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RESUMEN
El cancer cérvicouterino (CaCu) es el segundo tipo de cdncer mds comun en mujeres

en paises en vias de desarrollo, incluido México, representando un problema importante de
salud publica. Los virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo son los agentes
etiolégicos del CaCu, el VPH18, tiene mayor prevalencia en adenocarcinoma cervical. El
genoma del VPH codifica para dos proteinas virales E6 y E7 con alta capacidad oncogénica
y que son esenciales para el desarrollo del fenotipo maligno, al interaccionar con diversas
proteinas que regulan la homeostasis celular e inducir cambios globales en la expresiéon
génica hospedera.

Alteraciones a nivel de la glicosilacidon estan intimamente ligadas a la carcinogénesis;
se ha observado expresién aberrante de glicanos de superficie celular y de los genes
responsables de su biosintesis en diversos tipos de cadncer, afectando el comportamiento
tumoral. En la actualidad poco se sabe acerca de alteraciones de la glicosilacion en CaCu. El
objetivo de este trabajo fue evaluar si E6 y E7 del VPH18 afectan la expresion de glicogenes
y estructuras glicanicas. En la linea celular HeLa VPH18 positiva se realizé un silenciamiento
parcial de los oncogenes E6/E7 y a través de un microarreglo de expresion se evalud el
efecto del silenciamiento sobre la expresion de glicogenes. Se consideraron genes
diferencialmente expresados aquellos que presentaron un valor de Z-score > 2. Se
identificaron 16 glicogenes que modifican su expresion por el silenciamiento parcial de E6
y E7; 7 de los glicogenes que modificaron su expresion fueron cuantificados por gRT-PCR,
para corroborar los resultados observados en el microarreglo. Analisis “in silico” de
interaccion proteina-proteina fueron realizados con los glicogenes cuya expresién
transcripcional sufrié cambios para conocer vias de glicosilacién relacionadas con la
infeccion por VPH. Se identificaron cambios que resultaron en la O-glicosilacién sobre las
mucinas, la glicosilacién de proteinas con repetidos de tipo del factor de crecimiento
epidermal, metabolismo de la ceramida y la biosintesis del antigeno T. E6 y E7 modifican la
expresiéon de glicogenes, que podria tener un efecto sobre cambios en la glicosilacién
durante la transformacién maligna del cérvix. Estos resultados sirven de base para estudios

futuros para la busqueda de marcadores glicosidicos en el prondstico y deteccion del CaCu.



1. INTRODUCCION
1.1 Cancer cervicouterino

El cdncer cervicouterino (CaCu) es una enfermedad crénico degenerativa que
involucra la proliferaciéon y transformacion celular con caracteristicas morfolégicas y
metabdlicas completamente diferentes a las células originales, como la inestabilidad
genética, incapacidad de entrar a la apoptosis y evasidon del sistema inmune entre otras
caracteristicas en la célula cancerosa. Un cérvix normal se compone de dos distintas zonas
epiteliales; el ectocérvix, que esta constituido por un epitelio escamoso y el endocérvix,
compuesto por un epitelio glandular simple. Durante la adolescencia y la etapa adulta
temprana el epitelio endocervical es reemplazado por epitelio escamoso inmaduro, el cual
eventualmente madurara mediante un proceso llamado metaplasia escamosa (Stoler,
2004). El area metaplasica escamosa también es llamada zona de transformacion, esto se
debe a que es el sitio dénde de manera mas frecuente se desarrollan los tumores malignos.
El desarrollo de CaCu, es precedida por diferentes estadios celulares precancerosos o
displasicos que son clasificados como: neoplasia intraepitelial cervical (NIC) la cual presenta
diferentes grados de acuerdo al estadio de la enfermedad; NIC | (neoplasia de bajo grado)
es similar a una lesidon intraepitelial de bajo grado (LIBG), del sistema de clasificacién
Bethesda (Lacruz Pelea, 2003), mientras que un NIC Il y Il corresponden a una lesion
intraepitelial de alto grado (LIAG), la cual finalmente progresa a carcinoma invasor cuando
las células neopldsicas malignas del epitelio cervical han atravesado la membrana basal e

invadido el tejido subyacente (Jenkins, 2007).

El cdncer cervical es el cuarto tipo de cancer mas comun que afecta a las mujeres en
el mundo, con un estimado de 520, 000 nuevos casos por afio y 280, 000 muertes anuales
(ICO HPV Information Centre, 2015). Sin embargo, en paises en vias de desarrollo esta
neoplasia maligna es la segunda causa de muerte por tumores en mujeres. En la republica
mexicana, de acuerdo con datos recabados hasta el 2013 por la Secretaria de Salud, se

estima que anualmente ocurren 13,960 nuevos casos, con una incidencia de 23.3 casos por



cada 100,000 mujeres, mientras que la mortalidad es alrededor de 11.3 defunciones por

cada 100,000 mujeres.

El desarrollo de este tipo de cancer se ha asociado a diversos factores de riesgo
como: el inicio temprano de actividad sexual, multiples parejas sexuales, tabaquismo,
inmunosupresion, uso prolongado de anticonceptivos orales, predisposicion genética, sin
embargo, la infeccidn persistente del virus del papiloma humano es el agente etiolégico
causante de cancer cervicouterino (Castellsagué et al., 2002; Lépez Saavedra et al., 2006;

Castellsagué, 2008).

1.2 Virus del Papiloma Humano (VPH)

El virus del papiloma humano pertenece a la familia de los papilomavirus, los cuales
tienen la capacidad de infectar a mamiferos, aves y reptiles; en la actualidad se han descrito
y secuenciado aproximadamente 300 genotipos, de los cuales alrededor de 200 tienen la
capacidad de infectar al humano (VPHs) (PaVE: Papilomavirus Episteme). La clasificacion y
nomenclatura de los papilomavirus, incluyendo a los que infectan al humano, se basa en el
gen L1 (el cual codifica para una proteina de capside viral) debido a que es el mas
conservado evolutivamente; asi mismo, para definir un nuevo genotipo la secuencia
nucleotidica del genoma del virus analizado debe diferir mas del 10 % del genotipo mas
cercano, si las diferencias se encuentran entre el 2-10 % se define como un subtipo viral del
VPH, una diferencia menor al 2 % es definida como una variante viral del VPH (De Villiers et

al., 2004; Bernard, 2005).

Los VPHs son agrupados en diferentes géneros (basados en la homologia del gen L1),
el alfa incluye virus que infectan epitelios mucosos, el beta, el gamma y mu que agrupan
virus que infectan epitelios cutaneos (Egawa et al., 2015), los géneros alfa, beta y gamma
contienen el mayor nimero de genotipos descritos (tabla 1). Los VPHs se han asociado con
diversas patologias clinicas que afectan al humano, como las lesiones benignas o verrugas,
sin embargo, otras tienen un significado clinico diferente, ya que una infeccion persistente
con ciertos genotipos que infectan las mucosas puede conducir a la formacién de neoplasias
y displasias en el epitelio infectado (Doorbar et al., 2015; Egawa et al., 2015). Los VPHs que

3



infectan mucosas (género alfa) se han dividido en dos grupos, los de bajo riesgo que se
relacionan con lesiones benignas y verrugas y los de alto riesgo que se han relacionado
principalmente al desarrollo de CaCu y cdncer en zonas anogenitales (tabla 1), criptas
tonsilares y en regiones orofaringeos. En el CaCu las lesiones son originadas por infecciones
persistentes de VPHs de alto riesgo en las regiones del endocérvix y la zona de
transformacion del cuello uterino (Jenkins, 2007).

Tabla 1. Géneros que incluyen genotipos de VPH de importancia clinica, se muestra su asociacion
con el desarrollo de diversas patologias incluyendo el cancer (modificado de Tommasino, 2013).

Tipo de VPH Neoplasiasrelacionadas
VPH16 Carcinoma escamoso de cérvix
2 Adenocarcinoma de cérvix
g S Céncer orofaringeo
© E VPH18 Adenocarcinoma de cérvix
8~ Carcinoma escamoso de cérvix
© § VPH31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, Carcinoma escamoso de cérvix
Z 58,59
) VPH6, 11 Lesiqnes geni.tales b_enign.as
o .ﬁ Papilomatosis respiratoria
§ ‘E‘ VPH13, 32 Hiperplasia epitelial focal oral
ss
VPH2,3,27,57 Verrugas cutaneas
S| ww VPH1 Verrugas cutaneas
S| g2
c X
€5 VPHS5, 8 Carcinoma escamoso multifocal
© 2 (piel), en pacientes con
epidermodisplasia verruciforme
g VPHY9, 12, 14, 15,17, 19-25, 36 -38, Probablemente asociados con
-] 47,49, 75, 76, 80, 92, 93, 96, 98- carcinoma escamoso multifocal (piel)
100,104, 105,107, 110,111,113, en pacientes inmuno-
§ 115,118, 120,122,124, 143, 145, comprometidos
S 150-152, 159
© é VPH4, 48, 50, 60, 65, 88, 95, 101, Desconocido
€ 103,108, 109,112, 115,116, 119,
§ 121,123,126-142,144,146-149,
153-158,161-170

1.2.1 Virus del Papiloma Humano Tipo 18 (VPH18)



El VPH de genotipo 18, pertenece al género alfa; éste se encuentra agrupado dentro
de los virus de alto riesgo e infecta mucosas. El VPH18 esta presente en alrededor del 12 %
de los casos de cancer cervical de origen escamoso, y tiene una prevalencia ~37 % en
adenocarcinoma cervical (ADC; Lietal., 2011), este tipo de cancer es originado en las células

de origen glandular situadas en la unién escamo-columnar del cérvix.

A pesar de que se ha relacionado con el desarrollo de tumores con el peor prondstico
clinico, se conoce poco del adenocarcinoma causado por VPH18 y de su afinidad por las
células glandulares, asi como de los factores que hacen a este genotipo mds agresivo
respecto al genotipo 16 (Xi et al., 2007); tampoco no esta claro si la carga viral del VPH18 o
coinfecciones con otros tipos virales estdan asociadas con la gravedad de la neoplasia
cervical, sin embargo, el lugar donde se origina el adenocarcinoma favorece una répida
invasion al estroma, asi como una metastasis lo que se asocia con un mal prondstico clinico

(Im et al., 2003).

El VPH18 presenta una alta variabilidad genética intratipo en una seccion del
genoma viral llamada region larga de control (LCR), sin embargo, en las otras regiones no
existe mucha variabilidad genética. No existe evidencia de recombinacién genética entre
estos virus, las variantes del VPH18 difieren una de otra por tan solo 1 % dentro de la regidn
hipervariable en la region larga de control (LCR) y parte del gen E2 (figura 1). El VPH 18 esta
estrechamente relacionado al VPH45 (también de alto riesgo, relacionado con el desarrollo
de CaCu de origen escamoso) y difieren solo por 26 pares de bases en su secuencia (Ong et

al., 1993).

1.3 Genoma del Virus del Papiloma Humano

El genoma de los virus del papiloma humano estd compuesto por DNA circular de
cadena doble, su tamafio es de aproximadamente 8,000 pb, y comprende de seis a ocho
marcos de lectura abiertos (MLAs) dentro del genoma circular. El genoma se ha dividido en
tres regiones diferentes (figura 1): i) una regién no codificante llamada region regulatoria
rio arriba (URR) o regidn larga de control (LCR), la cual contiene sitios de unién a factores
de transcripcion (virales y de la célula hospedera) y el sitio de origen de replicacion; ii) una

5



region de expresion temprana (Early), que contiene seis marcos de lectura (E1, E2, E4, E5,
E6 y E7) que codifican para proteinas que regulan el ciclo viral y iii) una region de expresion
tardia (Late), que contiene dos marcos de lectura abiertos que codifican para las proteinas
estructurales de la capside viral L1 y L2 (Bernard, 2005; Zheng y Baker, 2006; De Villiers,
2013).

Regidn larga
de control

Regién de Regién de
expresion R — expresion
tardia temprana

Figura 1. Genoma circular del VPH que contiene las 3 regiones funcionales; una region larga de control,
una regién de expresion temprana y una region de expresion tardia. Modificado de Durzynska et al.,
2017.

1.3.1 Proteinas de Expresién Temprana

E1 es una DNA helicasa dependiente de ATP y es la Unica proteina codificada por los
papilomavirus con actividad enzimatica. Dependiendo del tipo de papilomavirus el tamafio
oscila entre los 600 a 650 aminodcidos, se divide en tres segmentos funcionales: i) una
region amino-reguladora que es esencial para una éptima replicacion in vivo del genoma
viral; ii) un dominio central llamado dominio de unién al DNA (DBD), que reconoce sitios
especificos dentro del sitio de origen de replicacién del genoma viral y un carboxilo terminal
que es el dominio enzimatico, este dominio forma hexameros con actividad ATPasa que son
capaces de desenrollar las hebras del DNA (Amin et al., 2000; Titolo et al., 2003; Morin et

al., 2011).



E2 es una proteina regulatoria esencial codificada por todos los papilomavirus, se
encuentra regulando los procesos de replicacidon y transcripcién del genoma viral. La
proteina E2 se divide en tres dominios funcionales, la regiéon de transactivacion (amino
terminal), un dominio de unién al DNA (carboxilo terminal), unidos por un dominio rico en
argininay serina llamado dominio de bisagra (Hegde, 2002). El dominio de unién al DNA de
E2 reconoce secuencias consenso o sitios de union de E2 (E2BSs), estas se localizan
principalmente en laregion larga de control del genoma viral, E2 normalmente se encuentra
como homodimero al unirse al DNA, sin embargo, a través de este mismo dominio puede
formar dimeros con otras proteinas E2 unidas al DNA, pero en sitios mas distantes
provocando cambios conformacionales y curvaturas en el DNA ejerciendo funciones
reguladoras. En los VPHs que infectan mucosas se encuentran dos secuencias de unién a
proteina E2 en las cercanias del promotor de la regién de expresién temprana, también se
han identificado otras secuencias regulatorias: una cercana al sitio de origen de replicacion
y la otra en la regién “enhancer” del genoma viral. Estas secuencias son sensibles a las
modificaciones covalentes, ej. si hay modificaciones (como la metilacion) en las secuencias
de unién a E2 la capacidad de unién se modifica y también la capacidad de regular la

transcripcién (McBride, 2013; Graham, 2016).

La proteina E4 es codificada a partir de un RNAm procesado por splicing (E1”E4), el
marco de lectura abierto (MLA) de E4, se encuentra dentro del MLA de E2, sin embargo, el
codon de inicio y los primeros aminoacidos derivan del MLA de E1 (Wang et al., 2011). E4
se expresa de manera abundante en las etapas tardias del ciclo viral y cuando inicia la
amplificacién del genoma viral (Doorbar, 2013), su sintesis precede a la de las proteinas de
la capside viral (L1 y L2). E4 tiene la habilidad de interrumpir las redes de queratina celular
y la formaciéon de una envoltura cornificada para facilitar la liberacion y/o transmision del
virus (Bryan y Brown, 2001). También se ha observado que E4 junto a E2 es capaz de inhibir
la proliferacion celular en G2, esta capacidad puede ser debida a la interaccidén con cinasas

celulares (Davy y Doorbar, 2007).



La proteina E5 no es codificada por todos los VPHs y a través de analisis filogenéticos
se ha observado la existencia de diferentes proteinas E5, su tamafio es de
aproximadamente 80 aminodcidos (Bravo, 2004), sin embargo, las bases moleculares de su
actividad bioldgica han sido pobremente elucidadas. E5 es una proteina altamente
hidrofébica que se localiza primariamente en el reticulo endopldsmico, cuando hay una alta
expresion de esta proteina también es posible localizarla en las membranas del aparato de
Golgi, membrana plasmatica y membrana nuclear (Oetke et al., 2000; Krawczyk et al., 2009;

Huy Ceresa, 2009).

E5 se expresa en etapas tempranas de la infeccidn viral, su expresion protege a las
células infectadas inhibiendo la apoptosis, esto lo realiza por dos rutas i) una mediada por
la inhibicion de los receptores de muerte, y la otra ii) inhibiendo la apoptosis inducida por
el estrés en el reticulo endoplasmatico (Venuti et al., 2011). La proteina E5 también
interactla con varias proteinas celulares alterando procesos biolégicos importantes como
la angiogénesis, la evasion del sistema inmune y la proliferacion favoreciendo la
transformacién maligna en las células que expresan esta proteina. Algunas de las proteinas
que interactdan con E5 son el complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHCI) y la
subunidad de 16 KDa de la ATPasa vacuolar (V-ATPase). Por otro lado, se sabe que E5
incrementa la expresion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) en la
superficie celular, haciendo mas sensibles a las células al factor de crecimiento epidermal

(EGF; Venuti et al., 2011; DiMaio y Petti, 2014).

E6 es una de las proteinas virales con alto potencial oncogénico, su tamafio es de
alrededor de 150 aminoacidos, su estructura consiste en tres dominios de los cuales, dos
son motivos de dedos de zinc ubicados en sus dos extremos el aminoy el carboxilo terminal,
estos motivos estan unidos por un interdominio de 35 aminoacidos (Mantovani y Banks,
2001). Seguido del dedo de zinc del extremo carboxilo, hay un pequeno motivo de unién a
dominios PDZ (acrénimo de 3 proteinas, PSD95, DIgA y zo-1, que fueron las primeras en las
cuales se descubrié el dominio) llamado PBM (motivo de unién a PDZ), el cual le permite

interactuar con proteinas que contienen dominios PDZ que se encuentran presentes en la



célula, el dominio PBM sdlo lo contienen las proteinas E6 de virus de alto riesgo (Kiyono et
al., 1997). E6 no tiene ninguna actividad enzimatica y los tres dominios que posee le
permiten multiples interacciones con proteinas del hospedero, influyendo en diferentes

vias del metabolismo celular (Mantovani y Banks, 2001).

E6 interacciona con diversas proteinas celulares como: la ubiquitin-ligasa E3 (E6AP,
por su asociacién con E6), esta interaccién le permite a E6 reconocer uno de sus principales
blancos, la proteina supresora de tumores p53, el resultado de esta interaccién es la
transferencia de mondmeros de ubiquitina a p53, marcdndola para su posterior
degradacion por la via del proteosoma (Scheffner et al., 1993). La proteina p53 es un
importante factor transcripcional que se encarga de regular la prosecucién del ciclo celular
en situaciones de emergencia, estimulando la expresion de genes relacionados a estos

procesos celulares de reparaciéon del DNA, entrada a la senescencia y la apoptosis.

La via intrinseca es regulada por el estrés mitocondrial y del RE, la oncoproteina E6
puede bloquear la apoptosis al inducir la degradacién de p53 y de proteinas proapoptéticas
como Bax y al aumentar los niveles de proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 (Cai et al.,
2013). La via apoptética extrinseca que tiene que ver con la expresidon de receptores de
muerte también es inhibida por E6, ya que tiene la capacidad de interactuar con receptores
de muerte como el receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR-1) bloquedndolo e
impidiendo la activacion de las sefales de muerte. E6 también induce la degradacién de
caspasa-8 y del adaptador FADD (dominio de muerte asociado a Fas) que son también,
proteinas proapoptéticas de la via extrinseca (Garnett et al., 2006). E6 participa junto con
la proteina celular Ras para promover el crecimiento independiente del anclaje celular

(Spanos et al., 2008).

E6 también tiene la capacidad de retener a p53 en el citoplasma, bloqueando su
translocacion al nucleo, e impidiendo su actividad transcripcional en sus genes blanco

independientemente de su degradacién (Chakrabarti, 2003).



E6 es capaz de impedir que las células entren a una etapa de senescencia impidiendo
el acortamiento de los telémeros, activando la trascripcion del gen hTERT (Klingelhutz et al.,
1996), este gen codifica para la subunidad catalitica de la telomerasa, enzima importante
para el mantenimiento de los telémeros. La proteina E6 (de VPHs de alto riesgo) activa la
transcripcién de hTERT en varios niveles, a través del heterodimero E6-E6AP induce la
degradacion de NFX1-91, proteina represora de hTERT, la degradacion de NFX1-91 permite
la union del heterodimero c-Myc/Max en la regién promotora activando la transcripcion
(Gewin et al., 2004). La actividad represora de NFX1-91 le permite reclutar HDAC al
promotor de hTERT para reprimirlo también a nivel epigenético, sin embargo, su
degradacion induce que la actividad de HDAC disminuya mientras que las HAT aumenten
activando el gen; el heterodimero E6-E6AP induce la degradacion de otros represores como
cMyc/Mad, USF1, Maz, e induce la actividad de activadores de hTERT como c-Myc/Max, Spl

e histonas acetiltransferasas (Katzenellenbogen, 2016).

A través de su dominio PBM, E6 puede interactuar con proteinas celulares que
contienen dominio PDZ, entre las funciones que desempenan las proteinas que contienen
estos dominios, se encuentran: regulacion de la polaridad celular, participaciéon en las
uniones celulares, asi como en vias de sefializacién y diferenciacién (Thomas et al., 2008;
Pim et al., 2012). Algunas proteinas celulares que son degradadas a través de la interaccion
con el dominio PBM de E6 (en asociacién con E6AP) son: DLG1, MAGI-1, Scribble, entre
otras; la degradacién de estas proteinas provoca la progresién de la malignidad celular por
la pérdida de la polaridad celular y las uniones celulares que sirven de comunicacién entre
ellas (Pim et al., 2012). Adicionalmente se ha visto que las mutaciones en el dominio PBM
de E6, guian a la produccidn de particulas virales defectuosas con niveles bajos de actividad
replicativa, asi mismo este dominio esta relacionado con el correcto mantenimiento del
episoma viral, aunque el mecanismo aln no esta claro, se cree que es por la regulacién de
la transicion de la fase S a G2-like del ciclo celular impidiendo una completa diferenciacion

de las células infectadas (Lee y Laimins, 2004; Pim et al., 2012).
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La proteina E7, tiene un tamafio de alrededor de 100 aminodcidos, en su dominio
carboxilo terminal contiene un motivo de dedo de zinc. Esta proteina tiene tres dominios
altamente conservados, CD1-CD3. CD1 y CD2 son homdlogos a los dominios CR1 y CR2 en
la proteina E1A del adenovirus y CD3 tiene homologia con el antigeno largo T del virus
vacuolado del simio 40 (SV40). A través de estos dominios E7 interactia con proteinas
celulares, aunque la mayoria de sus interacciones se atribuye que sean a través de los

dominios CD2 y CD3 (Mclaughlin-drubin y Miinger, 2010).

Las principales proteinas blanco de E7, son la proteina supresora de tumores
retinoblastoma (pRb) y proteinas relacionadas a ésta, como p107 y p130, esta interaccion
se realiza por un dominio conservado Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE) de CD2 (Lagunas-Martinez et
al., 2010). La funcion principal de pRb y sus proteinas asociadas es la regulacion del ciclo
celular, en la entrada de la fase G1 y progresion a la fase S, pRb es un regulador negativo
del ciclo celular, su actividad la realiza por interacciéon con factores de transcripcién de la
familia E2F; E7 es capaz de desacoplar el complejo pRb-E2F, permitiendo la liberacién de
E2F, quien a su vez activa la trascripcidon de los genes involucrados en la progresion del ciclo
celular como las ciclinas Ay E y la cinasa dependiente de ciclinas (CDK2) (Tommasino, 2013;
Tomai¢, 2016). E7 tiene la capacidad de reprimir la actividad de los inhibidores de CDKs
(CKls) p21¢'P1, p27XPL para permitir la progresién del ciclo celular y la proliferacion (Jones et

al., 1997).

1.4 Ciclo Viral del Virus del Papiloma Humano

El ciclo de reproducciéon del VPH, esta estrechamente ligado a la diferenciacion del
epitelio infectado, estos virus ingresan a un tejido mucoso a través de pequenas lesiones e
infectan las células basales del epitelio (células que aun no se han diferenciado), a medida
que las células infectadas se van diferenciando y se estratifican, el ciclo de vida del virus
avanza de manera altamente coordinada, de manera que en cada etapa, las proteina de
origen viral generan los precursores que finalmente dan como resultado la generacion de

nuevas particulas virales (figura 2) (Doorbar, 2006).
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Figura 2. Representacion esquematica del ciclo de vida de los papilomavirus. En cada seccién se
muestra las proteinas que son expresadas y algunas de sus funciones, hasta la generacién de nuevas
particulas virales (modificado de Venuti et al., 2011).

Una vez que el VPH ha llegado a la capa basal del epitelio, los primeros contactos

entre los virus y las células se realiza a través de cadenas de proteoglicanos heparan sulfato

(HSPG) localizadas en la membrana citoplasmatica, esta union esta basada en las cargas de

la proteina L1 y el HSPG (Shafti-keramat et al., 2003). Esta interaccién provoca cambios

conformacionales en el viridn, exponiendo sitios de corte en el extremo amino terminal de

L2 (proteina estructural de la capside del virus) a una convertasa proproteina/furina de la

célula hospedera (Egawa et al., 2015). Posterior a esa primera interaccién los virus son

internalizados por vias endociticas dependientes de clatrina (Tommasino, 2013).

Posterior a la infeccién, hay una fase de amplificacidon del genoma viral, esta fase

sucede antes del mantenimiento del genoma viral (episomas), generando un bajo numero

de copias del episoma (entre 50 y 100 copias por célula), en las células basales infectadas

(Pyeon et al., 2009). Las proteinas que son esenciales en esta primera amplificacién son E1

y E2, estas mismas se encargan del mantenimiento del DNA viral como un episoma y su

replicacion (Maglennon et al., 2011). En la fase proliferativa, hay expresién de las proteinas

E6 y E7, su papel esencial en el ciclo viral es primariamente modificar el medio ambiente
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celular para permitir la amplificacién del genoma viral, principalmente redirigiendo las
células de la capa superior a la fase S del ciclo celular. Posterior a la fase de proliferacién las
células infectadas son redireccionadas de la fase S a la fase G2-like para la amplificacién del
genoma viral, antes de iniciar su completa diferenciacién; E6 y E7 participan en esta etapa
regulando la proliferacion celular de células basales y parabasales (Doorbar et al., 2015;

Egawa et al., 2015).

Una vez que se ha completado la amplificacion del genoma viral en las capas
superiores del tejido infectado, se expresan las dos proteinas estructurales del virion, L1
(mayor) y L2 (menor). La proteina L2 (se expresa antes que L1), se acumula en estructuras
nucleares donde hay regiones de replicaciéon del DNA viral, posteriormente se recluta a L1
para el ensamble de los viriones (Holmgren et al., 2005). La maduracion de los viriones toma
lugar en queratinocitos que son proximos a ser reemplazados, los cuales han perdido su
actividad mitocondrial cambiando el ambiente de un medio reductor a uno oxidante. Los
viriones son liberados cuando se rompen las células que se desprendieron por descamacion
del epitelio (Doorbar et al., 2015). El correcto ensamblaje del virién es asistido por la
proteina E4, que también participa en la liberacidn y/o transmision del virus al interrumpir

las redes de queratina celular lo que provoca la fragilidad celular (Bryan y Brown, 2001).

