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RESUMEN

En el presente trabajo de Tesis se profundizo el entendimiento de mecanismos
involucrados en la regulacion de proteinas de polaridad, con especial interés en la
alteracion de la expresiéon de dichas proteinas celulares en los procesos de
transformacion maligna.

Particularmente, se analizo la regulacion de la expresion de la proteina DLGI,
cuya expresion se ve alterada en variedad de tumores y que ha sido propuesta como una
proteina clave en el mantenimiento de la polaridad celular a nivel de las uniones
adherentes. Inicialmente, se estudi6 la incumbencia en la regulacion de DLG1 durante
procesos vinculados a infecciones por HPV. Se optimizaron y desarrollaron, por primera
vez en nuestro medio, cultivos organotipicos tipo raft. Se generaron dichos cultivos
expresando las proteinas transformantes de HPV-18, lo que permitié analizar la
regulacion de DLG1 en un contexto mimetizando el ambiente natural de infeccion viral.
Mediante esta estrategia de estudio se pudieron analizar en detalle los efectos de la
presencia de las mencionadas proteinas virales en la expresion de DLGI. Asi, se
demostrd que la presencia de las oncoproteinas virales provoca alteraciones en la
distribucion subcelular de DLGI1 en el ambiente epitelial y, a su vez, genera cambios
significativos en sus niveles. También se analizo el efecto de proteinas virales del HPV-
11, de bajo riesgo oncogénico, observandose cambios significativos tanto en los niveles
como en la distribuciéon de DLGI. Por lo tanto, se profundizé en el entendimiento de los
mecanismos subyacentes a infecciones por HPV, tanto asociadas como no a procesos
carcinogénicos. Una diferencia importante observada entre ambos tipos viales fue la
ausencia de DLGI en los contactos celulares para HPV-18, efecto no evidenciado en el
caso del HPV-11. Estas diferencias entre HPV de alto y bajo riesgo podrian tener
relevancia en las patologias asociadas, dado los reportes sobre la funciéon oncosupresora
de DLGI a nivel de los contactos celulares. Ademas, se analizo y discutio la incumbencia
de distintos mecanismos potencialmente involucrados en los cambios de la expresion de
DLG]I, estudiando en especial detalle la participacidon de alteraciones en el ciclo celular

por parte de HPV.
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Por otro lado, se investigo la expresion de otra proteina de polaridad, PAR3, y su
alteracion en presencia de las proteinas virales. PAR3 es crucial para la formacion de las
uniones tight y en los ultimos afios se ha incrementado el conocimiento de sus funciones
como supresor de tumores. Notablemente, mediante cultivos organotipicos se
observaron cambios importantes en los niveles totales de PAR3 en presencia de
proteinas de HPV tanto de alto como de bajo riesgo oncogénico, indicando probables
mecanismos comunes sobre la expresion de la mencionada proteina celular durante las
infecciones virales. Ademas, se obtuvieron resultados preliminares en el estudio de la
expresion de PAR3 en biopsias cervicales, paso importante en la identificacion futura de
probables biomarcadores.

También, se estudid la expresion génica de HPV en los cultivos raft portando las
secuencias que codifican para las proteinas E6 y E7 de HPV-18. Una premisa
fundamental para conocer como el virus interfiere con los blancos celulares es analizar
la expresion de los genes tempranos de HPV, en especial de las distintas isoformas de
E6. Asi, a partir de técnicas moleculares especificas optimizadas, se demostré una mayor
expresion de la isoforma E6* en las capas Inferiores del epitelio. Ademas, se encontrd a
lo largo del tejido epitelial una transcripcion diferencial de DLGI, en relacion directa a
los niveles de transcriptos virales. Estos datos constituyen un avance en el entendimiento
de los cambios en la abundancia de DLG1 en presencia de HPV.

Dado que cambios en los patrones de la expresion de DLGI se observan también
en tumores no asociados a HPV, se analiz6 la incumbencia de factores independientes
de tales infecciones. Se investigd la injerencia de mecanismos epigenéticos y, en
particular, del estado de metilacion de su promotor. Asi, se establecieron las bases para
el andlisis de dichos mecanismos en la regulacion de DLGI, no estudiado hasta el
momento. Estos ensayos no mostraron una relacion directa entre la regulacion de los
niveles de DLGI y los mecanismos epigenéticos propuestos, tanto en una variedad de
células como en tumores asociados a HPV. No obstante, en base a los resultados
obtenidos, dichos mecanismos podrian tener un rol interesante en la regulacion de DLG1
en otros tipos tumorales, particularmente durante la progresion maligna en colon.

Por lo tanto, en total los resultados del presente trabajo indican mecanismos de

alteracion de proteinas de polaridad por parte de las proteinas de HPV que podrian ser
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de gran importancia durante las infecciones naturales. Algunas diferencias
fundamentales observadas entre HPV de alto y bajo riesgo podrian resultar relevantes
al relacionarse con las patologias asociadas a cada tipo viral. Conjuntamente, los datos
presentados constituyen un paso fundamental para comprender la biologia del cancer
en general, considerando que la disrupcién de la polaridad celular es un evento clave de
los procesos tumorales.

Por ultimo, la extrapolacion a la clinica de los conocimientos generados desde
estudios de patobiologia basica, como el presente trabajo, es fundamental para la
identificaciéon de biomarcadores que contribuyan al diagndstico y al tratamiento en

enfermedades oncoldgicas.
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1. INTRODUCCION iﬁ
"H"

1.1 Virus oncogénicos

Los virus oncogénicos estan relacionados con la formacién de tumores y se
estima que entre un 15 y un 20% de los tumores humanos se asocian a infecciones virales,
perteneciendo dichos virus a distintas familias (Hibner and Gregoire, 2015; Mueller,
1995). Aunque el numero de virus oncogénicos humanos conocidos es pequenio, se
relacionan a neoplasias muy frecuentes. En la actualidad, 6 virus diferentes son
reconocidos como virus oncogénicos por la Agencia Internacional para la Investigacion
del Céancer (IARC), siguiendo un criterio estricto para establecer la causalidad entre la
determinada infeccion viral y el desarrollo de cancer (Hibner and Gregoire, 2015).

Asi, se clasifican como oncovirus a: el virus de Epstein-Barr (EBV), descubierto
inicialmente a partir de células del linfoma de Burkitt y también asociado a algunos
linfomas de Hodgkin, carcinomas nasofaringeos y carcinomas gastricos; el virus del
Papiloma Humano (HPV), asociado con casi el 100% de cancer cervical y con una porcion
significativa de tumores anogenitales y de cabeza y cuello; los virus de la hepatitis B
(HBV) y C (HCV) relacionados con el 80% de los casos de carcinoma hepatocelular; el
virus linfotropico de células T (HTLV-1, del inglés human T-lymphotropic virus type I),
ligado con la leucemia de células T en adultos; y el virus Herpes humano tipo 8 (HSVS,
del inglés Herpes simplex virus 8), asociado al desarrollo de sarcoma de Kaposi (Hibner
and Gregoire, 2015; McLaughlin-Drubin and Munger, 2008). Ademas, recientemente
también ha sido causalmente ligado a la oncogénesis humana un poliomavirus humano,
el virus Merkel, asociado al desarrollo de un tipo de cancer de piel muy agresivo (Feng
et al., 2008). Por ultimo, si bien ante la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) existe un mayor riesgo de desarrollo de neoplasias (como sarcoma de
Kaposi y linfoma no Hodgkin), dicho riesgo es debido presumiblemente a la
inmunosupresion generada, por lo que no es en si mismo considerado un virus
oncogénico (Hibner and Gregoire, 2015; Meijide et al., 2013; White et al., 2014) .

Cabe recalcar, ademds, que para todos los virus oncogénicos humanos, el
proceso de infeccién es mucho mas frecuente que la ocurrencia del tumor respectivo.

Asi, solo una pequena proporcion de los individuos infectados cursan el desarrollo
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tumoral. De hecho, algunos de los oncovirus mencionados se encuentran ampliamente
distribuidos en la poblacion humana. En este sentido, las transformaciones oncogénicas
no representan en si una ventaja para los virus. Al ser los virus parasitos obligados,
utilizan las maquinarias celulares y generan cambios fisiopatoldgicos de las células
infectadas. La consecuente perturbacion celular y tisular, que asegura el ciclo viral, a su
vez incrementa el riesgo de progresion maligna (Hibner and Gregoire, 2015).

Los distintos oncovirus humanos utilizan una variedad de mecanismos
diferentes que conllevan al desarrollo tumoral, aunque compartiendo muchas
caracteristicas comunes claves (Martin and Gutkind, 2008). Por lo tanto, los virus
oncogeénicos representan herramientas de gran valor a la hora de comprender los
mecanismos carcinogénicos. El andlisis preciso del desarrollo maligno es sumamente
dificultoso debido a que los procesos que ocurren en un organismo son muy lentos e
inciertos. Por ello, el estudio de los mecanismos moleculares por los cuales dichos virus
oncogénicos evaden los sistemas celulares pro-apoptoticos y de control de la
proliferacion ha sentado las bases para el actual entendimiento de la biologia del cancer

(Martin and Gutkind, 2008; Saha et al., 2010).

1.2 Virus del Papiloma Humano

Los HPV son un grupo de virus no envueltos que presentan una capside
icosaédrica de 55 nm de didmetro y un genoma de ADN doble hebra circular de
aproximadamente 8 Kb (Zheng and Baker, 2006). Hasta el momento se han identificado
y clonado completamente alrededor de 200 tipos de HPV (www.hpvcenter.se), que se
dividen en 5 géneros distintos en base a diferencias en sus secuencias nucleotidicas
(Bernard et al., 2010). Ademas pueden distinguirse, en base a su tropismo, entre aquellos
que infectan epitelios cutaneos (HPV cutaneotrdpicos) y los que infectan mucosas (HPV
mucosotrdpicos) de variedad de sitios anatomicos (Mistry et al., 2008; Syrjanen, 1999a).

Los HPV que infectan mucosas genitales son los mas estudiados y caracterizados,
constituyendo cerca de 40 tipos (Munoz et al., 2003). Se han identificado numerosos tipos
virales mucosotrdpicos de alto riesgo oncogénico, asociados frecuentemente a
carcinomas genitales (zur Hausen, 1996). Los mas comunes y reconocidos por la IARC

como carcinogénicos son los HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59 (Bzhalava et
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al., 2013; Humans, 2012). Un grupo adicional ha sido clasificado como probablemente
carcinogénico (Schiffman et al., 2009), mientras que los de bajo riesgo como los HPV-6 y
HPV-11 inducen la formaciéon de verrugas genitales benignas y estan raramente

asociados a malignidad (Bzhalava et al., 2013; Munoz et al., 2003).

1.2.1 Organizacion y caracterizacion del genoma viral

El genoma de los HPV se organiza en dos grandes regiones: 1) region temprana
o E (del inglés Early), que incluye los genes que codifican para proteinas que intervienen
en la replicacion del virus y en la transformaciéon celular (E1- E7), los cuales son
expresados en los primeros estadios de la infeccion; y 2) regiéon tardia o L (del inglés
Late), que incluye los genes que codifican para las proteinas de la capside, L1 y L2, los
cuales son expresados en la etapa final de la infeccion. La proteina L1 es particularmente
utilizada como antigeno en la formulacion de vacunas contra HPV (Pils and Joura, 2015;
Villa, 2011). El genoma de HPV presenta ademas una Region Larga de Control o LCR
(del inglés long control region), de 0,3-1 kb sin funcion codificante, pero que posee sefiales
de control de la transcripcion y el origen de replicacion viral (Figura 1.1 y Tabla 1.1)
(Bernard, 2013; Syrjanen, 1999a). Esta estructura gendmica es compartida entre distintos
tipos de HPV, excepto en el caso del marco abierto de lectura de E5 que no esta presente
en algunos HPV de tipo cutaneotrdpicos (Ghittoni et al., 2010). Aunque presentan un
bajo nimero de genes, en congruencia con el pequefio tamano del genoma de HPV, el
numero de proteinas codificadas es mucho mayor, dado que la expresion génica viral

utiliza multiples promotores y complejos patrones de splicing (Zheng and Baker, 2006).
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Figura 1.1: Mapa genémico de HPV. El analisis comparado de las secuencias gendmicas de
diferentes tipos de HPV ha permitido describir una organizacién genética comun. Se sefialan en
rosa los genes E, destacdndose en rosa oscuro las regiones codificantes para E6 y E7. En amarillo
se indican los genes L y en naranja la region LCR. AE y AL indican los sitios de poliadenilacion
temprano y tardio, respectivamente. Figura adaptada de Doorbar y col. 2015 (Doorbar et al.,

2015).
Principales Marcos abiertos Funcion proteica
de lectura
El Replicacion viral
E2 Replicacion, segregacion de los episomas virales y
regulacion de la transcripcion.
E4 Ruptura del citoesqueleto. Relacionada con la
maduracién del virus
E5, E6, E7 Proteinas requeridas para la replicacion viral in vivo.
Proteinas transformantes para los HPV de alto riesgo.
L1 Proteina estructural, constituyente mayor de la capside.
L2 Proteina estructural, constituyente menor de la capside.

Tabla 1.1: Funciones de las proteinas codificadas por los principales marcos de lectura abiertos

de HPV.

1.2.2 Epitelio escamoso, blanco de infeccion de HPV

Las infecciones por HPV tienen lugar en epitelios escamosos, los cuales se

constituyen como estructuras estratificadas en las cuales cada estrato esta definido segtin

la posicidon, morfologia y grado de diferenciacion de los queratinocitos que lo conforman.
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Dichos epitelios estratificados presentan una elevada capacidad de renovacién, debido
a que los queratinocitos de la capa inferior se dividen y ejecutan un programa de
diferenciacion terminal, a través del cual ascienden atravesando los diferentes estratos
hasta llegar al mas superficial. Mediante este proceso de continuo influjo de células
migrando hacia las capas mas externas, se consigue un estado de equilibrio dindmico,
esencial para mantener la homeostasis del tejido (Fuchs, 2007).

Desde el mas interno al mas superficial los estratos epidérmicos se denominan:
Basal, Espinosa, Granular y Cornea (Zaidi et al., 2015) (ver Figura 1.2). La Capa Basal o
proliferativa, presenta queratinocitos cilindricos y mitéticamente activos junto con
células madre epidérmicas. Luego de la division de las células basales, una de las células
hijas permanece en la capa basal, mientras que la otra migra hacia arriba y comienza el
proceso de diferenciacién (Hebner and Laimins, 2006). La Capa Espinosa es la mas
gruesa y resistente, ciertas zonas presentando gran cantidad de desmosomas. Ademas,
las células contienen un amplio rango de organelas y queratinas especificas de
diferenciacion. A su vez, presentan una forma poligonal y se van aplanando en las zonas
mas superficiales de esta capa. Una caracteristica importante es la presencia de granulos
que seran luego volcados a los espacios intercelulares en las capas superiores (Zaidi et
al,, 2015). La Capa Granular se caracteriza por los cambios necesarios para la formacion
posterior de una capa impermeable. Esta zona consiste de celulas romboides elongadas
conteniendo granulos basdfilos en el citoplasma con proteinas precursoras importantes
para la agregacion posterior de los filamentos de queratina, contribuyendo en gran
medida a la resistencia mecanica del estrato cornificado (Eckhart et al., 2013). Ademas,
tiene lugar aqui el procesamiento de proteinas de alto peso molecular y es en esta region
donde los granulos lamelares del estrato espinoso se fusionan a la membrana plasmatica
y liberan su contenido y algunas enzimas al espacio intercelular, produciendo un sellado
hidrofdbico entre el estrato granular y cérneo. Por ultimo, el paso a la Capa Cdrnea
implica la pérdida del ntcleo celular asi como de todos los organulos celulares. Estas
células son poliédricas y aplanadas, siendo el 80% de su contenido queratinas de alto
peso molecular. Asi, este estrato proporciona protecciéon mecdnica y actiia como barrera

impermeabilizante (Zaidi et al., 2015).
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Figura 1.2. Diferentes estratos del epitelio escamoso. Se esquematiza un corte transversal de
epitelio escamoso magnificado donde se evidencian las distintas capas celulares detalladas en el
texto. Figura adaptada de Lowy y col., 2006 (Lowy and Schiller, 2006).

1.2.3 Ciclo de replicacion viral

Los HPV infectan particularmente las células basales, menos diferenciadas, de
epitelios estratificados (Doorbar et al., 2012). Las infecciones por HPV se inician a través
de microlesiones del epitelio que exponen las células basales y permiten el ingreso del
virus a las mismas. De esta forma, infecciones iniciales requieren células mitdticamente
activas, de manera de permitir el ingreso del genoma viral al ntcleo (Doorbar et al.,
2012). Especialmente para el caso de los HPV de bajo riesgo, los cuales no estimulan
masivamente la proliferacion de las células basales, es posible que el proceso se inicie
tras la infeccion de células madre basales. Sin embargo, la naturaleza precisa de las
células basales infectadas inicialmente y su incidencia en las patologias asociadas son
aun materia de controversia (Doorbar et al., 2015). Asi, el ciclo de replicacion del HPV
estd estrechamente coordinado con el programa de diferenciacion de las células
epiteliales a la vez que depende de las proteinas celulares para la replicacion (Galloway
and Laimins, 2015).

Las distintas etapas del ciclo viral de HPV se esquematizan en la Figura 1.3. Una
vez infectadas las células en la capa basal, mediante una combinaciéon de factores
celulares que interactiian con sitios ubicados en LCR se promueve la transcripcion de los
genes tempranos, los cuales permiten el establecimiento y el mantenimiento del genoma
viral en el nucleo de las células como un episoma de bajo niimero de copias. Dichos

episomas replican de manera coordinada con los cromosomas de la célula hospedadora,
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siendo E1 y E2 esenciales para esta fase de amplificaciéon inicial (Doorbar et al., 2012;
Galloway and Laimins, 2015; Hebner and Laimins, 2006).

En infecciones virales productivas la expresion de las proteinas E1, E2, E5, E6 y
E7 tiene lugar en queratinocitos indiferenciados o pobremente diferenciados en las capas
basal y espinosa del epitelio estratificado. Por su parte, la replicacion vegetativa que
permite la amplificacion génica del virus, la expresidon de las proteinas de la capside, y
el ensamblaje de los viriones ocurren exclusivamente en las capas espinosa superior y
granular mas diferenciadas del epitelio (Doorbar, 2006; Meyers and Laimins, 1994;
Wang et al., 2011).

Como se detallard a continuacion, E6 y E7 son reguladores claves de la progresion
del ciclo celular. En el caso de los HPV de alto riesgo, E6 y E7 dirigen la proliferacion en
las capas basales y espinosas inferiores del epitelio. Sin embargo, el rol de E6 y E7 de
HPYV de bajo riesgo en las células basales infectadas es mas incierto. En estos tipos, seria
fundamental el rol de la proliferacion inicial inducida por procesos de reparaciéon de
tejido a partir del propio microambiente tisular (Doorbar et al., 2015).

Para replicarse, HPV depende de las polimerasas y otras proteinas celulares
involucradas en la replicacion del ADN que estan presentes en la fase S (o de sintesis)
del ciclo celular (Galloway and Laimins, 2015). A medida que las células se diferencian
en el epitelio normal se produce un arresto de la proliferacion; y cuando las células
migran desde la capa basal diferenciandose se genera un arresto en el estadio G1/S del
ciclo celular. Sin embargo, este proceso se encuentra alterado en los epitelios infectados
por HPV, induciéndose el pasaje a fase S fuera de programa, que puede evidenciarse
mediante marcadores asociados a dicha fase del ciclo celular (Freije et al., 2012; Kubben
et al., 1994; Sherr and Roberts, 1999). Este evento permite la sintesis de los componentes
necesarios para la replicacion del ADN y por ende, la replicaciéon del genoma viral. La
induccién del pasaje a fase S se produce a través de la interferencia que las oncoproteinas
virales E6 y E7 ejercen sobre la funciéon de las proteinas regulatorias p53 y del
retinoblastoma (Rb), respectivamente, las cuales participan activamente del control de
la progresion del ciclo celular (Doorbar et al., 2012; Nead, 1998).

En las capas superiores tiene lugar la activacion de la expresion de los genes L de

HPV, sintetizdndose las proteinas estructurales. Esta activacion se produce por la
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interaccion de factores celulares presentes en la célula diferenciada con sitios de
reconocimiento especifico localizados en LCR. Por ultimo, tendra lugar el ensamblado y

liberacion de las particulas virales (Galloway and Laimins, 2015) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Ciclo de replicacién de HPV en relacion al programa de diferenciacion de los
queratinocitos. Se esquematizan un corte transversal de epitelio escamoso magnificado donde
se evidencian los distintos estratos celulares y el ciclo de replicacion de HPV, sefialando las células
expresando proteinas virales E con azul y L con verde. Figura adaptada de Lowy y col., 2006
(Lowy and Schiller, 2006).

Un aspecto importante que contribuye a la desregulacion de la expresion génica
es la integracion del ADN viral al genoma celular. En este proceso, observado
frecuentemente para los HPV de alto riesgo, se interrumpe el marco de lectura abierto
E2 del genoma viral. Esto conlleva a una expresion desregulada de E6 y E7, dado que E2
se comporta como un regulador de la expresion de dichos genes (Doorbar et al., 2015).
Ha sido demostrado que la sobre-expresion persistente de estos genes se vincula a una
acumulacion de errores en el ADN que pueden, eventualmente, llevar al desarrollo
tumoral (Pett et al., 2004; Vinokurova et al., 2008).

En este sentido, es necesario enfatizar que los procesos de transformacion e
inmortalizaciéon celular asociados a HPV son acompafiados por anormalidades en el
programa de diferenciacién. Por lo tanto, teniendo en cuenta la dependencia entre ciclo
de multiplicacién viral y diferenciacion de las células epiteliales, la progresion maligna

de las lesiones resulta en la pérdida de la replicacion del virus, subsistiendo tinicamente
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la expresion desregulada de los oncogenes correspondientes (Doorbar et al., 2012). Asi,
como se comentd para este y otros oncovirus, la oncogénesis es un efecto secundario que
resulta en detrimento tanto para el virus como para el hospedador (Hibner and Gregoire,
2015; Laimins, 1998).

Los HPV presentan un ciclo de replicacion profundamente dependiente del
grado de diferenciacién de las células que infectan dentro del epitelio escamoso (Hebner
and Laimins, 2006). Por ello, para estudiar completamente mecanismos moleculares
asociados a HPV se requiere de estrategias que permitan mimetizar cercanamente el
contexto natural de dichas infecciones. En este sentido, resulta importante destacar los
cultivos epiteliales organotipicos raft, los cuales representan un abordaje novedoso para
el estudio del HPV dado que reproducen fielmente el proceso de diferenciacion epitelial
in vitro (Ozbun and Patterson, 2014).

Dichos cultivos pueden ser desarrollados a partir de queratinocitos primarios
normales, explantes de tejido epitelial o lineas celulares estables, permitiendo que las
células proliferen y se diferencien completamente en la interfase aire-liquido sobre un
soporte que equivale a la dermis (ver Figura 4.1.2, seccion Resultados - Capitulo 1). Los
queratinocitos humanos primarios normales se ordenan en forma estratificada y se
diferencian totalmente en una forma similar a los tejidos epiteliales escamosos, mientras
que las lineas celulares transformadas generan epitelios que presentan morfologias
displasicas similares a las lesiones que se observan in vivo (Andrei et al., 2010). Esta y
otras metodologias han permitido conocer mas detalladamente las caracteristicas del

ciclo viral de los HPV y sus efectos en los tejidos infectados.

1.2.4 Patologias asociadas a infecciones por HPV mucosotrdopicos

Las infecciones por HPV son las infecciones virales de transmision sexual mas
comunes a nivel mundial (Lowy and Schiller, 2006), siendo la infeccién persistente por
HPV mucosotrdpicos de alto riesgo oncogénico el evento clave en el desarrollo de los
carcinomas de cuello de ttero y de las lesiones neoplasicas precursoras (Doorbar et al.,
2015; Snijders et al., 2003; zur Hausen, 1999). El cancer cervical representa, entre las
patologias asociadas a HPV, aquella que ha sido mas y mejor caracterizada; siendo dicho

cancer una de las neoplasias mundialmente mas frecuente en mujeres.
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En este sentido, se estima que anualmente se diagnostican aproximadamente
530.000 nuevos episodios de cancer cervical en el mundo, de los cuales mas del 85%
ocurren en paises en desarrollo, con una mortalidad cercana al 50% (Parkin et al., 2008).
De acuerdo con las estadisticas del Ministerio de Salud de nuestro pais
(www.msal.gov.ar), cada afo se diagnostican aproximadamente 5.000 casos de
carcinoma cervical, y mueren aproximadamente 1.800 mujeres a causa de la enfermedad,
siendo esta una enfermedad de mayor prevalencia en mujeres de sectores socialmente
vulnerables (Ferlay et al., 2015).

