevant additional information of
the effects of this viral infection.

The expression of the HPV16 E5 protein in HaCaT cells
increased ST3GAL3 and ST6GALL mRNA levels, suggesting
that the E5 protein could participate in the glycosylation
changes found during cervical transformation in the cervical
epithelium infected with HPV, especially those related to
increased 02,3 and 2,6 sialylation, which have been reported
as enhanced in premalignant lesions and CC. Additionally, E5
could participate in UGT gene expression changes implicated
in treatment response. Changes in UGT gene expression have
not been previously reported; thus, it would be interesting to
analyse their levels in CC samples as well as to examine the
correlation of these changes with responses to treatment.
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