Si el cicloviral (replicativo) progresa de una manera controlada y eficiente se tendran
particulas virales, sin embargo, por razones que aun se desconocen, en ocasiones fallan los
controles replicativos lo que lleva a una infeccion no replicativa o abortiva (Egawa et al.,
2015). En esta etapa hay una expresién desregulada de las proteinas transformantes E6 y
E7 que guian a una alta capacidad proliferativa e inmortalizacién de las células hospederas
qgue finalmente progresa a cancer. Durante este proceso el genoma viral normalmente sufre
una ruptura y se integra al genoma hospedero, lo que genera una pérdida de la expresion
de varios genes virales entre ellos E2, proteina que regula la replicacién y transcripcion del

resto de los genes virales.

En la actualidad se han descrito dos tipos de integracién del genoma del VPH al

genoma hospedero: los del tipo 1, en la que una sola copia del genoma viral se integra al
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genoma hospedero y los de tipo 2, en este tipo de integracion, varias copias completas del
genoma viral forman concatémeros y se integran al genoma hospedero, estos
concatémeros son formados durante la replicacidn del DNA, posiblemente por procesos de
recombinacion. En la integracidn tipo 2 se ha observado que la secuencia viral mas cercana
al extremo 3’ sufre hipermetilacién en la regidn LCR, silenciando la expresién de los genes
virales, sin embargo, en las secuencias siguientes del concatémero la transcripcidon ocurre

de manera normal (Durzynska et al., 2017).

1.5 Modulacidn de la expresién génica por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH

La expresidon de las proteinas E6 y E7 del VPH son capaces de inducir cambios
globales en la expresidon génica en la célula hospedara a través de las interacciones con
proteinas celulares que funcionan como activadores o inhibidores de la transcripcion. E6 y
E7 tienen un enorme impacto en los patrones de expresién de genes del hospedero y ambos

funcionan como reguladores de la transcripcidn a diversos niveles.

Ambas oncoproteinas pueden regular la expresion global de genes a nivel
epigenético, estas alteraciones son el resultado de la interacciéon con enzimas encargadas
del remodelamiento de la cromatina como las histonas acetiltransferasas (HATs), y las
histonas deacetilasas (HDACs). E6 y E7 interactuan con p300 y su paralogo CBP (HATs),
afectando su actividad enzimdatica (Vande Pol y Klingelhutz, 2014; Durzynska et al., 2017),
el promotor de IL8 es reprimido por estas interacciones. Se ha observado que E7 puede
formar complejos con HDAC1 y HDAC2 junto con una proteina accesoria llamada Mi2f que
son parte de un complejo de remodelamiento de la cromatina llamado NuRD (Brehm et al.,
1999) y de esta manera afectar la transcripcion por diferentes mecanismos relacionados al
remodelamiento de la cromatina (Por ej. por acetilacion mediada por HATs); E7 puede
interactuar con el factor de respuesta a interferdn 1 (IRF1), después recluta a alguna HDAC
para suprimir la actividad transcripcional de IRF1 (Um et al., 2002). La represién de IRF1
impide que haya activacion transcripcional del gen INF-B, el producto de este gen esta
relacionado a la respuesta celular inmune durante una infeccion viral y se cree que de esta

manera el VPH suprime este proceso (Durzynska et al., 2017).
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E6 y E7 pueden influenciar la metilaciéon del DNA, una manera de regulacién
epigenética, ambas proteinas inducen la expresion del gen de la DNA metiltransferasa 1
(DNMT1) y estimulan su actividad. En células sin infeccién, p53 forma un complejo con el
factor de transcripcion Sp1l y proteinas remodeladoras de la cromatina (Lin et al., 2010),
este complejo se une al promotor de DNMT1, p53 impide que Sp1 active la transcripcion de
este gen, sin embargo, E6 al degradar p53 induce la expresion de DMNT1 (Au Yeung et al.,
2010). E7 puede establecer una interaccién directa con DNMT1, para estimular su actividad
de metilacién, la interaccidon con E7 provoca un cambio conformacional en DNMT1
exponiendo el sitio activo, este complejo se une al DNA, una vez estable la unién DNA-
DNMT1, E7 se disocia del complejo DMNT1-DNA (Leonard et al., 2012). E7 también es capaz
de inducir la sobre expresion de DNMT1 y de otras DNA metiltransferasas como DNMT3Ay
DNMT3B, a través de la liberacion del factor transcripcional E2F (por la degradacién de pRb),
ya que en sus secuencias promotoras existen sitios de unidn para E2F (Burgers et al., 2007;
Mccabe et al., 2005). En adenocarcinoma se ha observado hipermetilacién en diversos
genes como CADM1, CDH1, DAPK1, EPB41L3, FAM19A4, MAL, PAX1, PRDM14 entre otras
qgue se relacionan a adhesion, apoptosis y otros procesos celulares, también se ha
observado que secuencias represivas del gen hTERT son hipermetiladas (Mersakova et al.,

2016).

E6 y E7, ademds de influenciar cambios a nivel epigenético, son capaces de
interaccionar directamente con factores de transcripcidn para inhibir o activar la expresion
génica. Los ejemplos mejor estudiados de estas interacciones son E6-p53 (degradacion
proteolitica de p53), que subregula la expresion de genes controlados por p53, responsables
de diversos procesos como apoptosis, puntos de control del ciclo celular, reparacion del
DNA, metabolismo y respuesta a diversos tipos de estrés celular; mientras que E7
desestabiliza el complejo pRb/E2F, permitiendo la liberacion del factor de transcripcion E2F
y activando genes relacionados a la transicion de la fase G1 a S del ciclo celular, entre ellos
la ciclina A, ciclina E y p73 (Tomai¢, 2016). La tabla 2 resume las interacciones de las
proteinas E6 y E7 con diversas proteinas celulares y su importancia en la regulacion de la

expresion génica.
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Tabla 2. Interaccién de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH con proteinas celulares que regulan la
expresion génica a diversos niveles (Lin et al., 2010; Mersakova et al., 2016; Durzynska et al.,
2017).

Proteinas que interaccionan | Regulacidéna Descripcién
con E6yE7 nivel

Histonas acetiltransferasas | Epigenético La interaccion de las oncoproteinas con
(HATs como p300 y CBP), estas enzimas afecta su actividad y por
histonas deacetilasas el remodelamiento de la cromatina se
(HDACs como HDAC1 vy afecta la expresion de diversos genes
HDAC2) por ejemplo IL8 y INF-B

DNA metiltransferasas como | Epigenético Inducen la metilacién del DNA para la
DNMT1, DNMT3Ay DNMT3B represion de su expresion, por ejemplo

CADM1, CDH1, DAPK1, EPB41L3,
FAM19A4, MAL, PAX1, PRDM14, genes
que son hipermetilados en
adenocarcinoma

p53, E2F, c-Myc, c-Jun, JunD, | Transcripcional | Activacién o  inhibicion de la
JunB, c-Fos, HIF-a, STAT], transcripcién de diversos genes

STATS

c-Myc es otro importante factor transcripcional que juega un importante papel en
la diferenciacion celular, regulacién del crecimiento y apoptosis, se ha observado que E7
induce la expresion de c-Myc por la via de la liberacion de E2F, mientras que E6 tiene la
capacidad de unirse a c-Myc para favorecer su unidn con Max asi inducir la transcripcion de
hTERT (McMurray y McMance, 2003); existe evidencia que E7 también interactua
fisicamente con c-Myc permitiendo establecer complejos c-Myc/Max en los promotores de
genes que contienen una secuencia de DNA llamada “E-box” permitiendo su activacién
transcripcional (Wang et al., 2007). Otros factores de transcripcién que interactian con las
oncoproteinas son: miembros de la familia AP-1 (proteina activadora 1) como c-Jun, JunD,
JunBy c-Fos, HIF-a (factor-1 a inducible de hipoxia), el factor nuclear kappa B (NFxB), STAT1,
STAT5, factores de respuesta a interferén (IRFs), que se relacionan a procesos de
inflamacidn, respuestas inmune antiviral, dafio al DNA, entre otros procesos celulares

(Chakrabarti, 2003; Songock et al., 2017).
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Ambas oncoproteinas a través de la interaccién con factores de transcripcién como
p53, E2F y c-Myc pueden también regular la expresion o inhibicién de microRNAs (miRNAs),
gue a su vez se encuentran regulando la expresion génica a nivel postraduccional; Los
mMiRNAs participan en la regulacion de diversos procesos como la apoptosis, diferenciacion,
crecimiento etc.; algunos miRNAs cuya expresidn se altera por la interaccién de E6 y E7 con
factores de transcripcidn son: miR-16, miR-25, miR-92a (aumento de expresion) y miR-22,
miR-27a, miR-29a y miR-100 (disminucion de expresidn), la alteracién de la expresién de
algunos miRNAs correlacionan con la progresién de las lesiones del cérvix, ya que regulan
diversos procesos celulares como proliferacion, apoptosis (Zheng y Wang, 2011; Durzynska

etal., 2017).

1.6 Glicosilaciéon y cancer

En la superficie de las células de mamiferos se encuentran densas capas de glicanos
(lamado glicocalix), los cuales funcionan como un punto primario de interaccién entre la
célula y su medio ambiente, debido a su importancia en las funciones biolégicas, los
cambios en la glicosilacion son frecuentemente asociados a diversas patologias clinicas
entre las cuales podemos destacar al cancer (Dube y Bertozzi, 2005). Una glicosilaciéon
aberrante es una caracteristica universal de todos los tipos de cancer, diversos estudios han
demostrado que una glicosilacidn aberrante esta mediando procesos relacionados al cancer
particularmente en los procesos primarios de la tumorigénesis, colonizacién, metdstasis y

resistencia a fdrmacos (Fuster y Esko, 2005; Zhao et al., 2008).

1.6.1 Generalidades de la glicosilacion

La glicosilacién se define como un proceso enzimatico que produce enlaces
glicosidicos de sacaridos a otros sacaridos, proteinas o lipidos, este es uno de los principales
procesos postraduccionales que sufren las proteinas y lipidos (Moremen, 2012). Los
sacaridos que han sido agregados a una proteina o lipido reciben el nombre de glicanos,
estas estructuras glicanicas son generadas por la accion especifica y ordenada de cientos de
enzimas con funciones cataliticas de glicosidasas y glicosiltransferasas (Nairn et al., 2008).

Las glicosilacion es importante para el correcto plegamiento y localizacion de las proteinas;

17



sin embargo, también tiene roles fundamentales en procesos biolégicos y eventos de
reconocimiento entre los cuales podemos mencionar que las estructuras glicanicas sirven
como receptores especificos para microorganismos, toxinas o anticuerpos, modulacion de
la funcion de las proteinas de manera dependientes de su estado de glicosilacion,
participacién en el trafico intra e intercelular, también participan en las interacciones célula-

célula o matriz celular-célula (figura 3) (Marchal et al., 2003; Defaus et al., 2014).
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Figura 3. Participacién de los glicanos en procesos biolégicos. Los glicanos estdn involucrados en
procesos muy variados que incluyen localizacién y plegamiento de proteinas, comunicaciones celulares
y receptores para diversos agentes incluyendo microrganismos (modificado de Defaus et al., 2014).
Existen dos principales tipos de glicosilacion de proteinas i) la O-glicosilacién, donde
un residuo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) es adicionado al grupo hidroxilo de residuos
de serina o treonina del polipéptido y posteriormente es elongado por la adicidén de otros
carbohidratos, este tipo de glicosilacién ocurre en el aparato de Golgi y es caracteristica en
las proteinas llamadas mucinas; ii) la N-glicosilacion ocurre en el reticulo endoplasmatico y
consiste en la adicion de N-acetilglucosamina (GIcNAc) al grupo amino de residuos de
asparagina que se encuentra dentro de una secuencia peptidica consenso (Asn-X-Ser/Thr
donde X es cualquier aminoacido excepto prolina), la N-glicosilacion puede dar origen a tres
tipos de N-glicanos: alta manosa, complejos e hibridos (Dall’Olio, 1996). Existen otros tipos
de glicosilaciones como la O-Fucosa, O-Glucosa, O-GIcNAc, O-Xilosa entre otras, son poco

frecuentes y ocurren en sitios muy especificos de las proteinas, estas modificaciones
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pueden regular la actividad de la proteina (por ejemplo en receptores Notch) (Moloney et

al., 2000; Moremen, 2012; Pinho y Reis, 2015).
1.6.2 Alteraciones de la glicosilacién en cancer

Se han propuesto dos mecanismos esenciales de las alteraciones de los glicanos
asociados al desarrollo del tumor. Uno de ellos involucra la sintesis incompleta de glicanos
y el otro el proceso de neo-sintesis de glicanos (Hakomori y Kannagi, 1983). Los mayores
cambios de glicosilacién se han observado en los dos tipos de O y N-glicanos, durante los
diferentes estadios del desarrollo del tumor, sin embargo, una sintesis incompleta de
glicanos, como los antigenos T, Tn, sTn es mayormente observada en los estadios
tempranos del cdncer, mientras que la neo-sintesis ocurre ya en etapas avanzadas del
cancer (figura 4), algunos antigenos sintetizados “de novo” son sialil Lewis a/x (sLe?, sLeX)

(Pinho y Reis, 2015; Stowell et al., 2015).
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Figura 4. Alteraciones de la expresidon de glicanos durante la transformacion maligna. En estadios
tempranos del cdncer hay expresion de antigenos de cadena corta, mientras que en estadios
avanzados hay reexpresion de antigenos sintetizados “de novo” (modificado de Stowell et al., 2015).
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Los cambios a nivel de glicosilaciédn son amplios, pero se han descrito
mayoritariamente O- glicanos de cadena trunca, O y N-glicanos altamente ramificados, altos
niveles de sialilaciéon y fucosilacion en las cadenas de glicanos. El &acido sidlico es un
carbohidrato que normalmente es adicionado en las terminaciones de los glicanos, por lo
gue esta directamente relacionado a diversos procesos como la adhesién, reconocimiento
y sefalizacién celular. Durante la transformacidn maligna se ha observado un aumento en
la sialilacion principalmente en enlaces 02,6 y a2,3 (Kim y Varki, 1997). Algunos antigenos
sialilados que se han asociado al cancer son los sLe® y sLe*, su expresion correlaciona con un
pobre prondstico para el paciente debido a su importancia clinica; por ejemplo sLe* es un
ligando para las selectinas, su elevada expresion en células tumorales les permite adherirse
al endotelio para posteriormente ser extravasado (Rosen y Bertozzi, 1994), permitiéndole

invadir otros tejidos diferentes a donde se originé el tumor.

Las selectinas son una familia de glicoproteinas de adhesiéon, que se unen a
carbohidratos de una manera dependiente de calcio, son proteinas membranales tipo 1,
gue consiste en un dominio tipo lectina en su extremo amino, un dominio del tipo de factor
de crecimiento epidérmico (EGF-like), seguido de un repetido consenso (2-9 repetidos
consenso), una regién transmembranal y una pequeia cola citoplasmatica. Existen tres
miembros de las selectinas tipo E, Ly P, se encargan de la adhesion de leucocitos y plaquetas
al endotelio en el torrente sanguineo, durante procesos inflamatorios, sin embargo, tanto
las selectinas y sus ligandos se han relacionado a procesos cancerigenos como la metdstasis

(Feng et al., 2017).

Algunos glicanos que son altamente fucosilados como los antigenos Lewis®® (Le?/?)
y los Lewis*/¥ (Le¥Y) son altamente enriquecidos en la membrana celular durante la
transformacion maligna (Julien et al., 2011). Se ha observado una alta expresion de
antigenos de cadena corta o trunca, esta glicosilacidn aberrante se produce en la sintesis
de los O-glicanos, principalmente en un tipo de proteinas llamadas mucinas (por esta razén
también se pude llamar glicosilacion tipo mucina), algunos de estos glicanos de cadena

trunca son los antigenos T, Tn y sus formas sialiladas, sT y sTn, la expresidon de estos
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antigenos en cdncer son correlacionados con una baja adhesién celular, aumento del
tamano del tumor, migracién, metdastasis y un pobre prondstico para el paciente (Kudelka

etal., 2015).

Los cambios en la expresion de glicanos durante la carcinogénesis son asociados a
diversos factores como: cambios en la regulacidn en la expresion de las glicosiltransferasas
y glicosidasas a nivel transcripcional o por mecanismos epigenéticos (por ejemplo
metilaciones); cambios en la cinética de intercambio sustrato-donador de las enzimas
relacionadas a la glicosilacién, disponibilidad de azucares activados (PAPS), cambios en el
pH del aparato de Golgi y RE, y la disponibilidad de transportadores de azucares (Pinho y
Reis, 2015; Stowell et al., 2015). Otro factor que afecta la biosintesis de los glicanos es una
mala localizacién de las glicosiltransferasas, por ejemplo algunos estudios han mostrado
gue las enzimas que actlan en las etapas tempranas de la O-glicosilacion (GalNAc-
transferasas), se encuentran localizadas en las cisternas cis y parte media del aparato de
Golgi, mientras que las enzimas terminales (sialiltransferasas) se ubican en la cisterna trans
del Golgi; en células tumorales la sobreexpresiéon de la enzima (ST6GalNAc-I) responsable
de la sintesis del antigeno sTn, hace que esta enzima se localice en todo el Golgi, terminando

la glicosilacién prematuramente por la adicién de acido sidlico (Sewell et al., 2006).
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2. ANTECEDENTES

Como se ha mencionado, las estructuras glicdnicas son generadas por la accién de
enzimas llamadas glicosiltransferasas, que ensamblan los carbohidratos a las cadenas
lineales o ramificadas de los glicanos. Las glicosiltransferasas generan un tipo especifico de
enlace (alfa o beta) y posicion del enlace (al1-3, B1-4), en células de mamiferos existen
alrededor de 300 miembros de glicosiltransferasas divididos en 40 familias (Nairn et al.,
2008). Estas enzimas reciben su nombre de acuerdo al sacarido que transfieren por
ejemplo, las que transfieren acido sidlico son denominadas sialiltransferasas, las que
transfieren fucosa son llamadas fucosiltransferasas etc. Los sustratos donadores de los
azucares son: UDP-glucosa, UDP-galactosa, UDP-GIcNAc (N-Acetilglucosamina), UDP-
GalNAc (N-Acetilgalactosamina), UDP-xilosa, UDP-acido glucorénico, GDP-manosa, GDP-
fucosa y CMP-4cido sidlico (Glavey et al., 2015). Otras enzimas que participan en la
biosintesis de los glicanos son las glicosidasas (enzimas que hidrolizan sacaridos) y enzimas
que adicionan grupos funcionales a los glicanos como las sulfotransferasas, O-
acetiltransferasas, estos grupos funcionales les confieren otro tipo de caracteristicas a las

estructuras glicanicas.

Las alteraciones en la biosintesis de los glicanos, esta influenciado directamente por
cambios en la expresion de las enzimas que participan en la glicosilacion. En la actualidad
existen muchos reportes de alteraciones a nivel de expresion de genes que codifican para
enzimas relacionadas a la glicosilacién en diversos tipos de cdncer. Algunos genes que
modifican su expresién en cdncer son: miembros de genes de sialiltransferasas (ST3GAL 1,
ST3GAL 2, ST3GAL 3, ST3GAL 4, ST3GAL 6, ST6GALNAC2, ST6GAL 1, STEGALNAC 2, ST8SIA 1),
miembros de genes de fucosiltransferasas (FUT 2, 3,4, 5, 8, 9, 10, 11), miembros de genes
de N-acetilgalactosaminiltransferasas (GALNT1, 2, 3, 5, 6, 7, 10, 14) en diversos tipos de
cancer como mama, ovario, colorectal, hepatico y melanoma (revisado en Potapenko et al.,
2010; Christiansen et al., 2014; Liu et al., 2014). Estas alteraciones se han relacionado con
cambios en la glicosilacion, que se asocian con funciones relacionadas con células

tumorales.
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Las estructuras glicanicas, también han sido evaluadas en distintos tipos de cancer,
haciendo uso de diversas herramientas disponibles como los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra los antigenos glicosilados, el uso de lectinas (proteinas que tiene afinidad
por diversos carbohidratos unidos en un tipo especifico de enlace), el uso de microarreglos
de lectinas o ligandos afines a las estructuras glicanicas. La espectrometria de masa y la
cromatografia de afinidad han permitido una mejor caracterizacién de las estructuras
glicanicas. Esto ha permitido la identificacion de glicanos alterados en diferentes tipos de

cancer (tabla 3) (Christiansen et al., 2014).

Tabla 3. Alteraciones de glicanos en membrana celular en diferentes tipos de cancer. (A) Aumento
en la deteccion del glicano, (B) disminucion en la deteccion del glicano (revisado en Christiansen
etal., 2014).

Tipo de cancer
Glicano alterado | Mama | Colorectal | Higado | Melanoma | Ovario
Sialil-Lewis A A A
Sialil-Lewis X A A A A
Sialilacion a2-3 | A A A
Sialilacion a2—6 | A A A A
Core fucosilacion | A
Lewis A B A
Lewis B A, B A
Lewis X A B A
Lewis Y A A
T,Tn A A, B
sTn A A A

Debido a que algunas estructuras glicdnicas alteradas en cancer se asocian con
ciertas caracteristicas del tumor, se han propuesto como blancos para el desarrollo de
nuevos farmacos dirigidos contra éstas o contra las enzimas involucradas en su sintesis.
Algunos de los glicanos que se expresan durante la carcinogénesis, han sido propuestos
como biomarcadores (glico-biomarcadores) para uso clinico en el diagndstico, “screening”
y monitoreo en diversos tipos de cancer. Algunos antigenos empleados cominmente para
estos propdsitos son: el antigeno especifico prostatico (PSA), para el diagndstico y

monitoreo en cancer de prostata, antigeno Tn en cancer de mama y colon, antigeno
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carcinoembrionario (CEA) para el cancer colorectal, el antigeno CA15-3 (relacionado a la
glicosilacion de la Mucina 1) para el monitoreo en cdncer de mama, el antigeno CA125
(relacionado a la Mucina 16), para monitoreo en cancer de ovario (Pinho y Reis, 2015;
Stowell et al., 2015). Sin embargo, aun tienen algunas limitaciones para su uso, algunos de
ellos por la baja sensibilidad de deteccidn, pero con el avance tecnoldgico se espera mejorar

la sensibilidad y especificidad de los marcadores.

A pesar de la importancia de la glicosilacion en los procesos de carcinogénesis en el
caso del cancer cervical, los estudios llevados a cabo sobre las alteraciones en la biosintesis
de glicanos y de las enzimas relacionadas son limitados, a continuacién, se describen

algunas alteraciones de glicogenes y estructuras glicanicas en CaCu.

Se han observado aumento en los niveles de RNAm de los genes que codifican para
las enzimas ST6Gal I, ST3Gal Ill y ST3Gal IV en lesiones premalignas y CaCu (Wang et al.,
2001, 2002; Lopez-Morales et al., 2009). Como se ha mencionado anteriormente aumento
en la expresion de sialiltransferasas, se relaciona con un aumento en la presencia de
antigenos sialilados en la membrana celular, por ejemplo, sLe*, confiriéndole al tumor la
capacidad de migrar a otros tejidos. Otros genes que se han reportado con sobre expresién
en CaCu son B4GALT3 y GALNT7, su sobre expresion se ha relacionado con migracién e
invasion celular (Peng et al., 2012; Sun et al., 2016). En un andlisis de busqueda de genes
asociados a un fenotipo metastasico en muestras de CaCu, se reportd una diminucion de
los genes HYALI (hialuronglucosaminidasa 1) y DDOST (dolicol-difosfo-oligosacarido-
proteinglicosiltransferasa), lo que nos sugiere que la baja expresion de estos genes podria

estar participando en el desarrollo de la capacidad metastasica (Lyng et al., 2006).

Otros estudios relacionados con cambios en la expresién de glicogenes en CaCu, han
reportado un aumento en la metilacidon de genes de sialiltransferasas, (ST6GAL2, ST8SIA3,
ST8SIA4) y de la familia de las N-acetilgalactosaminiltransferasas (GALNT9, GALNT13,
GALNTL6), lo que se relaciona con bajos niveles de expresién (Chen et al., 2014; Vojta et al.,

2016).
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También se han realizado estudios sobre la expresion de estructuras glicdnicas en
CaCu, usando diversas metodologias para la deteccion de los epitopes glicosilados (lectinas
y anticuerpos). Diversos estudios han reportado la expresion de glicanos de cadena corta
como los antigenos T, Tn y sTn; su expresidn en cancer cervical se ha correlacionado con la
permeabilizacion vascular y metdstasis a nodo linfatico (Hirao et al., 1993; Hamada et al.,
1993; Numa et al., 1995; Terasawa et al., 1996). En carcinoma cervical invasivo se ha
observado un aumento en la expresion del antigeno LeY, mientras que en esa misma
condicidn se pierde la expresion de los antigenos Le*y Le?, lo que sugiere que con la
evolucidn de las lesiones precancerosas existe pérdida de antigenos de grupos sanguineos
(Moro-rodriguez y Alvarez-ferndndez, 2008). Respecto a la evolucién de las lesiones
cervicales durante el desarrollo de cancer se ha reportado que con el avance de las lesiones
premalignas hay aumento en la expresion de acido sidlico en enlaces a2,3 y 02,6 (Lopez-
Morales et al., 2010). Velazquez-Mdrquez (2012), reportd un incremento del antigeno sLe*
en raspados cervicales, el aumento de la expresion de este antigeno se relaciona con el

grado de la lesién intraepitelial escamosa.

A la fecha en el grupo de trabajo de biologia molecular del CIBIOR se ha interesado
en evaluar las alteraciones a nivel de glicosilacion relacionadas con el cancer cervical. Como
se ha descrito la alta expresion de las oncoproteinas E6 y E7 de VPHs de alto riesgo, guia a
la transformacidn maligna del cérvix, es por esa razén que diversos estudios se han
realizado para evaluar la participacion de E6 y E7 en las alteraciones a nivel de la
glicosilacion. Algunos hallazgos importantes obtenidos en el grupo de trabajo han descrito
gue en presencia de E6, aumenta la expresién del antigeno sLe* (Velazquez-Marquez, 2009).
Rivera Juarez (2013), evalud la actividad del promotor B3 del gen de la ST3Gal IV (cataliza la
adicién de acido sidlico en enlace a2,3), que es responsable en la sintesis del antigeno sLe*.
Los resultados obtenidos mostraron que E6 es capaz de incrementar la actividad del
promotor, sin embargo, en presencia de E7, no hubo cambio alguno. Estos resultados nos
sugieren que E6 podria modificar la expresion del gen ST3GAL4 y por lo tanto en la

biosintesis de estructuras glicanicas.
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Por otro lado, en un ensayo de microarreglos de expresién de 10K (10 mil genes del
genoma humano) se comparo el cambio de expresion de genes en muestras de cancer de
cérvix comparado con respecto a tejido cervical sano (Mordn Cruz, 2014). El perfil de
expresion de genes de sialiltransferasas, obtenido después del andlisis del microarreglo,
muestra un aumento en la expresion de los genes ST6GAL1, ST3GAL3, ST3GAL5 y
ST6GALNAC4 en las muestras de cancer, mientras que el gen ST6GALNAC2 disminuye su

expresion.