El desarrollo del cancer cervical invasivo es un proceso gradual, cuya primera
manifestacion consiste en la aparicion de lesiones intraepiteliales en la mucosa de cuello
uterino (Derchain et al., 1999; Doorbar et al., 2012; Syrjanen and Syrjanen, 1999). Las
distintas etapas clinicas del proceso oncogénico cervical son: infeccion por HPYV,
persistencia del virus por un cierto periodo de tiempo, progresion a lesiones
precancerosas e invasion. De esta forma, el cancer cervical invasivo estd precedido por
un espectro progresivo de anormalidades del epitelio cervical estratificado. Sin embargo,
este proceso es reversible y muchas infecciones cursan en sentido contrario, lo que
conduce a la eliminacién de manera espontanea de la infecciéon por HPV e incluso a la
regresion de las lesiones (Schiffman and Kjaer, 2003).

La severidad de las Lesiones Escamosas Intraepiteliales (SIL, por su sigla en
inglés Squamous Intraepithelial Lesion) precursoras del cancer cervical se clasifica en
grados, de acuerdo a la extension del epitelio normal diferenciado que es reemplazado
por células no diferenciadas, de tipo basal. Dicha clasificaciéon distingue entre lesiones
de bajo grado (LSIL, del inglés low-grade SIL) y de alto grado (HSIL, del inglés high-grade
SIL) (Doorbar et al., 2012; Shah, 1996; Syrjanen, 1999b). En el carcinoma cervical de tipo
invasivo, las células anormales traspasan la membrana basal e invaden el tejido
circundante, pudiendo eventualmente provocar metastasis (Figura 1.4) (zur Hausen,
1996).

Las neoplasias de alto grado representan una infeccion abortiva, en la cual se
desregula la expresion génica viral y el virus no puede completar el ciclo normal. Asi, a
partir de displasias moderadas ya no hay produccidn de viriones. El cadncer se desarrolla

en aquellos individuos en los cuales falla la resolucién de la infeccion y retienen la
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expresion oncogénica, generalmente, por afios. En la mayoria de los individuos, sin
embargo, prevalece una regresion que lleva a la eliminacion viral, o a su mantenimiento
pero en una forma latente o asintomatica en las células basales (Doorbar, 2006).

Para el desarrollo de la patologia es necesaria la persistencia de la infeccion pero
también se ha demostrado que, ademds, son necesarios ciertos cofactores. Datos
epidemioldgicos sefialan la participacion de factores enddgenos: hormonales e
inmunoldgicos; y exodgenos: comportamiento sexual, tabaquismo, wuso de
anticonceptivos orales, nutricion, infecciones, mutadgenos, entre otros (Derchain et al.,
1999; Kim et al., 2012; Yetimalar et al., 2012). Asimismo, también es importante para el
potencial desarrollo oncogénico el tipo de tejido que se infecte. La mayoria de las
neoplasias de cuello de ttero se desarrollan con preferencia a nivel de la union entre las
células columnares del endocérvix y el epitelio escamoso estratificado del ectocérvix,

denominada zona de transformacién (Lee et al., 2008; Syrjanen, 1999b).

— Lsi. — HSIL |
| Normal | Displasia | Displasia | Displasia | Carcinoma [Carcinoma 1
leve moderada severa in situ invasor

Infecciéon, Sin produccion !’!.._»
produccién de viriones  Ee/E7 desre gulados .. o
de viriones ) ®y
Integraciéon —:>
viral Invasion

Figura 1.4: Lesiones cervicales asociadas a infecciones por HPV de alto riesgo. Representacion
esquematica de los precursores del cancer cervical: LSIL y HSIL, y del carcinoma invasivo. En
LSIL y HSIL las células normales son reemplazadas por células no diferenciadas del tipo basal.
En el carcinoma invasivo las células anormales traspasan la membrana basal invadiendo EL tejido
circundante. Figura adaptada de Lowy y col., 2006 (Lowy and Schiller, 2006).
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En los ultimos afios se han desarrollado e implementado dos vacunas a partir de
particulas similares al virus (VLP, del inglés Virus-Like Particles). Una de ellas protege
para 2 tipos virales de alto riesgo (HPV-16 y 18) y 2 de bajo riesgo (HPV-6 y 11) (vacuna
GARDASIL de MERCK); mientras que la otra protege contra la infecciéon por HPV-16 y
18, los tipos virales que con mayor frecuencia se asocian a cancer cervical (vacuna
CERVARIX de GLAXO). Debido a que las vacunas disponibles son profildcticas, el
mayor impacto se lograria focalizando los esfuerzos de inmunizacion en mujeres sin
contacto previo con el HPV (www.msal.gov.ar). Asi, desde el afio 2011 se ha incluido en
el calendario nacional la vacuna bivalente y desde el 2014 la tetravalente, para nifias de
11 anos. Recientemente, también ha sido licenciada una vacuna nanovalente formulada
contra los cuatro tipos de HPV incluidos en la formulacion tetravalente junto a otros
cinco tipos virales de alto riesgo, los HPV-31, 33, 45, 52 'y 58 (GARDASIL® 9 de MERK).
Dicha vacuna ha sido recientemente recomendada en EE.UU. por el Comité Asesor sobre
Practicas de Inmunizacion (ACIP, del inglés Advisory Committee on Immunization
Practices) (ACIP, 2015).

Estas vacunas no tienen accion terapéutica y por ello, las personas ya infectadas
no se ven beneficiadas con la inmunizacién. Ademas, no puede prevenirse la infeccién
por tipos virales no presentes en las formulaciones actuales. Por lo tanto, los programas
de control contintian siendo importantes para reducir la incidencia y mortalidad del
cancer de cuello de ttero, al permitir la deteccion temprana de probables infecciones y
lesiones asociadas a HPV (www.msal.gov.ar).

Asimismo, el HPV esta implicado en el desarrollo de otros tumores anogenitales
en zonas de transformacion a nivel vaginal, de vulva, de pene y de ano (De Vuyst et al.,
2009; Doorbar et al., 2015). Mas atn, las infecciones por HPV también se han vinculado
al desarrollo patoldgico en otros sitios anatomicos, y en forma particular se reconocen
como factores de riesgo importantes para el desarrollo de tumores de cabeza y cuello
(Doorbar et al., 2015). En este sentido, se ha sefialado la prevalencia e incidencia de
infecciones por HPV-16 y otros tipos como 18, 31, 33 y 35 (Mehanna et al., 2013).

Por ultimo, también es importante destacar el desarrollo de lesiones benignas
como el condiloma acuminado, una de las manifestaciones de HPV mads comunes en el

area genital, y generalmente causado por HPV de bajo riesgo como el 6 y 11. A su vez,
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los HPV que causan verrugas genitales pueden generar papilomas en la cavidad oral,
con la problematica intrinseca en su tratamiento debido a su localizacion anatdmica

(Doorbar et al., 2015).

1.2.5 Proteinas E7 y E6 de HPV

Los HPV de alto y bajo riesgo oncogénico infectan y replican en los mismos
tejidos, presumiblemente en iguales contextos celulares y, por lo tanto, sobrepasando las
mismas barreras para la infeccion viral. Asi, es sorprendente que ambos tipos muestran
diferencias considerables en su relacion con blancos celulares, probablemente reflejadas
en sus respectivas patologias asociadas (zur Hausen, 2002).

Por su parte, el mecanismo de accion de los HPV de alto riesgo oncogénico en el
desarrollo tumoral se explica principalmente por la accion de sus oncoproteinas E6 y E7
(Pim and Banks, 2010). Dichas proteinas actian cooperativa y complementariamente
durante el desarrollo carcinogénico, lo que ha sido demostrado mediante cultivo celular
(Doorbar et al., 2012; Hawley-Nelson et al., 1989), modelos de ratones transgénicos
(Arbeit et al., 1996; Chung and Lambert, 2009; Pim and Banks, 2010) y cultivos
organotipicos (Meyers et al., 1997).

Asi, E6 y E7 de HPV de alto riego tienen la capacidad de inmortalizar y
transformar las células infectadas, confiriéndoles a dichas células un alto grado de
inestabilidad cromosomica. La expresion continua de estos genes, es requisito
indispensable para mantener el crecimiento neopldsico (Alvarez-Salas and DiPaolo,
2007). Contrariamente, las proteinas E6 y E7 de HPV de bajo riesgo no tienen capacidad
transformante ni de inmortalizacion (Pim and Banks, 2010). Estudios del mecanismo
molecular del proceso de transformacion de los HPV de alto riesgo han revelado un
complejo patrén de interacciones de sus oncoproteinas con reguladores celulares,
involucrados en distintos procesos bioldgicos como la apoptosis, la proliferacién y

diferenciacion celular (von Knebel Doeberitz, 2002; Vousden, 1994).

1.2.5.1 Funciones de la proteina E7
La proteina E7, de aproximadamente 100 aminoacidos, no posee actividad

enzimatica ni es capaz de unirse al ADN. Sin embargo, lleva a cabo sus funciones de
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estimulacion del pasaje a fase S del ciclo celular, evento necesario para la infeccion viral
productiva, interaccionando con varios factores celulares fundamentales para el control
de dicho ciclo (Laimins, 1998).

El ciclo celular es regulado por complejos de ciclinas y quinasas dependientes de
ciclinas (CDK del inglés Cyclin-dependent kinase) cuya actividad es secuencial y
coordinada. Para permitir la progresion del ciclo celular, las células deben superar el
punto de restriccion en G1, el cual es controlado por Rb, p107 y p130, pertenecientes a la
familia de proteinas pocket (Ghittoni et al., 2010). Rb normalmente interacciona e inactiva
a los factores de transcripcion E2F, los cuales regulan tanto la apoptosis como la
progresion del ciclo celular por induccion de genes de fase S (Poznic, 2009). En respuesta
a mitogenos, los complejos ciclina D1-CDK4 y ciclina D1-CDK6 se activan y producen
a su vez la fosforilacion de Rb permitiendo la liberacion de E2F y su activacion,
facilitindose asi la entrada en fase S. Por su parte, p107 controla la entrada al ciclo celular
en la capa basal; mientras que p130 estd involucrada en la progresion de dicho ciclo en
las capas epiteliales superiores (Doorbar et al., 2015).

La interaccion de E7 de HPV de alto riesgo con los supresores de tumores Rb,
pl07 y pl130, y la posterior induccion de la degradacién de los mismos, han sido
ampliamente caracterizadas. En consecuencia a la interaccion con dichos factores
celulares, E7 estimula la progresion del ciclo celular en células diferenciadas,
permitiendo la replicacion vegetativa del ADN de HPV necesaria para completar el ciclo
viral (Munger et al., 2001). Tanto E7 de HPV de alto como de bajo riesgo son capaces de
interaccionar con Rb, pero los primeros lo hacen mas eficientemente y pueden inducir
su degradacion por la via proteolitica dependiente de ubiquitina. E7 de alto riesgo es
también capaz de unir y estimular la degradacion de p107 y p130. De manera interesante,
la proteina E7 de HPV de bajo riesgo es asimismo capaz de unir y promover la
degradacion de p130, aunque no de p107 (Zhang et al., 2006). Asi, E7 de alto riesgo es
capaz de desacoplar la diferenciacion de los queratinocitos de la progresion del ciclo
celular. Al mismo tiempo, sus interacciones con proteinas pocket inducen otras multiples
respuestas celulares, incluyendo la supresidon de procesos de reparacion de ADN y de
mantenimiento de la integridad gendmica junto con la estabilizacién de p53 (Pim and

Banks, 2010). Se ha propuesto que esta sintesis de ADN fuera de programa activa
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mecanismos celulares apoptdticos denominados “respuesta centinela tréfica” (Evan and
Vousden, 2001). Sin embargo, como se verd en mas detalle posteriormente, la proteina
E6 HPV de alto riesgo degrada a p53 y, por lo tanto, contrarresta tanto esta respuesta
celular como la estabilizacion de p53 por E7 (Pim and Banks, 2010) (ver Figura 1.5). La
estrategia de replicaciéon de HPV, en donde se inhiben conjuntamente Rb y p53, es
compartida con otros virus oncogénicos con genoma a ADN, aunque con mecanismos
diferentes (Nead and McCance, 1998). Por su parte, E7 de HPV de bajo riesgo, mas alla
de su interaccion con proteinas pocket, no parece activar la respuesta centinela celular.
E7 de alto riesgo es también capaz de interaccionar con otras proteinas claves que
controlan la progresion del ciclo celular, como p21 y p27, inhibidores de las CDK (Funk
et al., 1997). Dichos reguladores son sumamente importantes para el arresto del
crecimiento durante la diferenciacion, y la inhibicion de su funcién mediada por E7
resulta en la progresion del dicho ciclo. Las proteinas E7 derivadas de HPV de bajo riesgo
son capaces de interaccionar con p21, pero con baja eficiencia, por lo que no estimulan

eficientemente la progresion del ciclo celular.

Expresion de hTERT

Inhibicion
de —_—
apoptosis @ Degradacion de \_) O\)
P53 por unién a \) 0
o
Arresto _l-
Fase G1 del en G1 Fase S del
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Progresion del
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Figura 1.5: Efecto de E6 y E7 de alto riesgo en la desregulacion del ciclo celular. E7 y E6 de HPV
de alto riesgo acttian sobre las proteinas celulares Rb y p53, respectivamente, induciendo la

induccién de la inmortalizacion celular y por lo tanto favoreciendo procesos de transformacion y
oncogénesis. Se muestran también otros efectos de las oncoproteinas virales. Adaptado de Senba
y col (Senba and Mori, 2012).
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Ademas, la expresion de E7 de alto riesgo se asocia a una vasta reprogramacion
epigenética de la célula infectada que es importante para la estimulacion de la entrada y
progresion del ciclo celular. En este sentido, E7 tiene la habilidad de unirse e inhibir la
funcién de histonas desacetilasas (HDAC) (Nguyen et al., 2002) y de modular la
magquinaria de metilacion de ADN, controlando vias de proliferacién (Burgers et al.,
2007). También se ha sefialado que E7 lleva a la activacion de ciertas histonas metil-
transferasas y de-metilasas (Doorbar et al., 2015; McLaughlin-Drubin et al., 2011),
estando estas ultimas aparentemente involucradas en la regulacion de genes de la
familia HOX, y asociandose a una regulacion negativa de la diferenciacién epidermal
(La Celle and Polakowska, 2001). Notablemente, los efectos sobre histonas metil-
transferasas parecen estar conservados entre HPV de alto y bajo riesgo, proveyendo un
punto de unién entre la expresion génica viral y la modulacion de eventos celulares
durante el ciclo viral.

E7 de alto riesgo también se une a otros reguladores de la proliferacién celular
tales como factores transcripcionales de la familia AP1 (Antinore et al., 1996) y
contribuye con vias de supervivencia celular (Doorbar et al., 2015). También se ha
comprobado que favorece la inestabilidad genética observada en carcinomas, ya que
induce la sintesis de multiples centrosomas en la fase S, a través de la formacion de
centriolos inmaduros (Duensing and Munger, 2003). Debido a todas las funciones
descriptas acerca de la desregulacion del ciclo celular, se considera que E7 es la principal
proteina oncogénica de HPV. En la Figura 1.5 se detallan las acciones de E6 y E7 sobre
algunos de los componentes que regulan el ciclo celular. En la Tabla 1.2 se resumen los

efectos principales de E7 de HPV mucosotrdpicos de alto y bajo riesgo sobre sus blancos.
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Alto riesgo oncogénico Bajo riesgo oncogénico
Unidén y degradacion de: Unidn débil (sin degradacion) de:
*Rb J Rb
ep107 . pl107
*p130 . E2F
Unidn (no degradacion): Unién y degradacion de:
oE2F
130
¢Culina? (ligasa de ubiquitina) * P
eHDAC
= Induccién de la entrada al ciclo celular y la sintesis de ADN
Rol en la amplificacion génica
Induccién de inestabilidad génica No
Funciones de inmortalizacion y No
transformacion
Activacién de vias de supervivencia Desconocida

Tabla 1.2: Diferencias funcionales de las proteinas E7 de HPV de alto y bajo riesgo oncogénico.
Adaptada de Doorbar y col. 2015 (Doorbar et al., 2015).

1.2.5.2 Funciones de la proteina E6

La proteina E6 presenta aproximadamente 150 aminoacidos, siendo su funcion
mas estudiada la inactivacién de p53. Dicha inhibicién de las funciones de p53 es llevada
a cabo tanto por E6 de HPV de alto como de bajo riesgo oncogénico, lo que sugiere un
importante rol en esta inactivacion para el ciclo viral. Como se menciond en la seccion
anterior, la expresion de E7 de alto riego lleva a las células a un aumento en la
susceptibilidad a apoptosis. E6 de alto riesgo interfiriere con la funcién de p53 a través
de diversos mecanismos, contrarrestando este efecto (ver Figura 1.5). E6 recluta a la
ubiquitina ligasa E6AP y a p53, formandose de esta manera un complejo tripartito que
estimula la degradacion de esta ultima a través del mecanismo proteolitico dependiente
de ubiquitina (Huibregtse et al., 1991). Asi, mediante la interferencia de E6 con p53 se
estableceria un ambiente celular propenso a la acumulacion de mutaciones e
inestabilidad genética que conllevaria a la transformacion celular. Es importante
mencionar que en el caso de los HPV de bajo riesgo, si bien la uniéon de E6 con E6AP
ocurre, no resulta en la degradaciéon de p53 (Doorbar et al., 2015). En cambio, interfieren
en la interaccion de p53 con ciertos promotores (Pim and Banks, 2010).

Ademas, E6 puede unirse directamente al sitio de union al ADN de p53,

bloqueando su actividad como factor de transcripcién (Lechner and Laimins, 1994); o
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interaccionar con la histona acetiltransferasa ADA3, afectando la actividad de p53
(Shamanin et al., 2008). A su vez, E6 de alto y bajo riesgo pueden interaccionar e interferir
con la funcién de las acetiltransferasas p300 y CBP, consecuentemente impidiendo la
estabilizacion de p53. Dicha interaccion resulta en la inhibicién de dichas enzimas, con
la consecuente desestabilizacion del supresor de tumores. Esta y otras observaciones
sugieren un grado importante de conservacion entre los efectos sobre p53 de E6 de alto
y bajo riesgo, que seria importante para el ciclo viral (Thomas and Chiang, 2005).

Otros factores celulares distintos a p53 también contribuirian al desarrollo
oncogénico. Asi, independientemente de los efectos sobre dicho oncosupresor, E6
también puede interaccionar con diversos factores celulares, inhibiendo la funcion
apoptotica (Kinoshita et al., 1997; Pim and Banks, 2010). Al mismo tiempo, E6 de bajo y
alto riesgo pueden interferir en la induccion de las vias de apoptosis mitocondriales
intrinseca y extrinseca, a través de la interaccion con miembros proapoptéticos de la
familia Bak (Thomas and Banks, 1999). También se ha reportado la interferencia de E6,
especialmente de alto riesgo, con el sistema inmune mediante la inhibicion de la
apoptosis inducida por interferéon (Doorbar et al., 2015; Ronco et al., 1998). Por tltimo,
E6 de alto riesgo oncogénico tiene la habilidad de activar la expresién de la subunidad
catalitica de la telomerasa hTERT (Liu et al., 2009; Oh et al., 2001), la cual es fundamental
para la inmortalizacion celular, ya que previene el acortamiento de los telomeros
permitiendo, de esta manera, la proliferacion celular continua.

Por otro lado, las proteinas E6 de los HPV de alto riesgo presentan en su region
carboxilo terminal una secuencia consenso de unién a dominios proteicos PDZ (PSD95,
DLG1, ZO-1) (Gardiol et al., 1999; Lue et al., 1994). Dicho sitio de union a PDZ se
encuentra altamente conservado entre los HPV oncogénicos pero se encuentra ausente
en las proteinas E6 de los HPV de bajo riesgo. Los dominios PDZ son motivos
estructuralmente conservados de 80-90 aminodcidos presentes en proteinas de polaridad
celular y de transduccion de sefiales (Nourry et al., 2003) . Funcionan como moédulos
especificos de reconocimiento proteina-proteina y permiten el reclutamiento de péptidos
y la formacién de complejos multiproteicos en sitios especializados de la membrana

(Fanning and Anderson, 1999; Lee and Zheng, 2010).
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Por lo tanto, otros blancos reportados de E6 son proteinas PDZ, la mayoria de
las cuales pertenecen a la familia de guanilato quinasas asociadas a membrana
(MAGUEK, del inglés membrane-associated guanylate kinase) importantes para el control de
la polaridad celular y la formaciéon de las uniones celulares tipo adherentes (UA) y
oclusivas o tight (UT). El primer blanco identificado de este tipo fue DLG1 (del inglés
Disc large 1), proteina que participa del control de la proliferacion y polaridad celular. E6
interacciona directamente con DLG1 resultando en la estimulacion de su degradacion
por el mecanismo dependiente de ubiquitina (Gardiol et al., 2002; Gardiol et al., 1999).

Posteriormente, han sido reportados otros blancos de E6 con motivos PDZ. Entre
ellos se encuentra la proteina Scribble, que también regula la polaridad celular
(Nakagawa and Huibregtse, 2000); las proteinas MUPP1 (del inglés multi-PDZ domain
protein), regulador negativo de la proliferacion celular (Lee et al., 2000); junto con otros
componentes de complejos de polaridad celular como PAT] (del inglés PALS1-associated
T] protein) (Storrs and Silverstein, 2007) y las proteinas MAGI-1/2/3 (del inglés membrane-
associated guanylate kinase WW and PDZ domain containing protein) (Thomas et al., 2001b).

A su vez, también se han reportado funciones de E6 de HPV de alto riesgo en la
deslocalizacion de otras proteinas PDZ de polaridad. Asi, en nuestro grupo de trabajo
reportamos recientemente que E6 de HPV-18 interfiere en la localizacion de la proteina
PAR3 (del inglés Partitioning defective 3 homolog), proteina clave en la formacion de las
UT y en la regulacion de sefiales que regulan la proliferacion celular (Facciuto et al., 2014;
Wu et al., 2007). La presencia de E6 induce una redistribucién de PAR3 desde los bordes
celulares hacia el citoplasma y nucleo. No ha sido establecido si dicho efecto es de tipo
directo, pero si que depende del dominio de union a sitios PDZ de E6, a la vez que no se
encontraron cambios en los niveles de PAR3. En el mismo sentido, otros investigadores
reportaron que E6 altera la localizacion de otra proteina de polaridad, la proteina ZO2
(del inglés Zona Occludens 2), perteneciente a las UT, sin generar cambios en sus niveles
(Hernandez-Monge et al., 2013). En la Tabla 1.3 se resumen los efectos principales de E6

de HPV sobre sus blancos celulares.
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Alto riesgo oncogénico Bajo riesgo oncogénico
e Unidény degradacion de: e Unidn débil (sin degradacion) de:
p53, proteinas PDZ especificas p53

(DLG1, MAGI-1, Scribble)
e Interferencia en la localizacion de:
PAR3, ZO2

No une proteinas PDZ

Interaccion con E6AP (ligasa de ubiquitina)
Inhibicién de la trans-activacion y acetilacion de p53

Inhibiciéon de apoptosis Desconocida
Evasion del arresto del ciclo celular por Arresto del ciclo celular normal por
dafo en el ADN dafo en el ADN
A Inhibicion de la diferenciaciéon de Desconocida
queratinocitos
Inhibicién de la Respuesta interferén Débil
Activacion de vias de proliferacion y Desconocida
supervivencia
Activacion de Telomerasa No
Por splicing de preARNm: E6* No

Tabla 1.3: Diferencias funcionales de las proteinas E6 de HPV de alto y bajo riesgo oncogénico.
Adaptada de Doorbar y col. 2015 (Doorbar et al., 2015).

En conjunto, las interacciones reportadas sugieren que los componentes
reguladores de la polaridad celular y la formacion de las uniones intercelulares son
blancos importantes para el ciclo de replicacion viral y, en particular, para la oncogénesis
asociada a la HPV. Por lo tanto si bien E6 de alto y de bajo riesgo comparten algunos
blancos celulares, aunque con distintas consecuencias, otros componentes celulares son
blancos especificos de las E6 de HPV oncogénicos. En conjunto, esto podria explicar el

potencial oncogénico diferencial entre ambos tipos virales.