Los antecedentes obtenidos en el grupo de trabajo muestran que existen cambios a
nivel de la glicosilacién durante la transformacién maligna del cérvix, y que estos cambios
ocurren en etapas previas al cancer. Considerando que el agente etioldgico del CaCu es la
infeccién con ciertos genotipos de VPH, y que las oncoproteinas E6 y E7, son las
responsables de la transformacion celular, ha surgido el interés por conocer el papel que

estas proteinas ejercen a nivel de la glicosilacion.
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3. JUSTIFICACION

El cancer de cérvix ocupa el segundo lugar como causa de muerte por cancer en la
mujer mexicana. El principal agente etioldgico de este tipo de cdncer es el VPH, el genoma
de estos virus se ha identificado en mds del 99 % de los tumores malignos de cérvix. El
VPH18 ocupa el segundo lugar en prevalencia en los tumores de origen escamoso, sin
embargo, ocupa el primer lugar en adenocarcinoma de cérvix (originado en células

glandulares), un tipo de cdncer mas agresivo por su mayor capacidad de metdstasis.

Durante la infeccion persistente con el VPH18, el aumento en la expresién de las
oncoproteinas E6 y E7, son clave para la transformacion maligna del cérvix. E6 y E7 pueden
interaccionar con diversas proteinas hospederas alterando diversas funciones celulares. Las
investigaciones aun siguen describiendo mas blancos de interaccién de estas

oncoproteinas.

En CaCu, poco se ha investigado acerca de los cambios en la sintesis de estructuras
glicanicas y de las alteraciones en la expresion de genes que codifican para las enzimas que
participan en la glicosilacidén; por esta razén, este estudio estuvo dirigido a evaluar qué
papel juegan los oncoproteinas E6 y E7 del VPH18 en la expresidn de glicogenes en células
derivadas de adenocarcinoma cervical. Los hallazgos de este estudio nos permitiran conocer
gue vias de la glicosilacion podrian ser afectadas por la expresion de E6 y E7, sentando las
bases para estudios futuros enfocados a la identificacion de biomarcadores para el
diagnéstico oportuno del CaCu y/o como posibles blancos terapéuticos para el tratamiento

de la enfermedad.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la transformacién maligna del cérvix, ocurren cambios a nivel de la
glicosilacidon que se asocian con el grado de neoplasia. La infeccion persistente con VPH de
alto riesgo es el principal factor asociado al desarrollo del CaCu, por la expresion de dos
proteinas con alto potencial oncogénico E6 y E7. Estas oncoproteinas virales, interaccionan
con diversas proteinas celulares del hospedero como factores de transcripcion o proteinas
gue se encargan del mantenimiento de la cromatina, induciendo cambios globales en la
expresion génica. Debido a estas interacciones E6 y E7, podrian estar jugando un papel

importante en los cambios a nivel de la glicosilacién.

Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacién.

éLas oncoproteinas E6 y E7 del VPH 18 son capaces de modificar la expresion de genes que

codifican enzimas que participan en la glicosilacién?

5. HIPOTESIS

Las oncoproteinas E6 y E7 del VPH 18 modifican la expresidn de genes involucrados

en la glicosilacion.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH18 en la linea celular de cérvix

Hela sobre la expresidon de glicanos y genes de la glicosilacion

6.2 Objetivos especificos

6.2.1 Seleccionar y caracterizar clonas silenciadas en los oncogenes E6 y E7 en
la linea celular HelLa

6.2.2 Identificar glicogenes que modifican su expresion por el silenciamiento de
E6 y E7 del VPH18 en la linea celular de cérvix HelLa

6.2.3 Cuantificar el RNAm de genes relacionados con la glicosilacién que
modifican su expresion por efecto del silenciamiento de E6 y E7 del VPH18

6.2.4 Establecer redes de interaccidn de los glicogenes con expresion diferencial
para la identificacion de posibles vias de glicosilacién alteradas

6.2.5 Analizar los cambios en la expresion de glicanos por efecto del silenciamiento

de E6 y E7 del VPH18
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Material biolégico y condiciones de cultivo.

La linea celular Hela fue utilizada en este estudio, esta linea proviene de un
adenocarcinoma de cérvix y se caracterizan por tener integrado en el genoma alrededor de
10 copias del genoma del virus del papiloma humano tipo 18 (VPH18). En la linea celular
Hela las oncoproteinas E6 y E7 se expresan sin ningun tipo de regulacion, debido a que se
ve alterado el marco de lectura del principal regulador viral (el factor de transcripcion viral
E2). Se decidié trabajar sobre la linea celular Hela por la importancia que ha adquirido a

nivel clinico el VPH18 (desarrollo de adenocarcioma cervical).

Esta linea celular se cultivé en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium
con sales de Earle y L-glutamina) enriquecido con suero fetal bovino (SFB) al 10 %, penicilina
100 u/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Los cultivos se mantuvieron en una atmédsfera de CO;

al 5% y a una temperatura de 37 °C, en botellas de cultivo celular de 25 cm? de superficie.

Una vez que los cultivos llegaban a confluencia (cobertura total del area de cultivo
por las células), fueron lavadas dos veces con buffer de fosfatos (PBS, NaCl 130 mM, KCI 3
mM, Na;PO; 8.1 mM, KH;PO4 1.5 mM) estéril y divididas por tripsinizacion (tripsina-

solucion Hanks).

7.2 Silenciamiento de los oncogenes E6 y E7 del VPH18

Para el desarrollo de esta tesis se contd con el apoyo del grupo de inmunologia del
Centro de Investigacién Biomédica de Occidente, dirigido por los doctores Aguilar-Lemarroy
Ay Jave-Sudrez L, quienes nos proporcionaron un “pool” de la linea celular Hela, que fue
transfectada de manera estable con short hairpin RNAs (shRNAs), que codifican para RNAs
de interferencia (RNAi), dirigidos contra el RNAm bicistrénico que codifica para las
oncoproteinas E6 y E7 y un RNAi como control que no va a reconocer ningin RNAm viral ni

hospedero.

El silenciamiento se realizé clonando los shRNA dentro del vector pLVX-shRNA1

(Clontech Laboratories), los RNAi utilizados fueron reportados previamente por Qi et al.,
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2010, para el control (5-GACTTCATAAGGCGCATGC-3’) y por Butz et al.,, 2003, (5'-
CTAACACTGGGTTATACAA-3’) que es complementario a los nucledtidos 385-403 (regién
codificante de E6) del RNAm bicistrénico que codifica para E6 y E7, el efecto inhibitorio
afecta a todo el RNAm bicistrénico codificante paralas E6y E7 (Butz et al., 2003). Este RNAm
bicistrénico puede sufrir procesos de splicing afectando el marco de lectura abierto de E6,
generando tres tipos de transcritos; los de tipo 1 que van a codificar una proteina completa
y con las funciones previamente descritas, los transcritos de tipo 2 y 3, generan proteinas
truncadas llamadas E6* sin actividades comprobadas. Los nucledtidos que reconoce el RNAi
solo estan presentes en los transcritos de tipo 1, inhibiendo solo la expresion de la proteina
E6 completa, que participa en las actividades transformantes en cdncer; mientras que los
transcritos de tipo 2 y 3 no se ven afectados por este RNAI, ya que durante el splicing los

nucledtidos que son complementarios al RNAi se eliminan (Butz et al., 2003).

La obtencién de particulas lentivirales se realizd utilizando el sistema Lenti-X™
Lentiviral Expression Systems (Clontech Laboratories), brevemente, se cultivaron células
Lenti-X 293T, posteriormente fueron cotransfectados los plasmidos de interés (pLVX-
shControl o pLVX-shE6/E7) y Lenti-X HTX Packaging Mix, la transfeccidon se realizd con

lipofectamina.

Las particulas virales fueron recuperadas del sobrenadante, después fueron
purificadas con un filtro de 0.45 um, posteriormente se verificd la presencia de particulas
virales en el medio recuperado usando el kit LentiX-Gostik (Clontech Laboratories). La
transduccién del cultivo celular Hela se realizd con 500 ul del filtrado con lentivirus que
contenian el vector pLVX-shControl o pLVX-shE6/E7. La seleccidon de células correctamente
transducidas se realizo por la resistencia a puromicina (1 pg/ul), manteniendo durante una

semana la seleccion.

7.2.1 Seleccion clonal

La seleccion de clonas silenciadas fue realizada en el CIBIOR. Una vez que los cultivos
gue se mantuvieron en seleccidn con el antibiético, alcanzaron una confluencia del 60%,

fueron lavados con PBS y tripsinizados. Se realizd un conteo con cdmara de Neubauer,
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posteriormente se prepararon diluciones para la obtencién de cultivos monoclonales para

seleccionar la clona que tuviera un mejor grado de silenciamiento de E6 y E7.

7.3 Evaluacion de la viabilidad celular

Diferentes cultivos monoclonales de las lineas celulares silenciadas y controles
fueron evaluados para verificar si habia afectaciones a nivel de proliferacion y viabilidad

celular, esto se realizé por dos metodologias.

7.3.1 Ensayo de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Las células que se mantuvieron creciendo en botellas de 25 cm? de superficie, fueron
despegadas con tripsina, posteriormente se resuspendieron en un mL de PBS, se
homogenizaron y fueron contadas con camara de Neubauer. Se sembraron cinco mil células
por pozo de los diferentes cultivos monoclonales, en placas de 96 pozos, mientras que se
tomaron 4 tiempos para realizar el ensayo, los cuales fueron a las 0, 24,48 y 72 h, para el
tiempo 0 los cultivos fueron incubados durante 4 h, tiempo suficiente para esperar su

adherencia a la superficie de la placa.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se retiré el medio y se dieron 2 lavados con
PBS, evitando despegar las células, posteriormente se adicionaron 50 yL de MTT (0.2
mg/mL)y seincubd durante 4 h a 37 °C en atmdsfera de COz al 5 %. Transcurrido ese tiempo
se adicionaron a cada pozo, sin retirar el MTT, 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), la placa
se mantuvo en agitacion durante 15 min o hasta disolver completamente los cristales de
formazdan. Posteriormente se realizd la lectura de la placa a una longitud de onda de 570
nm. Las lecturas de las absorbancias fueron graficadas con los 4 tiempos que fueron

analizados.

7.3.2 Ensayo de cristal violeta

En placas de 96 pozos, se sembraron cinco mil células de los diferentes cultivos
celulares, también se evaluaron a cuatro diferentes tiempos de incubacién (0, 24, 48 y 72

h), para el tiempo O, la placa fue incubada a 37 °C con atmdsfera de CO, al 5 %, durante 4 h
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para esperar su adhesidn a la superficie de la placa. Transcurrido ese tiempo, se les retird

el medioy se dieron 2 ligeros lavados (evitando despegar las células) con PBS.

Las células fueron fijadas durante 10 min a temperatura ambiente, con una solucion
gue contenia acido acético al 10 %, metanol al 10 %, agua 80 %, transcurrido ese tiempo, se
retird la solucion para fijar y se enjuagd con agua destilada. Posteriormente las células se
tifieron con una solucién de cristal violeta (al 0.2 %), durante 20 min, al término de ese
tiempo, se recupero el cristal violeta y se realizaron varios lavados con agua destilada. Una
vez que se secaron completamente los pozos, las colonias celulares fueron solubilizadas con
200 pL acido acético al 30 %. Para la lectura de la absorbancia se transfirieron 100 plL de las
muestras solubilizadas y se leyeron a 540 nm, utilizando como blanco la solucion de acido
acético al 30 %. Las lecturas de las absorbancias fueron graficadas con los 4 tiempos que

fueron analizados.

7.4 Evaluacion del silenciamiento de E6 y E7 del VPH18
7.4.1 Extraccidon de RNA total para la cuantificacion de los transcritos de E6 y E7 del VPH18

Diferentes cultivos monoclonales de las lineas silenciadas, controles y parental, que
se mantuvieron en crecimiento en botellas de 25 cm?, cuando tuvieron una confluencia de
80 % fueron tripsinizadas. Las células fueron recuperadas por centrifugacion a 5 000 RPM a

4 °C durante 5 min.

El RNA total fue extraido de las pastillas celulares usando el NucleoSpinll RNA kit
(Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad del material
extraido fue verificado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % vy revelado con bromuro
de etidio, mientras que la concentracién se determind por espectrofotometria con el

equipo NanoPhotometer P-Class P 360 (Implen, CA, USA).

El RNA extraido fue sometido a una digestiéon con DNAsa (Fermentas) de 30 a 60 min
dependiendo de la presencia de DNA gendmico, transcurrido ese tiempo, la DNAsa fue
inactivada adicionando 1 ul de EDTA a las muestras e incubandolas a 65 °C durante 10 min.

Nuevamente la integridad fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 1 %.
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Mientras que para verificar que el RNA ya se encontraba libre de DNA gendmico, se realizé
un PCR de punto final amplificando un gen “Housekeeping” (GAPDH), los productos de esta
PCR se corrieron en electroforesis en gel de agarosa al 1 %, cuando notamos ausencia de
bandas correspondientes a la amplificacion del gen “Housekeeping”, se procedid a realizar
la sintesis del DNA complementario; en caso de tener amplificados las muestras se

sometieron nuevamente a una digestion con DNAsa.

El DNA complementario fue sintetizado, a partir de 500 ng de RNA extraido usando
el RevertAid First-Strand cDNA Synthesis kit (cat no. K1621; Thermo Fisher Scientific)

utilizando random primers y siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.4.2 qRT-PCR para la cuantificacion de los transcritos de E6 y E7 del VPH18

Los transcritos de E6 y E7 del VPH18 fueron evaluados por gRT-PCR, en una
cuantificacidn relativa que “es la comparacién cuantitativa del acido nucleico blanco con
respecto a una muestra de referencia o calibrador”, los resultados se van a expresar como
un cambio en el nUmero de veces que un RNAm se expresa en una muestra con respecto al
calibrador. El calibrador por definicion siempre tiene un valor de 1 o del 100 % y el cambio

puede ser positivo o negativo al ser comparado con este.

Para la cuantificacion relativa se utilizé el método del AACt, el cual requiere el uso
de un gen de expresion constitutiva (Housekeeping), que sea expresado constantemente
en las condiciones experimentales que se estén analizando. Para este método de
cuantificacién lo primero fue construir una curva de rango dindmico para el gen problema
(blanco) y el gen enddgeno para obtener la ACt (Ct gen blanco — Ct gen endégeno), para
cada una de las concentraciones de RNA probadas. La ACt fue graficada contra el logaritmo
de cada concentracion, el grafico debe tener una pendiente menor o igual a 0.1, entrando
en ese rango, el uso de nuestro gen endégeno contra nuestros genes blancos fue validado
(lo que nos indica que a las concentraciones probadas para ambos genes pueden ser

comparables) para su uso en la cuantificacion.
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7.4.2.1 Construccion de una curva de rango dinamico para la validacién del gen endégeno

La validacion se realizo a través de la construccion de curvas de rango dindmico en
los genes de interésy através de la pendiente obtenida, se calculd la eficiencia de
amplificacidn, la cual debe ser cercana al 100 % y ser similar en los genes problema vy

enddégeno.

El rango dindmico que utilizamos fue establecido evaluando las siguientes
concentraciones 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 ng/ul de RNA total, mientras que el gen endégeno
qgue utilizamos para la validacion contra E6 y E7 fue HPRT (Hipoxanthina
Fosforibosiltransferasa 1). La mezcla de reaccidn se prepard con 5 ul de Sybeer Gren
(Thermo Fisher Scientific cat no. K0221), 0.5 ul de cada par de oligonucledtidos especificos
(100 mM), 1 ul cDNA (ajustando a las concentraciones finales para la validacion) y se llevd
lareaccién a un volumen final de 10 pl. Las condiciones de amplificacidn del qRT-PCR fueron
temperatura inicial de 95 °C seguida de 40 ciclos a 95 °C por 30 seg y 60 °C durante 30 seg,
utilizando el equipo Step One™ (Life Technologies). Los oligonucledtidos especificos y sus

caracteristicas utilizados para la cuantificacidén se encuentran en la tabla 4.

7.4.2.2 Cuantificacion de los transcritos de E6 y E7 del VPH18

La cuantificacion relativa de los transcritos de E6 y E7 de diferentes muestras de RNA
total de las lineas silenciadas y controles, se realizaron con una concentracidn final de 0.1
ng/ul de RNA. Las condiciones de gRT-PCR se realizaron de manera similar a las utilizadas
en la validacidn. El analisis de la cuantificacién relativa de E6 y E7 se realizd obteniendo la
ACt de cada muestra, posteriormente para el calculo de la AACt, se obtuvo mediante la

siguiente férmula:

AACt = (ACt muestra problema — ACt muestra de referencia)

Se utilizd como muestra calibradora (muestra usada como base o referencia para los
calculos), la ACt de Hela parental. Una vez que fue calculada la AACt se aplicé la siguiente
férmula 2°28¢ graficando los resultados.

7.5 Evaluacion del silenciamiento por western blot
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La eficiencia del silenciamiento de los transcritos de E6 y E7 del VPH18 en la linea
celular Hela, fue evaluada a nivel de proteinas de E7 y p53 ya que con esta se evalud
indirectamente el silenciamiento de E6, al ser uno de los blancos principales de degradacién

de esta oncoproteina.

7.5.1 Extraccion de proteinas

A partir de cultivos monoclonales que fueron seleccionados a través del analisis de
cuantificaciéon relativa de E6 y E7, fueron cultivados en botellas p75, cuando estos
alcanzaron una confluencia del 90 %, fueron tripsinizados recuperando las células por
centrifugaciéon a 5 000 RPM a 4 °C durante 5 min. Posteriormente la pastilla celular se
resuspendié en 500 ul de PBS, adicionando 5 pl de inhibidor de proteasas (GE),
manteniéndolas en hielo a partir de este momento. La extraccién de proteinas se realizd
por lisis mecanica, haciendo pasar el resuspendido celular por jeringas de 25G y 27G varias
veces, posterior a la lisis de la suspensién celular se centrifugé a 5 000 RPM a 4 °C durante

10 min recuperando el sobrenadante.

La cuantificacion de los extractos proteicos se realizé utilizando el kit “DC protein
Assay” (BIO-RAD), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método consiste en
preparar una curva de estandar de concentraciones conocidas de albumina, obteniendo la
ecuacion de la curva (Y = MX + B) y despejando X para conocer la concentracién de nuestras
muestras problema, solo se tomaron como validas curvas estandar cercanas a una R? de

0.99.

7.5.2 Electroforesis (SDS-PAGE)

Para la identificacién de p53 (proteina blanco de E6 que usamos para medir
indirectamente el silenciamiento de E6) se usaron 70 ug de proteina, mientras que para la
proteina E7 se usaron 50 pg. Las muestras fueron llevadas a ebullicién durante cinco
minutos con amortiguador de muestra 4X (40 % glicerol, 240 mM Tris-HCl pH 6.8, 8 % SDS,
0.04 % azul de bromofenol, 5 % B-mercaptoetanol) transcurrido el tiempo se pusieron en

hielo. Posteriormente se cargaron en pozos de un gel de poliacrilamida (28 g acrilamida, 2
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g bis acrilamida) al 15 %, la electroforesis corrié (buffer de corrida Tris-base 7.5 g, glicina 36
g, SDS 2.5 g) a 60 V durante los primeros 15 min y después se aumentd el voltaje a 100 V

hasta que el frente de corrimiento llego al extremo del gel.

Al término de la electroforesis, el gel fue depositado en solucion amortiguadora de
transferencia durante 10 min, mientras se activaban membranas PVDF (Millipore)
haciéndolas pasar por metanol y posteriormente por agua destilada estéril. Una vez
activadas se realizé una transferencia humeda (buffer de transferencia Tris-base 3.1 g,
glicina 14.2 g, SDS 0.6 g, metanol 200 ml, pH 8.2), durante 1 hora a 100 V, transcurrido ese
tiempo las membranas se retiraron del gel y se sometieron a un bloqueo con PBS-T (5 % de
leche-PBS-tween 20 al 0.3 %) durante 3 horas. Al término del boqueo se adicionaron los
anticuerpos primarios anti p53 (dilucion 1:1000; Abcam cat ab1101), anti E7 (DO 1:1000;
Abcam cat ab100953), anti B-actina, usado como control (DO 1:3000; Abcam cat ab8224),
los anticuerpos fueron diluidos en solucién de bloqueo y las membranas que contenian las

muestras fueron incubados a 4 °C toda la noche en movimiento.

Al dia siguiente las membranas fueron lavadas con PBS-T (Tris-base 20 mM, NaCl
0.15 M, 300 pl tween 20), tres veces durante 10 min por lavado, posteriormente se adiciond
el anticuerpo secundario, anti IgG de ratdn conjugado a peroxidasa de rdbano (dilucién
1:4000; Abcam cat ab97046), incubandolo por dos horas a temperatura ambiente en
movimiento. Al término de la incubacidn se retiré el anticuerpo secundario y se hicieron
tres lavados a las membranas con PBS-T. Las sefiales fueron detectadas usando ImmPACT™

DAB peroxidase sustrate (Vector cat SK-4105).

Los experimentos se realizaron por triplicado, las membranas fueron sometidas a un

analisis densitométrico utilizando el software Imagel, graficando los resultados obtenidos.

7.6 Microarreglos de expresion de linea silenciada contra linea control

La tecnologia de los microarreglos ha permitido el andlisis multiple de genes de

acuerdo a una muestra problema y un control. El uso de esta tecnologia en céncer ha
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permitido el estudio de genes expresados diferencialmente y que se relacionan a los

procesos de carcinogénesis (adhesion, angiogénesis, proliferacién).

Este ensayo se basa en la comparacion de las intensidades de fluorescencia de RNA
total de dos muestras bioldgicas, marcadas con diferente fluordforo y asi poder saber de
acuerdo a esta intensidad cuales genes aumentan o disminuyen de expresion. La cantidad
minima necesaria para llevarlo a cabo es de 10 ug de RNA total y esta tiene que estar libre

de sales, sin degradacion u otros posibles inhibidores del ensayo.

7.6.1 Preparacion de la muestra

Se extrajo RNA total utilizando el Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (Zymo Research) de
la linea celular con un mejor grado de silenciamiento y un control (HeLa shRNAE6/E7 y Hela
shControl), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se precipitaron alrededor de 30 ug de
RNA total de cada linea celular con acetato de sodio 3M a pH 5.2 (1/10 volumenes) y 2.5
volumenes de etanol puro frio, fue homogenizado con voértex y se almacendé a -70 °C,
durante toda la noche. Al dia siguiente fueron centrifugados a 13 000 RPM a temperatura

ambiente y fueron transportados a 4 °C.

Los microarreglos de expresion se realizaron en la unidad de microarreglos del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autdnoma de México (UNAM),
bajo la direccién del Dr. Jorge Ramirez y la colaboracién técnica de Lorena Chavez Gonzdlez,
Simoén Guzman Ledn y José Luis Santillan Torres. En este trabajo se utilizd un chip del
genoma humano completo (35K), los oligonucledtidos que fueron hibridados en esta
laminilla corresponden a Ila libreria de Human 70-mer oligo de OPERON

(http://omad.operon.com/).

La preparacién de la prueba y la hibridacién de los microarreglos se realizé de la
siguiente manera: 10 ug de RNA total fueron usados para la sintesis del DNAc, incorporando
dUTP-Alexa555 (linea silenciada) o dUTP-Alexa647 (linea control), utilizando el First-Strand
cDNA labeling kit (Invitrogen). La incorporacion de los fluoréforos fue verificada midiendo

la absorbancia de 555 nm para Alexa555 y 650 nm para Alexa647. Cantidades iguales de
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DNAc marcado fueron hibridadas usando la solucién de hibridizacién, UniHyb (TeleChem
International INC). Las laminillas fueron incubadas durante 14 horas a 42 °C, transcurrido

ese tiempo fue lavada 3 veces con 1X SCC, 0.05 % SDS a temperatura ambiente.

7.6.2 Adquisicion de datos y analisis de las imagenes de los microarreglos

La adquisicion y cuantificacion de las imagenes obtenidas de las laminillas de los
arreglos fueron realizadas con un sistema de lectura de laser confocal ScanArray 4000, el
cual es acompafiado del software ScanArray 4000 Packard BioChips. Todas las imagenes
fueron capturadas usando un 65 % de adquisicién del PTM (tubo fotomultiplicador), un
poder de laser entre 70a 75 % y una resolucién de 10 um a 50 % de la velocidad de escaneo.
Para cada spot de Alexa555 y Alexa647 se calculé el valor medio de la densidad y el valor
medio del fondo (background), los cuales fueron realizados con el software ArrayPro

Analyzer de Media Cibernetics.

Los datos de los microarreglos fueron realizados con el software genArise,
desarrollado por la unidad de computacion del Instituto de fisiologia celular de la UNAM

(http://www.ifc.unam.mx/genarise/), bajo la asesoria técnica de Gerardo Coello, Gustavo

Corral y Ana Patricia Gomez. El genArise lleva a cabo una serie de transformaciones:
“background correction”, “lowess normalization”, “intensity filter”, replica los analisis y
selecciona genes expresados diferencialmente. La meta del genArise es identificar cual de
los genes muestra una buena evidencia de ser expresado diferencialmente. Este software
identifica los genes expresados diferencialmente por el calculo de la intensidad media
dependiente del Z-score. Usando un algoritmo para calcular la media y la desviacién
estdndar de cada dato y define un Z-score, donde Z se refiere al nUmero de desviaciones

estandar de un dato de la media general.

Zi = (Ri— mean(R)) / sd(R)

Donde z; es el z-score para cada elemento, R es el log-ratio para cada elemento, y sd(R) es
la desviacion estandar del log-ratio. Bajo ese criterio, los elementos con un Z-score > 2 de

desviaciones estandar, serian los genes significativamente expresados diferencialmente.
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7.7 Cuantificacion de los transcritos de glicogenes por qRT-PCR

Para la cuantificacion de los glicogenes se realizd con el método de expresion

relativa AACt, se establecid un rango dindmico (concentraciones 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001

ng/ul), para la validacién del método usando como gen enddgeno a HPRT. La mezcla de

reaccion se preparo con 5 ul de Sybeer Gren (Thermo Fisher Scientific cat no. K0221), 0.5 pl

de cada par de oligonucledtidos especificos (100mM), 1 pl cDNA (ajustando a las

concentraciones finales para la validacion) y se llevé la reaccion a un volumen final de 10 pl.

Las condiciones del gRT-PCR fueron temperatura inicial de 95 °C seguida de 40 ciclos a 95

°C por 30 segy 60 °C durante 30 seg, utilizando el equipo Step One™ (Life Technologies). La

concentracion final usada para la cuantificacion relativa de los glicogenes fue de 0.1 ng/ul,

los oligonucleédtidos utilizados y sus caracteristicas para la cuantificacién, se encuentran

descritas en la tabla 4.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para las cuantificaciones relativas de diversos genes en este

estudio.
Gen Oligonucleétidos 5°- 3" Tm Producto
E6 VPH18 Forward GCGACCCTACAAGCTACCTGAT
Reverse GCACCGCAGGCACCTTAT 64 295 pb
E7 VPH18 Forward TGTCACGAGCAATTAAGCGACT
Reverse CACACAAAGGACAGGGTGTTC 60 215 pb
HPRT Forward CCTGGCGTCGTGATTAGTGATGAT
Reverse CGAGCAAGACGTTCAGTCCTGTC 60 130 pb
GAPDH Forward CACTGCCACCCAGAAGACTGTG
Reverse TGTAGGCCATGAGGTCCACCA 60 450 pb
POFUT1 Forward CAGCCCAGTTCCCCGTCCTA
Reverse GAGCCTGCAGTCCCGTCCTTC 59 190 pb
XXYLT1 Forward GTGCTGGCTTGGGAACCTACTA
Reverse GCGGAACTGCCAGAATGTGT 55 230 pb
UGTS8 Forward AAACCAGCCAGCCCACTACCAG
Reverse GACACCAGCTCCAAAAGACACCAA 59 93 pb
DPY19L1 Forward GAGAGTGTACCCGTGTAATGTG 134 pb
Reverse GAGTGCAATCAAGCTTCCTCTA 62
PIGV Forward CCTGGGCAACTTGGACATA b
Reverse GGGCTTCTCTAGGGTCTTATTG 56 P
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ALG14 Forward CCGGGAGTCTCTCAGTATCTT 100 pb
Reverse TCTAGGTGAGTAGGCATTGGA 57

GALNT1 Forward GGATAAAGCCACAGAAGAGGATAG 94 pb
Reverse CAGGGTGACGTTTCGAAGAA 56

7.8 Analisis de expresion de glicanos en superficie celular
7.8.1 Citoquimicas

Los cultivos celulares de las lineas celulares parental, silenciada y control, que se
mantenian creciendo en botellas de 25 cm? de superficie, fueron despegadas con tripsina,
posteriormente fueron resuspendidas en un ml de PBS, se homogenizaron y fueron
contadas con cdmara de Neubauer. Posteriormente se realizaron diluciones para sembrar
50 mil células por pozo de cada linea en placas de 24 pozos (que previamente se le ha
depositado un cubreobjetos de 1 mm? aproximadamente, completamente desinfectado).
Una vez que fueron sembradas se incubaron durante 48 horas a 37 °C en atmdsfera de CO;

al 5 %.

Transcurrido ese tiempo se sacaron las placas (con un 60 % de confluencia
aproximadamente), se les retir6 el medio y se realizaron dos lavados con PBS.
Posteriormente las células fueron fijadas con 500 ul de paraformaldehido al 2 %, durante
10 min, después se retiré el paraformaldehido y se realizaron 3 lavados con solucién
amortiguadora TN-TrisHCL (500 ul por pozo). Se realizé un bloqueo con el “Casein Vector
kit” (Vector Labs), siguiendo las instrucciones del fabricante, durante 40 min en camara

himeda, asegurando que todas las células son cubiertas por la solucién de bloqueo.

Una vez que las células fueron bloqueadas, se les retird el exceso de caseina y se
adicionaron las lectinas biotiniladas (0.2 pg/ml en cada pozo), se incubaron en camara
himeda durante 60 min, posteriormente se realizaron tres lavados con TN-TrisHCL. Se
prepard una solucién de ficoeritrina-estreptavidina en una dilucion de 1:100 en PBS y se
adiciono a cada pozo cuidando que todas las células quedaran cubiertas con la soluciéon y

gue no tuvieran contacto directo con la luz, se incubd en cdmara himeda durante 20 min.
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Transcurrida esta incubacién se lavaron 3 veces con TN-TrisHCL, posteriormente se hizo una
contratincién de los nucleos con el colorante fluorescente Hoesch (diluciéon 1:1000 en PBS)

y se incubd en cdmara hiumeda durante 20 min y protegido de la luz.

Al término de la contratincién los pozos se lavaron 2 veces con PBS, posteriormente
se retird el cubreobjetos de cada uno de los pozos y se montaron con pinzas limpias en un
portaobjetos completamente limpio, evitando la deshidratacion de las células y
manteniéndolas sin tener contacto con la luz, posteriormente se sellaron con barniz de uias

incoloro.

Las laminillas fueron visualizadas en el microscopio de fluorescencia (marca Zeiss),
tomando alrededor de cinco fotografias por campo de cada laminilla. La intensidad media
de fluorescencia fue medida en cada fotografia usando el softwate ZEN blue 2. El valor neto
de la intensidad media de fluorescencia se obtuvo restando la intensidad media de 2
controles, el primer control negativo (autofluorescencia) que no contenia lectina, ni
ficoeritrina (para descartar la autofluorescencia que pueden emitir las células por si mismas)
y el segundo control, el de inespecificidad (solo contenia la ficoeritrina), que nos permitio
eliminar valores de fluorescencia por el reconocimiento inespecifico del segundo

componente.

7.9 Analisis bioinformaticos
7.9.1 Andlisis de enriquecimiento funcional de los genes con expresion alterada

Para estudios funcionales de larga escala o datos de transcriptémica como
microarreglos y/o secuenciaciéon masiva, una herramienta cominmente usada es el Gen
Ontology (GO). Los genes que se vieron alterados en su expresién por el silenciamiento
parcial de E6 y E7 del VPH18, fueron sometidos a un andlisis de clasificacién funcional, este
analisis se realizé utilizando el software Database for Annotation, Visualization, and

Integrated Discovery (“DAVID”, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) disponible en linea.

El primer paso para realizar este andlisis fue subir o cargar una lista de genes (los

genes con expresion alterada). La lista de genes se sometid copiando los genes alterados de
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nuestra base de datos y pegandolos en el recuadro A del software (paso 1). En el paso 2, es

necesario seleccionar un identificador, en esta seccidn se refiere al tipo de microarreglos

I " III

utilizado, para nuestros datos fue seleccionado el “official gene symbol” debido a que esta
nomenclatura es la mas cercana a la que se uso en el microarreglo. El pasé 3, que hace
referencia al tipo de lista, seleccionamos “gene list”, y el paso 4, se selecciona “submit list”,

y se cargaran los datos al software.

Para realizar una clasificacion funcional de los genes que han sido cargados al
programa y poder explorar los resultados, seleccionar las herramientas de DAVID,
“Funtional annotation tool” el cual nos genera una nueva vista mostrandonos una serie de
hipervinculos con diferentes categorias que son de nuestro interés. Como ya se habia
mencionado se realizd un agrupamiento de los genes basados en el GO, la lista de genes se
sometid a un analisis basado en la categoria relacionada a los procesos biolégicos (BP), para
esto se selecciond la pestafia “Gene Ontology” vy posteriormente en
“GOTERM_BP_DIRECT”, se le dio click en “chart”. Al realizar esto se genera una nueva
ventana con los resultados el cual contiene términos que son enriquecidos y que son
asociados con la lista de genes que fueron sometidos al analisis, el nGmero de genes que
participan en este término (solo los que fueron ingresados), asi como un valor estadistico
llamado P-value, cuando este valor es menor o igual a 0.05 se pude decir que el término
mostrado por el programa es fuertemente enriquecido y tiene una mayor relevancia

bioldgica.

El Gen Ontology también permite realizar otro tipo de agrupamientos de nuestros
genes deinterés en categorias basadas en funcion molecular (MF), y componentes celulares
(CC), asi como otros tipos de andlisis que pueden ser consultados en la pagina del programa
o en la publicacion de Huang et. al., 2008. Este mismo software contiene un enlace unido a
la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) que permite analizar
procesos celulares y vias metabdlicas alterados que se asocian a los genes que son

sometidos a este analisis.

7.9.2 Busqueda de glicogenes (construccion de una base de datos)
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Debido a que no hay una herramienta o base de datos que conjunte todos los genes
relacionados a la glicosilacion del humano, para la identificacion de los glicogenes, nosotros
recopilamos la informacién disponible de GlycoGene database
(http://riodb.ibase.aist.go.jp/rcmg/ggdb/) y del Consortium for Functional Glycomics-CAZy

databases (disponible http://www.cazy.org/CAZY/). También tomamos en cuenta

publicaciones previas (Milde-Langosch et al., 2014) relacionadas a los glicogenes los cuales
complementaron la informacién disponible hasta el momento. Nosotros tomamos en
cuenta 335 glico-genes. Las proteinas de union a glicanos y transportadores de glicanos (asi

como de carbohidratos) no fueron incluidos en esta base de datos.

7.9.3 Construccion de las redes de interaccion proteina-proteina (PPI)

Los genes relacionados a la glicosilacion fueron sometidos a un andlisis “in silico”de
interaccion proteina-proteina (PPl), que nos permitid conocer las relaciones que tiene
nuestros genes de interés y su posible funcién biolégica en el desarrollo del cancer cervical
mantenida por la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH. Para realizar este analisis
bioinformatico se utilizd la herramienta informatica, disponible en linea el Search Tool for

the Retrieval of Interacting Genes (String DB, http://string-db.org).

Esta herramienta permite al usuario realizar 2 tipos de andlisis, la primera es
ingresando una lista de genes que son de nuestro interés y el programa realiza una
prediccién, pronosticando las posibles interacciones que pueden tener los productos de los
genes que han sido ingresados al programa. El segundo andlisis consiste en solo ingresar el
nombre de un Unico gen de interés y el programa nos permite conocer cudles son las
proteinas que se relacionan inmediatamente a nuestro gen de interés. Las redes de
interaccion que son predichas en STRING, son construidas a partir de interacciones ya
conocidas (con evidencia experimental) y otras se basan en algoritmos propios de esta
herramienta y en otras fuentes (Szklarczyk et al., 2011) bibliograficas y de actividades

similares a otra proteina.

Se realizaron diferentes tipos de interacciones (una general con todos los glicogenes,
una red con los genes que disminuyen su expresién y otra con la que aumentan), estos se
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ingresaron en forma de grupo de genes. También realizamos redes de interaccion de

proteina aumentando el nimero de nodos que aparecen en la red.

Para realizar el analisis en forma de grupo de genes, en la ventana del STRING,
seleccionar la pestafia llamada “Multiple proteins”, posteriormente seleccionar nuestro
grupo de genes de interés, copiar y pegarlos en el recuadro “List of names”. Una vez que
han sido cargados los datos, seleccionar el organismo de interés (Homo sapiens), y darle
click en “search”. Posteriormente se despliega una nueva ventana donde se muestran los
genes de interés con su nombre completo y funcién, pidiendo ser revisadas, una vez que

verificamos nuestros genes ingresados, dar click en la pestafia “continue”.

Después de este proceso se despliega la red de interaccion de proteinas que se
asocian a las de nuestro interés. Existen varias visualizaciones, la forma que nos da
automaticamente muestra nodos de colores y de diferente tamafio los cuales se refieren a
si existe la estructura terciaria de la proteina. Para realizar cambios en la forma de
visualizacién de las redes o de los parametros tales: como la fuente de interacciones activas
de las cuales se obtuvieron los resultados o el nUmero de interacciones que queremos

observar en la red, se da click en “Settings” y seleccionamos la opcién deseada.

La obtencidn de los datos se puede realizar de dos maneras, al abrir la ventana de
“" ”n . .

Exports” nos da una lista de las diversas maneras en que podemos obtener nuestra
informacidn, ya sea a través de imagenes con formato PNG o en forma de tabla en formato
XML; este formato nos da los analisis estadisticos de la red visualizada y nos permite su uso
en otros programas como “Cytoscape” donde nos reconstruye la red obtenida en STRING,

donde es posible manipular la red, si deseamos resaltar alguna proteina de interés.
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8. RESULTADOS

El estudio de la participacién de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH sobre los cambios
en los niveles de glicosilacién y genes relacionados a este proceso, se realizd en la linea
celular Hela (proveniente de adenocarcinoma cervical), en cuyo genoma se encuentran

integradas secuencias del ADN viral del VPH genotipo 18.

A partir del “pool” de células Hela silenciadas, se realizé una selecciéon clonal, para
obtener cultivos homogéneos con un mismo nivel de silenciamiento, ya que el sistema
utilizado para el silenciamiento de los oncogenes E6 y E7, no se pueden controlar cuantas
particulas virales infectan una célula, ni tampoco se controla el sitio de integracion del

genoma del lentivirus, lo que afecta los niveles de expresién de los RNAs de interferencia.

La seleccién clonal se realizd por dilucién infinita, para obtener los cultivos
monoclonales los cuales fueron evaluados para seleccionar aquella con un mejor nivel de
silenciamiento. Después de la seleccidn clonal, se obtuvieron tres cultivos monoclonales
gue fueron transfectados con shRNAs contra E6 y E7, llamados clonas 5, 8 y 11, Mientras
gue se obtuvieron dos cultivos monoclonales control (con shRNA que no regula ningun
RNAm) llamados shlrrB4 y shirrD1, que seria nuestro control para las diversas metodologias.
Estos cultivos monoclonales se les realizaron analisis de viabilidad celular y se les evalto la

expresion relativa del RNAm E6 y E7 del VPH18.

8.1 Evaluacion del silenciamiento de E6 y E7, sobre la viabilidad y proliferacion celular
8.1.1 Viabilidad celular

Los cultivos monoclonales obtenidos fueron caracterizados inicialmente por ensayos
de viabilidad celular, esta caracteristica se evalto por la capacidad de reducir un compuesto
amarillo llamado Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), por
enzimas deshidrogenasas mitocondriales de células metabdlicamente activas a cristales de
color purpura llamadas formazan, que después de ser solubilizado fueron cuantificadas por
espectrometria a una longitud de onda de 570 nm. Los valores de la absorbancia fueron

medidos a diferentes tiempos, posteriormente graficados, una tasa de absorbancia menor
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a la del grupo control indica una menor reduccién del MTT a formazan, lo que sugiere que
hay menos células viables (también indirectamente indica que hubo una menor
proliferacién celular). Los resultados fueron graficados a 4 diferentes tiempos, como se
muestra en la figura 5, la absorbancia inicial fue entre 0.08 a 0.1 a 570 nm, en la ultima
medicion que se realizd a las 72 h. Las clonas controles (IrrB4, IrrD1) y la clona 8, mostraron
el mismo comportamiento que la linea parental (absorbancia de 0.5-0.58 a 570 nm), sin
embargo, para las clonas 5 y 11 la absorbancia fueron valores de 0.28 a 570 nm,
indicandonos que la viabilidad de estas clonas se redujo alrededor del 50 % con respecto a
la linea parental y a los grupos controles. Estos resultados nos indican que hay una menor
viabilidad (e indirectamente nos podria estar indicando una menor proliferacion celular),
en las clonas 5 y 11 que podria ser atribuido a la expresidon de los RNAs de interferencia

contra E6 y E7 del VPH18 y por la restauracion de p53 y pRb.
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Figura 5. Viabilidad celular a diferentes tiempos de la linea celular Hela, de clonas silenciadas en E6
y E7 y de las clonas control. En las clonas controles (IrrB4 y IrrD1) y clona 8 no hay ninglin cambio
en la viabilidad celular, con respecto a la linea Hela parental; sin embargo en las clonas 5y 11 hay
una reduccion de alrededor del 50 % en la viabilidad celular.

8.1.2 Proliferacion celular

De acuerdo a los resultados del ensayo anterior, se seleccionaron dos cultivos (un
grupo control IrrB4 y una clona silenciada la 11) y se evalud la capacidad proliferativa de los

2 grupos seleccionados comparandolas con la proliferacion de Hela parental. La
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proliferacién celular se evalud a través de la capacidad de retencidon del cristal violeta de las
células adheridas; posterior a su elucidon se midié la absorbancia a 540 nm del colorante
liberado. Cuando los cultivos son capaces de absorber una mayor cantidad de cristal violeta,
la absorbancia aumenta y nos indica una mayor proliferacion celular (e indirectamente la
viabilidad celular) con respecto al tiempo transcurrido. Los tres grupos al tiempo 0 tienen
un valor de 0.24, en la figura 6, se muestran los resultados que se obtuvieron, se puede
observar que los 3 grupos celulares tienen una proliferacion similar a la 24 horas de
incubacidn, mientras que conforme transcurre el tiempo, hay un aumento en las lecturas
de la absorbancia en los grupos celulares de HelLa y shControl (1.31 y 1.34 respectivamente),
mientras que la linea silenciada (clona 11), a las 72 horas muestra una disminucién de la
absorbancia dando lecturas de 0.9 a 540 nm, lo que nos indica que hay una menor capacidad
proliferativa. El comportamiento de los grupos parental y control fue similar durante los 4
tiempos que se midid la absorbancia, lo que refuerza los resultados obtenidos del ensayo
de MTT (figura 5) y nos indica que el shRNA utilizado como control no interfiere en la
viabilidad y proliferacién de la linea utilizada como control; mientras que la clona 11 hay
una disminucidn en la absorbancia, donde a las 72 horas hay una disminucién cercana al 50

% con respecto a los otros dos grupos, por lo tanto una menor proliferacién.
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Figura 6. Efecto del RNAI contra E6 y E7, en la proliferacién celular. Un ensayo de absorcidn de
cristal violeta muestra reduccion en la proliferaciéon de la linea silenciada (clon 11) con respecto al
grupo control (IrrB4) y sin tratamiento (parental).

8.2 Validacion del método de cuantificacion relativa (AACt), de E6 y E7 del VPH18
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Previo a la cuantificacién relativa de la expresidn de E6 y E7, se realizo la validacién
del gen enddgeno y se establecié un rango dindmico de concentracién. La construccion del
rango dinamico para los genes de interés E6, E7 y el gen enddgeno usado como control
(HPRT), se realizo con las siguientes concentraciones 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 ng/ul de RNAm
delalinea celular Hela sin tratamiento. Las Cts obtenidas fueron graficadas y las pendientes
resultantes de cada grafico se utilizaron para calcular la eficiencia de amplificacion de cada
gen, los cuales fueron de 103.83 %, 99.55 %y 104.78 % para HPRT, E6 y E7 respectivamente,
estos resultados nos muestran que todos estan cercanos al 100 % de eficiencia de
amplificacién y tienen valores cercanos los cuales pueden ser comparables entre los genes

a cuantificar.

Una vez obtenidas las eficiencias de amplificacién, el siguiente paso para la
validacién del método de cuantificacion es la obtencidn de la primera ACt, la cual se obtuvo
graficando el Ct gen blanco — Ct gen enddgeno contra el Log [RNAm], la pendiente obtenida
en este grafico debe ser menor o igual a 0.1 para poder validar el método. En la figura 7 se
muestra el grafico obtenido de la ACt entre E6-HPRT, en el cual la pendiente obtenida es de

-0.09, la cual es cercana al valor dptimo de la metodologia.
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Figura 7. Curva de validacién del método AACt para cuantificaciéon de los transcritos de E6,
utilizando como gen enddgeno HPRT, en la linea celular Hela parental.
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Mientras que la pendiente obtenida al comparar las Cts de E7-HPRT fue de 0.021,
valor cercano al ideal (figura 8). De esta manera se validd el método para la cuantificacion
de E6y E7, utilizando el rango dindmico previamente mencionado y utilizando el mismo gen

enddgeno para ambos genes.
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Figura 8. Curva de validacion del método AACt para cuantificacion de los transcritos de E7Z,
utilizando como gen endégeno HPRT, en la linea celular Hela parental.

8.2.1 Cuantificacion de los transcritos de E6 y E7 en la linea celular Hela silenciadas y
controles
Para la cuantificacion de los genes E6 y E7 del VPH18 en las diferentes clonas,

seleccionamos la concentracion de 0.1 ng/ul de RNAm.

La cuantificacion se realizd para seleccionar aquella clona que tuviera el mayor nivel
de silenciamiento de E6 y E7, también para la seleccién de un grupo control que se asemeje
mas a nuestra linea Hela parental. La abundancia de RNAm de E6 y E7 de la linea celular sin
tratamiento (Hela parental) se utilizé como calibrador, es decir su valor siempre fue de 1 o
del 100 % de expresion y sobre ese valor se compararon los resultados de las clonas
experimentales (silenciadas o controles). Los resultados de la cuantificacion relativa de
transcritos de E6 y E7 se muestran en la figura 9, que incluye las 3 clonas silenciadas y 2

clonas control.
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En el caso de la cuantificacion relativa de E6 (figura 9A), los resultados muestran una
muy ligera disminucién de los grupos controles (IrrB4, IrrD1), con respecto a Hela, mientras
que las clonas 5 y 8 muestran un nivel de expresidn similar al calibrador, lo que nos sugiere
qgue no hay ningun efecto del shRNA sobre el transcrito de E6. La clona 11 mostrd una
disminucion cercana al 50 %, respecto a la linea calibradora Hela. En la cuantificacién
relativa de E7 (figura 9B), los grupos controles y la clona cinco tuvieron el mismo nivel de
expresiéon respecto a Hela sin tratamiento, mientras que la clona 8 tuvo una ligera
disminucién y nuevamente la clona 11 tuvo una disminucién del 50 % del transcrito de E7,

lo que nos sugiere que esta clona es la que mejor silencid parcialmente ambos genes.
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Figura 9. Expresion relativa de E6 (A) y E7 (B), en diversas clonas silenciadas y controles. Este primer
tamizaje sirvié para la seleccién de las lineas con las que continuariamos el estudio (clon 11y IrrB4).

Esta primera cuantificacién nos permitié seleccionar una clona control y una clona
con un mayor silenciamiento parcial de ambas proteinas, los cuales fueron IrrB4 y clon 11
respectivamente; con ellas continuamos con nuestra investigacion. Después de la seleccién
de los cultivos monoclonales para trabajar, nos referiremos a ellos como Hela parental
(linea sin tratamiento), shControl (refiriéndonos al grupo control que contiene shRNAs que
no reconocen a ningin RNAm blanco hospedero ni viral) y shRNAE6/E7 (clon 11 que

contiene los shRNA’s dirigidos contra los transcritos de E6/E7, cuya abundancia disminuyd
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mas pronunciadamente respecto a las de las otras clonas analizadas), estas primeras

cuantificaciones se realizaron por duplicado
8.2.2 Cuantificacion de E6 y E7 del VPH18 en las lineas seleccionadas

Los niveles de expresidn transcripcional de los genes E6 y E7, en las clonas antes
seleccionadas fueron cuantificados por gRT-PCR en los dos grupos seleccionados. La
concentracion de RNA usada fue de 0.1 ng/ul y se utilizé la expresion de Hela parental como
calibrador de la expresién relativa de ambos tipos de transcritos. En la figura 10 se muestran
la expresion relativa de E6 y E7; en el panel A, se puede observar una disminucién de
alrededor del 60 % del trascrito de E6 en la linea shRNAE6/E7, mientras que hay una

expresion similar en el grupo parental y control.
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Figura 10. Expresion relativa de E6 (A) y E7 (B), en las dos lineas celulares seleccionadas. La expresién de
Hela parental se usé como normalizador, los experimentos se realizaron por triplicado y posteriormente
se sometieron aun analisis de varianza de una via (ANOVA), con un test de Tukey ***p < 0.001.

En el panel B, se muestra la expresion relativa de E7, en la que los resultados son
similares a los de la expresion de E6. No encontramos cambios significativos entre el grupo
calibrador (parental) y el grupo control, mientras que la linea silenciada (shRNAE6/E7), tiene

una disminucion de alrededor del 50 %. En ambos casos se realizé un analisis de varianza
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de una via (ANOVA), seguido de un test de Tukey con un valor de p<0.001, para la
significancia estadistica; los resultados mostraron que para ambos transcritos hay una
disminucion en la expresién significativa entre la linea silenciada respecto a los grupos
parental y control y que estos dos ultimos no tienen diferencia estadistica en expresion

(figura 10).

8.3 Evaluacion del silenciamiento de E6 y E7 por western blot

El silenciamiento de E6 y E7 también fue evaluado por western blot, para corroborar
gue hay una inhibicion de expresidon a nivel proteico. La expresion de E6 se evalud de una
manera indirecta, esto es porque de acuerdo a la bibliografia se menciona que en la linea
celular Hela, hay niveles muy bajos de expresion de proteina enddgena, lo que hace muy
dificil su deteccidn por western blot, a pesar de que existan anticuerpos especificos contra
E6 de VPH18 (Butz et al., 2003; Hall y Alexander, 2003; Qi et al., 2010). Para medir el efecto
del silenciamiento en E6, se evalud la expresion de la proteina p53, ya que ésta es el blanco
principal de la degradacién proteolitica mediada por E6; por lo que al haber una disminucidn
de la expresion de E6, los niveles de p53 deben aumentar. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 11, en el panel izquierdo, se puede observar que hay una mayor
intensidad en la banda que corresponde a p53 en la linea shRNAE6/E7, en comparacion con
las intensidades de las bandas de Hela y shControl, lo que nos indica que hay una mayor
presencia de p53 en la linea silenciada y que los niveles de E6 han disminuido a nivel de
proteina, mientras que las bandas correspondientes a B-actina, proteina que se utilizé6 como

control las intensidades son similares.

La intensidad de la sefal de cada banda obtenida en los ensayos de western blot fue
cuantificada mediante un analisis densitométrico utilizando el software Imagel. La cantidad
de proteina fue normalizada utilizando como control la cantidad detectada de B-actina
enddgena; los resultados se graficaron como unidades arbitrarias (el cociente de la divisién
de la intensidad de la banda de p53 sobre la intensidad de banda de B-actina). En la figura
11, en el panel derecho se muestra la grafica del andlisis densitométrico de los niveles de

p53 enlos 3 grupos celulares. La intensidad de banda de p53 correspondiente a shRNAE6/E7
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tiene un aumento de alrededor de 2.5 respecto al grupo parental y control, mismo que es
estadisticamente significativo (p<0.001), sugiriéndonos que hay una baja degradacion de

p53, esto debido a la inhibicidn de la expresién de la oncoproteina E6.
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Figura 11. Ensayo de western blot en el que se detectd a la proteina p53 (una proteina blanco de E6)
en la linea celular Hela, en la clona control y la silenciada, el panel izquierdo muestra la sefial en la
membrana correspondiente a las proteinas p53 y B-actina (control enddégeno), el panel derecho
muestra el andlisis densitométrico de la membrana. La seial de B-actina se utilizé como control y
normalizador para la cuantificacién. Los experimentos fueron realizados por triplicado y sometidos a
un analisis estadistico de varianza de una via (ANOVA), con un test de Tukey ***p < 0.01.

La expresion de la oncoproteina E7, fue detectada de manera directa, los resultados
concuerdan con lo obtenido en la expresidn relativa del transcrito de E7; como se esperaba
hay una disminucién en la sefial de la proteina E7 en la linea silenciada respecto a la linea
control y parental (figura 12, panel izquierdo), se utilizdé como control endégeno la
expresién de B-actina, estos niveles se muestran con una intensidad similar en las tres lineas
celulares. Las membranas también fueron sometidas a un analisis densitdmetro, la
expresién de B-actina fue utilizada como calibrador mientras que la expresién de E7 en Hela
parental fue utilizada como referencia del cambio en las intensidades de las bandas, los
resultados son mostrados en el panel derecho de la figura 12. Como se puede ver en el
grafico hay una disminucién de la intensidad de banda en E7, indicandonos una disminucion

en la expresidn de la proteina; los resultados se sometieron a un analisis estadistico. Los
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resultados son similares a p53 donde no hay diferencia estadistica entre el grupo control y
parental, mientras que hay una diferencia estadisticamente importante (p<0.001) al
comparar estos grupos con la linea silenciada, la disminucién es cercana a 2 respecto al

control y la linea parental.