Isoforma menor de E6: E6*

En el caso particular de ciertos HPV de alto riego oncogénico, su actividad
transformante esta codificada en un preARNm policistronico. A partir de eventos de
splicing alternativo involucrando dicho preARNm, se ha demostrado la traduccién de
distintas proteinas virales funcionales. Ademas de las previamente descriptas, E6 y E7,
tiene lugar la traduccion de ciertas isoformas de la oncoproteina E6, conocidas como E6
estrella (E6*) (Ajiro and Zheng, 2014). Las proteinas E6* se corresponden con variantes

transcripcionales de menor tamano, dando origen a versiones proteicas de E6 truncadas
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en su extremo carboxilo-terminal. Mientras que algunos tipos de HPV, como HPV-16,
expresan hasta 4 especies distintas de E6* correspondientes a distintos sitios aceptores
durante el proceso de splicing, HPV-18 parece transcribir sdlo una especie de ARNm
capaz de expresar E6*. Asi, el transcripto correspondiente comparte las regiones
codificantes para los primeros 44 aminodacidos de la proteinas E6 completa (E6FL, del
inglés E6 full lenght), produciéndose luego la exclusion de un exén que conlleva al
corrimiento del marco de lectura y formacion de un codén de terminacion prematuro.
Por lo tanto, la isoforma E6*, de unos 57 aminoacidos, consiste en una isoforma truncada

de la proteina E6FL (Pim et al., 2009) (Figura 1.6)

E6 FL E7
LCR

E6* SD SA E7
LCR L]

Figura 1.6: Diagrama de los transcriptos productos del splicing alternativo del preARNm
codificante para E7, E6FL y E6*. Se esquematiza la exclusion del exén que da lugar al transcripto
codificante para la isoforma E6* con el codon de terminacion prematura indicado con un
triangulo. Ademas se indican los sitios donador y aceptor del splicing (SD y SA, respectivamente).

En relacién a la potencial funcionalidad de este evento, se ha evidenciado que la
prevalencia de la isoforma E6* aumentaria con la severidad de las lesiones, aunque con
ciertas controversias. Ademads, la forma transcripcional de E6* se reconoce como la mas
abundante presente en las células derivadas de cancer cervical o lineas celulares
derivadas (Hafner et al., 2008; Rosenberger et al., 2010).

Entre las funciones de E6* reportadas, la misma es capaz de regular ciertos
aspectos de las actividades de E6FL (Pim et al., 2009; Rosenberger et al., 2010). E6* de
HPV-18 cumpliria con roles anti-proliferativos, interaccionando con E6FL y
favoreciendo la inhibicion de la degradacion de p53 mediada por esta tltima (Mantovani
and Banks, 1999; Pim and Banks, 1999). Ademas, probablemente también mediaria otras
vias pro-apoptoticas (Filippova et al., 2007; Tungteakkhun et al., 2010). Sin bien se ha

propuesto que E6* tendria efectos sobre distintos blancos celulares de HPV, y que en
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muchos casos cumpliria un rol antagdnico respecto a E6FL, los mecanismos implicados
en dichas observaciones son desconocidos y, hasta el momento, no se han descripto
blancos celulares directos de E6* cuya interaccion haya sido validada (Vande Pol and
Klingelhutz, 2013).

Por lo tanto, si bien la existencia de E6* ha sido reportada hace afios (Schneider-
Gadicke and Schwarz, 1986) y se han incrementado los esfuerzos para conocer los efectos
moleculares de su expresion, mucho resta por saber sobre la regulacion que podria
ejercer esta isoforma sobre los blancos celulares de HPV. Estudiar dichos mecanismos
en mayor detalle permitird conocer con mas precision las consecuencias de la expresion
de E6* durante la diferenciacion del epitelio infectado y, particularmente, su relevancia

en los procesos oncogénicos asociados a HPV.

1.3 Polaridad Celular

Los epitelios son tejidos extrictamente polarizados. Las células epiteliales
mantienen la polaridad mediante la correcta organizacién de complejos multiproteicos
de membrana que conforman las uniones intercelulares, dando lugar al establecimiento
de la polaridad 4pico-basal (Mlodzik, 2002; Zallen, 2007). Esta tiltima se evidencia por la
presencia, dentro de una misma célula, de una superficie apical, en contacto con el lumen
exterior (o con las células de la capa epitelial mas superficial en caso de tratarse de un
tejido estratificado), y una superficie basolateral, en contacto con las células adyacentes
y con el tejido conectivo (Dow and Humbert, 2007).

Dicha polaridad 4pico-basal consiste en una distribucion asimétrica de lipidos y
proteinas, reflejando funciones especificas bien diferenciadas, y resulta de la presencia
de complejos proteicos que conforman las UT y las UA (ver Figura 1.7). Las UT forman
un cinturdn estrecho entre las células vecinas que funciona como una barrera esencial
para el epitelio, mientras que las UA permiten mantener la adhesividad entre las células
en contacto. En dichas UA estan involucradas también las proteinas de la familia
caderina que interaccionan con la actina del citoesqueleto (Perez-Moreno and Fuchs,
2006). En la Figura 1.7 se esquematizan los tres complejos proteicos que participan en la
formacion de las uniones intercelulares en células de mamiferos: el complejo “CRUMBS”
formado por la proteina CRUMBS, PALS1 y PAT]J, requerido para la conformacién de la
membrana apical; el complejo “PAR” que promueve el establecimiento del dominio
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apical y lateral, formado por PAR 3, PAR 6 y aPKC (del inglés atypical protein kinase C) y
el complejo “SCRIBBLE” (SCRIB) compuesto por LGL (del inglés lethal giant larvae
homologue), DLG1 y Scribble, el cual define el dominio de membrana basolateral
(Assemat et al., 2008; Goldstein and Macara, 2007; Humbert et al., 2008; McCaffrey and
Macara, 2009).

CRUMBS » SCRIB

r" ) ( \ ’ \

. APICAL

| 4

| v

BASOLATERAL

Figura 1.7: Representacion esquematica de los complejos proteicos que regulan la polaridad
apico-basal en las células de mamiferos. Los complejos PAR y CRUMBS estan localizados en la
zona apical de la membrana, regulando las UT. El complejo SCRIB se ubica en el dominio baso-

lateral de las células regulando las UA en asociaciéon con las proteinas E-cadherina. Figura
adaptada de Humbert y col., 2008 (Humbert et al., 2008).

Durante el desarrollo embrionario, y en algunos procesos carcinogénicos, las
células epiteliales son sometidas a la transicion epitelio mesenquimal (EMT, del inglés
epithelial mesenchymal transition) que tiene como consecuencia mas importante, la pérdida
de las uniones celulares y de los marcadores de polaridad, lo que activa el fenotipo de
migracidn. De esto se desprende que la integridad de la polaridad epitelial juega un rol
esencial tanto en la progresion tumoral como en tejidos sanos (Debnath and Brugge,
2005) (Yamada and Cukierman, 2007). Ademas, como se ha mencionado, han sido

reportados muchos blancos celulares de HPV, particularmente de E6, relacionados con
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el control de la adherencia y la polaridad celular, perteneciendo muchos de ellos a los
complejos citados anteriormente (ver Tabla 1.3). La modificacion de la expresion de estas
proteinas, con importantes funciones estructurales y de sefializacion, podria promover
el desarrollo de alteraciones morfologicas, deficiencias en las uniones intercelulares,

pérdida de polaridad y caracteristicas invasivas propias de los procesos carcinogénicos.

1.3.1 Caracteristicas de DLG1

La proteina DLGI1 forma parte del complejo de polaridad SCRIBBLE, a nivel de
las UA. DLG1 es miembro de la familia de proteinas MAGUK, los cuales poseen
dominios de reconocimiento e interaccion proteicos caracteristicos. Asi, DLGI1 presenta
tres dominios tipo PDZ, un dominio de interaccion SH3 (del inglés Src homology 3) y una
region carboxilo-terminal enzimaticamente inerte homologa a la enzima guanilato
quinasa de levaduras (GK). Esta organizacion modular de la familia proteica permite su
funciéon como proteinas de andamiaje, orquestando el ensamblaje de vias de
transduccion de senales en localizaciones especificas de la célula, incluyendo la
membrana plasmatica (Roberts et al.,, 2012). DLG1 también contiene otro modulo de
interaccion proteica en su regién amino-terminal: L27, involucrado en la formacién de
oligomeros de DLG1 y que también media su interaccién con otras proteinas (Oliva et
al., 2012). Ademas, mediante procesos de splicing alternativo, se obtienen multiples

isoformas de DLG1 (McLaughlin et al., 2002) (ver Figura 1.8).

11A/B 12,13,14,15

[ (127 PDZ1  PDZ2 PDZ3 SH3 . Gk | |

Figura 1.8: Esquema estructural de DLG1. Se muestran los distintos dominios presentes en la
proteina celular y la localizacién de los distintos sitios de splicing (I1A, I1B, 12-15). Figura adaptada
de Roberts y col. (Roberts et al., 2012).

El homdlogo en Drosophila melanogaster de DLGI, el oncosupresor DLGA,
participa en el control de la proliferacion, adhesion y polaridad de las células, asi como
también en la inhibicion de la invasion celular durante el desarrollo, por lo que ha sido

identificado como un agente supresor de tumores (Goode and Perrimon, 1997). A su vez,
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se ha demostrado su rol en la regulacién de la polaridad apicobasal en células epiteliales
de Drosophila (Wang and Margolis, 2007). La relevancia de esta proteina también fue
demostrada en el homologo de Caenorhabditis elegans, mostrandose que es requerida para
la formacion de las UA (Bossinger et al., 2001) . En roedores, sus homologos muestran
una conservacion evolutiva funcional, remarcando su probable rol en el control de
polaridad (Humbert et al., 2003).

En células epiteliales DLGI colocaliza con E-cadherinas en las UA en asociacion
con el citoesqueleto, desarrollando funciones estructurales y de transmisién de sefiales,
importantes para la regulacion de la proliferacion (Reuver and Garner, 1998). A su vez,
también se encuentra a nivel nuclear en diversos tipos de células y tejidos. Asi, han sido
descriptas varias isoformas de la proteina DLGI con distinta localizacion y
probablemente diferentes roles dentro de la célula. Estas isoformas contienen
combinaciones de inserciones como resultado de splicing alternativo, como senalado
anteriormente, que tiene lugar en dos regiones bien definidas de su secuencia codificante
(McLaughlin et al., 2002) (Figura 1.8).

En efecto, durante la diferenciacion epitelial en un tejido escamoso la localizacion
de DLGI1 se ve modificada: en los compartimentos basales se ubica en nucleo y
citoplasma, mientras que en las capas epiteliales superiores mas diferenciadas se ubica
en los bordes celulares (Cavatorta et al., 2004; Roberts et al., 2007). Ademas, cambios en
la relacion entre las isoformas 12, preferentemente nuclear, e I3 de DLG1 y en la
localizacion han sido reportados durante el proceso de diferenciacion epitelial (Roberts
et al., 2007). También se ha demostrado la acumulacion de DLG1 en el midbody durante
la citoquinesis, sugiriendo un rol critico de dicha proteina en esta etapa de la division
celular (Massimi et al., 2003).

Al mismo tiempo, DLGI1 sufre diferentes modificaciones post-traduccionales,
que participan en el control de sus funciones y localizacion intracelular. Asi, los niveles
celulares y la distribucion de DLGI1 se encuentran normalmente regulados por un
complejo patréon de eventos, que incluyen la fosforilacion y ubiquitinacion de dicha
proteina. Especificamente, se ha demostrado que DLG1 es hiperfosforilada como
resultado de un mayor nivel de contacto celular, siendo reclutada hacia dichos contactos,

donde ademads seria estabilizada (Mantovani et al., 2001). Asimismo, durante procesos
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de estrés osmdtico y en relacion al ciclo celular, la induccion especifica de distintas
quinasas celulares modifican el patréon de fosforilacion de DLGI1, con importantes
consecuencias en su localizacion y, por ende, en su funcion (Inesta-Vaquera et al., 2010;
Massimi et al., 2006; Narayan et al., 2009a; Sabio et al., 2005). Mas atn, ha sido reportada
la degradacion diferencial de DLG1 en forma dependiente de su distribucion subcelular,
y en relacién con su patrén de fosforilacion (Massimi et al., 2004; Massimi et al., 2006;
Narayan et al., 2009a). Todos estos estudios proveen una fuerte evidencia de la existencia
de un complejo patrén de regulacion post-traduccional de la proteina DLG1, indicando
un rol multifuncional de la misma a nivel de diversos compartimentos y mecanismos
celulares.

Al mismo tiempo, como se comentd, DLG1 fue el primer blanco tipo PDZ
identificado para E6 de alto riego. Asi, la interferencia de E6 con sus funciones ha sido
objeto de numerosos estudios incluyendo investigaciones de nuestro laboratorio
(Gardiol et al., 2002; Narayan et al., 2009b; Roberts et al., 2012).

Por ultimo, si bien atiin es mucho lo que resta por conocer acerca del rol funcional
de la proteina DLG1, existen importantes evidencias experimentales que sugieren un rol
de dicha proteina en control de la polaridad celular (Humbert et al., 2003; Roberts et al.,
2012). Esto incluiria tanto a procesos involucrados en la morfogénesis y el desarrollo,
como a procesos de supresion de tumores (Caruana and Bernstein, 2001; lizuka-Kogo et
al.,, 2007; Laprise et al., 2002). En este sentido, es importante destacar que DLGI1
interacciona mediante sus dominios PDZ con los oncosupresores PTEN (del inglés
phosphatase and tensin homologue) y APC (del inglés Adenomatuos Polyposis Coli),
habiéndose demostrado la importancia de estas interacciones en la regulacion negativa
del ciclo celular (Ishidate et al., 2000; Roberts et al., 2012). Mas aun, se ha propuesto la
regulacion de sefiales de transduccion que regulan el crecimiento celular por parte del
complejo ternario DLG1-APC-PTEN (Sotelo et al., 2012; Subbaiah et al., 2012)-

No obstante, también existe evidencia que sugiere que DLG1 cumpliria tanto
funciones de supresor de tumores como oncogénicas, de acuerdo al contexto celular
(Roberts et al., 2012). En este sentido, dos estudios han mostrado que pools especificos de
DLG1 desarrollan funciones oncogénicas en presencia de oncoproteinas virales

derivadas de HPV o adenovirus como se discutira mas adelante (Frese et al., 2006;
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Krishna Subbaiah et al., 2012). Por lo tanto, habiendo evidencias que apoyan la funciéon
dual de DLGI tanto como supresor de tumores como promoviendo el desarrollo
oncogeénico, es importante comprender cémo dicha proteina es desregulada en su
expresion durante los procesos tumorales de manera de comprender su rol especifico

en la carcinogénesis.

1.3.2 Caracteristicas de PAR3

La proteina PAR 3, es otra proteina de polaridad cuyo estudio hemos comenzado
a abordar recientemente. Perteneciente al complejo de polaridad PAR en las UT, PAR3
es una proteina de andamiaje asociada a membrana plasmatica que presenta multiples
dominios. Principalmente posee: i) tres dominios PDZ, mediante uno de los cuales
interacciona con PAR 6; ii) un dominio de interaccion con aPKC (aPKCBD), siendo aPKC
una quinasa que se destaca por su funcion como regulador de la polarizacion a través de
la fosforilacion de distintos blancos, entre los que se incluye PAR3 (Tabuse et al., 1998);
iii) un sitio a través del cual interacciona con distintas proteinas, denominado 4N1/2/3;
y iv) un dominio CR1 por el cual es capaz de formar homodimeros (Chen and Chen,
2013).

La proteina PAR 3 en mamiferos presenta 3 isoformas, las cuales son
consecuencia del splicing alternativo que sufre el transcripto (Gao et al., 2002), difiriendo
en su peso molecular (180, 150, y 100 kDa) pero compartiendo el dominio de
oligomerizacion (CR1) y los dominios PDZ (Figura 1.9) (Macara, 2004). La expresion de
las distintas isoformas es diferente en los diversos tejidos, lo que genera multiples
patrones de interaccion y, en consecuencia, diversas actividades celulares de PAR 3 (Gao
et al., 2002). La interaccion de PAR 3 con distintas proteinas y/o lipidos contribuyen en
su localizacion asociada a membrana plasmatica a nivel de las UT. Ademas, su unién
con microtabulos es relevante en la regulacion de la polaridad apicobasal de los epitelios

(Chen and Chen, 2013).
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Figura 1.9: Esquema de las distintas isoformas de la proteina PAR 3. Presenta 3 variantes como
resultado de distintos eventos de splicing alternativo. Notese que el dominio de oligomerizacion
(CR1) y los dominios PDZ estan conservados en las 3 variantes. Figura adaptada de Sfakianos y
col. (Sfakianos et al., 2007).

La fosforilacion de PAR3 por aPKC es requerida para la formacion de las UT y
del dominio apical (Hirose et al., 2002). Por otro lado, PAR3 puede ser regulada por
fosfatasas (Traweger et al., 2008) y por otras quinasas que regularian su distribucion
celular (Benton and St Johnston, 2003). En este sentido, es importante destacar que se ha
reportado la localizacion nuclear de PAR3 en células tumorales HPV positivas (Fang et
al., 2007), y que se ha vinculado esta localizaciéon con funciones de PAR3 durante la
reparacion del ADN. Ademas, el analisis de la secuencia de PAR 3 revela la presencia de
una potencial sefal de localizacidon nuclear; no obstante, hasta el momento se desconoce
el mecanismo a través del cual PAR 3 se localiza en el nticleo, no pudiéndose descartar
asociacion con otras proteinas nucleares (Fang et al., 2007).

Para concluir, es importante destacar que, recientemente nuestro grupo identificd
a PAR3 como probable blanco de E6 de HPV-18. Asi, en presencia de la oncoproteina
viral observamos una redistribucion de la mencionada proteina hacia ntcleo y
citoplasma (Facciuto et al.,, 2014). Asi, seria interesante continuar estudiando la
relevancia de los cambios en la expresion de PAR3, analizando su participacion en

diversas patologias y, en particular, considerando el contexto de infecciones por HPV.

1.3.3 Expresion de proteinas de polaridad en los procesos carcinogénicos

Las alteraciones de la polaridad celular y la consecuente interferencia con la
arquitectura de los tejidos, son caracteristicas claves de los carcinomas. En este sentido
es importante consideradar los cambios en la expresion de algunas de estas proteinas de

polaridad durante la progresion tumoral.
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Ha sido reportada la relacion entre el desarrollo de tumores y la regulacion de la
expresion de DLG1 (Facciuto et al., 2012). De hecho, los niveles de transcripcion de DLG1
son extremadamente bajos en diversas células derivadas de tumores, y esta pérdida de
expresion se ha correlacionado con un fenotipo celular mas indiferenciado (Mantovani
et al., 2001). Se destaca también el reporte de mutaciones en posiciones conservadas
dentro del gen correspondiente en carcinomas ductales de mama (Fuja et al., 2004).
Ademas, cuantiosa evidencia experimental ha demostrado alteraciones en la expresion
de de dicha proteina tanto en diversos procesos oncogénicos como en otras patologias
(Facciuto et al., 2012).

En particular, ha sido demostrado que DLG1 presenta cambios en su patron de
distribucion en diversos tumores, tanto asociados como independientes de infecciones
por HPV. Segtin se sefial6 en distintos estudios utilizando biopsias humanas, en los
estadios intermedios de las respectivas progresiones tumorales, DLG1 se pierde
gradualmente de las zonas de contacto célula-célula, mientras que se observa un
aumento en los niveles de expresion de dicha proteina, junto a una mayor distribucion
hacia el citoplasma (Facciuto et al., 2012). Ademas, dicha proteina estd ausente o muy
disminuida en su expresiéon en los focos invasivos de los carcinomas, por lo que la
ausencia de DLGI se ha asociado a eventos tardios en la carcinogénesis. Estos patrones
de expresion caracteristicos se observaron en estudios independientes utilizando
muestras derivadas de carcinoma cervical (Cavatorta et al., 2004; Watson et al., 2002),
cancer de mama (Fuja et al., 2004) y carcinoma de colon (Gardiol et al., 2006) (Figura
1.10).

Asi, seria de gran relevancia poder conocer en mas detalle los mecanismos
involucrados en los mencionados cambios en los niveles y localizacion de DLG1 durante
el desarrollo tumoral, principalmente en los estadios intermedios considerando su
potencial aplicaciéon como biomarcador. Ademads, podrian comprenderse las funciones
bioldgicas asociadas a las mencionadas alteraciones de la expresion de DLGI y su

implicancia en las patologias (Facciuto et al., 2012; Roberts et al., 2012).
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CUELLO DE UTERO
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Figura 1.10: Inmunomarcacion caracteristica de DLG1 durante la progresion maligna en
biopsias. En la figura se muestra la expresion de DLGI1 observada en muestras de cuello de ttero
(Cavatorta et al., 2004), y la correspondiente expresion en muestras de Colon (Gardiol et al., 2006).

Por otro lado, existe cada vez mas evidencia indicando que otras proteinas de
polaridad se expresan diferencialmente en ciertas patologias. Asi, ha sido puesto en
relevancia la importancia de las proteinas del complejo de polaridad PAR en los
mecanismos mediante los cuales se produce la pérdida de la polaridad y arquitectura
celular en los procesos carcinogénicos (Aranda et al., 2008; Facciuto et al., 2012).

En este sentido, se encontré que la region gendmica que contiene al gen que
codifica para PAR3 se encuentra truncado en algunas lineas celulares derivadas de
carcinomas de cabeza y cuello, pulmoén y eséfago (Rothenberg et al., 2010; Zen et al,,
2009). También se han informado importantes funciones de PAR3 como regulador de la
polaridad celular, asi como también de proliferacion, invasiéon y metdstasis, en un
modelo celular derivado de cdncer de mama. Notablemente, el analisis de la expresion
de PAR3 en biopsias de cancer de mama evidencié una disminucién de PAR3 en los
bordes celulares o bien deslocalizacion de dicha proteina (Xue et al., 2013). Sefialan en el
mismo sentido los estudios llevados a cabo por McCaffrey y colaboradores en modelos
de ratones, que relacionan a la integridad de PAR3 con el mantenimiento de marcadores
importantes de polaridad y caracteristicas tumorales de menor invasividad y metastasis.
Estos hallazgos se corroboraron en biopsias de cdncer de mama, reportandose una
disminucion de la expresion de PAR3 en los estadios invasivos, junto con activaciéon de
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vias de sefializacion que podrian inducir metastasis (McCaffrey et al., 2012). Ademas,
recientemente se reporto a la disminucion de PAR3 como un evento en favor del proceso
de EMT en un modelo celular de cancer de prostata (Zhang et al., 2015).

Estas y otras evidencias han llevado a proponer a PAR3 como supresor de
tumores (Facciuto et al., 2012). Sin embargo, en estudios en modelos de cancer de piel,
se pudo observar que PAR 3 podia actuar como un promotor de tumores, estimulando
las vias de supervivencia, o bien como oncosupresor, al relacionarse a PAR3 con menor
tasa tumoral, dependiendo del tipo especifico de tumor (Iden et al., 2012). Ademas, se
ha postulado que tanto la pérdida (Chen and Macara, 2005) como el aumento de PAR3
(Mishima et al., 2002) pueden vincularse a la ruptura de las uniones celulares, lo que
permitiria la migracion celular. A su vez, se ha propuesto que la pérdida de PAR3 en el
contexto de cancer de mama implica tanto mecanismos de proliferacion tumoral como
la induccién de mecanismos apoptdticos (Archibald et al., 2015). Asi, queda en evidencia
que la relacién de PAR3 con procesos de proliferacion y apoptosis es compleja y, muchas
veces, punto de controversia.

Por su parte, Bonastre y colaboradores hallaron mutaciones recurrentes en la
secuencia codificante para PAR3, con la consecuente inactivacion de la expresion, en
carcinomas pulmonares de células escamosas. En este sentido es interesante destacar que
esto autores observaron distintos patrones de expresion de PAR3 tanto en tumores
pulmonares como en carcinomas de cabeza y cuello, mientras que no se encontré una
clara correlacion entre los niveles de PAR3 y procesos de metastasis (Bonastre et al.,
2015).

Asi, considerando principalmente: i) la importante funcién de PAR3 en la
polaridad celular, ii) su actividad, aunque controversial, en la supresiéon de tumores y
metastasis, y iii) su reciente identificaciéon como blanco de HPV (Facciuto et al., 2014), se
desprende la necesidad de evaluar la expresion de dicha proteina en el contexto de

lesiones asociadas a infecciones por HPV.

1.3.4 Regulacion del gen de polaridad DLG1 durante la progresion maligna
A pesar de los reportes antes mencionados usando muestras histoldgicas donde

se evidencia la importancia de la expresion diferencial de proteinas de polaridad en los
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procesos oncogénicos, poco se conoce de los mecanismos que regulan tales cambios.
Especificamente, son pocos los datos acerca de los procesos que controlan la abundancia
de tales proteinas incluso en modelos celulares.

La familia de factores transcripcionales Snail juega un papel fundamental en el
proceso de EMT, el cual es esencial en ciertos procesos normales de las células como el
desarrollo embrionario. Sin embargo, su activacion patoldgica durante la progresion
maligna permite que las células tumorales primarias adquieran propiedades
mesenquimaticas y migratorias, favoreciendo la invasividad y la metastasis (Peinado et
al., 2007; Thiery, 2003). Los factores Snail son importantes represores de proteinas de
adhesion como ocludina, claudina y caderina (Peinado et al., 2004), sugiriendo que los
componentes de complejos de polaridad también podrian ser blancos de regulacion de
dichos factores transcripcionales. En este sentido, mediante un analisis funcional del
promotor de DLGI, fue reportado por nuestro grupo que los factores Snail reprimen la
transcripcion de DLGI in vitro y también in vivo (Cavatorta et al., 2008). Estos hallazgos
aumentaron el conocimiento de la regulacion de DLG1 y, mas atn, resalta la injerencia
de los factores Snail en el silenciamiento de genes de polaridad, con las consecuentes
implicancias en el desarrollo tumoral (Facciuto et al., 2012).