Hela shControl shRNAE6/E7

E7/(3-ACTINA
(Unidades Arbitrarias)

Figura 12. Ensayo de western blot en el que se detectd a la proteina E7 en la linea celular Hela, en la
clona control y la silenciada, el panel izquierdo muestra la sefial en la membrana correspondiente a
las proteinas E7 y B-actina (control enddgeno), el panel derecho muestra el analisis densitométrico
de las membranas. La sefal de B-actina se utilizd como control y normalizador de la expresién. Los
experimentos fueron realizados por triplicado y se hizo un andlisis de varianza de una via (ANOVA),
con un test de Tukey ***p < 0.01.

8.4 Perfil de genes alterados por el silenciamiento de E6 y E7 del VPH18 (microarreglos de
expresion)

La obtencion del perfil transcripcional de las lineas shControl y shRNAE6/E7, se
realizd mediante un analisis de microarreglos de expresién, este ensayo se hizo en la unidad
de microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), bajo la direccién del doctor Jorge Ramirez y su equipo de colaboradores.
El chip que se utilizd en este ensayo fue de 35K, el cual cubre el genoma completo de la
coleccion del genoma humano depositada en el Gene Bank, del National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

El RNA extraido fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar

su integridad. En la figura 13 se puede observar el gel y las bandas definidas que
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corresponden a los RNAs ribosomales subunidades 28S y 18S, mientras que en la zona de
resolucion de bajo peso molecular del gel se puede ver la banda que corresponde al RNA
de transferencia o a la subunidad 5S del RNA ribosomal. Una vez que se corroboré la calidad
del material extraido se enviaron a la unidad de microarreglos alrededor de 28 ug de RNA

total de shRNAE6/E7 y 31 ug de RNA total de la linea control.

shRNaE6/E7 shControl

RNA Ribosomal 28S

RNA Ribosomal 185

RNA Transferencia/
RNA Ribosomal 55

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del RNA total extraido de la clona control y la
silenciada. El gel fue tefiido con bromuro de etidio para visualizar el material genético extraido.

El marcaje del RNA extraido se realizd durante la sintesis del cDNA, utilizando los
fluordforos Alexa555 para shRNAE6/E7 y con Alexa647 para shControl, posteriormente las
laminillas de los microarreglos fueron analizados con software ArrayPro Analyzer fabricado
por Media Cibernetics para la obtencion de los valores cuantitativos de cada una de las
sefiales de fluorescencia detectadas en el microarreglo; los datos arrojados por este
software fueron analizados con el programa GeneArise, desarrollado por la unidad de
computacion del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, para el andlisis estadistico que
permite discriminar aquellos que tienen cambios significativos, ya que estos son los que

pueden representar un cambio real en la expresion.

El GeneArise utiliza una funcién llamada Z-score que calcula la media y la desviacién
estandar de la distribucién de cada uno de los valores (radio de fluorescencia) y establece

un rango de confianza para poder identificar los genes que son diferencialmente
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expresados. La visualizacidn de estos datos se realiza en una grafica llamada Zscore.plot,
que grafica los valores absolutos del Z-score (figura 14), el conjunto de datos son graficados
en colores dependiendo del valor del Z-score; cuando el valor del Z-score es menor a uno el
color es verde, cuando el valor se encuentra entre 1y 1.5 es azul, si el valor oscila entre 1.5
y 2 el color es azul celeste, mientras que valores superiores a 2 es de color blanco. Valores
mas alejados del centro del grafico (color blanco) contienen un mayor rango de confianza,
es decir son los genes que estadisticamente se tiene la seguridad que son expresados

diferencialmente (aumento o disminucidn de expresion).

Figura 14. Zscore.plot, que muestra los valores absolutos del Z-score en cédigo de colores. Cada punto
representa un gen, aquellos mas alejados del centro (0 o color verde), son los que estadisticamente
tienen un mayor rango de confianza y son considerados de expresion diferencial.

Los datos que analizamos en este estudio fueron depositados en el Gene Expression
Omnibus del NCBIy se puede acceder a ellos con el nimero de serie del GEO GSE90903. En
este estudio sdlo se trabajo con aquellos genes cuyo valor de Z-score fuera 22y <-2, ya que
tienen un mayor rango de confianza. Del total del genoma analizado los resultados
arrojaron un total de 1157 genes que son expresados diferencialmente, los resultados
qguedaron en funcién del silenciamiento parcial de E6 y E7; del total de los genes cuya

expresion se altera, 613 genes disminuyen su expresion y 544 aumentan (si se requieren
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ver estos resultados en funcidn de la expresion de E6 y E7, los genes que aumentan serian

544 y 613 los que disminuyen).

8.5 Anadlisis bioinformaticos de los genes expresados diferencialmente en el microarreglo

Los estudios bioinformaticos usualmente sirven como punto de inicio para una
investigacion mas profunda de los procesos de interés del investigador, en este estudio
nosotros hicimos uso de la plataforma de microarreglos y de herramientas bioinformaticas

(DAVID y String DB), para cumplir los objetivos planteados en esta investigacion.

8.5.1 Analisis de enriquecimiento funcional de los genes con expresion alterada (DAVID)

Para el andlisis de un conjunto muy grande de genes que son expresados
diferencialmente provenientes de metodologias como los microarreglos o la secuenciacion
masiva del RNAm, existen programas bioinformaticos que permiten el agrupamiento de los
genes de interés ya sea por su nivel de expresion, funcion, estructura, localizacion celular,
etc. Nosotros utilizamos el software Database for Annotation, Visualization, and Integrated

Discovery (“DAVID”, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) disponible en linea, que nos permite el

agrupamiento de nuestros genes de interés basados en el Gene Ontology (GO). El GO
contiene tres términos en los cuales podemos agrupar nuestros genes los cuales son:

componentes celulares (CC), funcién molecular (MF) y procesos biolégicos (BP).

Los datos crudos (los 1157 genes con expresion diferencial) fueron sometidos a un
analisis con este software utilizando solo la funcion de procesos bioldgicos, los resultados
que mostré este andlisis fueron agrupados en aquellos que son similares por ejemplo
algunos procesos bioldgicos enriquecidos fueron; meiosis y fase M del ciclo celular meiético,
que se agruparon bajo el término “ciclo celular”. La figura 15 muestra los procesos
biolégicos que fueron mayormente enriquecidos con este analisis, los cuales sélo se
tomaron en cuenta solo si tuvieron un valor estadistico menor o igual a 0.05 (P-value), ya
gue estos son considerados de una mayor relevancia bioldgica. Los procesos biolégicos que
tuvieron una mayor cantidad de genes alterados (con aumento o disminucion de expresion)

son la organizacion celular, sefializacion celular y adhesion lo cual nos sugiere que estos
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procesos son los que mayormente se ven afectados por el silenciamiento de E6 y E7 del
VPH, otros procesos bioldgicos que también tuvieron resultados relevantes son el ciclo
celular, diferenciacidn y la respuesta inmune, los cuales son procesos que en distintos tipos

de cancer se ven afectados.

272777 s
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# Disminucion de Expresion i# Aumento de Expresion

Figura 15. Andlisis del Gene-Ontology, realizado en Database for Annotation, Visualization, and
Integrated Discovery (DAVID). Los genes que se expresaron diferencialmente fueron agrupados
con base en su proceso bioldgico, los términos mayormente enriquecidos son mostrados en el
grafico senalando el aumento o disminucion pero que participan en un proceso biologico similar.

Con el analisis anterior, se pretendia encontrar resultados de términos que hicieran
referencia a los procesos de glicosilacién, que es el tema de interés de la investigacién; sin
embargo, con este analisis no se obtuvieron resultados relacionados con este proceso
biolégico, asi que se buscé otra estrategia para la identificaciéon de los genes que se

relacionan a la glicosilacion.

8.6 Identificacion de genes con expresidon alterada por el silenciamiento de E6 y E7
relacionados con la glicosilacion

Se recabd informacién de 2 bases de datos especializados en la glicosilacion como el

GlycoGene database (http://riodb.ibase.aist.go.jp/rcmg/ggdb/), que contiene descritos 333

glicogenes humanos y el Consortium for Functional Glycomics-CAZy databases

(http://www.cazy.org/CAZY/), con 214 glicogenes, (ambas bases de datos fueron

59


http://riodb.ibase.aist.go.jp/rcmg/ggdb/
http://www.cazy.org/CAZY/

complementadas una con la otra, debido a que entre ellas carecian de algunos glicogenes
descritos); También tomamos en cuenta publicaciones relacionadas a la identificacion de
genes con expresidn alterada que participan en la glicosilacién en diversos tipos de cancer,
para establecer nuestra base de datos de glicogenes. Nosotros identificamos 335 genes del
genoma humano relacionados a la glicosilacion. Los genes que codifican para
transportadores de carbohidratos y proteinas de unién a glicanos no fueron tomados en
cuenta. Los 335 glicogenes que nosotros tomamos en cuenta para este estudio, estaban
incluidos en el chip de 35K del microarreglo, ya que como se mencioné previamente, abarca

el genoma humano completo.

Una vez que recabamos la informacién, buscamos en nuestros datos los genes que
se relacionan a la glicosilacién y que modifican su expresidon por el silenciamiento de las
oncoproteinas del VPH18. Nosotros identificamos 9 glicogenes que aumentan de expresién
(ALG14, POFUT1, FUT4, MAN2A1, DPY19L1, C3orf21 (XXYLT1), UGT2B17, IDUA, UGCGL1)y
7 glicogenes (GALNT1, B4GALT2, UGT8, MANBAL, PIGV, FCMD, C1GALT1C1) que disminuyen
su expresién por el silenciamiento de E6 y E7, cabe recordar que nosotros solo tomamos en
cuenta aquellos que contienen un valor de Z-score 2 2 y < -2. Los nombres de las enzimas
codificadas por los genes con expresién diferencial y sus funciones son mostrados en las
tablas 5y 6 para los glicogenes que aumentan y disminuyen su expresidon respectivamente.

Tabla 3. Glicogenes que aumentan su expresidn, por el silenciamiento de E6 y E7 del VPH18.

Gene/Enzima Funcidn
ALG14 Transfiere (junto con ALG13) GIcNAc sobre GIcNAc-PP-
UDP-N- Dol (sintesis de precursor N-glicanos)
Acetilglucosaminiltransferasa
FUT4 Cataliza la transferencia de fucosa (GDP-Fuc) a
Fucosiltransferasa 4 [Fucal—->2Galf1->4GIcNAcB1->R] en enlace a-1, 3
MAN2AZ Hidrdlisis de dos residuos de manosa periféricas de la
Manosidasa Alfa Clase 2A estructura Manal--6(Manal--3) Manal--6(GIcNAcB1--
Miembro 1 2Mana1‘——3) [ManB1--4GIcNAcB1--4GIcNAcB1]--
asparagina.

DPY19L1 C-manolisacion a residuos de triptdofano sobre

Dpy-19 Like 1 (C. Elegans) proteinas que contienen repetidos TSR-like
C3orf21 (XXYLT1) Elongacién del disacarido Xyl-Glu-O-Ser, adicionando

Xilosida Xilosiltransferasa 1 una segunda Xilosa
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IDUA
Iduronidasa, Alfa-L-

Hidrdlisis de acido idurdnico unido en enlace a, de
extremos no reductores de glicosaminoglicanos
(GAGs), heparan sulfatoy dermatdn sulfato

UGT2B17
UDP Glucuronosiltransferasa
Familia 2 Miembro B17

Cataliza la  glucoronidacion de  esteroides

(desintoxicacion)

POFUT1
O-Fucosiltransferasa 1

Adicion de O-Fucosa sobre residuos conservados de
serina o treonina de proteinas que contienen
repetidos EGF-like

UGCGL1
UDP-glucosa ceramida

glucosiltransferasa-like 1

Adicién de Glucosa sobre la ceramida (sintesis de
Glucosilceramida)

Tabla 4. Glicogenes que disminuyen su expresion, por el silenciamiento de E6 y E7 del VPH18.

Gene/Enzima

Funcion

PIGV
Phosphatidylinositol Glycan
Anchor Biosynthesis Class V

Transferencia de la segunda manosa en el anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (GP1)

GALNT1 Transferencia de N-AcetilGalactosamina (GalNAc) a
Polipéptido N- residuos de serina o treonina (O-glicosilacion)
Acetilgalactosaminiltransferasa
1
C1GALTiC1 Chaperona esencial para la funcidon de C1GALT1 y Ia
Chaperona especifica 1 de formacion del core 1 de la O-glicosilacién (antigeno
C1GALT1 T).
FCMD Glicosilacion de a-distroglucano (a-DG)
Fukutina
MANBAL Mannosidasa beta-like
Manosidasa beta A, lisosomal-
like
BAGALT? Trans.fiere galactosa _ a_ .N—AcetiIGI}Jcosgmina,
Beta-1,4-Galactosiltransferasa 2 re'IaC|.or-1ada en O-glicosilaciéon y sintesis de
glicolipidos
UGTS8 Cataliza la transferencia de galactosa a ceramida
UDP-Galactosiltransferasa- (sintesis de Galactosilceramida)
ceramida

Los glicogenes identificados con expresion alterada por el silenciamiento de las
oncoproteinas del VPH18 participan en distintos tipos de glicosilacién que abarcan las del

tipo O-glicosilacion o glicosilaciéon tipo mucina (C1GALT1C1, GALNTI1), N-glicosilacidn

60



(B4GALT2, MAN2A1, ALG14), metabolismo de la ceramida (UGT8), sintesis de
proteoglicanos (FCMD, IDUA), en O-glicosilacion no mucina que participan en el
plegamiento y regulacién de proteinas relacionadas a vias de sefializacion (POFUTI,
DPY19L1, XXYLT1) entre otros. De los 16 glicogenes que identificamos con expresién
diferencial, ninguno se ha reportado en cancer de cérvix, solo los genes UGT2B17 y FCMD,
se ha reportado con una expresion moderada en la linea celular HeLa (Nakamura et al.,,

2008; Yamamoto et al., 2008).

Por otro lado, se ha reportado que la mayoria de ellos tienen una expresién alterada
en otros tipos de cancer con importantes repercusiones a nivel clinico, pues se han asociado
con el comportamiento celular tumoral, esos reportes son mostrados en la tabla 7. Las
publicaciones que se tomaron en cuenta para la construccion de esta tabla fueron aquellas
en las que se analizd la expresion de genes a nivel de transcritos en tejidos tumorales o
lineas culares, mismos que se realizaron por microarreglos, gqRT-PCR o ambas técnicas, en
algunos reportes también se analizd la expresion de los genes a nivel de proteina; en este
andlisis excluimos aquellos estudios que evidenciaban mutaciones y polimorfismos a nivel
de DNA de los glicogenes o hipermetilaciones, ya que este estudio solo se realizé a nivel

transcripcional.

Tabla 5. Glicogenes alterados por la expresion de E6 y E7, su relacién con otros tipos de cancer y la
importancia clinica por la alteracion en sus niveles de expresion.

Gen Tipo de cancer Importancia tumoral/clinica

ALG14 Carcinoma oral escamoso (0SSC)
(Severino et al., 2008)

Leucemia (Stirewalt et al., 2008), Incremento en la expresién de este
Hepatico (Cheng et al., 2013), gen se ha relacionado con metastasis
FUT4 Gastrico (Petretti et al., 1999), y resistencia a fdrmacos. Se ha
Melanoma (Ciolczyk-Wierzbicka et propuesto como un marcador
al.,2007), Mama (Yan et al., 2015), tumoral en cancer de mama

Colorrectal (Petretti et al., 2000)

62




Glioblastoma (Kroes et al., 2007),

Este gen se ha relacionado con la

MAN2A1 Hepatico (Costantini et al., 2013), transicién epitelial-mesénquima
vejiga (Guo et al., 2014) (EMT) de células tumorales
DPY19L1 Cancer de colon (Marquez et al., En modelos in vitro se ha relacionado
2013) con la adhesion celular
XXYLT1 Cancer de pulmon (Yang et al., Relacionado a proliferaciony
2017) migracion de células tumorales
IDUA Sin Reporte
Lineas celulares HelLa, MCF-7 La baja expresién se relaciona con un
UGT2B17 (Nakamura et al., 2008), pobre prondstico de sobrevivencia
Endometrial (Hirata et al., 2010), para el paciente
Pancreatico (Broeck et al., 2012)
Glioblastoma (Kroes et al., 2007), Su baja expresion afecta la via de
POFUT1 Hepatico (Sawey et al., 2011), sefializacion NOTCH
Colorrectal (Loo et al., 2013), OSCC
(Yokota et al., 2013)
1 Colorrectal (Martinez-Cardu et al., Su incremento en expresion se
uGce 2009) asocia con la resistencia a fdrmacos
como el oxiplatino
PIGV Mama (Naoi et al., 2011),
Osteosarcoma (Du et al., 2014)
Mama (Milde-Langosch et al., La sobreexpresién de este gen se ha
GALNTI 2014), Vejiga (Ding et al., 2012), relacionado con una baja
Hepatico (Huang et al., 2015) sobrevivencia para el paciente,
también le confiere capacidad
metastdsica
Colorectal (Huang et al., 2014), Un aumento de este transcrito,
C1GALT1C1 | Pancredtico (Radhakrishnanetal., influye en la sintesis del antigeno T,
2014) gue incrementa el comportamiento
maligno de las células tumorales
FCMD Lineas celulares ZR-75-1, Hela
(Yamamoto et al., 2008)
MANBAL

Sin Reporte
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BA4GALT2 Mama (Potapenko et al., 2010),
Osteosarcoma (Du et al., 2014)

Glioblastoma (Kroes et al., 2007), Su alta expresion provoca un
Mama (Dziegiel et al., 2010), acumulamiento de
UGT8 Préstata (Oudes et al., 2005), galactosilceramida impidiendo la

Pulmdn (Rzechonek et al., 2016) apoptosis de células tumorales, se ha
propuesto como un marcador de
metdastasis en cancer de mama

8.7 Cuantificacion de la abundancia de los transcritos de glicogenes alterados por el
silenciamiento de E6 y E7 del VPH18

7 glicogenes fueron seleccionados para cuantificar la expresion relativa del RNAm,
por gRT-PCR. Los glicogenes que se evaluaron fueron ALG14, POFUT1, XXYLT1 y DPY19L1,
cuya expresion transcripcional se aumenta por el silenciamiento parcial de E6 y E7, también
seleccionamos a los glicogenes UGT8, GALNT1 y PIGV que disminuyen su expresién bajo las

mismas condiciones, segun los resultados del microarreglo.

8.7.1 Validacion del método de cuantificacion relativa (AACt), en los glicogenes
seleccionados

Para la cuantificacion de los glicogenes seleccionados, nuevamente usamos el
método del AACt utilizando al gen enddgeno HPRT como control. Para la validacion se
evaludé un rango dindmico para los genes de interés (ALG14, POFUT1, XXYLT1, DPY19L1,
UGTS, GALNT1 y PIGV) y el gen control. El rango dindamico se establecié con las siguientes
concentraciones 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 ng/ul de RNA de la linea celular Hela sin
tratamiento. Las Cts obtenidas de cada gen fueron graficadas, las pendientes resultantes de
cada grafico se utilizaron para calcular la eficiencia de amplificacion de cada gen, los cuales
fueron de 102.5 %, 96.85 % y 97.5 % para POFUT1, XXYLT1 y HPRT respectivamente,
mientras que para DPY19L1, UGT8 y HPRT su eficiencia fue de 97.6 %, 87.63 % y 92.6 %
respectivamente; las eficiencias de amplificacion aunque no se encuentran cercanas al valor
Optimo que es el 100 % tienen eficiencia de amplificacién similares, por lo que tomamos
estas concentraciones para la validacion de los glicogenes, eficiencias de amplificaciéon

similares se observaron para los glicogenes ALG14, GALNT1 y PIGV.
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Posteriormente se calcularon las ACt’s, de cada gen y se graficaron contra el Log
[RNAm], se verificod que la pendiente obtenida en estos graficos sea menor o igual a 0.1 para
poder validar el método. En la figura 16, se muestran los graficos de los genes POFUT1
(izquierda) y XXYLT1 (derecha), la pendiente obtenida para POFUT1 fue de 0.11, mientras
que para XXYLT1 fue de -0.017, las cuales son cercanas a la pendiente ideal segin el método
usado para la cuantificacion, por lo cual estos 2 genes se tomaron como validados con las

concentraciones propuestas.
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Figura 16. Curva para la validacién del método AACt para la cuantificacién de los transcritos de los
genes POFUTI (izquierda) y XXYLT1 (derecha), utilizando como gen endégeno a HPRT, en la linea
celular Hela parental.

En la figura 17, se muestran los graficos de las validaciones de DPY19L1 (izquierda)
y UGTS8 (derecha), de los cuales sus pendientes fueron 0.13 y 0.42 respectivamente. En el
caso del gen DPY19L1, se validd con las concentraciones propuestas, mientras que para el
gen UGTS la pendiente estaba muy distante al valor dptimo, sin embargo, el valor de la ACt
correspondiente a la concentracion mas baja de RNA propuesta, era la que salia del rango
y su valor modificaba la pendiente, por lo cual se decidié no considerar ese valor de ACt,
obteniendo asi una nueva pendiente cuyo valor fue de -0.028, que ya se encontraba dentro
del valor ideal, de esta manera validamos el gen UGTS8, solo usando cuatro concentraciones
de RNA (figura 17 panel derecho). Solo se muestran los graficos de cuatro glicogenes, sin
embargo, los glicogenes ALG14, GALNT1 y PIGV, también se encontraron dentro del valor
6ptimo para el uso de este método de cuantificacion.
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Figura 17. Curva para la validaciéon del método AACt para la cuantificacidon de los transcritos de los
genes DPY19L1 (izquierda)y UGT8 (derecha), utilizando como gen enddgeno a HPRT, en la linea celular
Hela parental.

8.7.2 Cuantificacidn relativa de los transcritos de los glicogenes seleccionados

Una vez validado el método para la cuantificacidn relativa de la abundancia de los
transcritos de los glicogenes antes mencionados, seleccionamos una concentracion para la
cuantificacion la cual fue 0.1 ng/ul de RNA. La expresidn relativa de los glicogenes se

determind con los valores de la linea celular Hela control.

La expresidon relativa de los glicogenes POFUT1, XXYLT1, DPY19L1 y ALG14, se
muestran en la figura 18, estos glicogenes son sobre expresados por el silenciamiento de
las oncoproteinas E6 y E7, por lo cual se espera un aumento de estos transcritos en la linea
shRNAE6/E7 al compararla con el control. Aunque en todos los graficos se observa que hay
un aumento en la abundancia de transcritos en estos glicogenes en la linea silenciada; los
resultados de las cuantificaciones se sometieron a un analisis estadistico que consistio en
un test T sin parear, (p<0.05), para verificar si estadisticamente estos cambios son
significativos. Posterior a este analisis, se observé que sdélo en la cuantificacion del gen
POFUT1 (17-A) y ALG14 (18-B), existe una diferencia estadistica entre la linea sShRNAE6/E7

y la linea control, estos resultados son similares a los obtenidos en el microarreglo.
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Figura 18. Cuantificacidon relativa de los glicogenes POFUT1 (A), XXYLT1 (B), DPY19L1 (C) y ALG14 (D).
La expresion relativa de Hela shControl se utilizé como normalizador, los experimentos se realizaron
por triplicado. Se realizd un analisis estadistico Test T sin parear, p value Two-tailed con un intervalo
de confianza del 95 % (p<0.05, *), donde solo poFUT1 y ALG14 tuvieron diferencia estadistica.

En el caso de los otros dos glicogenes DPY19L1 (18-C) y XXYLT1 (18-B), a pesar de
que los resultados de la cuantificacidn relativa mostraron una tendencia a incrementar su
expresion en la linea shRNAE6/E7, el andlisis estadistico de las cuantificaciones de
transcritos del glicogen DPY19L1 por qRT-PCR (valor de confianza de p<0.05), muestra una
diferencia cercana al obtenido en el microarreglo; caso contrario sucedié con el glicogen
XXYLT1, en el que los resultados no siempre fueron reproducibles, aumentando la
desviacion estandar y por lo tanto no se obtuvo ninguna diferencia estadistica segun el test
usado. De los 4 glicogenes cuantificados solo 2 (POFUT1 y ALG14), mostraron cambios

estadisticos significativos.
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3 glicogenes que son subregulados fueron cuantificados por qRT-PCR: UGTS, PIGV y
GALNTI1, de los que se esperaba que la abundancia de su RNAm disminuya en la linea
silenciada. La cuantificacién relativa de los transcritos de estos glicogenes se muestran en
la figura 19; el glicogen UGT8 (19-A) en la linea silenciada exhibe una disminucién de su
expresion de alrededor de un 40 % y segun el analisis estadistico (valor de confianza de
p<0.05), tiene una diferencia estadistica significativa. El gen PIGV, disminuye su expresion
alrededor de un 50 %, y el andlisis estadistico de esta cuantificacidon nos indica que PIGV
tiene una tendencia en su expresion similar a la del resultado obtenido en el microarreglo.
En la cuantificacion del glicogen GALNT1 (19-C), no se observan cambios en los niveles de

expresion entre la linea control y la linea silenciada.
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Figura 19. Cuantificacion relativa de los glicogenes UGTS8 (A), PIGV (B) y GALNTI (C). La expresion
relativa de Hela shControl se utilizé como normalizador, los experimentos se realizaron por
triplicado. Se realizé un andlisis estadistico Test T sin parear, p value Two-tailed con un intervalo de
confianza del 95 % (p<0.05, *), donde solo UGT8 tuvo diferencia estadistica, mientras que PIGV
muestra una tendencia de disminucion del transcrito.
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8.8 Evaluacion de glicanos de superficie celular

Como se ha mencionado, las células exhiben un perfil de glicanos en su superficie, y
estos son vitales para un correcto funcionamiento de la célula. El perfil de glicanos se ve
afectado durante el desarrollo de la carcinogénesis. Nosotros realizamos una
caracterizacion de la composicion de glicanos presentes en la membrana celular de las
células Hela, de la linea shControl y de shRNAE6/E7, con el propdsito de conocer el efecto

del silenciamiento parcial de E6 y E7 sobre la expresion de los glicanos de superficie.