Como se comentd, DLG1 se caracteriza por presentar distintas isoformas
producto de eventos de splicing alternativo (Roberts et al., 2012). En el marco del estudio
de la regulacion de la expresion de DLG1, hemos identificado que la region no traducida
5 (5" UTR, del inglés unstranslated regién) también es objeto de dichos eventos de splicing,
resultando en dos isoformas de ARNm. Dichas isoformas difieren en su eficiencia de
traduccion y por ende contribuyen a regular los niveles de DLG1 (Cavatorta et al., 2011).
Ademads, hemos reportado como las expresion diferencial de los ARN conteniendo
distintas 5’UTR cumplen roles en diversos procesos bioldgicos, incluyendo la
diferenciacion celular, la formacion de contactos intercelulares y el grado de progresion
del ciclo celular (Marziali et al.,, 2015). Estos reportes, por tanto, aportan mayores
evidencias de la complejidad de la regulacion de los niveles de DLG1 en distintos
contextos.

En este sentido, otro mecanismo muy interesante no analizado hasta el momento

es la probable contribucion de mecanismos epigenéticos a la regulacion de la expresion
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de DLGL. Especificamente, la metilacién del ADN en citidinas ubicadas 5 de residuos
de guanosina es una de las modificaciones de ADN gendmico mds importantes en
células eucariotas. Asi, la metilacion de citosinas (C) en dinucledtidos CpG, proceso
catalizado por enzimas ADN metil-transferasas, se reconoce como un mecanismo de
regulacion epigenético que juega roles importantes en diferentes procesos bioldgicos
(Rodenhiser, 2009).

La distribucion de dinucle6tidos CpG metilados y nometilados no es azarosa,
sino que sigue patrones determinados (Daniel et al., 2011). En particular, la alteracion de
dichos patrones de metilacion del ADN ha sido reportada como un componente clave
en el desarrollo de tumores (Fidler, 2003). Especificamente en vertebrados, se reconocen
zonas en el ADN con alta densidad de dinucleétidos CpG, denominadas Islas CpG.
Dichas zonas presentan cantidades significativamente mayores de CpG, vy
predominantemente de-metiladas, en comparacion al resto del genoma, lo que permite
que sean sitios claves de regulacion. Situadas en zonas promotoras en muchos casos, su
estructura le permite influenciar localmente a la cromatina y regular la actividad génica.
En particular en el genoma humano se encuentran mas de 29.000 Islas CpG y
generalmente presentan un estado de-metilado en células normales, lo que se asocia a
promotores activos (Daniel et al., 2011; Deaton and Bird, 2011).

Principalmente, se ha descripto la hipermetilacion de promotores. Dicha
hipermetilacion aberrante induce la represion de la transcripcion del gen en cuestion
jugando un rol clave durante la carcinogénesis (Jones, 2002). Se ha descripto la
disminuciéon en la expresion de diversos genes supresores de tumores por
hipermetilacion de sus promotores (Rodenhiser, 2009), incluyendo a genes de polaridad
como el correspondiente a la proteina E-cadherina (Chen et al., 2003; Esteller et al., 2001).

En cambio, menos se sabe de los posibles efectos de estados de hipometilaciéon en
dichas Islas CpG. Se ha asociado a la progresion maligna con procesos de hipometilacion
global del genoma, con una concomitante inestabilidad genémica general (Daniel et al.,
2011). Sin embargo, en los tltimos afios aumento el nimero de reportes de genes sobre-
expresados en forma especifica mediante patrones de hipometilacién de las

correspondientes regiones promotoras (Brucato et al., 2014; Cui et al., 2008; Hoffmann
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and Schulz, 2005; Paredes et al., 2005; Park et al., 2014). Los distintos mecanismos
expuestos se esquematizan en la Figura 1.11.

Ademas, a partir de que en nuestro laboratorio se clond y se analizaron las
secuencias funcionales de la regién promotora de DLG1 (Cavatorta et al., 2008), pudimos
establecer que dicho promotor es muy rico en dinucléotidos CpG. Por todo lo expuesto,
resulta interesante estudiar si mecanismos de regulacion epigenética, y particularmente
el estado de metilacion del correspondiente promotor, pueden contribuir a explicar los

niveles de expresion de DLGI en biopsias.

HIPERMETILACION
Genes especificos
——= Expresién

Ceélula ” |”|I Ml | | - -
Normal

"X> Expresién inhibida
Célula ” "l“ Ml I -l -
Tumeoral

HIPOMETILACION

Secuencias repetitivas Genes especificos
X Expresién inhibida

oo — - I | | o'
Normal
Inestabilidad génica ~———> Expresién

canr g UG | | el s
Tumoral

Figura 1.11: Mecanismos de regulacidn por metilacion del ADN asociados a procesos
carcinogénicos. Se esquematiza el estado en células normales y tumorales tanto de secuencias
repetitivas como de genes especificos. Los sitios de inicio transcripcional de estos tltimos se
indican con flechas. Los residuos CpG se sefialan como lineas verticales y se muestra su estado
metilado (lineas con remate) o de-metilado (lineas sin remate). Figura adaptada de Lopez-Serra
y col., 2012 (Lopez-Serra and Esteller, 2012).

Mas aun, el andlisis de la metilacion de promotores y su utilizaciéon como
biomarcador se ha convertido en un drea de gran relevancia en la oncologia clinica en
general (Sharma et al., 2010). Por lo tanto, el estudio de la incumbencia de los
mecanismos epigenéticos en la regulacion de la expresion de esta y otras proteinas de
polaridad, claves durante el desarrollo tumoral, podria contribuir a un mejor

entendimiento de la biologia molecular del cancer.
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De los datos planteados en esta seccion, surge la necesidad de estudiar en profundidad
distintos mecanismos de regulacion de proteinas de polaridad que permitan correlacionar las
alteraciones en su expresion con las observaciones realizadas durante transformaciones

malignas, particularmente aquellas asociadas a infecciones por HPV.
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2. OBJETIVOS ﬁ
2.1 Objetivo general

La transformacién maligna estd frecuentemente asociada a la pérdida de la
polaridad celular, siendo el estudio de dicho evento uno de los principales intereses de
nuestro grupo de trabajo. Ademas, los virus oncogénicos se constituyen como sistemas
utiles para abordar el analisis de los mecanismos moleculares que conllevan al proceso
tumoral. Asi, nuestro objetivo consiste en estudiar diversos factores celulares y virales
implicados en los procesos de transformacidn; prestando especial atencion a aquellos
asociados a infecciones por el virus HPV, agente etioldgico del cancer cervical.

A su vez, al estar el ciclo de replicacion de HPV estrechamente relacionado con
la diferenciacidon del epitelio que infecta, los cultivos organotipicos raft constituyen
herramientas fundamentales para el estudio de los mecanismos moleculares asociados a
dichas infecciones. Por ello, también nos planteamos como objetivo implementar dicha
metodologia al estudio de la expresion de proteinas celulares de polaridad en presencia
de ciertas proteinas virales, en un contexto que asemeja en forma mas fisioldgica lo que
ocurre en infecciones naturales de HPV. En este sentido, consideramos de relevancia
analizar la expresion de la proteina DLGI. Dicha proteina se destaca entre los blancos
celulares de HPV involucrados en la polaridad celular, cumpliendo funciones
estructurales y participando de importantes mecanismos de transmision de senales.
Asimismo, es de nuestro interés extender estos estudios al andlisis de otras proteinas
celulares. Tal es el caso de la proteina de polaridad PAR3, recientemente reportada por
nuestro grupo como blanco de HPV.

Mas aun, utilizando la herramienta de cultivos organotipicos para asemejar el
contexto natural de infecciones por HPV, estamos interesados en caracterizar con mas
detalle la expresion génica viral en el contexto de los cultivos raft generados, con
principal atencion en la expresion de las isoformas de la proteina E6. Asi, esperamos
contribuir al entendimiento de la expresion génica viral en los epitelios infectados, a la
vez que comprender mas profundamente la regulacion de proteinas de polaridad blanco

de HPV, posibles biomarcadores ttiles en el diagndstico histologico.
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Por lo dicho, planteamos como objetivo de este trabajo de Tesis continuar con la
caracterizacion de la regulacion de la proteina DLG1, buscando una mejor comprension
de los mecanismos de progresion maligna en general. De esta forma, el estudio de
probables mecanismos de tipo epigenéticos en la regulacion de DLGI, constituye un
punto de gran interés en el marco de mi Tesis Doctoral. Por lo expuesto, los
conocimientos generados en este trabajo representan un paso hacia el entendimiento de

los mecanismos generales de carcinogénesis.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Analisis de la expresion de proteinas de polaridad celular, blancos de
HPV, en presencia de las proteinas virales
e Estudio de la incidencia de proteinas virales tempranas sobre la actividad promotora de
DLG1
e Optimizacion de cultivos organotipicos raft
e Estudio de la expresion de la proteina de polaridad celular DLG1 en presencia de
proteinas de HPV en cultivos organotipicos
o Estudio de la expresion de la proteina de polaridad celular PAR3 en presencia de
proteinas de HPV en cultivos organotipicos

e Estudio de la expresion de PAR3 en biopsias cervicales: estudios preliminares

2.2.2 Estudio de la expresion génica de HPV en el microambiente epitelial
e Andlisis del splicing de los transcriptos tempranos de HPV-18
e Andlisis transcripcional de DLG1, blanco celular de HPV, en los estratos epiteliales de

cultivos RAFT

2.2.3 Analisis de la regulacion de la proteina de polaridad DLG1 por procesos
independientes de infecciones virales: mecanismos epigenéticos
o Tratamiento con el inhibidor de metilacion 5-aza

e  Estudio del estado de metilacion de la region promotora de DLG1
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3. MATERIALES Y METODOS i{t_,]
'H‘

3.1 Cepas bacterianas y vectores de expresion

En la Tabla 3.1 se detallan el genotipo de la cepa bacteriana y las caracteristicas de los

vectores de expresion utilizados:

Cepas bacterianas Genotipo Origen
Escherichia coli supE44, AlacUl169, (D80lacZ AAM15), hsdR17, recAl, Coleccion
DH5a endAl, gyrA96, thil, relAl laboratorio

Referencia u

Plasmidos Caracteristicas relevantes origen

PRL-TK vector Vector que permite la expresion de la proteina | Promega (EE.UU.)
luciferasa de Renilla utilizada como control interno
en los ensayos de luciferasa para andlisis de
actividad promotora. Ori (BR322), Ampr, Rluc+

pcDNA-3 Vector de clonado que permite la expresion de Invitrogen
proteinas recombinantes en células animales. Ori (EE.UU.)
(colE1l), Ampr, Neor, CMVp, MCS

pGL3 Vector reportero de regiones promotoras que | Promega (EE.UU.)
contiene secuencias que codifican para la luciferasa
de luciérnaga sin su promotor
Ori (colE1l), Ampr, MCS, luc+

LUC-790 pGL3 conteniendo un fragmento de 883 pb del | (Cavatortaetal,

pcDNA3-E616/HA

pcDNA3-E618/HA

pcDNA3-E611/HA

promotor de DLG1

pcDNAS3 conteniendo secuencias que codifican para
oncoproteina E6 de HPV-16, fusionado al epitope
HA

pcDNAS3 conteniendo secuencias que codifican para
proteina E6 de HPV-18, fusionado al epitope HA

pcDNAS3 conteniendo secuencias que codifican para
proteina E6 de HPV-11, fusionado al epitope HA

2008)
Trabajo Doctoral de
la Dra. Facciuto
Trabajo Doctoral de

la Dra. Facciuto

Trabajo Doctoral de
la Dra. Facciuto

pcDNA3-E5 16 pcDNAS3 conteniendo secuencias que codifican para Coleccion

la proteina E5 de HPV-16 laboratorio
pcDNA3-E7 16 pcDNAS3 conteniendo secuencias que codifican para Coleccion

la oncoproteina E7 de HPV-16 laboratorio
pcDNA3-E7 18 pcDNA3 conteniendo secuencias que codifican para Cedido por

la oncoproteina E7 de HPV-16 el Dr. Lawrence

Banks
pGEM®-T-Easy Promega (EE.UU.)
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pGEX-2T

pKMyc PAR 3

pGEX2T-PAR3pept

Ori  (colE1)
productos de amplificacion.

Vector de clonado que permite la expresion de
proteinas fusionadas a la proteina glutation S-
transferasa (GST). Ori (pBR322), sitio de maltiple
clonado (MCS), GST, lac I, Ampr, tacP

Ampr, permite el clonado de

Vector que permite la expresion de la proteina PAR
3 de raton fusionado a los aminoacidos 408-439 del
dominio carboxilo terminal de cMyc (del inglés
Cellular myelocytomatosis oncogene), tanto en sistemas
in vitro como en células animales

pGEX-2T
aproximadamente 860 pb que codifica para los
residuos 457 a 744 de la proteina PAR3 fusionada a
la proteina GST

conteniendo un  fragmento de

(Smith and
Johnson, 1988)

Cedido por el Dr
Mathieu Coureuil
(Coureuil et al.,
2009)

Este trabajo de
Tesis Doctoral

Vectores retrovirales

Caracteristicas relevantes

Referencia u

origen
pBabe Vector retroviral para el clonado y expresion de | Addgene, plasmid
genes en células de mamifero Ampr, Puror, MCS #1764
pBabe E711 pBabe conteniendo secuencias que codifican para la (Guess and
proteina E7 de HPV-11 McCance, 2005)
pBabe E6/E711 pBabe conteniendo secuencias que codifican para las (Guess and
proteinas E6 y E7 de HPV-11 McCance, 2005)
pLJ Vector retroviral para el clonado y expresion de | Addgene, #34595
genes en células de mamifero Knr, Neor, MCS (Cheng et al., 1995)
pLJ- E718 pLJ conteniendo secuencias que codifican para la (Boccardo et al.,
proteina E7 de HPV-18 2004)
pLJ-E6E718 pLJ conteniendo secuencias que codifican para la (Boccardo et al.,

proteina E6 y E7 de HPV-18

2004)

Tabla 3.1: Cepas bacterianas y vectores.

3.2 Células animales utilizadas

e HEK293: Linea celular epitelial transformada derivada de células de rifion de

embrion humano. “American Type Culture Collection” (ATCC CRL-1573).

e HaCaT: Linea celular epitelial inmortalizada derivada de queratinocitos de piel

humana (Boukamp et al., 1988)
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e SH-SY5Y: Linea celular derivada de neuroblastoma humano. “American Type
Culture Collection” (ATCC CRL-2266).

e Kb562: Linea celular humana transformada derivada de leucemia mieloide aguda.
“American Type Culture Collection” (ATCC CCL 243).

e Hela: Linea celular humana transformada derivada de carcinoma cervical
asociado a HPV-18, expresa la oncoproteina E6 de HPV-18. “American Type
Culture Collection” (ATCC CCL-2).

e 3T3-]2: Linea celular derivada de fibroblastos embrionarios de raton de la cepa
BALB/c (Allen-Hoffmann and Rheinwald, 1984); linea subclonada a partir de la
linea 3T3-SA (ATCC CCL-92).

e PHK (del inglés primary human keratinocytes): Queratinocitos primarios humanos
neonatales (NHEK-Neo, Neonatal Normal Human Epidermal Keratinocytes,
Pooled, Cat 192906, Lonza Walkersville, Inc., Walkersville, MD).

e Aml2: linea celular anfotrépica empaquetadora de retrovirus derivada de

leucemia de ratén (Markowitz et al., 1988)

3.3 Condiciones y medios de cultivo

3.3.1 Medios de cultivo para células bacterianas

El medio utilizado para el cultivo y mantenimiento de las cepas bacterianas fue
Luria Bertani (LB) (Sambrook, 1989), cuya composicion es: Peptona de caseina 10 g/l,
Extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l. Cuando este medio se requirio en estado
solido, se le agregd agar-agar a una concentracion de 1,5%. Cuando fue necesario
se uso el antibidtico Ampicilina (Amp) o Kanamicina (Kn) en una concentracion final de

100 pg/ml en ambos casos.

3.3.2 Medio de crecimiento, mantenimiento y soluciones utilizadas para el

cultivo de las células animales

Se utilizaron las soluciones: Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS): NaCl 8
g/l; KCI 0,2 g/I; Na2HPOs 1,15 g/l; KH2PO4 0,2 g/l; pH=7,2; Solucién de tripsina/EDTA:
tripsina (GIBCO, EE.UU.) 0,05% y EDTA 0,02%, en solucién PBS (esterilizada a través de

filtros de 0,22 um).
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En general, las lineas celulares se cultivaron en Medio de cultivo completo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO, EE.UU.) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (PAA Laboratorios, Alemania), 2 mM L-Glutamina
(PAA Laboratorios, Alemania) y los antibioticos penicilina y estreptomicina (Sigma
Aldrich, EE.UU) en una concentracion final de 60 pg/ml y 100 pg/ml, respectivamente.

Para el desarrollo de los cultivos raft se utilizaron células PHK de bajo niimero
de pasajes, las que fueron cultivadas en Medio libre de suero para queratinocitos (KSFM,
del inglés keratinocyte serum free medium, GIBCO, EE.UU.), reemplazado cada 2 dias y
hasta un 80% de confluencia. Las células se mantuvieron en estufa a 37°C y 5% de CO..
Para el pasaje de los PHK, se removi6 el medio por lavado con PBS, seguido de adicion
de soluciéon Tripsina/EDTA al 0,05% e incubando a 37°C. Luego de 5 minutos
aproximadamente, la tripsina fue inhibida por agregado de medio DMEM conteniendo
SFB. Las células se centrifugaron y el pellet se recuper6 en KSFM.

Para el desarrollo de los cultivos organotipicos raft, se utilizéo Medio de Cultivo
para Raft (RCM, del inglés raft culture medium). Dicho RCM se compone de 3 partes de
medio DMEM, 1 parte de F12, suplementado al 10% con SFB, Toxina Colérica (Sigma
Aldrich, EE.UU) 0,1 nM, Insulina (Sigma Aldrich, EE.UU) 5 pg/ml, Apo-transferrina
(Sigma Aldrich, EE.UU) 5 pg/ul, Hidrocortisona (Sigma Aldrich, EE.UU) 0,4 pg/mly EGF
(del inglés epidermal growth factor, Sigma Aldrich, EE.UU) 0,5 ng/ml.

3.3.3 Cultivo celular
Cultivo bacteriano:
Los cultivos de E. coli se crecieron en medio LB liquido a 37°C con agitacion, en

presencia del antibidtico correspondiente. Los medios solidos se cultivaron en estufa a

37 °C.

Mantenimiento de las células animales:

Todos los cultivos se realizaron en estufa a 37 °C en atmodsfera de CO: al 5%.
Cuando las células llegaron a un grado de confluencia donde cubrian un alto porcentaje
de la superficie de los frascos donde se estaban cultivando, se les retir6 el sobrenadante

del cultivo y se lavd la monocapa celular con PBS. Después de eliminar la solucion de
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lavado, se agrego cantidad adecuada de la solucién de tripsina/EDTA, dejandola actuar
por unos min hasta lograr el desprendimiento de las células adheridas. Luego se
adicioné medio de cultivo, neutralizando la accion de la tripsina, y se homogeniz¢ la
suspension celular. Una alicuota adecuada de esta suspension se continu6 cultivando
en un nuevo frasco con el agregado de medio de cultivo completo fresco. En el caso
particular de los PHK, y como se indica anteriormente, la suspension celular con tripsina
se inactivo por agregado de medio con SFB, se centrifugd y se recuperaron las células en

medio para queratinocitos.

3.4 Transformacion de células de E. coli

3.4.1. Preparacion de células a transformar

Induccion del estado de competencia por el método de CaClz

Las células a transformar fueron crecidas hasta fase estacionaria en medio LB, se
diluyeron 1:50 en el mismo medio y se cultivaron hasta llegar a fase exponencial,
evaluado por medida de absorbancia a 595 nm hasta alcanzar una DO de
aproximadamente 0,6. Luego de dejar reposar en hielo por 10 min, las células se
cosecharon por centrifugacion durante 5 min a 6000 rpm y a 4 °C en una centrifuga
HERMLE labnet Z323K (rotor 220.78 VO2), y se resuspendieron en CaCl: 50 mM frio.
Tras volver a enfriar y cosechar las células, las mismas se resuspendieron en una solucion
fria de CaCl250 mM al 15% de glicerol. Se trabajo siempre en esterilidad y las células se

conservaron a -70 °C hasta su utilizacion.

Preparacion de células para electroporacion

Las células se crecieron hasta fase estacionaria en medio LB, se diluyeron 1:50 en
el mismo medio y se cultivaron hasta llegar a fase exponencial. Luego de dejar enfriar
en hielo por 10 min, las células se cosecharon por centrifugacion durante 10 min a 6000
rpmy a4 °Cy se resuspendieron en H2O destilada estéril fria. Luego de repetir este paso,
se resuspendieron en glicerol al 10% estéril frio y se recogieron por centrifugacion a 7500
rpm a 4 °C durante 10 min. Por tltimo, las células se resuspendieron nuevamente en
glicerol al 10% estéril frio y se conservaron a -70 °C hasta su utilizacion. Todas las

centrifugaciones se hicieron en centrifuga HERMLE labnet Z323K (rotor 220.78 VO2).
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3.4.2. Transformacion de células competentes con ADN plasmidico

Transformacion de células competentes logradas por tratamiento con CaCl:

Alicuotas de 100 pl de células competentes obtenidas por tratamiento con CaCl:
como se detallé anteriormente, fueron transformadas agregando cantidades adecuadas
de los diferentes plasmidos o mezclas de ligado. Las mezclas de transformacién se
mantuvieron en hielo durante 45 min. Luego se las someti6 a un tratamiento de shock
térmico a 42 °C por 1 min, se las dejo reposar en hielo unos minutos y se les agrego6 1 ml
de LB fresco, tras lo cual se dejaron recuperar a 37 °C con agitacion por 1 h. Por ultimo,
se recuperaron las células por centrifugacion a 7500 rpm por 5 min en microcentrifuga
MiniSpin (Eppendorf, Alemania) (rotor F-45-12-11), se resuspendieron en minimo
volumen de LB y se sembraron en placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado
con los antibioticos correspondientes y en las concentraciones adecuadas. Las placas se

incubaron durante 14-16 hs a 37 °C para seleccionar las bacterias transformantes.

Transformacion por electroporacion

Alicuotas de 40 ul de células cosechadas como se detalldé previamente se
agregaron, junto con las cantidades adecuadas de los diferentes plasmidos o ligaciones,
en cubetas para electroporacion. La transformacion se logré electroporando con un pulso
corto de 2,3 kV de potencia en un electroporador E. coli Pulser (Bio-Rad, EE.UU.). Luego
se recuperaron las células en 1 ml de LB y en agitaciéon durante 1 h. Por ultimo, se
recuperaron las células por centrifugacion, se resuspendieron en minimo volumen de LB
y se sembraron en placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado con antibidticos
correspondientes. Las bacterias transformantes se seleccionaron incubando las placas a

37 °C durante 14-16 hs.

3.5 Transfeccion de células animales

Esta técnica permite la transferencia de material génico a células animales en
cultivo. 4 10° células HEK293, fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con
10% de SFB para su transfeccion. Se sembraron en placas de Petri tipo cultivo celular (60

mm de didmetro) de manera de alcanzar una confluencia del 75 a 90% a las 24 hs. Las
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células se cultivaron en una estufa gaseada a 37°C y se transfectaron utilizando el
método de precipitacidon con fosfato de calcio (Scholat, 1997).

Asi, se prepard una solucién compuesta por el ADN a transfectar, 22 ul de CaCl:
2,5My 190 pl de tampon Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI pH 7,9; 1 mM EDTA). Esta mezcla
se agrego gota a gota sobre 200 pl de solucién HBS 2x (Hepes 50 mM; NaCl 0,28 M;
NaHPO+12H20 1,5 mM; pH=7,12), y se incub6 por 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, la mezcla final se agregd a las células sembradas el dia anterior a las
cuales se les habia adicionado 3 ml de medio fresco. Se dejo precipitando el ADN durante

24 a 48 hs.

3.6 Tratamiento con el inhibidor de metilacion 5-Aza-2'-deoxycytidine (5-aza)

El inhibidor de ADN metiltransferasas celulares, 5-Aza (Sigma Aldrich, EE.UU.),
se disolvio en DMSO siguiendo las indicaciones del proveedor. Para realizar el
tratamiento, las distintas lineas celulares fueron inicialmente contadas y sembradas en
placas y a las 24 hs se comenzd el tratamiento por agregado de la droga 5-aza en las
diluciones indicadas: 1 10°HeLa, 5-aza 10 uM; 7 10° SHSY-5Y, 5-aza 10 uM; 7 10°K562, 5-
aza 20 pM. Asimismo, para las células en condicidn control, se agregd igual cantidad de
DMSO. Se mantuvo el tratamiento, renovando el medio de cultivo en forma diaria,
durante 72 hs, tras lo cual se obtuvieron los extractos proteicos o de ARN, segtun

correspondiera.

3.7 Técnicas concernientes a l1a manipulacion de acidos nucleicos

3.7.1 Aislamiento y purificacion de ADN plasmidico

Para la preparacion de ADN plasmidico se utilizaron los equipos comerciales:
NucleoSpin® Plasmid Miniprep Kit (MACHEREY-NAGEL, Alemania), Axyprep
plasmid miniprep kit (Axygen, EE.UU.), High Pure Plasmid isolation kit (Roche,
Alemania), NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Kit (MACHEREY-NAGEL, Alemania),
QIAGEN® plasmid mini Kit (QIAGEN, Alemania) y QIAGEN® plasmid maxi Kit
(QIAGEN, Alemania). En cada caso se siguieron las instrucciones del proveedor. El ADN

plasmidico se resuspendi6 en H20 estéril y se conservé a -20 °C hasta su utilizacion. Para
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el analisis de las construcciones realizadas se utilizd el método de extraccion de ADN

plasmidico por lisis alcalina de Birnboim (Birnboim and Doly, 1979).

3.7.2 Purificacion de ADN gendmico

Especificamente para las purificaciones desde células en cultivo, 1-2 10 células
fueron lisadas en 0,7 ml de solucién de lisis (Tris 10mM pHS8,3, EDTA 38mM pHS, 1%
SDS y 200 ug proteinasa K) e incubadas para la digestion por proteinasa K toda la noche
a 56 °C, enzima que fue inactivada luego térmicamente (15 min. a 95 °C). A estas
muestras luego se las procesd para la purificacion del ADN gendmico mediante
extraccion con fenol/cloroformo. El ADN purificado se analiz6 en gel de agarosa al 1,5%.

Cuando se partié de muestras fijadas en parafina, su utilizacion fue previamente
sometida a evaluacion por el correspondiente Comité de Bioética de nuestra Facultad
(Resolucion 339 del afno 2012). Dichas muestras fueron cedidas por la Dra. Analia Nocito
de la Catedra de Anatomia y Fisiologia Patoldgicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Rosario. En cada caso, 3 a 4 cortes de 5 um de espesor fueron
des-parafinados por tratamiento con xileno durante 2 hs en agitacion. Luego se continu6
hidratando las muestras mediante secuencia de soluciones de etanol de concentracion
decreciente. Las muestras hidratadas fueron lisadas en solucién de lisis (Tris ImM pH
8,3, EDTA 1mM pH 8, Tween 20 1%, proteinasa K 200 pg) incubando toda la noche a 56
°C. Por ultimo, se procedio a la inactivacion térmica de la enzima y a la purificacion del

ADN gendmico como se describi6 anteriormente.

3.7.3 Extraccion de ARN y transcripcion reversa (RT)

Para llevar a cabo la extraccion del ARN total se utilizo el reactivo Trizol
(Invitrogen, EE.UU.), siguiendo el protocolo recomendado. El ADN copia (ADNCc) se
sintetizo a partir de 2 ug de ARN total, en las siguientes condiciones: 5 uM del cebador
oligodT o 6 uM de cebadores random (Thermo Scientific, EE.UU); 1 mM dNTPs; 100 U
de MMuLV-RT (Fermentas) y 10 U de inhibidor de ribonucleasa, en un volumen final
de 20 ul. Se siguid el perfil térmico recomendado por el proveedor. Tras inactivar
térmicamente la enzima, el ADNc sintetizado se almacen¢ a -20 °C hasta su posterior

utilizacion.
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Alternativamente, algunas muestras de cultivos raft fueron procesadas haciendo
uso de la metodologia de microdiseccion por captura laser (LCM, del inglés laser capture
microdissection), la cual permite separar células tnicas o pequenios grupos de células de
manera selectiva a partir de cortes de tejido. En nuestro caso, aplicamos la técnica
mencionada al estudio de ARN en poblaciones especificas de células en ciertos cultivos.
Para ello, las correspondientes muestras de cultivos raft fijadas y parafinadas fueron
diseccionadas y procesadas por el servicio de la Facultad de Bioquimica y Cs. Bioldgicas
de la Universidad Nacional del Litoral (Laboratorio de Endocrinologia y Tumores
Hormonodependientes, LETH). Para la obtencién del ARN de cada estrato epitelial se
utilizaron al menos tres microdisecciones de tejido. El mencionado servicio siguid las
condiciones generales antes descriptas hasta la obtencion del ADNc correspondiente a
cada capa. Especificamente, se utilizaron cebadores de tipo random para la reaccion de
retro transcripcion y el ADNc correspondiente a cada una de las capas epiteliales fue

resuspendido en un volumen final de 30 ul.

3.7.4 Estimacion de la concentracion y calidad de acidos nucleicos (AN)

La cuantificacion de los AN obtenidos se realizd por medidas
espectrofotométricas a 260 nm y se calculé la concentracién segun el valor leido,
teniendo en cuenta que 1 unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 50 pg/ml de
ADN doble hebra y a 40 pug/ml en el caso de ARN. Para esto se utilizé una dilucion
adecuada del AN y se midié en un espectrofotémetro Genova de Jenway (Jenway - Bibby
Scientific Limited, Reino Unido). Ademas, la integridad del AN se corroboré mediante
corrida y visualizacion en geles de agarosa. También se determinaron los indices de
Absorbancia a 260 nm / Absorbancia a 280 nm, de manera de detectar contaminaciones

con proteinas y con sustancias organicas (Sambrook, 1989).

3.7.5 Electroforesis de AN en geles de agarosa

Los geles se prepararon en solucion tampon TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 10
mM; pH=8). Para la visualizacion del AN se procedi6 al agregado de bromuro de etidio
en una concentracion final de 1 ng/ml; en forma alternativa, se utilizé la tinciéon comercial

GelRed (Biotium, EE.UU), incubando el gel luego de la corrida electroforética en una
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dilucién 3:10.000 del fluordforo durante 30 min. Las concentraciones de agarosa
utilizadas variaron entre el 0,8 y el 2% segun el tamano de las moléculas de AN a
resolver.

Las muestras de AN se sembraron utilizando solucion de siembra (0,25% de azul
de bromofenol; 0,25% de xileno-cianol; 30% de glicerol, en agua estéril) en proporcion
6:1 (muestra de ADN: solucién de siembra). Como marcadores de peso molecular se
utilizaron Marcadores de ADN ABstE II de 702 a 14.140 pb, Marcadores de ADN Ladder
1Kb de 1.000 a 10.000 pb o Marcadores de ADN Ladder 100 de 100 a 2.080 pb (PB-L
Productos Bio-Logicos, Argentina). Las corridas electroforéticas se realizaron a 50-90 mA
en solucion tampdn TAE. Los geles fueron observados en transiluminador de luz UV.
En caso de ser necesario los geles fueron digitalizados usando una cdmara digital Kodak
EKB 9040 (Kodak, EE.UU.) y alternativamente con una cdmara digital Canon Power Shot
A470 (Canon, Japdn).

3.7.6 Tratamiento de ADN con bisulfito sddico

Es estado de metilacion de una secuencia de ADN puede ser determinada
fehacientemente utilizando bisulfito de sodio. El tratamiento del ADN gendémico con
bisulfito de sodio modifica quimicamente las citosinas (C) no metiladas, convirtiéndolas
en uracilos, no afectando las C metiladas. Asi, se marcan de forma fidedigna e individual
el estado metilado o no metilado de los dinucle6tidos CpG. El paso mas critico para la
correcta determinacion del patron de metilacion del ADN es la completa conversion de
las C no metiladas. Esto se logra mediante la incubacién del ADN en concentraciones
altas de la sal de bisulfito a altas temperaturas y un bajo pH, condiciones que usualmente
conllevan un alto grado de fragmentacion del ADN y, subsecuentemente, a la pérdida
de parte de la muestra durante la purificacion.

Para realizar esta conversion en forma maés estandarizada, utilizamos un kit
comercial de alta performance como es el EpiTect Bisulfite Kit (59104, QIAGEN,
Alemania), siguiendo las indicaciones del proveedor. Brevemente, inicialmente se
procedio a la conversion de las C no metiladas del ADN mediante la solucion de la sal
de bisulfito, que ademas brinda el pH 6ptimo para dicho tratamiento. Se sigui6 el perfil

térmico recomendado, el cual facilita la completa desnaturalizacion y conversion del
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ADN. Luego, se facilitd la adsorciéon del ADN convertido a una columna con membrana
de silica-gel, se lavd y se traté la muestra con la solucién comercial provista para la
desulforacion del ADN. Posteriormente, se lavo para eliminar el agente desulforante y

se eluyo. Asi, el ADN convertido y purificado se almacend a -20 °C hasta su uso.

3.7.7 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

En términos generales, las condiciones de corte usadas fueron las recomendadas
por lo proveedores de las distintas endonucleasas de restriccion. Se utilizd
aproximadamente 1 U de las enzimas correspondientes en cada caso por ug de ADN
plasmidico.

Para el caso de la digestion de ADN gendmico con las enzimas de restriccion
sensibles al estado de metilacion Mspl y Hpall (Takara Bio Inc., Japén), 0,5 pg de ADN
purificado de las lineas celulares especificadas fueron digeridos con 1 U de dichas
endonucleasas a 37 °C durante 5 horas, en un volumen total de 20 pl. Las enzimas MspI
y Hpall fueron inactivadas por tratamiento durante 15 mins 60 y 70 °C, respectivamente.
Dicho ADN digerido se utilizé luego como molde para la amplificacion con los
cebadores DIgMET2 Fm y DIgMET3 R detallados a continuacion en la seccion 3.7.10.

Invariablemente, los resultados de los cortes con enzimas de restriccién se
verificaron mediante electroforesis de los productos obtenidos en geles de agarosa,
estimando el tamano de los fragmentos generados por comparacion con marcadores de
peso molecular adecuados. Para el caso de los vectores digeridos, los mismos fueron,
ademas, tratados con fosfatasa alcalina para disminuir la probabilidad de religado en la

reaccion de ligacion.

3.7.8 Purificacion de fragmentos de ADN desde geles de agarosa

Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado, las muestras de ADN
digeridas con enzimas de restriccion se separaron por electroforesis en geles de agarosa
en las condiciones sefaladas anteriormente. La zona del gel conteniendo el fragmento
de ADN de interés se extrajo por corte con bisturi estéril y el ADN se purificé utilizando
el equipo comercial NucleoSpin gel and PCR Clean Up (MACHEREY-NAGEL,

Alemania), basado en la adsorcion del ADN a membrana de silica-gel. El sistema fue
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utilizado de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y resuspendiendo el ADN aislado

en H20 estéril.

3.7.9 Ligado de moléculas de ADN

Las reacciones de ligado en las cuales se utilizo el vector pGEM®-T-Easy se
llevaron a cabo segun las indicaciones del manual del laboratorio comercial proveedor
(Promega, EE.UU.), utilizando una relacién 1:5 (vector: inserto). Las demas reacciones
de ligacion en las que no se utilizé este vector, se llevaron a cabo en un volumen final de
20 pl, utilizando 1 U de la enzima ADN ligasa del bacteridfago T4 (Promega, EE.UU.),
en la solucion tampdén adecuada para la enzima y con las cantidades necesarias de
inserto y de vector para cada caso (aproximadamente en una relacion 4:1 inserto:vector).

La mezcla de ligado se incub6 a 4 °C durante toda la noche.

3.7.10 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Reacciones de PCR cuantitativa (qPCR)

A partir del ADNc previamente obtenido, las reacciones de qPCR fueron llevadas
a cabo en termociclador Step One TM Real-Time PCR System (Thermo Scientific,
EE.UU). Para la reacciéon de amplificacion se utilizo la mezcla comercial “Mezcla Real”
(Biodynamics, Argentina). La misma posee concentraciones estandarizadas de MgClz,
dNTPs, ADN polimerasa y ademas contiene, como agente intercalante, al fluoréforo
EvaGreen. Las condiciones de las reacciones de qPCR fueron: 5 min iniciales a 95 °C
seguidos de 40 ciclos de: 15 seg a 95 °C, 20 seg a la Temperatura de hibridacién indicada
en cada caso, seguidos por 20 seg a 72 °C, tras lo cual se realiza lectura de intensidad de
fluorescencia. El valor del CT (ciclo umbral) se obtuvo durante la fase exponencial de la
reaccion de PCR. Una vez finalizados los 40 ciclos se realiz6 una curva de melting para
determinar la temperatura de fusion de los productos obtenidos durante la reacciéon y
controlar su especificidad. Para mds seguridad, los amplicones obtenidos se sometieron
a electroforesis en geles de agarosa, y fue confirmada la presencia de un solo producto
especifico del tamafio esperado.

A continuacion se detallan las reacciones de qPCR realizadas y en cada caso se

indica la Temperatura de hibridacion utilizada, la cantidad de muestra, el volumen final
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de reaccion y la concentracion de cebadores éptima. Tanto en el caso de los experimentos
de LCM como en cultivo de lineas celulares, la amplificacion de los transcriptos de DLG1
se llevo a <cabo con el juego de cebadores F2RTDIgPAL11 (5'-
CAAgCAgCCTTAgCCCTAgTgTA-3") y R2RTDIgPAL12 (5-
CATgAACCAATTCTggACCTATCA-3"), ubicados en la secuencia codificante para
DLG1 y disefados sobre la union de exones de modo de evitar la amplificacion de ADN
gendmico. La temperatura dptima de hibridacion se fijo en 60 °C y se utilizé un volumen
final de 20 ul, incluyendo 8 ul de una dilucién 1/10 del ADNc y 10 pmoles de cada
cebador correspondiente. Se llev6 a volumen con agua libre de nucleasas.

En los experimentos de LCM, para amplificar diferencialmente las dos isoformas
de E6 de HPV-18 se disefiaron cebadores especificos, que se esquematizan en la Figura
4.2.3.A. Asi, para la isoforma E6 full lenght (E6FL) se utilizaron los cebadores especificos
E6FLFw (5’-CTgTgTATggAgACACATTggA-3") y E6FLRv (5'-
TTTTCTgCTggATTCAACggT-3'). La temperatura dptima de hibridacion fue 54 °C y se
utilizaron 8 ul de una dilucion 1/10 del ADNc, 20 pmoles del cebador sentido (Fw) y 5
pmoles del cebador antisentido (Rv), llevandose a un volumen final de 25 pl agua libre
de nucleasas. Para el caso de la amplificacion de E6 estrella (E6*) se disefaron los
cebadores especificos E6StarFw (5-TTggAACTTACAgAggTgCCT-3") y E6StarRv (5'-
TTATAAgCTTTTATACTTgTgTTTCTCTgCgTC-3"). La temperatura Optima de
hibridacion se establecié en 58 °C y se utilizé un volumen final de 25 pl, incluyendo 8 ul
de una dilucién 1/10 del ADNc y 5 pmoles de cada cebador correspondiente. Se llevé a
volumen con agua libre de nucleasas.

Para poder realizar cuantificaciones relativas, se determinaron ademas los
niveles de transcriptos de genes de referencia interna. En el caso de las determinaciones
en lineas celulares, se utilizé el gen de referencia Succinato deshidrogenasa (SDH), cuya
reaccion habia sido previamente optimizado en nuestro laboratorio (Cavatorta et al.,
2008). El juego de cebadores utilizados fue SDH-F (5"-gCACACCCTgTCCTTTgT-3") y
SDH-R (5-CACAgTCAgCCTCgTTCA-3"). Los juegos de cebadores fueron disefiados
sobre la union de exones de modo de no amplificar ADN gendémico. La temperatura
optima de hibridacidn se fijo en 60 °C y se utiliz6 un volumen final de 20 pl, incluyendo

8 ul de una dilucion 1/10 del ADNc y 10 pmoles de cada cebador correspondiente,
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llevandose a volumen con agua libre de nucleasas. En el caso de los experimentos de
LCM, dada la dependencia de los genes metabdlicos con el grado de diferenciaciéon del
epitelio, se utilizd en cambio como gen de referencia interna al gen ribosomal 18S. Se
utilizo el juego de cebadores RNA18SFw (5-AAACggCTACCACATCCAAg-3') y
RNA18SRv (5-TTgCCCTCCAATggATCCT-3’) (Lardizabal et al., 2012). La temperatura
Optima de hibridacion se establecié en 58 °C y se utilizé6 un volumen final de 20ul,
incluyendo 8 ul de una diluciéon 1/1000 del ADNc y 5 pmoles de cada cebador
correspondiente. Se llevé a volumen con agua libre de nucleasas.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos a partir de los ensayos de qPCR fue
realizado aplicando el test no paramétrico de Mann-Whitney para el caso de
comparaciones de dos grupos independientes. En cambio, para comparaciones
multiples se utilizé en primer lugar el analisis de la variancia de un factor (ANOVA),
seguido por el test de Bonferroni-Holm. Un valor de p < 0,05 fue considerado

significativo.

Reacciones de PCR semi-cuantitativa o a tiempo final

En todas las reacciones de amplificacion a tiempo final se utilizé un
termociclador Mastercycler 5333 (Eppendorf, Alemania). Subsiguientemente a
reacciones de retro-transcripcion, las correspondientes reacciones de PCR a tiempo final
se llevaron a cabo utilizando 1pl del ADNc sintetizado, representando
aproximadamente 0,1 pg de molde. Se utilizéd un volumen total de 25 ul conteniendo
soluciéon tampon comercial suplementada con la cantidad éptima de MgClz para cada
reaccion, 0,2 mM de cada dNTP, 10 pmoles de cebador sentido y antisentido, y 1U de
ADN polimerasa Taq (Invitrogen, EE.UU.).

La amplificacion de los transcriptos de E6 se llevo a cabo con cebadores
especificos para los diferentes tipos de HPV. Para el caso de E6 de HPV-11 se utilizaron
los cebadores HPV11Bglll (5-TTATAgATCTATggAAAgTAAAgATgCCTCC-3") vy
HPV11HindIll  (5-TTATAACTTTTAgggTAACAAgTCTTCCATg-3’),  disenados
previamente en nuestro laboratorio por la Dra. Florencia Facciuto en su Tesis Doctoral.
Las condiciones de ciclado fueron: 5 min a 95 °C, 35 ciclos de 50 seg a 95 °C, 50 seg a 58

°C, 50 seg a 72 °C y un paso final de extension durante 10 min a 72 °C, aplicandose
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concentraciones finales de 2,5mM de MgClz. En el caso de E6 de HPV-18 se diseid el par
de cebadores especificos E6T18 Fw (5-gCgCTTTgAggATCCAACAC-3") y E6T18 Rv (5'-
ACTgTCTTgCAATATACACAggT-3’). Se utilizaron concentraciones finales de 3 mM de
MgClz y se aplico el ciclado: 5 min a 95 °C, 35 ciclos de 20 seg a 95 °C, 20 seg a 54 °C, 30
seg a 72 °C y un paso final de extensiéon durante 10 min a 72 °C. Se aplicaron
concentraciones finales de 2,5mM de MgCl.

Para el caso de las reacciones de amplificacion para determinar los transcriptos
de E7, también fueron disefiados cebadores tipo-especificos. De esa manera, para
detectar los E7 de HPV-11, se utilizaron los cebadores E711 Fw (5-
gTggACAAACAAgACgCACAA-3) y E711 Rv (5'-TgCCCAgCAAAAggTCTTgTA-3).
Para E7 de HPV-18 se usaron los cebadores E718 Fw (5'-TgCATggACCTAAggCAACA-
3) y E718 Rv (5’- CTCgTCgggCTggTAAATgGT-3"). En ambos casos las condiciones de
ciclado fueron: 5 min a 95 °C, 33 ciclos de 40 seg a 95 °C, 40 seg a 55 °C, 40 seg a 72 °C y
un paso final de extensién durante 10 min a 72 °C. Se aplicaron concentraciones finales
3 mM de MgCla.

Para el clonado de la region peptidica de PAR3 en el vector
pGEX-2T, a utilizar en los ensayos de bloqueo antigénico, se disenaron los siguientes
cebadores especificos, segin la secuencia reportada de ADNc correspondiente a la
region antigénica: Par3pept BamHI Fw (5'-
TTATggATCCggCAAgAggCTCAACATCCAgCT-3") y Par3pept EcoRI Rv (5'-
ACATgAATTCTCACTggCATTTACCCATTATCCTgCT-3"). Los sitios de restriccion
para BamHI 'y EcoRI, wutilizados para el clonado direccional, se
sefalan en negrita. Se utilizé un volumen total de 50 ul conteniendo solucion tampoén
comercial suplementada 3 mM de MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 10 pmoles de cebador
sentido y antisentido, y 1U de ADN polimerasa Taq (Invitrogen, EE.UU.). El perfil
térmico utilizado fue el siguiente: 5 min a 95 °C, 35 ciclos de 40 seg a 95 °C, 40 seg a 60
°C, 90 seg a 72 °C, seguido por un paso final de extensiéon durante 5 min a 72 °C. Como
templado se utilizaron 5 ng del vector pKMyc-PAR3, conteniendo las secuencias
codificantes para la proteina celular PAR3. El clonado se corrobord inicialmente a través
del andlisis de las colonias transformantes mediante ensayos de PCR de colonia. Para

ello, se tomo una colonia directamente de la placa con un palillo estéril y, luego de
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generar una réplica en una nueva placa, el resto fue resuspendido en 30 pl de H0
destilada estéril e incubada a 98 °C durante 5 min, luego se centrifug6 4 min a 13.000 g.
Finalmente, 5 pl del sobrenadante del lisado de bacterias se resuspendieron en la mezcla
de reacciéon de PCR utilizando las mismas condiciones que para la amplificacion del
fragmento original correspondiente.

Por ultimo, en la Tabla 3.2 se muestran los cebadores que fueron disefiados para
el estudio del estado de metilacion del promotor de DLGI. Dichos cebadores se
esquematizan a la vez en la Figura 4.3.2. En la Tabla se detallan los disenios que
permitieron amplificar las distintas ISLAS CpG del promotor mencionado, junto con la
longitud de los amplificados a que dan lugar; ademads, se muestran las condiciones de
amplificacion Optimas. En los casos de amplificacion utilizando como molde ADN
tratado mediante bisulfito de sodio, se utilizo el sistema comercial Expand Long Template
PCR System (Roche, Alemania), que cuenta con una enzima Taq polimerasa de mayor

procesividad. Entonces, se utilizd se fijé a 68 °C la temperatura de extension, siguiendo

lo indicado por el proveedor.

Cebadores Secuencia Amplicon Condiciones Ciclado
DlgMET2 Fm CCTCTgAgTAgCTgTTAAgeTT Cebadores 5 min a 95°C; 40
0.1uM; dNTPs | ciclos de: 60 seg a
DIgMET3 R gggCAgAgAAgeTTTgTTCA 522pb ziﬁl\;%l\éfgé; zg igg(; S;;éfs 1C(;
— 1.5U Taq min a 72°C.
j DlgMET3modF glggeTAgTgATTTggAAAg Cebadores 5 min a 95°C
2 DIgMET2 R CATTCATTTCCCTCAAACCT 0.1uM; dNTPs seguidos de 40
249 pb 0.4mM; MgOCl2 c1oclos de: 60 segoa
1.5mM; 2% 95°C, 90 seg a 53°C,
DMSO y Taq 90 seg a 68°C; y 10
1.5U min a 68°C.
DIgMET4mod F AgTTTggAgTggAAgeTAATg Cebadores 5 min a 95°C
« | DIgMET4mod R | gTgggTTAgggTAAgeTAAAgE 0.1uM; dNTPs | seguidos de 40
0.4mM; MgClI2 | ciclos de: 60 seg a
;, 340pb 1.5mM; 2g% 95°C, 75 seg a 54%C,
~ DMSOyTaq | 75 seg a 68°C; y 10
1.5U min a 68°C.
DlgMET6mod F gggg AgTTgTTTTgAgTTTg Cebadores 5 min a 95°C
. DIgMET R' AAgTATCCACACTCCCCACCT 0.1uM; dNTPs | seguidos de 40
< 342 b 0.4mM; MgCI2 | ciclos de: 60 seg a
= p 1.5mM; 2% | 95°C, 90 seg a 53°C,
8 DMSOy Taq | 90 seg a 68°C; y 10
1.5U min a 68°C.

Tabla 3.2: Cebadores para el estudio del estado de metilacion del promotor de DLGI.
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3.7.11 Secuenciacion

Las construcciones derivadas de PCR fueron confirmadas por secuenciacion del
ADN. Asi, los vectores de expresion correspondientes fueron purificados y enviados a
secuenciar. De la misma forma, los productos de amplificacion resultantes del estudio
del estado de metilacién del promotor de DLGI fueron purificados y enviados también

al servicio de secuenciacion de la Universidad de Maine (EE.UU.).