La identificacion de los glicanos presentes de superficie se realizd utilizando técnicas
citoquimicas basadas en la microscopia de fluorescencia y el uso de lectinas conjugadas a
fluoréforos. Las lectinas se caracterizan por su alta afinidad a carbohidratos de diferente
naturaleza y se han vuelto una importante herramienta molecular para la identificacién de
cadenas glicanicas especificas (y glicoproteinas), asi como para su purificacién (Abbott y
Pierce, 2010). Las lectinas que usamos para la identificacion de glicanos, y poner de
manifiesto posibles cambios en la composicidn glicanica de la superficie celular, se
muestran en la tabla 8, en las que se incluyen los carbohidratos/estructuras glicanicas que

son reconocidas de manera especifica por cada lectina.

Tabla 6. Lectinas y sus ligandos utilizadas para la evaluacion de los glicanos de superficie celular en
las lineas parental, silenciada y control.

Lectina Abr. Ligando
Maackia amurensis MAA NeuAca2,3Galpf1,4GlcNAc
Elderberry lectin SNA Neu5Aca2,6Gal(NAc)-R

Ulex europaeus agglutinin | UEA Fucal,2Gal-R

Concavalin A Con-A | Residuos de a-D-manosil y a-D-glucosil
Jacalina JAC (Sia)GalB1-3GalNAcal-Ser/Thr (Antigenos T, sT, dsT)
Peanut agglutinin PNA GalB1,3GalNAcal-Ser/Thr (Antigeno T)
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Las pruebas citoquimicas, ademds de permitir la identificacion de los glicanos de
superficie, también nos permite la visualizacion de su distribucidon en la membrana celular
tal como se muestra en la figura 20 el reconocimiento de glicanos por la lectina PNA en las
tres lineas celulares. Sin embargo, en la imagen no es posible discernir si hay cambios en la

cantidad de cada glicano de superficie.

Hela Parental shControl shRNAEG/E7

Figura 20. Distribucidn del antigeno T en la membrana celular, reconocida la lectina Peanut agglutinin
en las lineas celulares Hela parental, shControl y shRNAE6/E7. La lectina al reconocer su ligando va a
emitir fluorescencia roja, mientras que los nucleos se tifieron con Hoechst (azul).

Para conocer si hay cambios en cantidad de los glicanos reconocido por las lectinas
(cambios en los perfiles de glicanos) en las tres lineas celulares, realizamos la cuantificacion
de la intensidad media de fluorescencia. La cuantificacion de la fluorescencia se realizé
sobre 5 diferentes campos del porta objetos, analizando las células presentes en cada zona
utilizando el softwate ZEN blue 2, y de acuerdo a la metodologia descrita, los resultados se
muestran en la tabla 9.

Tabla 7. Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia, obtenidas de la tincion de las
diferentes lectinas en las tres lineas celulares.

Intensidad media de fluorescencia
Lectina Hela shControl shE6/E7
MAA 130 (sp 10.3) 125 (sp22.4) 127 (sp20.4)
SNA 266.1 (sps0.1)  263.2 (sp31)  259.2 (sp49.7)
UEA 345.1 sp19.5) 374.5 spe6.4)  364.2 (5D 28)
Con-A 341.8 (sps48 200.4 (spas) 271.2 (sp21.3)
JAC 298.8 (sp30.7) 325.8 (sp36.5)  448.2 (sp31.6)
PNA 235 (sp61.1)  236.8 (sp36.7) 196.7 (sD 12.36)
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De acuerdo a las intensidades medias de fluorescencia, no hay cambios aparentes
en el reconocimiento de tres lectinas MAA, SNA y UEA (reconocimiento de acido sidlico en
diferentes enlaces y fucosa respectivamente), lo que sugiere que no hay cambio en la
expresion de estos carbohidratos en la superficie celular. Las lecturas de Con-A exhiben una
disminuciéon de la intensidad de fluorescencia entre la linea parental y la silenciada, sin

embargo, la linea control tiene una intensidad muy por debajo de ambas lineas.

Del panel de seis lectinas usadas en esta caracterizacion solo dos mostraron cambios
en la intensidad media de fluorescencia, los cuales son JAC (antigenos T, ST y dST) y PNA
(antigeno T), los cuales aumentan y disminuyen respecto a la linea parental y control
respectivamente (tabla 9). Estos resultados que exhiben estas dos lectinas fueron
nuevamente corroborados en otros nuevos ensayos de citoquimicas obteniendo la misma
tendencia (tabla 10), que es un aumento en la intensidad de fluorescencia en JAC y una

disminucion en PNA de la linea shRNAE6/E7.

Tabla 10. Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia de las lectinas JACy PNA en las
diferentes lineas celulares.

Intensidad media de fluorescencia
Lectina Hela shControl shE6/E7
JAC 298.8 (sp30.7) 325.8 sp36.5)  448.2 (sp31.6)
278.4 sp23.9) 276.5(sp286) 439.5(sp61.7)

PNA 235 (spe1.1)  236.8 (sp36.7) 196.7 (sD 12.36)

288.3 (sp66.7) 272.1(sp329) 162.9 (sp23.4)

321.2 sps7) | 350.8 (sp43.6)  229.6 (sp47.2)
De acuerdo con los resultados de expresion diferencial obtenidos en el microarreglo,
2 glicogenes estan relacionados a la biosintesis del antigeno T, GALNT1 y C1GALTI1C1, los
cuales disminuyen su expresion transcripcional por el silenciamiento de E6 y E7, por esta
razéon vemos una disminucion en la intensidad media de fluorescencia al marcar las células
con la lectina PNA, la cual reconoce exclusivamente al antigeno T; sin embargo, se puede
observar un aumento en la fluorescencia de la lectina JAC que reconoce a tres diferentes

antigenos (T, ST y dST), la cual tiene una menor especificidad de reconocimiento de las

70



estructuras glicanicas, probablemente a esto se deba el aumento en la fluorescencia de esta

lectina marcada.

8.9 Construccion de redes de interaccion proteina-proteina (PPI)

Una vez identificados los glicogenes con expresion alterada por el silenciamiento de
E6 y E7, realizamos un analisis “in silico” con el propdsito de predecir las posibles
interacciones fisicas, funcionales (complejos estables y/o rutas metabdlicas), asi como los
fenotipos bioquimicos relacionados con la expresion de glicanos de superficie de las células
transformadas. Para poder visualizar graficamente estas interacciones, se utilizo el software
disponible “en linea” llamado Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (“STRING”,

http://string-db.org). A este programa inicialmente introducimos los datos de los 2 grupos

de genes de interés (sub y sobreexpresados); las gréaficas generada por el programa son
mostradas en la figura 21, los nodos (burbujas de colores) representan las proteinas
codificadas por los glicogenes con cambios en la expresion transcripcional, las interacciones
son mostradas por lineas azules que conectan a los nodos que tienen algin tipo de
interaccion; la tonalidad del azul de las lineas que conectan a los nodos hace referencia al
nivel de interaccion, una linea mas gruesa y oscura representa una mayor evidencia de
interaccion respecto a una linea delgada y con una tonalidad mas clara. El score de
interaccion requerido minimo, usado para la construccion de estas redes fue de 0.4

(confidencialidad media).

En el panel A de la figura 21, se presentan los genes cuyos transcritos aumentaron
por el silenciamiento de las oncoproteinas virales, en ella se puede ver una interaccion de
tres glicogenes FUT4, POFUT1 y XXYLT1, mientras que los otros seis no generan ningun tipo
de interaccién y solo aparecen como nodos solitarios. En el panel B, se muestra el resultado
de los glicogenes que disminuyeron sus transcritos, en la imagen se representa una fuerte
interaccion de GALNT1 y CI1GALT1C1, en ambos paneles las interacciones nos indican que

los genes que han sido unidos pueden estar participando en una misma via de glicosilacion.
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Figura 21. Red de interaccién proteina-proteina (PPI), realizada en String DB con los glicogenes que
modifican su expresioén. Glicogenes que incrementan (A), glicogenes que disminuyen (B). Una linea
mas gruesa significa una mayor evidencia de interaccién, mientras que una linea tenue significa que
la evidencia es menor.

Un analisis mas profundo se realizd sobre estas interacciones con el programa
STRING DB; se construyeron nuevas redes ingresando los genes que interaccionan de la
figura 21, sin embargo aumentamos a 10 el nimero de interacciones que pueden tener las
proteinas de interés. Estas 10 interacciones que el programa genera, pueden ser de
proteinas blanco a ser glicosiladas por las enzimas que estan siendo afectadas, o bien
pueden ser enzimas que actian sobre un mismo sustrato o proteinas regulatorias de las
enzimas que mostraron interaccién en la figura 21 (POFUT1, XXYLT1y FUT4 con un aumento
en expresion y GALNT1 y C1GALT1C1 que disminuyen); estos nuevos nodos de proteinas
que el programa nos genera, no necesariamente estaran alteradas en nuestro microarreglo,
pero nos permite conocer un poco mas acerca de la via de glicosilacion que esta siendo

afectada por el silenciamiento de E6 y E7 del VPH18.

En la figura 21 panel A, se mostraba la interaccién de POFUT1, XXYLT1 y FUT4, al
aumentar a 10 el numero de interacciones se nos muestra cual es la posible afectacion en
el sistema por el aumento de expresion de los genes de interés (marcadas con estrella roja
y linea roja). La figura 22 corrobora la prediccion de que POFUT1 es una enzima que cataliza

la adicion de O-fucosa sobre serina o treonina en proteinas que contienen repetidos del
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tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF-like) (Wang et al., 1996), la adicién de esta
fucosa sobre estas proteinas tiene una funcidon importante en el correcto plegamiento,
localizacion y funcidn de las proteinas que son ricas en estos repetidos. Como se puede ver
en la figura, POFUT1 interacciona con nodos llamados NOTCH, que hacen alusion
precisamente a proteinas con este mismo nombre (NOTCH1-4), y a ligandos de estas
proteinas llamados Delta—like 1 (DLL1) y Jagget 1 (JAG1). Estas proteinas son bastante ricas
en repetidos EGF-like en su region transmembranal, y son componentes de una via de
transduccién de senales (via NOTCH), la cual es importante para el mantenimiento de la
homeostasis celular, ya que puede estar regulando procesos como proliferacién, apoptosis,

diferenciacién entre otros (Vasudevan y Haltiwanger, 2014).

Las proteinas y ligandos de NOTCH, pueden sufrir multiples reacciones de
glicosilacion, su correcto plegamiento, funcién, y su interaccién entre las diferentes
proteinas y ligandos va a depender de su estado de glicosilacion. La O-fucosa puede ser
sustrato para la adicion de otros carbohidratos por otras enzimas que actuan
secuencialmente. La O-glucosa puede adicionarse por la accién de una enzima llamada
RUMI, y esta puede ser decorada por la accion de enzimas GXYLT1/2 (aparecen en los
nodos), que adicionan una molécula de Xilosa. Finalmente el disacarido Xyl-Glu-O-Ser
formado, va a sufrir la adicién de una segunda xilosa por la accion de XXYLT1 (Sethi et al.,
2012), sobre la primer Xilosa presente en el disacdrido . La adicién de xilosas sobre los
repetidos EGF-like, se ha relacionado con una regulacidon negativa de estas proteinas con

sus ligandos.

La figura 22 muestra una débil interaccidén entre NOTCH y XXYLT1, esto se debe a los
pasos secuenciales de modificaciones glicanicas que sufre NOTCH, ya que XXYLT1 actda en
las etapas finales de la decoracidén glicanica, mientras que POFUT1 es quien actua
inicialmente sobre las proteinas con EGF-like. Ha estos niveles de interaccion por jerarquia
se debe que con una interaccién de 10 proteinas ya no aparezca el nodo de FUT4, ya que

esta actuaria en etapas muy tardias.
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Figura 22. PPl con POFUT1, XXYLT1 y FUT4 (aumentan su expresion por el silenciamiento de E6 y E7).
En esta red se aumentd el numero de interacciones a 10, en la figura se puede observar la interaccidon
con proteinas NOTCH, mismas que pertenecen a una via de sefializacién celular con el mismo
nombre y que es regulada por sus niveles de glicosilaciéon en las proteinas responsables de
desencadenar la sefalizacién.

La interaccidn entre los productos de los glicogenes GALNT1 y C1GALT1C1, con un
aumento en los nodos a 10, se muestra en la figura 23. Los glicogenes con expresion
alterada son resaltados con una estrella y linea roja, se puede notar que ademas de estos 2
genes, al hacer esta red de proteinas, aparece otro glicogen que cuya expresién disminuye
en los microarreglos, B4GALT2 (relacionado a las vias O-glicanos tipo mucina,
glicosaminoglicanos, queratan sulfato, N-glicanos, glicolipidos, series lacto/neolacto). Esta
red PPl, muestra que estos genes con expresion diferencial estan relacionados a la

glicosilacion del tipo mucina (O-glicosilacion).

La glicosilacion tipo mucina se caracteriza por la adicién de un residuo de N-
acetilglucosamina (GalNAc) a grupo hidroxilo sobre residuos de serina o treonina del
polipéptido y posteriormente es decorado por la adicidn de otros carbohidratos. GALNT1
es una enzima que se encuentra dentro de una familia de 20 miembros llamadas polipéptido

N-acetilgalactosaminil transferasas (ppGalNAc), que catalizan la adicidon de GalNAc, que es
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el paso inicial para la glicosilacién del tipo mucina, formando el antigeno de cadena corta
Tn (GalNAc-O-Ser/Thr). Este antigeno puede sufrir modificaciones subsecuentes por la
acciéon de diversas enzimas que adicionan otros carbohidratos como acido sialico por la

enzima ST6GALNAC1 para la formacién del antigeno sialil-Tn (sTn).

JSALNT)  GaLnT2
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Figura 23. PPl de GALNT1 y C1GALT1C1, (disminuyen su expresién por el silenciamiento de E6 y E7).
Se aumentd el nimero de interacciones a 10, donde se pueden observar las interacciones con otras
enzimas que participan en las etapas iniciales de la O-glicosilacion principalmente para la generacion
de antigenos de cadena corta.

La glicosilacién del tipo mucina puede ser altamente ramificada, para que estas
ramificaciones se lleven a cabo, diversas enzimas glicosiltransferasas actlan
secuencialmente formando varios “cores” que posteriormente seran alargados. El antigeno
Tn, sirve como sustrato para PB3-Galactosiltransferasa o T-sintasa (C1GALT1), para la
biosintesis del antigeno T (core 1 de la O-glicosilacion); sin embargo, la T-sintasa para su
correcta actividad necesita la asistencia de una chaperona molecular especifica llamada
C1GALT1C1 (también llamada COSMC). El gen de T-sintasa, estd presente como gen unico
en el genoma humano, las alteraciones en la cantidad de sus productos génicos T-

sintasa/COSMC, afecta la sintesis del core 1 (antigeno T).
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El antigeno Tn ademads de dar origen al antigeno sTn, sirve como sustrato para la
biosintesis de los cores 3 al 8 de la glicosilacion tipo mucina. El core uno o antigeno T, es
sustrato para la biosintesis de los antigenos sialilT (ST) y disialilT (diST), que son antigenos
de cadena corta; este mismo core puede ser ramificado o puede dar lugar a la biosintesis
del core 2 de la O-glicosilacion. La biosintesis del core 2 a partir del antigeno T, se da por la
participacion de GCNT1,3,4, adicionando N-acetilglucosamina (GlcNac) sobre este antigeno,
posteriormente los pasos subsecuentes para la generacion del core 2 es la adicién de
galactosa sobre el residuo de GIcNAc, por accion de las enzimas B4GALT1,2,3 (B4GALT2
aparece entre los genes con expresidon disminuida en los microarreglos, al silenciar las
oncoproteinas virales), lo anterior sugiere que la formacion del antigeno Ty su posterior
polimerizacién para la biosintesis del core 2, son favorecidas en las células Hela no

silenciadas.

Durante la construccidon de estas redes de interaccidon de proteinas, inicialmente
realizamos una PPl donde incluimos todos los genes que son alterados por el silenciamiento
de E6 y E7, un resultado que saltd a la vista fue la formacién de una red independiente al
resto de los genes cuya expresion fue modificada. Esta red de interaccion (figura 24 panel
A) sélo era formada por el glicogen UGT8 (marcado con estrella y linea roja) y dos genes
mas (remarcados con estrella y linea amarilla), ACER1 también llamado ASAH3 (ceramidasa

alcalina 1) y SMPD3 (esfingomielina fosfodiesterasa 3).

En el panel B se muestra esta misma red, pero al igual que las redes anteriores se
pidid al programa un aumento en el nimero de interacciones, en la red se puede observar

la presencia de genes que son expresados diferencialmente.
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Figura 24. PPI del glicogen UGT8 (A) interaccidon visualizada a partir de una PPl con todos los genes
expresados diferencialmente, (B) interaccion de UGT8 aumentando a 10 el niumero de interacciones.
UGTS se relaciona al metabolismo de la ceramida, la alteracion de otros dos genes que participan en el
mismo proceso nos sugiere que ésta puede estar alterada por la expresion de las oncoproteinas del

VPH.

Los 3 genes que formaron esta red independiente disminuyen su expresion cuando
son silenciadas las oncoproteinas virales; estos genes estan relacionados al metabolismo de
los esfingolipidos, en el que UGT8 juega un papel importante por su actividad enzimatica,
modificando a la ceramida, que es una importante molécula que actda como un segundo

mensajero para desencadenar cascadas de sefializacion.

El uso de esta herramienta bioinformatica, nos permitié la prediccién de tres
fenotipos relacionados a la glicosilacién que podrian estarse viendo afectados por las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH18; estas vias de glicosilacidon afectadas por la expresion
diferencial de las enzimas que participan en alguna etapa de ellas son: glicosliaciéon de
proteinas que contienen multiples repetidos de motivos EGF-like como las proteinas y
ligandos NOTCH, glicosilacién tipo mucina (biosintesis del antigeno Tn y T) y metabolismo

de esfingolipidos (ceramida).

8.10 Glicogenes con expresion diferencial con un Z-score de>21.5y <1.5

Los analisis realizados en este estudio estan basados en la expresion diferencial de

glicogenes cuyovalor de Z-score se encuentraentre 22y <-2, pues es el valor recomendado
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por los fabricantes del microarreglo; sin embargo, algunos glicogenes con valores de Z-score
1.9 no se tomaron en cuenta a pesar de estar muy cercanos al limite de corte. Con el
propdsito de observar si hay mas glicogenes relacionados a los fenotipos previamente
descritos, incluimos este apartado con los glicogenes que se encuentran con un valor de Z-

score>15y<-1.5.

Los glicogenes que se encuentran entre estos valores de Z-score son 25 en total, de
los cuales en 14 disminuye su expresion y en 11 aumentan sus transcritos por el
silenciamiento de E6 y E7 del VPH18. La tabla 11 contiene los glicogenes identificados con
cambios de expresidn pero con un corte de Z-score 21.5y <-1.5.

Tabla 8. Glicogenes con expresidn diferencial por el silenciamiento parcial de E6 y E7, con un corte
de Z-scorede >1.5y<-1.5.

Gen/ Nombre Funcion
Glicogenes con aumento de expresion
ST8SIA4 Transferencia de acido sialico en enlace a2-8 (sintesis
Alfa-2,8-sialiltransferasa 4 de acido polisialico)
GALNTL5
N-
Acetilgalactosaminiltransferasa- Transferencia de N-Acetilgalactosamina (GalNAc) a
like 5 residuos de serina o treonina (O-glicosilacion)
MGAT1
Beta-1,2-N-
Acetilglucosaminiltransferasa Sintesis de N-glicanos hibridos y complejos
KDELC2 Adicién de O-Glucosa sobre residuos conservados de
O-Glucosiltransferasa serina de proteinas que contienen repetidos EGF-like
HPSE2
Heparanasa 2 Hidrdlisis del proteoglicano heparan sulfato
B4GALT4
Beta 1,4-Galactosiltransferasa | Transferencia de galactosa en enlace B1-4 a GIcNAc, Glc
GALNT6
N-
Acetilgalactosaminiltransferasa Transferencia de N-Acetilgalactosamina (GalNAc) a
6 residuos de serina o treonina (O-glicosilacion)
ST3GAL3 Transferencia de acido salico a sustratos que contienen
Alfa-2,3-sialiltransferasa 3 galactosa
GALC
Galactosilceramidasa Hidrdlisis de la galactosilceramida (GalCer)
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PIGS Componente de una unidad multienzimatica
GPI Clase S glicosilfosfatidilinositol transaminasa
PIGX Componente de una unidad multienzimatica
GPI Clase X glicosilfosfatidilinositol transaminasa
poFUT2 Adicién de O-Fucosa sobre residuos conservados de
O-Fucosiltransferasa 2 serina y treonina de proteinas que contienen repetidos
TSR
MGAT4B
Beta-1,4-N- Transferencia de N-acetilglucosamina a residuos de
Acetilglucosaminiltransferasa manosa
Glicogenes con baja expresion
FUT6 Transferencia de fucosa a sustratos sialilados (sintesis
Fucosiltransferasa 6 de sialil-lewis x)
B4GALNT2
N-
Acetilgalactosaminiltransferasa Transferencia de residuos de galactosa a N-
2 acetilgalactosamina biosintesis del antigeno Sd(a)
DPM2

Dolicol-fosfato
Manosiltransferasa 2

Sub unidad regulatoria de DPM1

DPM1
Dolicol-fosfato
Manosiltransferasa 1

Transferencia de manosa al dolicol monofosfato, para
la generacion de dolicolfosfatomanosa (Dol-P-Man)

GLT8D1 Adicion de xilosa sobre la O-glucosa que estan unidos a
Xilosiltransferasa 1 (GXYLT1) residuos de serina en repetidos EGF-like
MAN1B1 Manosidasa que cataliza la hidrélisis de Man9GIcNAc a
Manosidasa alfa clase 1B Man8GIcNAc
PIGF Componente de una unidad multienzimatica
GPI Clase F glicosilfosfatidilinositol transaminasa
EXT2 Participa en la elongacién del hepardn sulfato
Exostosina Glicosiltransferasa 2
HS3ST5 Transferencia de grupos sulfato para la sintesis de
Glucosamina 3-0- heparan sulfato y heparina
sulfotransferasa 5
GALNT14 Transferencia de N-AcetilGalactosamina (GalNAc) a
N- residuos de serina o treonina (O-glicosilacion)
Acetilgalactosaminiltransferasa
14
LFNG Elongacion de residuos de O-fucosa unidos a repetidos
Betal,3-N- EGF-like con D-GIcNAc

Acetilglucosaminiltransferasa
(lunatic fringe)
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Al tomar en cuenta estos glicogenes, se pude observar que algunos de ellos estan
participando en procesos que no se habian incluido para los glicogenes del corte inicial,
como la biosintesis de proteoglicanos (especificamente del heparan), los componentes de
la unidad multienzimatica de la via del glicosilfosfatidilinositol (GPI). También se pudieron
identificar enzimas que participan en los procesos de glicosilacion que se describieron con
los glicogenes con un corte de Z-score de 2 2 y < -2, los cuales son: componentes de la
glicosilacion tipo mucina, genes que codifican a enzimas que glicosilan proteinas y ligandos

NOTCH y del metabolismo de la ceramida.

Buscamos las redes de interaccidon proteina-proteina, para confirmar la participacién
de los glicogenes que no se habian incluido, con los fenotipos previamente descritos; los
resultados se pueden observar en la figura 25, los nodos de color verde son los glicogenes
con un valor de Z-score > 2 y < -2, mientras que los nodos rojos representan los glicogenes

cuya expresion es alterada con un corte de Z-score 2 1.5y <-1.5.

En el panel A se encuentran los glicogenes relacionados en la glicosilacion de
proteinas con multiples repetidos del motivo EGF-like, entre los cuales se encuentran
Lunatic Fringe (que adiciona sobre la O-fucosa presente sobre los multiples repetidos de
motivos EGF-like una molécula de GIcNAc,), KDELC2 (homdlogo de RUMI) una O-
glucosiltransferasa que adiciona glucosa sobre los repetidos EGF-like y la xilosiltransferasa
GLT8D1, que adiciona xilosa sobre la O-glucosa para que posteriormente por XXYLT1,
adicionar otra xilosa sobre este disacarido, también se incluyeron 2 enzimas que glicosilan
a proteinas con repetidos del tipo trombospondina (TSR-like; POFUT2 y DPY19L1) pero que

también se encuentran regulando la via NOTCH.
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En el panel B se encuentran las enzimas relacionadas a la glicosilacion del tipo
mucina, donde se puede observar a mas miembros de la familia ppGalNAc que son GALNTES,
GALNTL5 y GALNT14, asi mismo se incluyeron en esta red enzimas que participan en la
ramificacion de los diversos cores de la glicosilacion tipo mucina como B4GALT4, MGAT]1,
FUT6, ST3GAL3. En el panel C se observa la incorporacidon de GALC, que es la enzima que
hidroliza la galactosilceramida. Al incluir estos glicogenes con el corte de Z-score>2 1.5y < -

1.5, se refuerzan los resultados previamente descritos de los fenotipos predichos a partir

de las PPI.

Figura 25. PPI que incluye los glicogenes alterados con un corte de Z-score de > 1.5 y £ -1.5. A)
glicogenes relacionados a la regulacion de la via NOTCH, B) glicogenes relacionados a la glicosilacion
tipo mucina, C) glicogenes relacionados al metabolismo de la ceramida. Los nodos en verde
representan los glicogenes con un Z-score de 2 2 y £ -2, mientras que los nodos rojos corresponden a
los glicogenes con un Z-score de > 1.5y <-1.5.
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9. DISCUSION

El presente trabajo realizado se centré en conocer el efecto de las proteinas E6 y E7
sobre la expresidn de genes relacionados a la glicosilacién, asi como en los cambios en la
expresién de glicanos. Para cumplir los objetivos planteados se trabajé con la linea celular
proveniente del cérvix llamada Hela que expresan las oncoproteinas E6 y E7 encargadas del
mantenimiento del fenotipo maligno. Para la inhibicién de la expresidn de estas proteinas,
aprovechamos un mecanismo bioldgico propio de las células animales, que consiste en el
proceso de degradacién de RNAm especificos a partir del alineamiento de estos a una
secuencia complementaria, la formacidon de RNAds impide la expresién de las proteinas que
serian sintetizadas a partir del RNAm blanco, este proceso es llamado RNA de interferencia
(RNAI) (Elbashir et al., 2001). Esta técnica permite la investigacion de los fenotipos
relacionados a la inhibicién de proteinas especificas, que en este estudio son E6 y E7 del

VPH18.

9.1 Glicogenes expresados diferencialmente y su relacion con el cancer

A pesar que diversos estudios han evaluado la alteracién en la regulacién de la
expresion de glicogenes y su implicacion clinica en diferentes tipos de cancer; en CaCu este
tema no ha sido ampliamente explorado, en este trabajo reportamos glicogenes que por
primera vez se describen con expresion diferencial en una linea de origen de cérvix y que

posiblemente estén siendo moduladas por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH.

Los genes que identificamos, con cambios en su expresion la mayoria ha sido
reportados en otros tipos de cancer (ver tabla 7). Las implicaciones clinicas que surgen a
raiz de una expresién no regulada de algunos glicogenes son amplias y pueden ir desde el
establecimiento de fenotipos metastasicos (transicion epitelial-mesenquima), migracién,
adhesion celular y resistencia a farmacos; la homeostasis celular también se puede ver
afectada por la alteraciéon de vias de seiializacién que son reguladas segun el nivel de

glicosilacion de las proteinas efectoras, por ejemplo, la via NOTCH.