3.8 Cultivos organotipicos raft

3.8.1 Infecciones y seleccion de queratinocitos infectados

Para el desarrollo de los cultivos organotipicos raft se utilizaron PHK en nimero
bajo de pasajes. Los PHK fueron infectados con virus recombinantes siguiendo la técnica
detallada por Chow y colaboradores (Cheng et al.,, 1995). Brevemente, las células se
crecieron en placas de 100mm de didmetro y, al alcanzar una confluencia del 70%, dichos
PHK fueron infectados con los retrovirus recombinantes correspondientes (codificando
las proteinas de HPV) mediante incubacion con 5 ml de medio sobrenadante de las
células Am12 productoras retrovirales. Esta metodologia de infeccién de queratinocitos
a partir del sobrenadante de células productoras retrovirales (Am12) (Markowitz et al.,
1988) tiene asociada una alta efectividad de infeccion (Cheng et al., 1995). Ademas, se
agrego el polication Polibreno (Millipore, Germany), en concentracion final de 10 pg/ml,
con el fin de disminuir las repulsiones electroestaticas y aumentar la efectividad de
infeccion. A los 45 min, se agregaron 5 ml de KSFM, de manera de disminuir la
concentracion de los factores de crecimiento presentes en el suero, que podrian favorecer
una diferenciacion anticipada. A las 4 hs de la infeccién inicial, se removio todo el medio
de cultivo, reemplazandose por KSFM.

A las 24 hs se comenzd con la seleccion de los queratinocitos efectivamente
infectados, para lo cual se suplemento el medio de cultivo con el antibiotico que
correspondia segin la resistencia codificada por cada vector retroviral. Segun
correspondiera se utilizd Puromicina en una concentracion de 2 pg/ml o Geniticina en
una concentracién final de 400 pg/ml. Al cabo de 48 hs, tiempo al cual se observé la

muerte del 100% de los cultivos control no infectados, los queratinocitos ya
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seleccionados se crecieron en KSFM sin antibidticos hasta alcanzar el nimero de células
requerido para realizar los cultivos organotipicos.

Los vectores utilizados se detallan en la Tabla 3.1. Para el caso de los vectores
retrovirales recombinantes conteniendo los genes de E7 y E6/E7 de HPV-11, los mismos
fueron provistos por Dennis J. McCance y ampliamente descriptos (Guess and McCance,
2005). Los vectores retrovirales recombinantes conteniendo las secuencias de HPV-18
LCR-E7 y —E6/E7 también se describieron previamente (Boccardo et al., 2004; Cheng et
al., 1995). Estos vectores expresan el gen de resistencia dirigido por el SV40p, mientras
que los genes de HPV estan bajo el control de las regiones regulatorias y promotor nativo

de HPV (LCR).

3.8.2 Desarrollo de los cultivos organotipicos raft

Para el desarrollo de los cultivos raft se siguié la metodologia reportada
(Boccardo et al., 2010). Brevemente, se prepard una solucion de medio de cultivo F12
(GIBCO, EE.UU) y colageno tipo I comercial derivado de cola de raton (BD Biosciences,
EE.UU,), a pH adecuado, SFB (GIBCO, EE.UU.) al 10% y células derivadas de
fibroblastos de raton 3T3 en una concentracion de 2,5 10° células/ml. Esta suspension
celular se dispuso en placas de cultivo de 24 pocillos, de manera de generar componentes
que asemejasen la dermis en los cultivos raft a desarrollar posteriormente. Una vez
solidificada esta preparacion, se sembraron sobre ella los queratinocitos (ya infectados y
seleccionados por resistencia a antibioticos) en nimero aproximado de 2 10° por cultivo
utilizando para ello 1:2 de KSFM y 1:2 de RCM. Al dia siguiente, cada cultivo se levantd
y se monto sobre una malla metalica y se colocd en placas de cultivo de 60 mm de
didmetro, suplementandose con RCM de manera de que el cultivo se mantuviera en la
interfase medio de cultivo-aire (Figura 4.1.2). Los raft se cultivaron por periodos de 9 a
11 dias y renovando el medio de cultivo cada 48 hs.

En el caso de los cultivos organotipicos desarrollados a partir de la linea celular
FK18B, que contiene el genoma completo de HPV-18, fueron establecidos como fue
descripto previamente por Pinheiro y col. (Pinheiro et al., 2014). Brevemente, los PHK
fueron transfectados con el genoma completo de HPV-18, dando lugar a las células

denominadas FK18B, que fueron crecidas durante diferentes nimeros de pasajes, para
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luego ser cosechadas y utilizadas en la generacion de los cultivos raft correspondientes.
Estos cultivos fueron provistos por nuestra colaboradora Dra. Renske Steenbergen

(Steenbergen et al., 1998).

3.8.3 Procesamiento de los cultivos raft obtenidos

Los cultivos raft destinados al analisis por técnicas de inmunohistoquimica (IHQ)
fueron incluidos en piezas de parafina. En los casos destinados a analisis por LCM, la
fijacion previa se realizo en solucion de etanol y en condiciones libres de ARNasas. En
forma alternativa, se realizaron extractos proteicos mediante procesamiento de los
cultivos en maceradores y utilizando una solucién de lisis tipo para extraccion de
proteinas solubles totales (Boccardo et al., 2004). Por ultimo, algunos cultivos fueron
procesados por macerador en solucion Trizol (Invitrogen, EE.UU.) y se procedi6 a la
extraccion del ARN total siguiendo las indicaciones del proveedor de la mencionada

solucion comercial.

3.9 Técnicas concernientes a la manipulacion de proteinas

3.9.1 Preparacion de los extractos proteicos

Las células adheridas a la superficie de las placas se lavaron con PBS frio y se
incubaron durante 10 min en hielo con la solucion de lisis fria (50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, ImM EDTA, 1% NP40, 0.5% deoxicolato), conteniendo una mezcla
comercial de inhibidores de proteasas (Halt Protease Inhibitor single use cocktail, Thermo
Scientific, Pierce, EE.UU.). Las células fueron despegadas, y los extractos celulares
recolectados en tubos se centrifugaron por 2 min a 13000 g, toméandose el sobrenadante.
En el caso de los cultivos organotipicos, se realizaron extractos proteicos mediante
procesamiento de los cultivos en maceradores y utilizando una solucién de lisis tipo para
extraccion de proteinas solubles totales (50mM Tris-HCI pH 7.5, 150mM NacCl, 0.1mM
EDTA, 0.5% NP40) con inhibidores de proteasas (Boccardo et al., 2004). Las muestras

conteniendo los extractos proteicos fueron conservadas a —80°C hasta su uso.
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3.9.2 Cuantificacion de extractos proteicos

La concentracion de proteinas se determind por el método del acido
bicinconinico (Sigma Aldrich, EE.UU.). A 5 ul de muestra se agregaron 200 ul de
reactivo conteniendo CuSO: y solucién de acido bicinconinico en una proporcion 1:50 en
volumen. Se incubé a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente se midi6 absorbancia a
630 nm en un lector de microplacas Dynatech Laboratories (EE.UU.) modelo MRX.

Como testigo se utilizd una curva de albiimina sérica bovina.

3.9.3 Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

(SDS-PAGE)

Las muestras proteicas se analizaron mediante SDS-PAGE. Antes de la siembra
las muestras se calentaron 5 min a 95°C en solucion de siembra de concentraciones
finales de 75 mM Tris-HCl (pH= 6,8), 5% (V/V) f-mercaptoetanol, 10% (V/V) glicerol, 2%
(P/V) SDS, y 0,002% (P/V) azul de bromofenol. Las corridas electroforéticas se realizaron
en una solucién reguladora 3 g/l Tris-base, 14,4 g/l glicina, y 0,1% (P/V) SDS, a una
intensidad de corriente constante de 30 a 40 mA. La concentracion de
acrilamida:bisacrilamida (29:1) utilizada en los geles de separacion varié entre 8-12 %
(P/V) segun el tamano de la proteina a separar. Ademas, se incluyd siempre un gel de

concentracion de un porcentaje de acrilamida:bisacrilamida (29:1) del 5% (P/V).

3.9.4 Electrotransferencia de proteinas a membranas (Western Blot) e

inmunodetecciones

Los experimentos de Western Blot (WB) se llevaron a cabo como fuera
previamente descripto (Gardiol et al., 1999), siguiendo la técnica descripta por Towbin
(Towbin et al.,, 1979). Asi, una vez finalizada la corrida electroforética, el gel de
poliacrilamida y la membrana fueron colocados en el dispositivo de transferencia. En los
experimentos a partir de extractos de lineas celulares se utiliz6 membrana de
nitrocelulosa (RPN303D, Hybond ECL, GE, EE.UU). En los experimentos realizados a
partir de extractos de cultivos organotipicos se utiliz6 membrana de PVDF (10600023,
Hybond ECL, GE, EE.UU.), con previa hidratacion de la membrana en metanol y

equilibrandose en solucion de transferencia, compuesta por 3,02 g/l de Tris-base; 14,4 g/1
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de glicina y 20% metanol. La electrotransferencia se realiz6 durante 4 h a 250 mA y la
correcta transferencia de las proteinas a la membrana se determiné por tincion con el
colorante Rojo Ponceau. Luego, para bloquear posibles reacciones inespecificas, la
membrana fue preincubada en una solucion conteniendo 10% de leche descremada en
PBS, durante 45 min a temperatura ambiente y con agitacién. A continuacion se realizd
una incubacién a temperatura ambiente por 16 hs, con una dilucién adecuada del
anticuerpo primario en PBS/leche al 10%.

En este trabajo fueron utilizados los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo
monoclonal anti-DLG1 producido en ratén (2D11, Santa Cruz, EE.UU., dilucién 1:200);
anticuerpo policlonal anti-PAR3 producido en conejo (07-330, Millipore, Alemania,
dilucion 1:500); anticuerpo monoclonal anti-p53 producido en ratén (DO-1, Santa Cruz,
EE.UU., dilucién 1:500); anticuerpo policlonal anti-Rb producido en conejo (M-153, Santa
Cruz, EE.UU.,, dilucién 1:100); anticuerpo policlonal anti-Ciclina E (M-20, Santa Cruz,
EE.UU., diluciéon 1:200); anticuerpo monoclonal anti-E6, dirigido contra una region
amino terminal de E6 por lo que es capaz de reconocer ambas isoformas de E6 (399,
Arbor Vita Corporation, EE.UU., dilucién 1:500); por dltimo, para la deteccién como
control de siembra de y-tubulina se utiliz6 el anticuerpo monoclonal de ratén anti-y-
tubulina humana (T6557, Sigma Aldrich, EE.UU., dilucién 1:5.000).

Finalizada la incubacién con el correspondiente anticuerpo primario, se lavo la
membrana con 1% de Tween 20 en PBS, efectuando 3 lavados cortos y luego otros 3
lavados de 10 min cada uno y en agitacion. Posteriormente, se realizo la incubacién con
una dilucion del anticuerpo secundario adecuado en 10% leche y 1% Tween 20 en PBS,
durante 2 hs a temperatura ambiente. Segiin correspondiera, se utilizaron los
anticuerpos secundarios conjugados a HPR anti-IgG de raton (NXA931, Amersham GE
Healthcare Life Sciences, Reino Unido, dilucién 1:750-1:1000).) o anti-IgG de conejo
(NA934, Amersham GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido, dilucion 1:500-1:750).
Finalmente, después de 4 lavados con PBS/Tween 20 y uno con PBS, la membrana se
incub6 durante 5 minutos con la reaccion de revelado para peroxidasa del equipo de
quimioluminiscencia SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate reagent

(Thermo Scientific, Pierce, EE.UU.). Se realizd la exposicion de la membrana a
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temperatura ambiente durante tiempos variables y la sefial quimioluminescente se tomd

con placas radiograficas (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido).

3.9.5 Analisis digital de imagenes y analisis estadistico

En los casos en los cuales se procedi6é a cuantificar las proteinas detectadas
mediante WB, dicha cuantificacion se realiz6 con el programa MacBiophotonics
ImageJ1.43m software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EE.UU.). Para
ello, se llevo a cabo la densitometria de las bandas obtenidas.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos a partir de la cuantificacion de la
expresion proteica fue realizado aplicando en primer lugar el analisis de la variancia de
un factor (ANOVA), seguido por el test de Bonferroni-Holm para comparaciones

multiples. Un valor de p < 0,05 fue considerado significativo.

3.9.6 Analisis del efecto de proteinas de HPV en la actividad transcripcional

del promotor de DLG1 por ensayos de luciferasa

Los ensayos de actividad luciferasa se realizaron siguiendo la metodologia
reportada (Cavatorta et al., 2008). Brevemente, se utiliz6 el vector reportero LUC-790,
conteniendo un fragmento de la region promotora de DLG1 clonada corriente arriba del
gen de la luciferasa de luciérnaga (LUC) sin su promotor. Este vector permite monitorear
la actividad transcripcional de la secuencia insertada, y por lo tanto también la forma en
que dicha actividad se ve afectada por la presencia de distintos factores.

En cada caso, 1,5 105 células de la linea celular HEK293 fueron transfectadas de
manera transitoria con el mencionado vector reportero LUC-790 (0,4 pg) junto con
pcDNAS3 (condicién control) o con los vectores de expresion de las proteinas de HPV
indicadas (1,2 ug, serie de vectores pcDNA3). Las células fueron a su vez cotransfectadas
con un plasmido que codifica para la enzima Renilla luciferasa como control interno
(0,004 pg). A las 36 hs post-transfeccion se ensayd la actividad LUC en los lisados de las
células transfectadas. Dichos lisados se obtuvieron a partir de la solucién de lisis provista
en el equipo comercial utilizado, Firefly & Renilla Luciferase Assay Kit (Biotium,
EE.UU). La reaccion de luz se midio utilizando el luminémetro Glomax 20/20 (Promega,

EEUU).
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Para normalizar en relacion a la eficiencia de transfeccion de diferentes
constructos y en diferentes ensayos, los valores de LUC obtenidos se expresaron respecto
al valor de la actividad Renilla en el mismo lisado. La actividad promotora asi calculada
fue comparada con la actividad reportada por lisados provenientes de células
transfectadas con el vector pGL3 sin inserto (0,4 pg) (control negativo). A su vez, los
valores de actividad promotora se expresaron respecto al valor correspondiente a la
condicién control (células transfectadas con el vector LUC-790 y pcDNA3), siendo ésta
la actividad promotora basal. De esta manera, los valores se expresaron en funcion de
dicho valor como Actividad Promotora Relativa, representando el incremento de
actividad (n veces) sobre el valor obtenido nicamente para el promotor. Todos los
experimentos fueron llevados a cabo al menos por triplicado.

Para analizar la significancia estadistica de los datos resultantes de los
ensayos de actividad luciferasa descriptos se aplicd en primer lugar el andlisis de la
variancia de un factor (ANOVA). A continuacion se procedi6 a realizar pruebas de
comparacion multiple, para lo cual se aplicé el método de Bonferroni-Holm, realizando
comparaciones de a pares en forma relativa al control. Un valor de p < 0,05 fue

considerado significativo.

3.9.7 Ensayos de Inmunohistoquimica (IHQ)

En el caso de los cultivos organotipicos raft a ser analizados por IHQ, los mismos
fueron fijados en solucion de formalina, embebidos en parafina, cortados en secciones
de 3 um y montados en porta objetos. En cambio, los cortes histoldgicos derivados de
biopsias fijadas con formaldehido e incluidas en parafina, fueron cedidos por la Dra.
Analia Nocito de la Catedra de Anatomia y Fisiologia Patologicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Rosario. Estos ultimos fueron cortados en
secciones de 5 pm y montados en porta objetos. Las utilizacién de dichas muestras se
sometié previamente a la evaluacion por el correspondiente Comité de Bioética de
nuestra Facultad, y habiendo tenido lugar su aprobacién mediante la Resolucion 339 del
ano 2012.

En todos los casos, los ensayos de IHQ se realizaron acorde a lo realizado

previamente en nuestro laboratorio (Cavatorta et al., 2004). Brevemente, las muestras
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fueron desparafinadas por tratamiento por 16 min en xileno. A ello siguié una
hidratacién de los cortes por serie de alcoholes, siendo los cortes sometidos a 4 min de
etanol absoluto, seguidos de 4 min de etanol al 96% y finalmente 4 min de etanol 70%.
Posteriormente, se realizé un tratamiento en solucién de H20O2 30V al 3% en metanol,
durante 20 min, para consumir la peroxidasa enddgena. Los cortes se lavaron con H20
destilada, y luego se sumergieron en soluciéon tampoén adecuada. Para el caso de los
cultivos raft, la solucidon de eleccion fue Tris-EDTA (Tris 10mM pH 9; EDTA 1 mM pH
8,3), mientras que para las biopsias cervicales se utilizé Citrato 0.1M de pH 6. Para
inducir la exposicion antigénica, los cortes se colocaron en horno microondas a maxima
potencia por un tiempo total de 12 min, se dejaron enfriar por 30 min y luego se lavaron
con H2O destilada y se sumergieron en PBS durante unos minutos. Se bloque6 usando
SFB en una dilucion 1:20 en PBS, incubando en caAmara hiimeda por 45 min.

A continuacion se agregd en cada caso el anticuerpo primario indicado en
diluciones adecuadas en PBS y se incub6 durante toda la noche en cdmara humeda a 4
°C. Se utilizaron para ensayos de IHQ los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo
monoclonal anti-DLG1 producido en ratén (2D11, Santa Cruz, EE.UU., dilucién 1:40);
anticuerpo policlonal anti-PAR3 producido en conejo (07-330, Millipore, Alemania,
dilucién 1:750); anticuerpo monoclonal anti-p53 producido en ratén (DO-1, Santa Cruz,
EE.UU., dilucion 1:50); anticuerpo policlonal anti-Rb producido en conejo (M-153, Santa
Cruz, EE.UU,, dilucién 1:200); anticuerpo monoclonal producido en ratén anti-Ciclina A
(NCL-cyclin A, Novocastra, Leica Biosystems, Alemania, diluciéon 1:25); anticuerpo
monoclonal producido en ratén anti-PCNA (18-0110, Zymed, Thermo Scientific, EE.UU,
dilucion 1:25).

Finalizada la incubacién con el correspondiente anticuerpo primario, se procedio
a lavar por incubacién con PBS por 5 min. Posteriormente, se llevaron a cabo las
incubaciones sucesivas de 30 min cada una en cdmara humeda a temperatura ambiente,
con anticuerpo secundario biotinilado y reactivo ABC (avidina-biotina-peroxidasa)
(DAKO, Dinamarca). La reaccion se revel6 utilizando el equipo de sustrato cromogénico
DAB para peroxidasa (Vector, EE.UU.). Se lavo con H20 destilada y se realizo la contra-
tincion con hematoxilina. Se lavé con H20 destilada y se deshidraté con alcoholes

incubando sucesivamente durante 2 min con etanol al 70%, etanol al 96% y etanol al
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100%, seguida de una incubacion final por 4 min con xileno. Las secciones fueron
montadas usando balsamo de Canada segtiin métodos convencionales. La expresion de
la proteina de interés en cada caso se evidenci6 por el desarrollo de color marrén. Los
cortes se observaron y fotografiaron mediante un Microscopio Zeiss Primo Star (Zeiss,
Alemania). En todos los casos se incluyd, a modo de control negativo, una muestra que
se proceso de igual modo al detallado, salvo que se omitio la incubacién con anticuerpo
primario alguno.

Ademads, para evaluar la especificidad de la reaccién de inmunotinciéon para
PAR3, que no habia sido utilizada previamente en nuestro laboratorio, se realizaron
ensayos de bloqueo antigénico. En estos casos, el anticuerpo primario fue preincubado
con la proteina purificada unida a la resina de agarosa (proteina especifica GST-
PAR3pept o control GST segtin correspondia). En base a la electroforesis en geles de
poliacrilamida y su tinciéon por Azul de Coomasie, se estimé la cantidad de proteina
purificada en cada caso comparando con las bandas obtenidas a partir de la corrida
electroforética de una escala conteniendo cantidades crecientes y conocidas de la
proteina BSA (albimina sérica bovina). De esta manera, se incubd al anticuerpo anti-
PAR3 en una solucién con una cantidad de proteina igual a la masa de anticuerpo
(conociendo que el anticuerpo comercial utilizado tenia una concentracion de 1 pg/ul).
La incubacion se realizd a temperatura ambiente y en agitacion durante 1 h, luego de lo

cual se continu6 con el protocolo como se detalld anteriormente.

3.9.8 Expresion y purificacion de proteinas transgénicas en E. coli como

producto de fusion con la proteina GST

Para la obtencion la péptido PAR3pept fusionado a GST, se utilizo6 el vector de
expresion pGEX-2T, el cual al contener un promotor tac inducible por IPTG, permite la
expresion de proteinas fusionadas a la proteina GST y la posterior purificacion
utilizando cromatografia de afinidad de glutatién-agarosa (MACHEREY-NAGEL,
Alemania).

Una vez obtenido el vector pPGEX2T-PAR3pept, y contando con el vector vacio
como control, se optimizé la expresion de proteinas en volumenes pequenios, de 3 ml de

cultivo, probando distintas condiciones de crecimiento y de induccion adecuadas. Con
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este fin, las células de E. coli transformadas en cada caso con los vectores de expresion
de las proteinas GST (control) o GSTPAR3pept fueron crecidas, inducidas mediante el
agregado de IPTG en concentraciones en el rango de 0,5-1,5 mM y cosechadas por
centrifugacion. Luego se obtuvo el lisado correspondiente disolviendo el pellet celular en
voltmenes apropiados de soluciéon de siembra 2X (125mM Tris/HCl pH=6,8; 20%
glicerol; 4% SDS; 0,004% Azul de bromofenol; 10% B-mercapto etanol), calentando a 95°C
durante 5 min y conservando a -20 °C hasta su uso. Estos extractos se resolvieron en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, detectandose las proteinas de
interés por tincion con Coomassie Brillant Blue (Sambrook, 1989).

Con la optimizacidn realizada usando el cultivo en pequefia escala, descripto
anteriormente, se planifico la estrategia para el desarrollo del cultivo y purificacion de
las proteinas a gran escala. Se transformaron células de E. coli DH5a con los plasmidos
pGEX-2T y pGEX2T-PAR3pept (Tabla 3.1). Las colonias transformantes fueron crecidas
toda la noche a 37 °C con agitacion en medio LB liquido con Amp, de manera de lograr
un cultivo en fase estacionaria. Se realiz6 una dilucion 1:50 del este cultivo en 200 ml de
medio fresco suplementado con Amp y se crecié hasta alcanzar la fase exponencial
(DOsss de 0,6) durante aproximadamente 2 hs. A continuacion se indujo la expresion de
las proteinas mediante la adicion de IPTG en una concentracion final de 1,5 mM, y se
continud el crecimiento por 3 hs a 30 °C. Los cultivos se centrifugaron 10 min a 4500 g
en una centrifuga Avanti TM J-25 (Beckman Coulter, EE.UU.). Las células cosechadas
fueron conservadas a -70 °C.

Al dia siguiente se realizo la lisis celular mediante el uso de un sonicador. Las
células fueron resuspendidas en solucion de ruptura PBS 1,5% Triton, ditiotreitol (DTT)
5 mM y conteniendo una mezcla comercial de inhibidores de proteasas (Halt Protease
Inhibitor single use cocktail, Thermo Scientific, Pierce, EE.UU.). Dichas suspensiones
fueron sometidas a 5 pulsos de ultrasonido de 10 s a 30 mA de potencia en un
Ultrasonicador GEX 600, con intervalos de enfriamiento de 10 s. El lisado celular se
centrifugoé por 10 min a 7500 rpm a 4 °C en una centrifuga HERMLE Labnet Z323K (rotor
220.78 VO2). Las proteinas de interés presentes en el sobrenadante se purificaron por
interacciéon con 700 pl de una suspension de la resina de glutation agarosa (G4510, Sigma

Aldrich, EE.UU) equilibrada con PBS, por un periodo 1 h en frio y con agitacion. Se
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realizaron 3 lavados de la resina con solucién PBS/Triton 1,5 % y 3 lavados con PBS,
incubando en agitacion y en frio de 5 a 10 min cada vez.

Por ultimo, para evaluar la purificacion y estimar la concentracion proteica, las
muestras se resolvieron en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Las
proteinas fueron detectadas mediante tinciéon con Coomassie Blue (Sambrook, 1989),

comparando con la escala de cantidades crecientes de BSA.
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4. RESULTADOS i‘ﬁ
.“

4.1 CAPITULO 1: Anilisis de la expresion de proteinas de polaridad

celular, blancos de HPV, en presencia de las proteinas virales

4.1.1 Implicancia de proteinas de HPV en la regulacion de la expresion de DLG1

Como se comento anteriormente en la seccién Introduccidn, la distribucion y los
niveles de la proteina DLGI en biopsias cervicales varian segtin la severidad de la lesion,
hallandose una marcada disminucion en los estadios mds avanzados de la progresion
maligna (Figura 1.10, Introduccién) (Cavatorta et al., 2004; Watson et al., 2002). A su vez,
ha sido previamente reportado que la expresion de las proteinas de HPV también se ve
modificada durante la evolucion de las lesiones asociadas a infecciones por dicho virus.
En efecto, estudios de microarrays realizados por otros investigadores sugieren que los
niveles transcripcionales de DLG1 podrian variar por la expresion diferencial de
proteinas de HPV; sin embargo, no se ha determinado cudl de ellas podria ser
responsable de estos cambios en la expresion de DLG1 (Doorbar et al., 2015).

Por lo tanto, y de acuerdo a lo expresado en la seccion Objetivos, nos abocamos
a analizar la posible contribucion de las proteinas de HPV en las variaciones de la

expresion de la proteina celular DLGI.

4.1.1.1 Estudio de la incidencia de proteinas virales tempranas sobre la

actividad promotora de DLG1

En primer lugar propusimos analizar el efecto de distintas proteinas de HPV
tempranas sobre la actividad promotora de DLGI. Particularmente, analizamos el efecto
de las proteinas requeridas para la replicacion viral in vivo: E5, E6 y E7. Para ello
realizamos ensayos de la actividad reportera luciferasa, siguiendo el protocolo detallado
en la seccion 3.9.6 de Materiales y métodos. Brevemente, para realizar dichos ensayos de
la actividad del promotor de DLGI utilizamos el vector LUC-790 (Tabla 3.1, seccién 3.1

Materiales y métodos), conteniendo la region promotora de DLGI clonada corriente
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arriba del gen reportero de luciferasa (pGL3), el cual fue desarrollado previamente en
nuestro laboratorio (Cavatorta et al., 2008). Células de la linea epitelial HEK293 fueron
transfectadas con el vector LUC-790. A su vez, en cada caso se cotransfectd con el vector
de expresion vacio (pcDNA-3, condicion control) o con alguno de los vectores de
expresion de las correspondientes proteinas de HPV, segtin se indica en la Figura 4.1.1.
Las células fueron también cotransfectadas con el vector pRL-TK que codifica para la
enzima Renilla luciferasa, utilizada como control interno de la eficiencia de transfeccion.
Como se detalld en la seccion Materiales y métodos, a las 36 hs post-transfeccion se
ensayo la actividad luciferasa (LUC), que sefiala actividad promotora, en los lisados de
las células transfectadas.

En todos los ensayos se corrigieron los valores de LUC considerando el valor del
control interno (Renilla) y se corrobor6 la ausencia de luminiscencia significativa en el
caso del control negativo (pGL3 vacio, sin inserto de region promotora). A su vez, todos
los valores de actividad promotora se expresaron de manera relativa a la actividad
arrojada por la condicion control (co-tranfeccion con vector de expresion vacio). De esta
manera, se indicaron valores de Actividad Promotora de DLG1 Relativa que representan
el incremento de actividad (n veces) sobre el valor obtenido para el promotor de DLG1
(“control”) en ausencia de factores virales.

Como puede observarse en la Figura 4.1.1, la presencia de la proteina E5 de HPV-
16 (E5 16) no tuvo efectos significativos sobre la actividad promotora de DLGI. En
cambio, ante la presencia de las proteinas E7 de HPV-16 (E7 16) como de las proteinas
E6 de HPV-16, 18 y 11 (E6 16, E6 18 y E6 11, respectivamente) se evidencidé un aumento
significativo en la mencionada actividad. Los resultados presentados sugieren un efecto
activador del promotor de DLGI por parte de proteinas E7 y E6, tanto de HPV de alto
como de bajo riesgo oncogénico. Ademas, en los casos de proteinas E7 y E6 ensayados,
se observé una activacion promotora de DLG1 que superd un 50% de incremento, siendo
estas inducciones estadisticamente significativas.

Por lo tanto, los resultados obtenidos indican una probable contribucién de las
proteinas virales E6 y E7 a la regulacion de DLGI. A partir de estos hallazgos nos

propusimos profundizar estos estudios y siempre con el objetivo de comprender los
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cambios observados en la expresion de DLG1 durante la evolucién de las lesiones

asociadas a HPV (Figura 1.10, Introduccion) (Cavatorta et al., 2004; Watson et al., 2002).
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Figura 4.1.1: Efecto de proteinas virales tempranas sobre la actividad promotora de DLG1. El
vector reportero LUC-790 (0,4 ng) fue transfectado en células HEK293 con el vector pcDNA3
vacio (control) o con cada uno de los vectores de expresion de las proteinas virales indicadas (1,2
pg). Los valores de actividad luciferasa fueron normalizados en relacion al control interno Renilla
(0,004 ug), midiendo asi la eficiencia de transfeccion en cada caso, y en relacién a la actividad del
control negativo (0,4 ug) vector pGL3 sin inserto del promotor. Los resultados corresponden al
promedio de al menos tres experimentos independientes. Se indican con asteriscos las diferencias
significativas en la actividad promotora de DLGI1 en presencia de las correspondientes proteinas
virales (* p <0.05; ** p< 0.01).

4.1.1.2 Estudio de la expresion de la proteina de polaridad celular DLG1 en

presencia de proteinas de HPV en cultivos organotipicos

4.1.1.2.10ptimizacién y desarrollo de cultivos organotipicos raft; validacion de

los cultivos obtenidos

Como se comentd en la seccion 1.2.3 de la Introduccion, los cultivos organotipicos
raft constituyen herramientas muy utiles en el estudio de los procesos de infecciéon de
virus epiteliotrépicos. Particularmente, los HPV infectan las capas basales de epitelios
estratificados, siendo dichos epitelios fielmente reproducidos por los cultivos raft
mencionados. Es por ello que los mismos son muy utilizados para estudiar los

mecanismos moleculares implicados en las infecciones virales.
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Por lo tanto, nos propusimos continuar con el analisis de la regulacion de la
proteina celular DLG1 en un contexto que asemejase in vitro, lo que ocurre durante una
infeccion natural por HPV. En este punto, es de suma importancia destacar que las
proteinas de HPV se expresan en forma diferencial en los distintos estratos que
conforman el epitelio y de acuerdo al grado de diferenciacion de las células que los
componen (Doorbar, 2006; Meyers and Laimins, 1994). Consecuentemente, el desarrollo
de cultivos que permitieran la expresion de las proteinas virales en el contexto de un
epitelio estratificado, nos resulté de gran relevancia para el estudio de la interferencia de
las mismas en la expresion de proteinas celulares.

Por lo tanto, continuamos el estudio de la contribucioén de las proteinas virales
sobre la expresion de proteinas de polaridad, y particularmente de DLGI, en el contexto
de cultivos organotipicos raft. En el desarrollo de dichos tejidos, las células epiteliales se
cultivan permitiendo que las mismas proliferen y se diferencien, ordenandose en forma
estratificada, en forma similar a los tejidos epiteliales escamosos (Andrei et al., 2010). En
este sentido, en el marco de una beca Oster de perfeccionamiento que me fue otorgada
por la Fundacion Bunge & Born, pude adquirir la experiencia necesaria para desarrollar
esta metodologia. Para ello, realicé una residencia de investigacion en el laboratorio de
Oncovirologia, Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad Nacional de Sao
Paulo, Brasil, con nuestro actual colaborador, el Dr. Enrique Boccardo.

Asi, nos abocamos a generar los mencionados cultivos organotipicos siguiendo
la metodologia reportada (Boccardo et al., 2010; Boccardo et al., 2004), y segun se detalla
en la seccion 3.8 de Materiales y métodos. Brevemente, en primer lugar para generar los
raft se establecié un equivalente dérmico, incorporandose a una solucion comercial de
colageno tipo I células derivadas de fibroblastos de raton 3T3, las cuales son capaces de
promover la diferenciacion terminal de los queratinocitos humanos primarios
indiferenciados (PHK) (Wilson et al., 1992). Una vez solidificado este componente, sobre
el mismo se sembraron células comerciales PHK de prepucio de bajos pasajes. Los
cultivos asi obtenidos se dejaron crecer en la interfase entre el medio nutriente y el aire
para permitir su proliferacion y correcta diferenciacion. Para ello, fueron colocados sobre
grillas y dispuestos en la mencionada interfase por aproximadamente 9 dias, efectuando

cambios regulares del medio (Figura 4.1.2).
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Componente dérmico Red Medio de cultivo Cultivo organotipico raft

B

Analisis histologico Extractos proteicos o AN

Figura 4.1.2: Desarrollo de cultivos organotipicos. A) Esquema de los pasos para generar
cultivos raft. Sobre una base constituida por fibroblastos y colageno tipo I (componente dérmico)
se sembraron los PHK. Una vez adheridos, esta estructura se montd sobre membranas de teflon
(grilla), permitiendo a los queratinocitos proliferar en la interfase aire-medio de cultivo. Tras 9-
11 dias, se obtuvo el epitelio estratificado caracteristico. B) Se muestran los cultivos obtenidos, los
cuales fueron incluidos en parafina para el analisis histoldgico o fueron procesados para la
extraccion en fresco de AN o proteinas.

A continuacion, una seccién de cada uno de los cultivos organotipicos incluidos
en parafina se tind con hematoxilina-eosina (HE), con el fin de analizar la morfologia de
los tejidos generados. Como puede apreciarse en la Figura 4.1.3 (control), al analizar los
cultivos raft resultantes se observa que se logré reproducir un epitelio normal, con sus
capas celulares caracteristicas (basal, escamosa, granular y cérnea), detalladas en la
seccion 1.2.2 de la Introduccion.

Como fuera descripto, mucho resta conocer sobre la real contribuciéon de las
proteinas de HPV a los cambios en la expresion de DLGI, y particularmente en el
contexto de epitelios escamosos. Por lo tanto, a continuacién nos abocamos a la
obtencion de cultivos raft que expresaran las proteinas virales E6 y E7. Nos focalizamos
en el HPV-18, de alto riesgo oncogénico, dado que habia sido demostrado que DLGI es
un blanco preferencial para dicho tipo viral (Pim et al., 2012). Asimismo, utilizando
células en cultivo, el HPV-18 resulto ser el tipo de HPV mads agresivo en modelos de
transformacion in vitro (Lace et al., 2009); a la vez que varios reportes indicaron

previamente un comportamiento clinico mas agresivo y con peor prondstico para
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tumores positivos para HPV-18, con respecto al HPV-16 (Walker et al., 1989; Zhang et
al., 1995). A su vez, desarrollamos también, cultivos organotipicos expresando proteinas
del HPV-11, de bajo riesgo oncogénico, con el fin de comparar los resultados entre ambos
tipos virales.

Como se profundizé en la seccién 1.2.5 de la Introduccion, numerosos reportes
indagan sobre las actividades oncogénicas de E6 de HPV de alto riego oncogénico en lo
que respecta a su capacidad de modificar la expresion de proteinas de polaridad celular
(Gardiol et al., 1999; Pim et al., 2012). Sin embargo, ha sido mucho menos estudiado el
posible rol de E7, principal oncoproteina de HPV, en la regulaciéon de proteinas de
polaridad. En este contexto, y considerando también los resultados de nuestros ensayos
de luciferasa, los cuales mostraron un aumento significativo de la actividad
transcripcional de DLG1 en presencia de la oncoproteina E7, consideramos de particular
relevancia estudiar la influencia de E7 de HPV en la expresion de proteinas celulares de
polaridad.

Entonces, desarrollamos cultivos organotipicos a partir de queratinocitos
expresando las proteinas E7 y E6/E7 de HPV-18 (E7 18 y E6E7 18) y de HPV-11 (E7 11y
E6E7 11). Para ello, aplicamos a células PHK la tecnologia de infeccion retroviral,
utilizando los retrovirus recombinantes correspondientes conteniendo las secuencias
que codifican para la expresion de las proteinas virales de interés. Esta metodologia de
infeccion de queratinocitos a partir del sobrenadante de células productoras retrovirales
(Markowitz et al., 1988), tiene asociada una alta efectividad de infeccion (Cheng et al.,
1995), y nos permitié obtener queratinocitos expresando activamente las proteinas
virales de manera mas eficiente que la técnica de transfeccion. En todos los casos, se llevo
a cabo un proceso de seleccion de aquellos queratinocitos infectados mediante
resistencia al antibidtico codificado en el vector retroviral. A partir de estos
queratinocitos infectados y seleccionados, generamos los distintos cultivos
organotipicos. A su vez en cada caso, cultivos raft desarrollados a partir de PHK sin
infectar o infectados con los vectores vacios (sin las secuencias que codifican para las
proteinas virales) fueron utilizados como cultivos control.

A continuacién, analizamos la morfologia de los tejidos generados mediante

tincion por HE de las correspondientes secciones de los cultivos incluidos en parafina.

83
Marina Paula Bugnon Valdano — 2016 — Tesis Doctoral



Como era esperado, observamos que la presencia de E7 y E6/E7 de HPV-18 se asoci6 con
un engrosamiento de las capas estratificadas del epitelio, al comparar con los tejidos
control. Ademas, en presencia de dichas oncoproteinas se evidencio la conservacion de
nucleos en todo el epitelio, incluyendo las capas superiores y tal como habia sido
previamente reportado (Figura 4.1.3.A) (Delury et al., 2013). Por otro lado, los tejidos
expresando las proteinas del HPV-11, de bajo riesgo oncogénico y presentados en la
Figura 4.1.3.B, mostraron un engrosamiento del epitelio al comparar con los cultivos
control. Esto se asocio a un incremento en el niumero de células conformando el estrato
espinoso. Sin embargo, las alteraciones morfologicas fueron mucho menos evidentes que
en los cultivos expresando las proteinas del HPV de alto riesgo. Estos cambios
observados ante la expresién de oncoproteinas virales, reproducen lo observado en
epitelios naturalmente infectados por HPV, habiéndose podido recrear lo observado en
lesiones in vivo (Doorbar, 2006).

Luego, nos propusimos validar los cultivos obtenidos. En primer lugar, nos
abocamos a corroborar la expresion de los transcriptos correspondientes a las proteinas
virales. Disefiamos cebadores especificos para amplificar en forma diferencial los
transcriptos de E7 y E6 de ambos tipos de HPV. Los mismos se detallan en la seccion
3.7.10 de Materiales y métodos, junto con los ciclados optimizados para la deteccidon de
los transcriptos correspondientes. Asi, mediante ensayos de RT-PCR, se pudo verificar
la presencia de los transcriptos esperados y se verificd6 mediante reacciones sin RT la

ausencia de ADN contaminante (Figura 4.1.4).
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Figura 4.1.3: Analisis de la morfologia de los cultivos raft generados. Secciones de los cultivos
organotipicos obtenidos incluidos en parafina se tifieron con HE con el fin de evaluar los detalles
morfoldgicos de los tejidos. Se muestran secciones representativas de los cultivos control y de
aquellos expresando las proteinas E7 y E6/E7 de HPV-18 (A) y de HPV-11 (B). Barra de tamafo
10 pm.

A B

Figura 4.1.4: Deteccion de los transcriptos virales en los cultivos raft desarrollados. Extractos
de ARN de los cultivos raft fueron sometidos a reaccion de RT, seguidas de las reacciones de PCR
correspondientes para cada caso. Se muestran las amplificaciones obtenidas para el caso de los
cultivos expresando E7 o E7 en conjunto con E6 tanto para el caso de HPV de alto (A) como de
bajo riesgo (B). -RT: Control sin reaccion de RT.

Posteriormente continuamos corroborando la expresion y funcionalidad de las
oncoproteinas de HPV-18 en los tejidos generados, mediante la evaluacion de la
expresion de Rb y p53, respectivos blancos celulares de E7 Y E6 de alto riesgo. Los
experimentos de WB presentados en la Figura 4.1.5 muestran que la expresion de E7 18
indujo una reduccion de Rb y un aumento en los niveles de la proteina p53, como fuera
descripto previamente (Flores et al., 2000; Munger et al., 2001; Seavey et al., 1999; Thomas

and Laimins, 1998). Para el caso de los raft E6E7 18, se observo un leve descenso en la
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expresion de p53 al comparar con los cultivos E7 18 y en relacién al control de carga

(Flores et al., 2000).

Control E718 E6E718

N
y-tubulina | se— .‘q

Figura 4.1.5: Andlisis de la expresion funcional en los cultivos raft de las oncoproteinas de
HPV-18 mediante estudio de la expresion de sus blancos celulares por WB. La expresion y
funcionalidad de E7 y E6 fue corroborada analizando los niveles de sus respectivos blancos
celulares Rb y p53. Se partié de 60 pg de proteina en cada caso; y-tubulina fue utilizada como

control de carga.

Atin con mayor relevancia, el efecto de las proteinas virales sobre sus blancos
celulares se corrobor6 también mediante IHQ en cortes seriados de los tejidos generados,
y los resultados se presentan en la Figura 4.1.6. En los cultivos control, la expresion de
P53 estuvo restricta a las capas basales del epitelio, como era esperado (Flores et al., 2000;
Wang et al., 2004). Sin embargo, en los cultivos expresando E7 18 la proteina p53 se
detecté también en los estratos suprabasales, probablemente como resultado de los
procesos de replicacion celular fuera de programa mediados por E7 (Doorbar et al., 2015;
Flores et al., 2000; Seavey et al., 1999). A su vez, los cultivos E6E7 18 mostraron una clara
reduccion en la expresion nuclear de p53 en todo el epitelio. Estos resultados sefialan
que E7 18 incremento los niveles de p53 en los estratos suprabasales y ratifican la
expresion funcional de E6, que de acuerdo a sus actividades especificas estaria
induciendo la degradacion de p53 (Mantovani et al., 2001). Para el caso de la proteina
Rb, sus niveles resultaron especialmente altos en los nticleos de las células basales de los
tejidos control. En cambio, Rb se encuentra notablemente disminuida en los cultivos E7
18 y E6E7 18, tal como fuera previamente reportado (Munger et al., 2001). Por lo tanto,
los resultados presentados en las Figuras 4.1.5 y 4.1.6 corroboran, en conjunto, la

expresion funcional de las proteinas E7 y E6/E7 de HPV-18.
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Control E718 E6E7 18

Figura 4.1.6: Andlisis de la expresion funcional en los cultivos raft de las oncoproteinas de
HPV-18 mediante estudio de la expresion de sus blancos celulares por IHQ. Secciones de los
cultivos incluidos en parafina se analizaron por el protocolo de IHQ (seccion 3.9.7 Materiales y
métodos) usando anticuerpos anti-p53 o anti-Rb (tinciéon marrdén) y se realizé una contra-tincion
con hematoxilina. En la figura se muestra un ensayo representativo para cada tipo de cultivo. Las
flechas negras indican la expresion nuclear de las correspondientes proteinas celulares (p53 o Rb)
en los diferentes cultivos. Barra de tamafio: 10 um.

4.1.1.2.2 Anadlisis del efecto de la expresion de proteinas de HPV-18 en el patrén

de expresion de DLG1

Posteriormente, habiendo corroborado la expresion funcional de las proteinas
virales, continuamos con nuestro objetivo principal de estudiar mas detalladamente el
efecto de las proteinas de HPV en la expresiéon de DLG1. Comenzamos analizando el
patron de expresion de DLG1 en el contexto de los cultivos epiteliales escamosos
producidos, en presencia o ausencia de las oncoproteinas E7 y E6/E7 de HPV-18. Para
ello, y como se detalla en la secciéon 3.9.7 de Materiales y métodos, cortes de tejidos raft
parafinados fueron procesados y analizados mediante la técnica de IHQ para DLGI. Asi,
como se muestra en la Figura 4.1.7, para los cultivos control obtuvimos una marcacion
de DLGI1 localizada principalmente en los estratos basales y parabasales, pero
mayoritariamente ausente en los estratos superiores mas diferenciados. DLG1 se localizd
preferentemente en el citoplasma de las células basales, mientras que en las capas
suprabasales se encontré predominantemente en las regiones de contacto célula-célula.
Asimismo, pudimos observar tincion positiva para DLG1 a nivel nuclear, especialmente
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en el estrato basal. En conjunto, estas observaciones estuvieron de acuerdo con lo
esperado y como fuera reportado previamente para biopsias normales de tejido cérvico-
uterino (Figura 1.10, Introduccién) (Cavatorta et al., 2004; Watson et al., 2002).

A continuacion, estudiamos los patrones de expresiéon de DLG1 en cultivos raft
derivados de queratinocitos expresando las oncoproteinas de HPV. La tincion general
de DLGI fue mas intensa en estos casos, comparandolos con lo obtenido para cultivos
control. Asimismo, en presencia de las proteinas virales, la expresion de DLGI1 se
observo en todos los estratos epiteliales. Mas aun, la localizacion celular resulto ser
preferentemente citoplasmatica tanto en las células basales como en las capas superiores,
a la vez que la presencia de DLGI se vio disminuida a nivel de los contactos celulares.
Este efecto fue atin mas evidente en los cultivos expresando E6/E7 de HPV-18, donde la
expresion de DLGI en los bordes celulares result6 relevantemente reducida. De manera
interesante, también se observo un incremento en la tinciéon nuclear de DLG1 (Figura
4.1.7). Cabe la pena recalcar que las observaciones descriptas se asemejan a la expresion
de DLGI reportada en SIL (Figura 1.10, Introduccién) (Cavatorta et al., 2004). Por lo
dicho, estos resultados indicarian que la proteina E7 de HPV-18 es capaz de inducir
cambios tanto en la localizacidn subcelular, como en la distribucion a lo largo del epitelio
escamoso de DLGI, siendo estos efectos atin mas importantes cuando ambas

oncoproteinas virales se expresan en forma conjunta.
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Control

‘E6E7 18

Figura 4.1.7: Analisis por IHQ de la expresion y localizacién de DLG1 en cultivos raft control,
E7 18 y E6E7 18. Se muestran secciones parafinadas de los cultivos que fueron analizados para la
expresion de DLG1 (marrén) usando anticuerpo anti-DLG1 segtn el protocolo (seccion) y
contratefiidos con hematoxilina. Las flechas azules indican la localizacion de DLG1 a nivel de los
bordes celulares en los cultivos control y algunas areas de los raft E7 18. Las flechas rojas muestran
la redistribuciéon de DLGI hacia el citoplasma, tanto en cultivos E7 18 como E6E7 18. Barra de
tamano: 10 pm.

Estudio de la expresion de DLG1 en presencia del genoma completo de HPV-18

A continuacion, nos propusimos analizar el patron de expresion de DLGI en el
contexto del genoma completo de HPV. Para ello, utilizamos cultivos organotipicos a
partir de PHK conteniendo la totalidad del genoma de HPV-18, en pasaje celular nimero
27 (FK18 p27), desarrollados por nuestra colaboradora Dra. Renske Steenbergen
(Departamento de Patologia, Centro Médico VU, Amsterdam, Holanda). Estos tejidos
resultaron ser de gran interés dado que los mismos presentan caracteristicas
morfoldgicas e histoldgicas reminiscentes de una lesion correspondiente a una displasia
leve a moderada in vivo (Steenbergen et al., 1998).

Como puede observarse en la Figura 4.1.8, en estas muestras con el genoma

completo de HPV la tincion de DLG1 resulté mucho mads intensa comparando con los
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cultivos control. Ademas, DLG1 se expreso en todo el espesor del epitelio, mostrando
una distribucidon predominantemente citoplasmatica y encontrandose muy disminuida
delos bordes celulares. Notablemente, estos resultados concuerdan y reafirman nuestros
datos previos presentados para los cultivos expresando tinicamente las oncoproteinas

E6/E7 de HPV-18.

Figura 4.1.8: Analisis por IHQ de la expresion y localizacién de DLG1 en presencia del genoma
completo de HPV-18. Se muestran secciones parafinadas de cultivos raft control y desarrollados
con PHK transfectados con el genoma viral en pasaje 27 (FK18 p27) que fueron analizados para
la expresion de DLG1 (marrén) usando anticuerpo anti-DLG1 seguin el protocolo (seccion) y
contratefiidos con hematoxilina. Las flechas azules indican la localizacion de DLG1 a nivel de los
bordes celulares en los cultivos control. Las flechas rojas muestran la redistribucion de DLG1
hacia el citoplasma en los cultivos con el genoma completo de HPV-18. Barra de tamario: 10 pm.