9.2 Alteracion de glicanos de superficie celular
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A pesar de la importancia de las estructuras glicanicas a nivel de membrana celular
y su relacién con el desarrollo de cancer, poco se ha investigado en la composicién de estas
estructuras en cancer de cérvix o en lineas celulares provenientes de la misma, ni mucho
menos se han asociados cambios en la biosintesis de estas estructuras dependientes de la

expresién de las oncoproteinas virales.

Nosotros realizamos una evaluacién de la presencia y cantidad de algunos glicanos
de superficie celular en la linea celular Hela y en una silenciada parcialmente en E6 y E7,
utilizando lectinas que reconocen estructuras glicanicas especificas. Mediante esta técnica
nuestros resultados indicaron que no hay cambios de expresion en las estructuras
NeuAca2,3GalB1,4GIcNAc, Neu5Aca2-6Gal(NAc)-R, Fucal-2Gal-R y a-D-manosil terminal y

a-D-glucosil terminal (ver tabla 9), lo que sugiere que E6 y E7, no afectan su biosintesis.

Cuando se usaron las lectinas JAC y PNA, se detectd un cambio en la sefial de
fluorescencia en las células silenciadas (tabla 9 y 10), estas lectinas reconocen los antigenos
de cadena corta T, sT y dsT, los cuales son sintetizados en la via de la O-glicosilacion. Los
resultados observados con estas lectinas especificamente con la lectina PNA, que solo
reconoce al antigeno T, concuerdan con la expresion diferencial de los genes GALNT1 y
CI1GALTI1C1 ya que son los responsables de la biosintesis de los antigenos Tn y T
respectivamente y disminuyen su expresion por el silenciamiento de E6 y E7. Los cambios
en la sefial de fluorescencia observados con la lectina JAC que reconoce tres diferentes
antigenos T, sTy dsT, no fueron concordantes con la expresion diferencial de los glicogenes,
el aumento en la intensidad de fluorescencia observado en la linea silenciada puede ser
debido a la propia naturaleza de la lectina que reconoce diversos ligandos como los ya
mencionados ademads también reconoce al antigeno Tn (Tachibana et al., 2005), lo que pudo

provocar un aumento en la seiial de fluorescencia.

Previamente un estudio evalud el perfil de N-glicanos con espectrometria de masas
comparando diversas lineas celulares, en ella se evaluaron lineas celulares provenientes del
cérvix VPH positivas y fueron comparadas con una negativa a VPH, sus resultados mostraron

gue entre las lineas VPH positivas y negativas tienen un diferente perfil de N-glicanos, los

84



cambios pueden ser atribuidos a la infeccidn por el virus, especificamente por la expresidn
de E6 y E7 (Hua et al., 2014). Esto nos permite hipotetizar que la infeccién del VPH podria
estar induciendo cambios en las estructuras glicanicas expuestas al exterior de las células y
gue algunos de estos cambios pueden ser regulados por la expresién de E6 y E7; ya que
como se observd en nuestros resultados E6 y E7, estdn modificando la expresién del
antigeno T, ya que al silenciar parcialmente a ambas oncoproteinas, la cantidad de la sefial

del antigeno T también disminuyen.

9.3 Fenotipos predichos a partir de las redes de interaccion proteina-proteina

9.3.1 E6 y E7 del VPH18 afectan la expresion de glicogenes que se encargan de regular la
via NOTCH

Los analisis bioinformaticos de las PPI, permitieron la identificacion de la asociacién
de 2 genes (POFUT1 y XXYLT1), que participan en la glicosilacion de proteinas ricas en
repetidos EGF-like, entre las proteinas que contienen estos repetidos encontramos a
proteinas y ligandos NOTCH, las cuales funcionan en la via de sefializacién celular con el
mismo nombre, y se encuentra regulando procesos importantes del desarrollo como la
diferenciacién celular, el destino y asimetria celular, la apoptosis,la angiogénesis, entre
otros. La via NOTCH es regulada a diferentes niveles, sin embargo su correcto
funcionamiento depende del estado de glicosilacién en los multiples repetidos de los
motivos EGF-like presentes en las proteinas y ligandos de esta via. La glicosilaciéon de los
motivos EGF-like son catalizadas por glicosiltransferasas como POFUT1, Fringe, poGLUT1,
GXYLT1/2, XXYLT1 (Haines e Irvine, 2003), que actian de manera coordinadas; por ejemplo
para un correcto plegamiento y localizacion de las proteinas con repetidos EGF-like es
necesaria la adicion de glucosa y fucosa (catalizadas por poGLUT1 y por POFUT1
respectivamente). Sin embargo, la glucosa puede seguir siendo decorada por la adicion de
xilosa (por las enzimas GXYLT1/2, XXYLT1), que regula negativamente la via; mientras que
la fucosa por si sola es capaz de activar la via de sefializacién, pero esta al ser decorada por
la adicién de GIcNAc (por la enzima Fringe) va a favorecer la interaccién con los ligandos

(Deltal/3/4 o Jagged1/2).
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En diversos tipos de cancer se han encontrado alteraciones funcionales de la via, en
algunos tipos de tumores esta via esta sobreregulada y se ha relacionado con la
carcinogénesis por lo que funciona como promotora tumoral, mientras que en otros
tumores esta es subregulada ya que esta funcionando como supresora de tumores y es por

eso su inactivacién (Aithal y Rajeswari, 2013).

En la actualidad los estudios referentes a la expresidon de enzimas que se relacionan
a la glicosilacion de las proteinas con repetidos EGF-like en muestras clinicas de Cacu o
lineas celulares del cérvix son nulos, sin embargo, estudios sobre la expresion de proteinas
NOTCH, si han sido reportados (Maliekal et al., 2008). El papel que juega NOTCH durante la
carcinogénesis del cérvix, no ha sido completamente elucidado. En lineas celulares de
cancer cervical positivas a VPH (Hela, C40l, C4-ll, SiHa y Caski) se ha mostrado que hay una
disminucion a nivel de RNAm y proteina de NOTCH1, comparadas con queratinocitos
primarios y con C33A (linea celular de carcinoma de cérvix negativa a VPH), resultados
similares fueron observados en muestras clinicas de CaCu, donde los niveles de expresién
de NOTCH1 disminuyen en comparacion con tejido sano (Talora et al., 2002; Sun et al.,
2009), lo que podria sugerir que E6 y E7 regula de manera negativa a NOTCH1. Una
expresioén constitutiva de la forma activa de NOTCH1 (ICD), induce al arresto de crecimiento
celular en lineas celulares VPH-positivas, lo que sugiere que esta via esta actuando como
supresora de tumores en cancer de cérvix ocasionada por la infecciéon del VPH (Talora et al.,

2005).

La O-fucosilacién de proteinas con repetidos EGF-like va a asistir a las proteinas a un
correcto plegamiento, sin embargo, en Hela el silenciamiento de E6 y E7 aumenta la
expresiéon de POFUTI, sugiriendo que las oncoproteinas virales podrian estar guiando a un
plegamiento incorrecto de las proteinas NOTCH, afectando negativamente la via de
sefializacion. Utilizando una herramienta bioinformatica de Qiagen

(http://www.sabiosciences.com/chipgpcrsearch.php?app=TFBS), que identifica posibles

factores de transcripcién en la regiéon promotora de POFUT1 que podrian estar regulando a

este gen, identificamos 5 sitios de unidn para p53, esto nos sugiere que p53 regula la
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expresiodn transcripcional de POFUT1. E6 al degradar a p53 disminuye de manera indirecta
la expresién de POFUTI en la linea celular Hela; esta idea puede relacionar la evidencia que
describe que la expresién de NOTCH1 es regulada por p53, tomando en cuenta que POFUT1

y NOTCH1 son expresadas de forma simultanea (Yugawa et al., 2007).

9.3.2 Alteraciones en la glicosilacion tipo mucina

La glicosilacion del tipo mucina es una de las mas abundantes en proteinas de células
animales, la glicosilacion de las mucinas es altamente ramificada, sin embargo, en cancer
las alteraciones en la expresién de enzimas que participan en su glicosilacién, generan
glicanos de cadena corta, confiriendo ventajas para sobrevivir a las células tumorales. La
glicosilacion tipo mucina (O-glicosilacién), inicia por la adicion de N-acetilgalactosamina
(GalNAc) a residuos de serina y treonina de las mucinas, este primer paso es generado por
una familia de enzimas llamadas polipéptido N-acetilGalactosaminil transferasas
(ppGalNAc), que estd formada por 20 miembros, aunque cada uno de ellos se expresa en
diferentes tejidos y también pueden ser dependientes de alguna etapa celular especifica. A
través de ensayos inmunnohistoquimicos, en tejido cérvix sano se han detectado la
expresion de cuatro miembros de esta familia, ppGalNAcl, 2, 3y 12 (Bennett et al., 2012),
mientras que el silenciamiento de E6 y E7, GALNT1, disminuye su expresion, lo que nos
podria sugerir que este glicogen es sobreexpresado en Hela. GALNT1 podria estar
participando en el establecimiento del fenotipo maligno en cérvix, ya que la sobreexpresion
de este gen se relaciona con la adhesidn de las células cancerigenas al endotelio vascular y

aumenta su capacidad de metastasis (Beaman, 2014).

La familia de enzimas ppGalNAc, genera un antigeno de cadena corta el Tn, sin
embargo, especificamente en la linea celular Hela este antigeno de cadena corta no esta
presente en la superficie celular (Medeiros et al., 2013); este antigeno sirve de sustrato para
otras enzimas para la biosintesis de los antigenos sTn, T (que puede seguir siendo
ramificado, hasta generar glicanos mas complejos). La sintesis del antigeno T depende de la
enzima C1GALT1 y de su chaperona molecular especifica CLGALT1C1, las alteraciones en

alguna de estas dos proteinas influird en la sintesis del antigeno T. El gen C1GALT1C1,
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disminuye su expresidn por el silenciamiento de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH, lo que
sugeriré que el antigeno Tn esta siendo transformado al antigeno T en presencia de las

oncoproteinas virales y por esta razén el antigeno Tn no se detecta en la superficie de Hela.

A pesar de que ambos antigenos (Tn y T), son de importancia clinica por su
asociaciéon con fenotipos malignos, en CaCu pocos son los estudios que se han realizado
para evaluar su expresion (Hirao et al., 1993; Hamada et al., 1993; Terasawa et al., 1996); y
estos estudios no son concluyentes, ya que hablan de una expresion heterogénea de ambos
antigenos en los tumores de cérvix, por lo que no ha sido posible una asociacion clinica o su

uso en el prondstico en CaCu.

Al encontrar alteraciones en la glicosilacion del tipo mucina, nosotros realizamos una
busqueda de mucinas que presentaron un cambio de expresién por silenciamiento de E6 y
E7, entre las mucinas cuya expresion se alterd (con un Z-score 2 2 y <-2) estan la mucina 15
(sobreregulada) y la mucina 13 (subregulada). La mucina 13 se localiza anclada en
membrana celular y se ha propuesto que participa en vias de sefializacién celular al
contener multiples motivos del tipo EGF-like (Chauhan et al., 2009) y también por su
sobreexpresion se ha relacionado con aumento en la metastasis en cancer de ovario, coldn
y gastrico (Shimamura et al., 2005; Walsh et al., 2007; Wang et al., 2013). En CaCu, no se
han reportado alteraciones de la mucina 13, sin embargo, con los resultados obtenidos en
el microarreglo podemos hipotetizar que la mucina 13, podria estar relacionada con el

mantenimiento del fenotipo maligno en Hela.

9.3.3 UGT8y el metabolismo de la ceramida

En la via del metabolismo de esfingolipidos, la ceramida juega un papel central, ya
que ésta funciona como un segundo mensajero para desencadenar cascadas de
sefializacion. La ceramida interactla con proteinas blanco especificas regulando diversos
procesos celulares como el crecimiento celular, senescencia, diferenciacion y apoptosis
(Bose et al., 1995). Algunas proteinas blanco para la sefializacién mediada por la ceramida
son proteinas fosfatasas activadas por la ceramida (CAPP) como PP1y PP2A, quienes a su
vez modulan la actividad de c-Myc, c-Jun, defosforilacién de pRb, BCL-2; otras proteinas que
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también son moduladas durante la sefalizacidn por la ceramida son Proteinas kinasas
(catepsina D), MEKK (MAPK/ERK kinasa kinasa), caspasas, CDKs, telomerasa entre otras.
Esta via también altera el potencial de membrana de la mitocondria, a través de Ila
defosforilacion de BCL-2, permitiendo la liberacién de citocromo Cy el aumento de especies

reactivas de oxigeno para inducir la apoptosis (Ogretmen y Hannun, 2004).

La ceramida puede ser generada por 2 vias metabdlicas (Bieberich., 2008), |a sintesis
de novo (a partir de la serina y acidos grasos- coenzima A, realizada en el RE) o por hidrdlisis
de la esfingosina (por el recirculamiento de los esfingolipidos en la membrana celular). El
silenciamiento de E6 y E7, disminuye la expresidn 2 genes que participan en la sintesis de la
ceramida, por la via del recirculamiento de los esfingolipidos (ACER1 y SMPD3). ACER1
codifica para una enzima que hidroliza la ceramida para la sintesis de la esfingosina, este
intermediario puede ser transformado a esfingosinfosfocolina y posteriormente a
esfingomielina, la hidrdlisis de la esfingomielina da como resultado la ceramida catalizada
por SMPD3 (figura 26). La ceramida puede ser modificada por adicion de carbohidratos para
la generacidon de 2 compuestos, Glucosilceramida (GluCer) catalizada por UGCG, UGCGL1
(aumento de expresién en el microarreglo) y UGCGL2 y Galactosilceramida (GalCer)
catalizado por UGTS, impidiendo una transduccion de sefiales mediada por esta molécula.
La acumulacién de GluCer y GalCer, le otorgan a las células tumorales (figura 26), la
capacidad de resistencia a farmacos, inhibicidn de la apoptosis y aumento en su capacidad

de metastasis (Lavie et al., 1996; Owczarek et al., 2013).

La mayor expresion de UGT8 en la linea celular Hela nos permite hipotetizar que
podria haber acumulamiento de GalCer, impidiendo la apoptosis por la via de la ceramida,
un factor que podria reforzar esta teoria es que la enzima encargada de la hidrdlisis de
GalCer, la Galactosilceramidasa (GALC), en el analisis del microarreglo, el transcrito que
codifica para esta enzima tiene un valor de Z-score de 1.589 por efecto del silenciamiento
de E6 y E7 que no esta en el rango establecido para su inclusiéon en el estudio, sugiriendo
gue en Hela este gen disminuyen sus niveles de transcrito, mientras que UGT8 aumenta su

expresion.
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Figura 26. E6 y E7 afectan la expresion de genes involucrados con el metabolismo de la ceramida.
Genes expresados diferencialmente por el silenciamiento de E6 y E7 en Hela y su particién en el
metabolismo de esfingolipidos y sus repercusiones en procesos cancerigenos.

En la secuencia promotora del gen UGTS, contiene sitios de unién para factores de

transcripcion (http://www.sabiosciences.com/chipgpcrsearch.php?app=TFBS) que podrian

estar regulando su expresidn, los cuales comprenden elementos de respuesta a AMP-
ciclico, y miembros de la familia E2F, entre otros. Tomando en cuenta que E7 interactta con
el complejo pRb-E2F, disociando el complejo, enviando a degradacién a pRb y liberando los
factores de transcripcion, la liberacion de E2F, podria estar relacionado al incremento de
UGTS8. Ganguly y Ganguly, 2015, realizaron una transfeccion de E6-VPH18 y E6-VPH11 (bajo
riesgo) en una linea celular de cancer oral, y analizaron los genes que son expresados
diferencialmente en la linea transfectada contra los de la linea sin transfectar; sus
resultados mostraron un aumento de UGT8 con E6 de bajo riesgo, pero al comparar con E6
del VPH18, el aumento fue mas evidente, sugiriendo que E6 también podria estar regulando
la expresion de UGT8 y que este aumento puede ser dependiente del tipo de E6, si proviene

de un VPH de alto o bajo riesgo.
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10. CONCLUSIONES

>

El silenciamiento de E6 y E7 del VPH18 en la linea celular Hela afecta la expresién
de 1157 genes, de los cuales 613 genes disminuyen su expresidén y 544 la aumentan
(valor de Z-score 22 y <-2).

Los términos mayormente enriquecidos en el analisis con DAVID fueron:
organizacidn celular, sefalizacidn celular, adhesién, ciclo celular, diferenciacion y la
respuesta inmune, los cuales son procesos que se han relacionado con la
carcinogénesis.

El silenciamiento de E6 y E7 del VPH18 modifica la expresién de 16 glicogenes, de
los cuales 9 aumentan su expresion (ALG14, POFUT1, FUT4, MAN2A1, DPY19l1,
C3orf21 (XXYLT1), UGT2B17, IDUA, UGCGL1) y 7 la disminuyen (GALNT1, B4GALT2,
UGT8, MANBAL, PIGV, FCMD, C1GALT1C1).

La cuantificacion de los transcritos de POFUT1, ALG14 y UGTS, en la linea celular
Hela con un silenciamiento parcial de E6 y E7, tuvieron significancia estadistica
validando los resultados observados en los microarreglos, mientras que los genes
XXYLT1, DPY19L1 y PIGV no, sin embargo, exhiben una tendencia de expresion
similar a los resultados de los microarreglos.

E6 y E7 del VPH18 modifican la expresion del antigeno T, ya que al silenciar
parcialmente ambas oncoproteinas este antigeno disminuye en la linea celular que
expresa niveles bajos de E6 y E7.

E6 y E7 no modifican la expresiéon de las estructuras glicanicas como:
NeuAca2,3GalB1,4GIcNAc, NeuS5Aca2-6Gal(NAc)-R, Fucal-2Gal-R y a-D-manosil y a-
D-glucosil.

El andlisis “in silico” de las interacciones proteina-proteina, nos permite hipotetizar
tres fenotipos: la regulacion de la via NOTCH, por el aumento de expresién de
POFUT1 y XXYLT1, alteraciones en la glicosilacion del tipo mucina, relacionadas a la
biosintesis del antigeno T y la acumulacién de la galactosilceramida (GalCer) por
UGTS; todos estos fenotipos estdn participando en procesos tumorales en la linea

celular Hela.
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11. PERSPECTIVAS

El andlisis de los glicogenes alterados por el silenciamiento parcial de E6 y E7, combinados

con los analisis bioinformaticos realizados con los glicogenes identificados, han sentado las

bases para desarrollo de proyectos enfocados al estudio de las vias de glicosilacion que

estamos reportando como alteradas.

Proyectos enfocados a:

>

Evaluar la actividad de la via NOTCH, para elucidar su participacion durante el
establecimiento del fenotipo maligno en el cérvix.

Realizar un estudio de las mucinas por ejemplo la mucina 13, que son alteradas por
la expresion de E6 y E7, su estado de glicosilacion y su posible participacion en los
procesos cancerigenos.

Evaluar los niveles de expresion de la proteina UGT8 en lineas celulares de cérvix,
los niveles de GalCer; realizar un silenciamiento del gen UGT8 y evaluar si las células
con el silenciamiento son sensibles a la ceramida.

Analizar como E6 y E7 regulan la expresion de los glicogenes identificados y si este
cambio favorece el fenotipo maligno.

Analizar los niveles de expresion de los glicogenes POFUT1 y UGT8 en muestras
clinicas de cancer de cérvix.

Evaluar la expresiéon de glicanos de superficie celular en las lineas celulares
estudiadas empleando metodologias mds sensibles como la espectrometria de masa
o cromatografia de afinidad, para conocer con mas detalle las estructuras glicdnicas

gue se ven afectadas por la expresion de E6 y E7.
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Abstract

Background: Aberrant glycosylation is a characteristic of tumour cells. The expression of certain glycan structures
has been associated with poor prognosis. In cervical carcinoma, changes in the expression levels of some glycogenes
have been associated with lymph invasion. Human papillomavirus (HPV) infection is one of the most important factors
underlying the development of cervical cancer. The HPV oncoproteins E6 and E7 have been implicated in
cervical carcinogenesis and can modify the host gene expression profile. The roles of these oncoproteins in
glycosylation changes have not been previously reported.

Methods: To determine the effect of the E6 and E7 oncoproteins on glycogene expression we partially silenced the E6
and E7 oncogenes in Hela cells, we performed a microarray expression assay to identify altered glycogenes
and quantified the mRNA levels of glycogenes by RT-gPCR. A protein-protein interaction network was constructed to
identify potentially altered glycosylation pathways.

Results: The microarray analysis showed 9 glycogenes that were upregulated and 7 glycogenes that were downregulated
in HeLa shEG/E7 cells. Some of these genes participate in glycosylation related to Notch proteins and O-glycans antigens.

Conclusions: Our results support that E6 and E7 oncoproteins could modify glycogene expression the products of which

participate in the synthesis of structures implicated in proliferation, adhesion and apoptosis.
Keywords: Microarrays, Glycogene, Cervical cancer, HelLa cells, Human papillomavirus, E6 oncoprotein, E7 oncoprotein

Background
Glycosylation changes have been reported in cancer, and
glycan structures are found in secreted proteins, mem-
brane glycoproteins, and glycolipids. Glycans are involved
in cellular adhesion, tumour proliferation, apoptosis, inva-
sion, metastasis, angiogenesis and signal transduction [1].
In cervical cancer, the increased expression of some
glycogenes such as ST6GALL and ST3GALS3, has been
correlated with deep stromal invasion and lymph node
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metastasis [2]. The increased expression of sialyltransferases
genes could be related to an overexpression of sialylated
antigens such as sialyl-T, sialyl-Le(a), and sialyl-Le(x), iden-
tified in cervical neoplasia [3-5].

Polylactosamine (polyLacNAc) is a glycan structure
expressed during development and carcinogenesis, and
B1,3-N-acetylglucosaminyl transferases (B3GnTs) par-
ticipate in its synthesis. In cervical tissue, the increased
expression of B3GnT2 has been detected in cervical
intraepithelial neoplasia 3 (CIN3), and polyLacNAc ex-
pression is higher in cancer tissue [6]. The gene regulation
of glycogenes is very complex, and little information exists
about the factors that modify their expression during cer-
vical transformation.
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Cervical cancer tumours are associated with high-risk
human papillomavirus infections. HPV-16 is the most
prevalent high-risk HPV type, followed by HPV-18 and
HPV-31 [7]. The HPV-18 type is the most prevalent geno-
type in cervical adenocarcinoma [8]. One of the key events
of HPV-induced cervical cancer is the integration of the
HPV genome into the host chromosome [9]. Expression of
E6 and E7 genes is necessary for cell transformation induc-
tion and contributes to genome instability [10]. These viral
oncoproteins have been implicated in the altered expression
of different genes via different mechanisms. It has been
reported that E6 can increase the expression of hTERT, the
catalytic domain of telomerase, via transcription factor
interactions, transcription repressor degradation, and chro-
matin structure modifications [11-13]. There are no re-
ports about the roles of the E6 and E7 oncoproteins in
glycosylation changes in the cervix.

The objective of this work was to identify glycogenes
that modify their expression by partially silencing the
HPV-18 E6 and E7 oncogenes in HelLa cells using
microarray analysis.

Methods

Cell culture

HeLa cell line (VPH18+) from cervical cancer was used
to perform the gene silencing. Cells were cultured and
maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) containing Earle’s salts and L-glutamine (DMEM;
Sigma, St. Louis, MO, USA), and supplemented with 10%
foetal bovine serum, and 100 pg/ml streptomycin (Sigma).
Cells were maintained at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere.
The culture medium was replaced every two days. Subcon-
fluent adherent cells were harvested using a mixture of
trypsin (0.025%) and EDTA (0.02%; Sigma) and washed
with phosphate-buffered saline.

Gene silencing and clonal selection

Gene silencing in HelLa parental cells was achieved by
cloning the shRNA sequence 5-CTAACACTGGGTTA
TACAA-3' into the pLVX-sh vector (pLVX-shE6/E7)
(Clontech Laboratories, Mountain View, CA, USA). The
19-nucleotide sequence targets the E6 and E7 bicistronic
mRNA [14]. As a control, the sequence 5-GACTTCATA
AGGCGCATGC-3' [15] was cloned into the pLVX-sh
vector (pLVX-shControl). To obtain recombinant lentiviral
particles carrying the respective constructs, Lenti-X 293 T
cells were co-transfected with either pLVX-shControl or
pLVX-shE6/E7 and Lenti-X HTX Packaging Mix (Clontech
Laboratories, Mountain View, CA, USA). Lentiviruses were
harvested from the supernatant and filtered. The presence
of viral particles in the filtrate was confirmed using the
LentiX-Gostik kit (Clontech Laboratories, Mountain View,
CA, USA). Supernatants bearing lentivirus pLV X-shControl
or pLVX-shE6/E7 were then used to transduce Hela cells.
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Transduced cells were selected with puromycin and when
the culture reached 60% confluence, the cells were trypsi-
nized and diluted to obtain monoclonal cultures. Screening
of several HelLa clones carrying either shcontrol or shE6G/E7
was performed by RT-gPCR to select clones with no
change in the expression levels of E6/E7 or the best degree
of gene silencing compare with parental HeLa cells (data
not shown).

RT-gPCR

Total RNA from shcontrol and shE6/E7 HelLa mono-
cultures was obtained using the NucleoSpin RNA Il kit
(Macherey-Nagel, Diren, Germany). In total, 500 ng of
RNA was used to synthesize cDNA using random primers
and the RevertAid First-Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA).

To show that the amplification efficiencies of the ES6,
E7, POFUT1, XXYLT1, DPY19L1, ALG14, UGTS, PIGV,
and GALNT1 genes were optimal, standard curves were
constructed with the following concentrations: 10, 1, 0.1,
0.01, and 0.001 ng/uL; HPRT was used as an endogenous
gene. Each reaction was performed in a final volume of
10 pL comprising the following: 1 yL of cDNA template,
5 uL of 2X Maxima SYBER Green/Rox qPCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, USA), and 0.5 pyL of 10 mM
forward and reverse primers for the E6, E7, POFUTL,
XXYLT1,DPY19L1, ALG14,UGTS8, PIGV, GALNT1 and
HPRT genes (Table 1). The reactions were performed with
a StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster, CA), and the conditions were as follows: 95 °C for
10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 30 s, 60 °C 30 s,
and 70 °C for 30 s.

To determine the mRNA levels the final reaction vol-
ume of 10 pL included 1 pL of cDNA template (0.5 ng/uL
final concentration for the E6 and E7 genes and 0.1 ng/uL
for the glycogenes), 5 puL of 2X Maxima SYBR Green/Rox
gPCR Master Mix (Thermo Scientific, California, USA),
0.5 yL of forward and reverse primers (0.5 uM final con-
centration) and 3 pL of RNase free water. RT-gPCR was
performed under the following conditions: 95 °C for
10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 30 s, 60 °C
for 30 sand 70 °C for 30 s. The transcript levels of E6, E7
and the glycogenes were normalized to those of HPRT.

Relative quantification was performed using the com-
parative CT method with the formula 288CT The gPCR
reaction was performed using the StepOneReal-Time
PCR System (Applied Biosytems, Foster, CA).

Western blot

Protein extraction was performed by mechanical lysis
from non-treated, shcontrol and shE6/E7 monocultures
at 90% confluence. Next, 50 ug protein samples of each
total cell extract were separated by 12% SDS-PAGE to
analyze p53, whereas 70 ug protein samples were separated
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Table 1 Sequences of the oligonucleotides used in the RT-
gPCR assays to quantify E6, E7 and glycogenes expression

level

Name Sequence PCR
Product

E6 Forward 5GCGACCCTACAAGCTACCTGAT 3 295 bp

E6 Reverse 5GCACCGCAGGCACCTTAT 3

E7 Forward 5 TGTCACGAGCAATTAAGCGACT 3 215 bp

E7 Reverse 5" CACACAAAGGACAGGGTGTTC 3’

POFUTL Forward 5'CAGCCCAGTTCCCCGTCCTAY 190 bp

POFUT1 Reverse 5'GAGCCTGCAGTCCCGTCCTTC3’

UGT8 Forward 5’AAACCAGCCAGCCCACTACCAG3’ 93 bp

UGTB8 Reverse 5’GACACCAGCTCCAAAAGACACCAA3’

XXLYLT1 Forward 5'GTGCTGGCTTGGGAACCTACTA3’ 230 bp

XXLYLT1Reverse 5'GCGGAACTGCCAGAATGTGT3’

DPY19L1 Forward 5’GAGAGTGTACCCGTGTAATGTG3’ 134 bp

DPY19L1Reverse 5'GAGTGCAATCAAGCTTCCTCTA3’

PIGV Forward 5 CCTGGGCAACTTGGACATA 3 95 bp

PIGV Reverse 5 GGGCTTCTCTAGGGTCTTATTG 3’

ALG14 Forward 5 CCGGGAGTCTCTCAGTATCTT 3 100 bp

ALG14 Reverse 5 TCTAGGTGAGTAGGCATTGGA 3’

GALNT1 Forward 5 GGATAAAGCCACAGAAGAGGATAG 3 94 bp

GALNTL Reverse 5" CAGGGTGACGTTTCGAAGAA 3’

HPRT Forward 5'CCTGGCGTCGTGATTAGTGATGAT3 136 bp

HPRT Reverse 5'CGAGCAAGACGTTCAGTCCTGTC3

by 15% SDS-PAGE to analyze E7. Samples were trans-
ferred to a polyvinylidene fluoride Immobilon-P mem-
brane (Millipore, Darmstadt, Germany) and probed
overnight at 4 °C with the antibodies anti-p53 (1:1000;
Abcam ab1101), anti-E7 (1:1000; Abcam ab100953),
and anti-B-actin (1:3000; Abcam ab8224). Signals were
detected with an anti-HRP-conjugated secondary anti-
body (1:4000; Abcam ab97046) and developed with
the ImmPACT™ DAB peroxidase substrate (Vector,
Burlingame, CA. USA). Densitometric analysis was
performed with ImageJ software.

Hybridization and microarray

Microarray analysis was performed at the Cellular
Physiology Institute of UNAM as follows: total RNA
from cell cultures was extracted with a Direct-zol™
RNA MiniPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA).
Next, 10 yg of total RNA was used for cDNA synthesis
incorporating dUTP-Alexa555 or dUTP-Alexa647 employ-
ing the First-Strand cDNA labelling kit (Invitrogen). In-
corporation of the fluorophore was analyzed using the
absorbance at 555 nm for Alexa555 (HelLa shE6/E7) and
650 nm for Alexa647 (HeLa shControl). Equal quan-
tities of labelled cDNA were hybridized using UniHyb
hybridization solution (TeleChem International INC)
with a chip containing 35 K genes. Acquisition and
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quantification of array images were performed using
the ScanArray 4000 instrument with its accompanying
software ScanArray 4000 from Packard BioChips, USA.
For each spot, the Alexa555 and Alexa647 density and
background mean values were calculated with ArrayPro
Analyzer software from Media Cybernetics. Microarray
data analysis was performed with GenArise (free) soft-
ware, developed in the Computing Unit of the Cellular
Physiology Institute of UNAM (http://www.ifc.unam.mx/
genarise/). GenArise carries out several transformations:
background correction, normalization, intensity filter,
replicates analysis and selection of differentially expressed
genes. Analyzed data were submitted to the NCBI-Gene Ex-
pression Omnibus database (accession number GSE90930).

Analysis of biological processes

Altered genes were analyzed using DAVID (Database for
Annotation, Visualization, and Integrated Discovery) soft-
ware (http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Based on gene ontology
(GO) [16], genes were classified according to their function
in a biological process (BP), and a p-value < 0.05 was consid-
ered statistically significant.

Identification of glycogenes
We identified 336 glycogenes reported to date using the
GlycoGene database (https://acgg.asia/ggdb2/index?doc),
Consortium for Functional Glycomics-CAZy database
(http://lwww.cazy.org/) and the published reports of gly-
cogenes not included in the databases: DPY19L1 gene,
[17] and the MANBAL gene [18].

We selected genes with altered expression in the micro-
array corresponding to glycogenes.

Protein-protein interaction network

Predicted interaction network analysis was performed
with Cytoscape 3.4.0 and the ‘StringWSClient’” plugin,
considering a score of 0.4 as the confidence level.

Statistical analysis

Statistical analysis of the RT-qPCR results was per-
formed using the Graph Pad programme. A One-way
analysis of variance followed by Tukey’s post-test was
performed. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant.

Results

E6 and E7 oncogenes expression by RT-qPCR

RT-gPCR was performed to quantify and compare the E6
and E7 mRNA expression levels in HelLa-non-treated,
HeLa shcontrol and HelLa-shE6/E7 cells. The E6 mMRNA
expression level in HelLa shcontrol cells was like that in
HeLa-non-treated cells. By contrast, E6 mRNA was de-
creased by 60% in HeLa shE6/E7 cells compared to that in
HelLa-non-treated and Hela shcontrol cells (p<00.1)
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(Fig. 1). Similar results were obtained after analyzing
E7 mRNA levels; its expression was decreased by 50% in
HelLa shEG/E7 cells compared to that in HelLa-non-treated
and HeLa shcontrol cells (p <00.1).

E6 and E7 proteins expression by western blotanalysis

We analyzed the p53 and E7 protein expression levels by
Western blot. First, we indirectly analyzed the expres-
sion of the E6 protein by evaluating the quantity of the
p53 protein, since the oncoprotein induces p53 degrad-
ation and can thus serve as a marker of E6 expression.
The latter was analyzed due to reports that E6 detection
is difficult using Western blot in the HeLa cell line [19].
The p53 protein level was increased in Hela-shE6/E7
cells by 1.5- fold compared to that in HeLa-non-treated
and HelLa shcontrol cells (p<0.001) (Fig. 2), suggesting
a decrease in E6 protein expression. By contrast, we ana-
lyzed E7 expression by detecting the protein directly. As ex-
pected, E7 protein expression was decreased by 0.5-fold in
HelLa-shE6/E7 cells compared to that in HelLa-non-treated
(p<0.001) and HeLa shcontrol cells (p<0.05) (Fig. 2). In
summary, these results show that HeLa shE6/E7 cells display
downregulated E6 and E7 mRNA and protein expression.

Cell organization, signalling and adhesion are the most
affected biological processes under E6 and E7
downregulation

To analyze genes under E6 and E7 regulation, we per-
formed a complete genome microarray comparing tran-
scripts within HelLa shE6/E7 cells and HeLa shcontrol cells.
Using GeneArise software, we identified 1157 genes exhibit-
ing altered expression profiles in HeLa shE6/E7 cells com-
pared with the control. The results showed altered genes
with a Z-score >2 for upregulated genes and a Z-score < 2
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for downregulated genes. Thus, we identified 544 upregu-
lated genes and 613 downregulated genes in E6 and E7
compared with the control (accession number GSE90930).

With the aim of been able to associate the 1157 altered
genes according to their function, we performed an ana-
lysis with DAVID software and GO. The 1157 altered
genes were related to differentiation, cell organization, sig-
nalling, translation, immune response, adhesion and cell
cycle. Importantly, the results show that most of the ex-
pression changes in Hela shE6/E7 cells correspond to
genes associated with cell organization, signalling and cell
adhesion (Fig. 3).

Glycogene expression is altered by the E6 and E7
oncoproteins

Next, to identify glycogenes among the altered genes in
the microarray, we first identified all the glycogenes re-
ported to date, by searching the GlycoGene database,
Consortium for Functional Glycomics-CAZy database
and published reports. Among the 336 glycogenes included
in the database, 9 genes were upregulated in HeLa shE6/E7
cells (Z score > 2), including ALG14, POFUT1, FUTA4,
MANZ2A1, DPY19L1, C3orf21 (XXYLT1), UGT2B17, IDUA
and UGCGLL. A total of 7 glycogenes were downregulated
(Z score < 2), including GALNT1, BAGALT2, UGT8, MAN-
BAL, PIGV, FCMD and C1GALT1C1.

Glycogene expression by gRT-PCR

Among the 16 glycogenes altered in the microarray assay,
we evaluated 7 by RT-qPCR. The mRNA levels were eval-
uated for POFUT1, DPY19L1, XXYLT1, ALG14, UGTS,
PIGV, and GALNT1 in HeLa shcontrol and HeLa-shEG/E7
cells. The POFUT1 and ALG14 mRNA levels were in-
creased on HelLa shE6/E7 cells compared to those in HeLa
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Fig. 1 Inhibition of HPV18 E6/E7 mRNA expression by shRNA E6/E7 in a HeLa cell line. HeLa cells were transfected with shRNA or shcontrol, and
the relative expression of E6/E7 was determined by real-time PCR. The x-axis shows the different experiment groups; the y-axis shows the relative
E6 and E7 mRNA expression, which was normalized to that in non-treated HelLa cells. Three independent experiments carried out in triplicate are
L shown, and the groups were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) with the Tukey test. ***p < 0.001
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shcontrol cells (p < 0.05) (Fig. 4). DPY19L1 and XXLT1
showed increased mRNA levels in HelLa shEG6/E7 cells,
but they were not statistically significant (Fig. 4).

The glycogenes downregulated in the microarray, UGTS,
PIGV, and GALNT1 were evaluated by RT-gPCR. Only
UGT8 showed statistically significant decreased expres-
sion in HelLa shEG6/E7 cells; PIGV showed decreased
expression but it was not statistically significant, and
GALNT1 did not showed expression changes (Fig. 5).

Next, we determined whether the glycogenes with al-
tered expression in the microarray have been previously
reported to have modified expression in cancerous tissues.

Among the 9 upregulated genes, only POFUT1, FUT4,
UGT2B17, and MAN2AL have been reported to be altered
in cancerous tissues. FUT4 is increased in leukaemia, gas-
tric, breast and colorectal cancer; UGT2B17 is increased
in endometrial cancer; POFUTL is increased in glioblast-
omas and oral squamous cell carcinoma, and MAN2A1 is
decreased in glioblastoma (Table 2).

Next, we compared the downregulated glycogenes in
HelLa shEG6/E7 cells with those reported in cancerous
tissues. Only 4 glycogenes have been reported in cancer.
GALNTL1 is increased in bladder cancer, CIGALT1C1 is
increased in colorectal cancer and UGT8 is increased in
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Fig. 3 Gene ontology-based biological process terms. Genes that were differentially expressed by the partial silencing of HPV18 E6 and E7 were
L grouped according to their biological processes. Both up- and downregulated genes are shown
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breast cancer. For B4AGALT2 missense mutations, have
been reported in colon cancer. The remaining glyco-
genes have not been reported to be altered in cancerous
tissues (Table 3).

E6 and E7 activity may downregulate the notch
glycosylation pathway and upregulate Tn and T
antigens synthesis

To identify possible functional association among the
enzymes coded by the altered glycogenes under E6 and
E7 downregulation, we examined data with Cytoscape
software to generate predicted protein-protein interac-
tions. Analyses among all upregulated glycogenes revealed
a network whithin 3 glycogenes: FUT4, POFUT1, and
XXYLT1 (Fig. 6a). By contrast, analyses among downregu-
lated genes showed an interaction only between GALNTL1
and C1GALT1C1 (Fig. 6b). These results suggest that
FUT4, POFUT1 and XXYLT1 as well as GALNT1 and
C1GALT1C1 could be participating in the same glyco-
sylation pathway.

Next, with the aim of investigating potential targets of
the up- and downregulated glycogenes, an analysis was per-
formed by text mining when considering 5 more proteins
that could be interacting with the altered glycogenes. Thus,
the network among upregulated glycogenes revealed a dir-
ect interaction between NOTCH1 and POFUTL1 (Fig. 7).

Analysis among the downregulated genes revealed a dir-
ect interaction within GALNT1, C1GALT1C1 and MUC1
(Fig. 8), a protein that carries the Tn antigen, which is
present in most of the cancers, including uterine cervical
cancer cells [20-22].

Discussion

Glycosylation changes in cancer have been associated with
immune modulation, cell-matrix interactions, cell inva-
sion, metastasis, and angiogenesis [23], and some of these
changes could be due to the dysregulation of glycogenes
at the transcriptional level (25-28). In cervical neoplasia,
an increased expression of the sialyltransferase genes
ST6GAL1 and ST3GALS3 has been reported as well as
increased sialic acid and the tumour antigens sLe(X), Tn
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and sTn [2, 4, 5, 24, 25]. The role of HPV infection in the
glycosylation changes in cervical neoplasia has not been
studied. The viral oncoproteins E6 and E7 play a role in
cellular transformation and have been implicated in the
altered expression of several genes. Notably, the E6 and
E7 oncoproteins can modulate gene expression by differ-
ent mechanisms. It has been reported that E6 can increase
the expression of hTERT via transcription factor interac-
tions, transcription repressor degradation, and chromatin
structure modifications [11-13]. The role of viral onco-
proteins in the glycosylation changes detected in cervical
cancer could be due to changes in glycogene expression.

In the present study, we report the potential effects of
the E6 and E7 oncogenes in the expression changes of
glycogenes. Analysis of the microarray assay results of HelLa
cells with partially silenced E6 and E7 oncogenes showed
that the cells displayed altered expression of the glycogenes
ALG14, POFUT1, FUT4, MAN2A1, DPY19L1, XXYLT1,
UGT2B17, IDUA, UGCGL1, GALNT1, B4GALT2, UGTS,
MANBAL, PIGV, FCMD, and C1GALT1C1. Specifically,the
results suggest that the E6 and E7 oncoproteins upregulate
the expression of of GALNT1, B4GALT2, UGTS8, MAN
BAL, PIGV, FCMD, and C1GALT1C1 whereas they down-
requlate ALG14, POFUT1, FUT4, MAN2A1, DPY19L1,
XXYLT1, UGT2B17, IDUA, and UGCGL1. By RT-gPCR,

we confirmed the downregulation of UGT8 and the upreg-
ulation of POFUT1 and ALG14 in HelLa shEG6/E7 cells. We
observed that the mRNA level changes were not statistically
significant for XXYLT1, DPY19L1, and PIGV. Although
these glycogenes have not yet reported to be altered in
cervical cancer, some have been reported to be aberrantly
expressed in other cancer types, suggesting that they could
be implicated in cervical transformation. In this manner,
MAN2AL has been reported to be altered in glioblastoma
[26], GALNTL is altered in bladder cancer, CLGALT1CL1 is
altered in colorectal cancer [27], and UGTS8 is altered in
breast cancer [28]. By contrast, our results indicate that
POFUT1, FUT4, and UGT2B17 are upregulated when E6
and E7 are knocked down, suggesting that the expression
of these viral oncoproteins downregulates their expression.
These results are contrary to reports on other cancer types,
such as in leukaemia, glioblastoma, oral squamous cell car-
cinoma, gastric cancer, breast cancer, colorectal cancer, and
endometrial cancer, wherein these genes are upregulated
[26, 29-33]. These results indicate that the underlying
mechanisms involved in their regulation are different de-
pending on the type of cancer; for example, in human renal
cell carcinoma, downregulation of ST3GAL4 is associated
with malignant progression, while in gastric cancer, upregu-
lation is associated with malignant behaviour [34, 35].
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Table 2 Glycogenes upregulated in HeLa SshE6/E7 cells
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Gene/enzyme Enzyme function Gene alteration in cancer and oncogenic associated-
effects

ALG14 Associates with ALG13 and transfers a GIcNAc on Notreported

UDP-N- GIcNAc-PP-Dol (second step of N-linked glycosylation)

Acetylglucosaminyltransferase
Subunit

FUT4
Fucosyltransferase 4

MAN2A1
Mannosidase Alpha Class 2A
Member 1

DPY19L1
Dpy19 like 1 (C. elegans)

C3orf21 (XXYLT1)
Xyloside Xylosyltransferase 1

IDUA
Iduronidase, Alpha-L-

UGT2B17
UDP Glucuronosyltransferase
Family 2 Member B17

POFUT1
Protein O-Fucosyltransferase 1

UGCGLL
UDP-Glucose Glycoprotein
Glucosyltransferase 1

Catalyzes the transfer of fucose (Fuc) residues
from GDP-Fuc to [Fucal — 2Galfl — 4GIcNAcpl
—R]in a-1, 3 linkage

Hydrolyzes two peripheral mannosyl residues from
Manal--6(Manal--3) Manal--6(GIcNAcB1--2Manal--3)
[ManB1--4GIcNAcB1--4GIcNAcB1]-asparaginestructure

Participates in the C-mannosylation of tryptophan
residues on target proteins.

Elongates the O-linked xylose-glucose disaccharide
attached to EGF-like repeats (Notch proteins) by
catalyzing the addition of the second xylose

Cleaves a-linked iduronic acid residues from the
nonreducing end of the glycosaminoglycans (GAGS),
heparan sulfate, and dermatan sulfate

Catalyzes the glucuronidation of steroids
(detoxification)

Catalyzes the reaction that attaches fucose
through an O-glycosidic linkage to a conserved
serine or threonine of EGF domains

Reglucosylates single N-glycans near the
misfolded part of the protein

mRNA upregulated in acute myeloid leukaemia [54],
gastric [30] and colorectal cancers [32].

Protein upregulated in breast cancer was associated
with proliferation and metastasis [31]

MAN2A1-FERtyrosine kinase fusion gene is expressed
in liver tumours, oesophageal adenocarcinoma,
glioblastoma multiforme, prostate tumours, non-small
cell lung tumours, and ovarian tumours [55].

Notreported

Lower frequency of wild type genotype in the C3orf21
gene rs 2,131,877 locus in lung adenocarcinoma
tissues [56]

Notreported

mRNA upregulated in endometrial cancer [33]

mRNA upregulated in glioblastomas [26]

Protein upregulated in oral squamous cell carcinoma [29]

Notreported

Table showing upregulated glycogenes, the names of the coded enzymes, their alteration in different cancer types and their oncogenic-associated-effects

Table 3 Glycogenes downregulated in HeLa ShE6/E7 cells

Gene/enzyme

Enzyme function

Gene alteration in cancer and oncogenic- associated-effects

PIGV
Phosphatidylinositol Glycan
Anchor Biosynthesis Class V

GALNT1

Polypeptide N-Acetylgalactosaminyltransferase 1

CIGALTICI
C1GALT1 Specific Chaperone 1

FCMD
Fukutin

MANBAL
Mannosidase, beta A, lysosomal-like

B4GALT2
Beta-1,4-Galactosyltransferase 2

UGT8
Ceramide UDP-Galactosyltransferase

Transfers the second mannose in
the glycosylphosphatidylinositol
(GPI) anchor

Transfers N-acetylgalactosamine
(GalNAc) to a serine or threonine
residue O-glycosylation

Specific chaperone assisting the
folding/stability of CLGALT1, for
the generation of core 1 O-glycan
T antigen

Glycosyltransferase involvedin
the biosynthesis of a-dystroglycan
(a-DG)

Mannosidase beta-like

Transfers galactose to the terminal
N-acetylglucosamine of complex-type
N-glycans

Catalyzes the transfer of galactose to
ceramide (biosynthesis of GalCer)

Notreported

mRNA upregulated in bladder cancer stem cells [57]

mRNA and protein upregulated in colorectal cancer [27]

Notreported

Not reported

Missense mutations in BAGALT2 gene in colon cancer
with a predictive deleterious phenotype [58]

mRNA and protein upregulated in breast [28] and
increased protein expression in lung cancer [59]

Table showing downregulated glycogenes, the names of the coded enzymes and their alteration in different cancer types
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The Human Protein Atlas database shows that the
protein expression levels of Fut4, Man2A1 and Ugt2b17
are not increased in samples from patients with cervical
cancer, and POFUT1 is detected at low and medium ex-
pression levels; these results agree with our results sug-
gesting that the respective glycogenes are down-regulated
in the presence of the E6/E7 oncoproteins. Moreover,
GALNT1, and C1CAGLT1C, with higher expression in
HelLa control cells, are reported to have medium and
high expression levels in cervical cancer samples in this

database, suggesting that viral oncoproteins could in-
crease their expression in cervical cancer. Remarkably,
in general, the data point to the same glycogene expres-
sion profile in cervical cancer.

In addition, functional bioinformatic analysis allowed
us to elucidate the possible altered biosynthetic pathway
considering the altered glycogenes and their potential
targets. Thus, we identified that under higher E6 and E7
expression, the components of the Notch glycosylation
pathway are downregulated, whereas the components of
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are showninyellow, and the thickness ofthe line refers to the level ofinteraction. The thickestline refers to a strongerinteraction. The redline refers

L to the interaction of the glycogene and the target protein to be glycosylated
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the synthesis of Tn and T antigens are upregulated.
Interestingly, both mechanisms are aberrantly regulated
in cancerous cell phenotypes [20, 36—38].

In the first case, analysis of the downregulated glycogenes
under E6 and E7 activity and their potential targets showed
a direct interaction within Pofut4 and Notchl. Pofutl is an
O-fucosyltranferase that modifies the extracellular EGF-like
domains of Notch transmembrane proteins. The enzyme
attaches a fucose via an O-glycosidic linkage to a conserved
serine or threonine for proper protein folding [39]. Interest-
ingly, defects in Notch receptor fucosylation by the deletion
of POFUT1 have been implicated in the development of
myeloid hyperplasia in adult mice. Moreover, POFUT1 defi-
ciency provokes a slight decrease in Notchl and Notch2
expression at the cell surface and abrogates the binding
between Notch and its ligand Delta [40]. Additionally, evi-
dence from Drosophila suggest that Pofutl could exert a
chaperone activity on the Notch protein. The absence of
OFUT1 (Pofutl) leads to the decrease in Notch protein
expression on the cell surface, whereas its overexpression
increases the binding between Notch and its ligand [41].
Interestingly and consistent with this notion, the absence of
OFUTL leads to the retention of Notch in the endoplasmic
reticulum [42]. In human cervical cancer, several re-
ports indicate intracellular localization of the Notchl
protein [42—-46]. Moreover, studies on cervical cancer
showed that in a normal cervix, Notch-1 is more com-
monly membrane-localized than in a cancerous cervix [46].
Thus, our results could suggest that under downregulation
of the enzyme Pofutl, the protein Notchl could exhibit a
decrease in its O-fucosylation pattern or in its presence at
the cell membrane. Alteration of this particular glycogene
could promote aberrant Notch signalling [47, 48].

In the second case, higher E6 and E7 expression, the
glycogenes GALNT1 and C1GALT1C1 are upregulated.
Since, GalNAc-T1 and C1GalT1l specific chaperone 1
participate in the Tn antigen O-glycosylation pathway
[49, 50], the results suggest that E6 and E7 activity could
promote Tn antigen biosynthesis by upregulating the ex-
pression of both enzymes. Mucinl is a membrane-bound
protein that participates in intracellular signalling and cell
adhesion. The protein is O-glycosylated by several transfer-
ases, including GalNAc-T1 and the C1GalT1C1-C1GalT1l
complex. Changes in this glycosylation process have been
associated with different types of cancer [51]. Specifically,
two tumour antigens expressed in carcinomas are Tn and
sialyl-Tn; these structures are present in many mucin-type
glycoproteins including Mucl [49-51]. O-glycosylation
that leads to Tn synthesis begins with the addition of
an N-acetylgalactosamine to a Ser or Thr residue of the
protein, catalyzed by GalNT1. Following Tn antigen
formation, this new chain can serve as an acceptor for
at least three other Golgi glycosyltransferases. The most
common modification of the Tn antigen is the formation of
the core 1 disaccharide (or T antigen) by the action of
ClGalT1 (known as T-synthase), which requires the
chaperone C1GalT1C1 (known as COSMC) for its activ-
ity. C1GalT1C1 resides in the endoplasmic reticulum and
prevents the misfolding, aggregation, and proteasome-
dependent degradation of newly synthesized T-synthase.
In the absence of functional C1GalT1C1, the newly syn-
thesized T-synthase is inactive and rapidly degraded. Loss
of C1GalT1C1 function eliminates T-synthase activity and
the consequential Tn antigen expression in several human
tumours [50]. In summary, our results suggest an increase
in Tn and T antigen synthesis in Mucinl since the cells
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displayed an upregulation of both the GaINT1 and
C1GalT1C1 proteins. In cervical cancer, Tn and sTn
antigens are expressed in invasive squamous cell carcin-
omas, but not in a normal squamous epithelium [24].

By contrast, GalNT1 can exhibit a mucin-independent
function in cancer and be implicated in other pathways,
suchas EGFR signaling, by increasing EGFR degradation
via decreasing of EGFR O-glycosylation [52]. Moreover,
GalNT1 can mediate the O-glycosylation of Sonic Hedge-
hog to promote signal activation in bladder cancer stem
cells [53]. In the case of C1GalT1C1, forced expression of
the chaperone in colon cancer cell lines increases T antigen
expression and enhances cell growth, migration, and inva-
sion, and this phenotype is associated with the increased
phosphorylation of ERK and AKT. By contrast, knocking
down C1GalT1C1 decreases malignant behaviours and the
signalling pathways, suggesting that the chaperone can pro-
mote malignant phenotypes of colon cancer cells, mainly
via activation of the MEK/ERK and PI3K/Akt signalling
pathways [27].

These reports suggest that the glycogenes altered in
the microarray assay of HeLa cells with partially silenced
E6 and E7 oncogenes, could play important roles in cer-
vical transformation that have not yet been explored.

Conclusions

Partially silencing of the E6 and E7 HPV oncogenes
could be implicated in important glycosylation pathways
altered in cervical cancer. In the present study, glycosyla-
tion of the Notch receptor and O-glycosylation type mucin
were identified. The identified genes implicated in these
pathways have not been reported in cervical cancer.

The analysis of glycogenes altered by the HPV onco-
proteins E6 and E7 is a valuable tool to identify possible
glycogenes implicated in the cervical transformation
process and to understand the role of HPV infection in
glycosylation changes detected in cervical cancer.
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