Como puede apreciarse en la Figuras 4.1.7 y 4.1.8, al mismo tiempo que
encontramos cambios en la distribucién de DLGI1 en presencia de las proteinas de HPV-
18 en los cultivos organotipicos, notamos también un cambio en su abundancia. A fin de
evaluar cuantitativamente estas observaciones, se analizaron los niveles de DLG1 por
WB usando extractos de proteinas derivados de los diferentes cultivos organotipicos
expresando o no las oncoproteinas virales. Los resultados de dichos ensayos se muestran
en la Figura 4.1.9, indicando que las proteinas E7 y E6/E7 de HPV-18 fueron capaces de
incrementar significativamente los niveles de DLG1, al comparar con los cultivos

control.
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Figura 4.1.9: Estudio por WB de los niveles de expresion de DLG1 en raft en presencia de las
proteinas E7 y E6/E7 de HPV-18. Extractos proteicos de cultivos raft control, E7 18 o E6E7 18
fueron analizados para la expresiéon de DLG1. Se partid de 60 pg de proteina en cada caso; y-
tubulina fue utilizada como control de carga. Los niimeros representan los cambios en la
intensidad de banda correspondiente a de DLG1 en cultivos expresando proteinas virales y en
forma relativa al control (sin expresiéon de proteinas virales, considerado 1). A la derecha se
muestra graficamente el analisis por densitometria de los WB para los niveles de DLG1 en forma
relativa al control y considerando el control de carga, y-tubulina, en cada condicién (media + SD,
n > 3). Se indican con asteriscos el aumento significativo en los niveles de expresion de DLG1 en
presencia de las correspondientes proteinas virales (** p<0.01).

El aumento en la expresion total de la proteina de polaridad podria vincularse al
hecho de que en aquellos tejidos expresando las proteinas virales, la misma se expresd
en todos los estratos, mientras que DLGI solo estuvo presente en las capas mas basales
de los cultivos control. Considerando esta posibilidad, nos propusimos evaluar si la
presencia de E7 de HPV-18 podria estar implicada en la regulacion de los niveles
intracelulares de DLGI, en una forma independiente del contexto del tejido. Para ello,
analizamos el efecto de la expresion de las proteinas virales en células epiteliales en
cultivo (HEK293). Dichas células fueron transfectadas de manera transiente con los
vectores adecuados para la expresion de una o ambas proteinas virales de interés (E6 o
E6/E7) (seccion 3.5 de Materiales y métodos). También confirmamos que las condiciones
experimentales eran adecuadas corroborando la presencia de los transcriptos virales

esperados en cada caso por ensayos de RT-PCR (Figura 4.1.10).
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Figura 4.1.10: Deteccion de los transcriptos de HPV-18 en las células HEK293 transfectadas.
Extractos de ARN las células transfectadas con los correspondientes vectores para la expresion
de E7 y E6 de HPV-18 fueron sometidos a reaccion de RT, seguidas de las reacciones de PCR
correspondientes para cada caso para el andlisis de los transcriptos. Se muestran las
amplificaciones obtenidas para el caso de los cultivos expresando E7 o E7 en conjunto con E6 de
HPV-18. -RT: Control sin reaccion de RT.

Luego, a partir de extractos proteicos obtenidos de las mencionadas células en
cultivo, realizamos ensayos de WB y evaluamos la abundancia de DLGI en cada caso.
Varios estudios han demostrado que en ciertas condiciones experimentales E6 de HPV-
18 es capaz de promover la degradacion de DLGI a través de mecanismo proteolitico
dependiente del proteasoma (Gardiol et al., 2002; Gardiol et al., 1999). Sin embargo, es
importante entender la regulacion de las proteinas celulares en el contexto de la infeccion
en el cual ambas proteinas se expresan en conjunto. Como puede apreciarse en la Figura
4.1.11, en concordancia a los resultados obtenidos en los ensayos de luciferasa y a lo
observado mediante IHQ en los cultivos raft, la presencia de E7 de HPV-18 indujo un
aumento moderado de DLGI1. Lo mismo se encontro para el caso de la coexpresion de
E7 y E6 de HPV-18, al parecer prevaleciendo y soslayando los efectos de degradacion
mediados por E6 observados previamente (observaciones personales) (Gardiol et al.,

2002; Gardiol et al., 1999).

92
Marina Paula Bugnon Valdano — 2016 — Tesis Doctoral



Resultados — Capitulo 1

6 1,6 1 * %
S 1.4 - * %
Control E7 18 E6E7 18 g 1.2
1 i
<
DLGI1 | s o WY E 0,8 -
<
= 06 -
1 1.19 1.40 ; 04 -
Y-tubuling e S—— . Z 0.2 |
= 0 -
a,
[_‘T’j Control E718 E6E718

Figura 4.1.11: Estudio por WB de los niveles de expresion de DLG1 en células en cultivo
expresando E7 y E6/E7 de HPV-18. Extractos proteicos de células HEK293 transfectadas con los
vectores de expresion para E7 o E6/E7 de HPV-18 se analizaron para determinar los niveles de
expresion de DLGL1. Se partié de 100 pg de proteina; y-tubulina fue utilizada como control de
carga. Los niimeros representan los cambios en la intensidad de banda correspondiente a DLG1
en células expresando proteinas virales y en forma relativa al control correspondiente (sin
expresion de proteinas virales, considerado 1). A la derecha se muestra graficamente el analisis
por densitometria de los WB para los niveles de DLG1 en forma relativa al control y considerando
el control de carga, y-tubulina, en cada condicién (media + SD, n > 3). Se indican con asteriscos
el aumento significativo en los niveles de expresion de DLGI en presencia de las correspondientes
proteinas virales (** p<0.01).

4.1.1.2.3 Anadlisis del efecto de la expresion de proteinas de HPV-11 en el patron

de expresion de DLG1

Habiendo encontrado que los niveles y localizacion de DLG1 se alteran por efecto
de las proteinas del HPV de alto riesgo oncogénico, nos propusimos analizar si existia
algtin efecto de las proteinas de HPV de bajo riesgo sobre la expresion de la mencionada
proteina celular. Con dicho objetivo, nos abocamos a analizar las consecuencias en la
expresion de DLGI ante la presencia de proteinas E7 y E6/E7 de HPV-11, utilizando los
cultivos raft desarrollados (Figura 4.1.3.B).

Evaluamos la expresion de DLG1 aplicando a los distintos cultivos generados la
metodologia de IHQ, detallada en la seccion 3.9.7 de Materiales y métodos. Como puede
apreciarse en la Figura 4.1.12, mientras que para el cultivo organotipico control se obtuvo
la tincion previamente descripta, en forma sorprendente se evidenciaron algunos
cambios al expresarse las proteinas virales de bajo riesgo. Se observd un aumento
general de la abundancia de DLGI, a la vez que se expresé también en los estratos mas
diferenciados. Especialmente en el cultivo E7 11, DLGI estuvo presente en altos niveles

en los bordes celulares, y sdlo se evidencid una leve reduccién de DLG1 a nivel de dicha
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localizacion en los cultivos E6E7 11. En ambas condiciones se pudo también apreciar un
aumento en la expresion citoplasmatica de DLG1 en comparacién al control. Por tanto,
se observd una redistribucion de DLGI a lo largo de epitelio en presencia de proteinas
de HPV-11, de bajo riesgo oncogénico, pero sin alteraciones notables de su localizacion

subcelular.

Figura 4.1.12: Analisis por IHQ de la expresion y localizaciéon de DLG1 en cultivos raft control,
E7 11 y E6E7 11. Se muestran secciones parafinadas de los cultivos que fueron analizados para la
expresion de DLG1 (marrén) usando anticuerpo anti-DLG1 segun el protocolo (seccion) y
contratefiidos con hematoxilina. Las flechas azules indican la localizacion de DLG1 a nivel de los
bordes celulares en los cultivos control y algunas areas de los raft E7 11 y E6E7 11. Las flechas
rojas muestran la expresion citoplasmastica de DLG1, tanto en cultivos E7 11 como E6E7 11. Barra
de tamafio: 10 um.

Luego, se ensayé mediante WB si la presencia de E7 y E6/E7 de HPV-11 en estos
cultivos generados podia producir un cambio en la abundancia de DLG1. Como se
muestra en la Figura 4.1.13, ante la expresion de la proteina E7 de HPV-11 se observé un
leve incremento en los niveles de DLG1, mientras que este efecto fue mas pronunciado

para los cultivos E6E7 11. El sorprendente incremento de los niveles de DLG1 en
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presencia de las proteinas de HPV-11 estuvo en concordancia con lo apreciado en los

experimentos de luciferasa e IHQ presentados previamente.

* ¥
Control E711 E6E711 & 1.6
RAFT RAFT RAFT § 12 -
DLGI| = e cammd ESO;‘ ]_‘ m
'€ Qo6 -
1 1.14 1.47 ﬁ 04 -
v.tubulina—d & 02 ]

Control E711 E6E711
RAFT RAFT RAFT

Figura 4.1.13: Estudio por WB de los niveles de expresion de DLG1 en raft en presencia de las
proteinas E7 y E6/E7 de HPV-11. Extractos proteicos de cultivos raft control, E7 11 o E6E7 11
fueron analizados para la expresion de DLGI. Se partié de 60 pg de proteina en cada caso; vy-
tubulina fue utilizada como control de carga. Los nimeros representan los cambios en la
intensidad de banda correspondiente a DLG1 en cultivos raft expresando proteinas virales y en
forma relativa al control correspondiente (sin expresion de proteinas virales, considerado 1). A la
derecha se muestra graficamente el andlisis por densitometria de los WB para los niveles de DLG1
en forma relativa al control y considerando el control de carga y-tubulina, en cada condiciéon
(media+ SD, n > 3). Se indican con asteriscos el aumento significativo en los niveles de expresion
de DLG1 en presencia de las correspondientes proteinas virales (* p < 0.05; ** p<0.01).

A continuacion, con el objeto de estudiar el potencial efecto de las proteinas de
HPV-11 en los niveles de expresién de DLG1 en el orden intracelular, se transfectaron
células HEK293 con los plasmidos correspondientes para la expresion de E7 y E6/E7 de
HPV-11. La expresiéon de las secuencias virales se corroboré mediante RT-PCR y se

evidencio la ausencia de ADN contaminante (Figura 4.1.14).

E7 11 RT-PCR E6 11 RT-PCR
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Figura 4.1.14: Deteccion de los transcriptos de HPV-11 en las células HEK293 transfectadas.
Extractos de ARN las células transfectadas con los correspondientes vectores para la expresion
de E7 y E6 de HPV-11 fueron sometidos a reaccion de RT, seguidas de las reacciones de PCR
correspondientes para cada caso para el andlisis de los transcriptos. Se muestran las
amplificaciones obtenidas para el caso de los cultivos expresando E7 o E6/E7 de HPV-11. —RT:
Control sin reacciéon de RT.
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Ademas, como se puede apreciar en la Figura 4.1.15, la expresion de E7 y E6/E7
de HPV-11 en las mencionadas células en cultivo fue capaz de inducir aumentos

significativos en los niveles de expresion de DLG1, ensayado mediante WB.
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Figura 4.1.15: Estudio por WB de los niveles de expresion de DLG1 en células HEK293
expresando las proteinas E7 y E6/E7 de HPV-11. Extractos proteicos de las células transfectadas
con los vectores de expresion para E7 o E6/E7 de HPV-11 se analizaron para determinar los
niveles de expresion de DLGL1. Se partié de 100 ng de proteina; y-tubulina fue utilizada como
control de carga. Los niimeros representan los cambios en la intensidad de banda correspondiente
a DLGI en células expresando proteinas virales y en forma relativa al control correspondiente
(sin expresion de proteinas virales, considerado 1). A la derecha se muestra graficamente el
analisis por densitometria de los WB para los niveles de DLG1 en forma relativa al control y
considerando el control de carga y-tubulina, en cada condicion (media = SD, n > 3). Se indican
con asteriscos el aumento significativo en los niveles de expresion de DLG1 en presencia de las
correspondientes proteinas virales (* p < 0.05; ** p<0.01).

Por lo tanto, los datos presentados dejan en evidencia que las proteinas E7 y
E6/E7 del HPV-11 son capaces de alterar la expresiéon de DLGI, en forma similar a lo
encontrado para HPV-18. Esto sugiere la probable existencia de un mecanismo comin
para HPV de bajo y alto riesgo oncogénico ligado a cambios en la expresion de DLGI,
aunque con diferencias importantes entre ambos tipos virales en los efectos sobre su
localizacion subcelular. La existencia de dicho mecanismo viral comtn seria indicador
de la importancia de DLGI1 para el virus, probablemente a nivel de su ciclo de

replicacion, como se discutird posteriormente.

4.1.1.1.4 Andlisis de marcadores de proliferacion en cultivos expresando las
proteinas virales
A continuacion, para evaluar el efecto de la presencia de las proteinas virales

sobre el programa de proliferacion de las células que componen los epitelios analizados
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y su posible relacién con nuestros hallazgos en cuanto a proteinas de polaridad, nos
abocamos a estudiar la expresion de marcadores de entrada y progresion al ciclo celular:
Ciclina A y PCNA (del inglés proliferating cell nuclear antigen). La Ciclina A es requerida
para la progresion de la fase S (Sherr and Roberts, 1999), mientras que PCNA es
necesario para la replicacién de ADN vy es habitualmente utilizado como marcador de
replicacion (Kubben et al., 1994). Para analizar su expresion usamos cortes seriados de
los cultivos rafts analizados previamente para la expresion de DLG1, y llevamos a cabo
experimentos de IHQ y segtin se detalla en la seccion 3.9.7 de Materiales y métodos.
Como se muestra en la Figura 4.1.16, las proteinas celulares Ciclina A y PCNA
sOlo se expresaron en los nuicleos de algunas células pertenecientes al estrato basal de los
cultivos control, como era esperado. En cambio, la expresion de las proteinas E6/E7 del
HPV-18 indujo la expresion de ambos marcadores de proliferacion en los estratos mas
diferenciados suprabasales, tal como fuera previamente descripto (Flores eta al., 2000;
Wang et al., 2009). A su vez, los HPV de bajo riesgo también son capaces de inducir la
re-iniciacion del ciclo celular y la sintesis de ADN fuera de programa en una fraccion de
células post-mitoticas diferenciadas en los estratos medios y superiores de los epitelios
infectados (Cheng et al., 1995; Doorbar et al., 2015; McCord et al., 2014; Wang et al., 2015).
Por lo tanto, como se esperaba, las E6/E7 de HPV-11 también fueron capaces de inducir
la expresion de Ciclina A y PCNA en los estratos epiteliales superiores, si bien en menor
medida respecto a lo observado para HPV-18 (Figura 4.1.16). Estos resultados, en
conjunto, demuestran que la progresion del ciclo celular fue afectada por la expresion
de las proteinas virales, lo que podria estar funcionalmente ligado a los cambios en la

expresion de DLG1 observados en las diferentes condiciones previamente analizadas.
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Figura 4.1.16: Analisis de la expresién y localizacién de marcadores de proliferacion en cultivos
raft expresando proteinas de HPV de alto y bajo riesgo. Se muestran secciones de cultivos
incluidos en parafina representativas de los raft desarrollados que fueron analizados para la
expresion de Ciclina A (paneles superiores) o PCNA (paneles inferiores) usando los anticuerpos
correspondientes segun el protocolo (seccion 3.9.7) y contratefiidos con hematoxilina. Tanto
PCNA como Ciclina A mostraron una expresion nuclear en las células basales caracteristica en
los tejidos control. En los cultivos expresando las proteinas virales se observo la presencia de
dichos marcadores también en los estratos superiores. Las flechas negras indican la expresion
nuclear de las correspondientes proteinas celulares en los diferentes cultivos. Barra de tamano:
10 um.

Posteriormente, quisimos evaluar el efecto de las proteinas virales sobre
mecanismos de proliferacion en células epiteliales en cultivo. Para ello utilizamos el
marcador celular de fase S Ciclina E, cuyo protocolo de deteccién en WB habia sido
previamente optimizado en nuestro laboratorio (Marziali et al., 2015). Usamos extractos
de las células en cultivo transfectadas para la expresion transiente de las
correspondientes proteinas virales, obtenidos como se detallé en la seccién 3.9.1 de
Materiales y métodos, y se realizaron experimentos de WB cuyos resultados se muestran
en la Figura 4.1.17. Como puede observarse, llamativamente las células HEK293
expresando E7 y E6/E7 tanto de HPV de alto (A) como de bajo riesgo (B) no mostraron
alteraciones significativas en el marcador de fase S mencionado. Como se discutird, estos
resultados probablemente se asocien a las caracteristicas del modelo celular

transformado utilizado.
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Figura 4.1.17: Estudio por WB de los niveles de expresion de Ciclina E en presencia de las
proteinas E7 y E6/E7 de HPV-18 y 11. Extractos proteicos de células HEK293 transfectadas con
los vectores de expresion para E7 o E6/E7 de HPV-18 y 11 se analizaron para determinar los
niveles de expresion de Ciclina S, no habiéndose encontrado diferencias notorias en presencia o

ausencia de las proteinas virales. Se utilizaron 100 pg de proteina; y-tubulina fue utilizada como
control de carga.

4.1.2 Implicancia de proteinas de HPV en la regulacion de la expresion de PAR3

Las observaciones referentes a la expresion de DLG1 previamente detalladas nos
alentaron a ampliar el andlisis a otras proteinas celulares también reportadas como
blancos celulares de HPV, y que estuvieran involucradas en la polaridad celular. Como
se detall6 en la seccion 1.3.2 de la Introduccion, nuestro grupo ha reportado en forma
reciente que HPV-18 es capaz de interferir con la proteina PAR3 (Facciuto et al., 2014),
siendo esta proteina clave en la formacion de las uniones celulares de tipo tight y en la
regulacion de sefales que regulan la proliferacion celular (Wu et al., 2007). Asi, nos
propusimos continuar nuestros estudios analizando el efecto de las proteinas de HPV en

la expresion de la proteina PAR3.

4.1.2.1 Estudio de la expresion de la proteina de polaridad celular PAR3 en

presencia de proteinas de HPV en cultivos organotipicos

4.1.2.1.1 Optimizacién de un protocolo de IHQ para el andlisis de la expresion

de PAR3

En primer lugar, nos abocamos a la optimizacion de una técnica de IHQ que nos
permitiera analizar la expresion de PAR3 en tejidos expresando o no las proteinas virales
de nuestro interés. Para la puesta a punto mencionada, partimos de metodologias
desarrolladas previamente en nuestro laboratorio (Cavatorta et al., 2004; Gardiol et al.,
2006) y utilizando los cultivos organotipicos desarrollados a partir de PHK (control)
segun se detalla en la seccion 4.1.1.2.1 del presente Capitulo de Resultados.
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Se establecid que un posible protocolo eficiente para la detecciéon de PAR3 debia
cumplimentar ciertas consignas, entre las cuales se considerd: i) presencia de marcacion
intracelular en las células epiteliales; ii) ausencia de marcacidon en capas superficiales,
cuyo metabolismo estd muy reducido y que presentan una expresion mayoritaria de
queratinas; iii) baja marcacion de fondo, incluyendo una reducida o incluso ausente
marcacion en el componente dérmico de los cultivos organotipicos. Para alcanzar la
mencionada optimizacion, se consideraron los puntos mas criticos de la técnica. Uno de
los puntos clave durante los ensayos de IHQ es el paso en el que se fuerza la exposicion
del antigeno. Este proceso de recuperaciéon puede llevarse a cabo mediante
calentamiento en solucién tampdn adecuada. En este sentido, modificaciones en el
tiempo y la intensidad de calentamiento, como asi también en la solucién amortiguadora
utilizada, pueden resultar criticas a la hora de exponer los antigenos. Por esto, se
probaron diversas formas de recuperacion antigénica (utilizando distintos tampones y
tiempos de calentamiento). Especificamente, para lograr una mejor recuperacion del
antigeno se ensayaron los tampones: Citrato 10 mM pH6, y Tris-EDTA (Tris 10mM pH
9 - EDTA 1mM pH 8,3), calentando a alta potencia en microondas durante tiempos
totales de 8 a 20 min. La solucién Tris-EDTA resulté més adecuada considerando los
parametros antes enumerados.

Por otra parte, debimos establecer cual era la dilucion de anticuerpo primario
anti-PAR3 a utilizar (07-330, Millipore, EE.UU.). De esta manera, se abarcé un rango de
diluciones en PBS del anticuerpo primario desde 1:200 a 1:2000. La dilucion éptima
elegida result6 ser 1:750, y fue seleccionada en base a la obtencion de una marcacion
suficientemente fuerte pero minimizando marcaciones de fondo. Al mismo tiempo, se
evaluaron lavados implicando distintos grados de astringencia; seleccionandose,
finalmente, a la solucion de PBS, de formulacion mas simple, como solucion de lavado.

Asi, la evaluacion de las distintas combinaciones de los pardmetros ensayados
nos permitio seleccionar las mejores condiciones para realizar la técnica de IHQ de
PAR3. En base a los resultados obtenidos, establecimos el protocolo de IHQ detallado en
Materiales y métodos (seccion 3.9.7). La marcacion optimizada alcanzada en los cultivos
organotipicos control desarrollados a partir de PHK se muestra en la Figura 4.1.18.

Como puede observarse, dichos cultivos mostraron una distribucion de PAR3
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mayoritariamente nuclear a nivel de la capa basal, con una localizaciéon subcelular
también citoplasmatica y de mucha menor intensidad en las capas mas diferenciadas de
los epitelios. Llamativamente, no se evidencid una expresion de PAR3 a nivel de los
bordes celulares, tal como esperdbamos encontrar teniendo en cuenta: las funciones
celulares de PAR3 a nivel de las uniones célula-célula (Goldstein and Macara, 2007), 1o
reportado en otros tejidos (Bonastre et al., 2015; McCaffrey et al., 2012; Xue et al., 2013) y
nuestros estudios previos utilizando técnicas de inmunofluorescencia en células en
cultivo (Facciuto et al.,, 2014). En cambio, observamos tincion positiva para PAR3 en
nucleos, especialmente a nivel de las células basales y parabasales. En este sentido, habia
sido previamente reportada dicha localizacion nuclear para PAR3, con diversas
implicancias en la reparacion del ADN en algunas lineas celulares (Facciuto et al., 2014;

Fang et al., 2007).

Figura 4.1.18: Analisis por IHQ de la expresion y localizaciéon de PAR3 en cultivos raft. Se
muestra un ensayo representativo de una seccion parafinada de cultivo organotipico raft de PHK
analizada para la expresién de PAR3 (marrén) usando anticuerpo anti-PAR3 segtin el protocolo
establecido (seccién 3.9.7) y contratefiido con hematoxilina. Las flechas azules indican la
localizacion de PAR3 observada en las células basales y parabasales. Barra de tamafio: 10 um.

Prueba de especificidad de la marcacion de PAR3

A continuacion, una vez corroborada la reproducibilidad del ensayo de IHQ para
PAR3, dada la marcacion predominantemente nuclear y/o citoplasmatica, y la ausencia
en los contactos celulares que encontramos, nos abocamos a comprobar la especificidad
de dicha sefal. Esto con el fin tiltimo de dar mayor relevancia a los resultados obtenidos

hasta el momento. Asi, nos planteamos la necesidad de realizar un ensayo de bloqueo
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antigénico, en el cual, como se explica en la seccidon 3.9.7 de Materiales y métodos, se
preincuba el anticuerpo primario con el antigeno de interés, para luego utilizarlo en la
técnica de IHQ a valorar. Si la deteccion del antigeno es especifica para dicho marcador,
se observa una importante disminucién en la reaccion de tinciéon correspondiente en el
tejido.

Puesto que no contdbamos con un péptido comercial especifico para la
incubacion con el anticuerpo anti-PAR3, procedimos a construir un vector que nos
permitiera sobre-expresar la region antigénica reconocida por dicho anticuerpo. Asi, en
base a la informacion provista por el proveedor (07-330, Millipore, EE.UU.), las
secuencias codificantes para la regién aminoacidica utilizada como inmunoégeno (PAR3
pept) se clonaron en el vector de expresion bacteriano pGEX-2T (Smith and Johnson,
1988), lo que nos permitiria obtener el antigeno mencionado como péptido de fusion a
GST. Esta estrategia se llevo a cabo con el fin de poder obtener el polipéptido purificado
por un método simple y en un tinico paso, mediante la utilizacion de la resina de afinidad
glutation-agarosa (MACHEREY-NAGEL, Alemania) (Figura 4.1.19.A). Para el clonado
mencionado se considerd el marco de lectura y se disefiaron cebadores conteniendo en
sus secuencias respectivas sitios de corte para las enzimas de restriccion BamHI (en el
cebador sentido) y EcoRI (cebador antisentido), que estan también presentes en el sitio
de maultiple clonado del vector pGEX-2T (ver seccion 3.7.10 de Materiales y métodos),
favoreciéndose de esta manera el clonado direccional. La identidad del constructo
obtenido fue corroborada por técnicas de biologia molecular con cortes con enzimas de
restriccion y por secuenciacion.

A continuacion, establecimos las condiciones apropiadas para la expresion y
purificacion del péptido fusionado a GST (GST-PAR3pept) y de la proteina GST sola a
utilizar como control. Como se detalla en la seccién 3.9.8 de Materiales y métodos, se
indujo la expresion de las proteinas de interés y se obtuvieron los lisados
correspondientes a cada uno de los cultivos bacterianos oportunamente inducidos.
Después de obtener los extractos proteicos solubles por ruptura con ultrasonido de las
células cosechadas y posterior centrifugacion, la purificacion proteica se llevéd a cabo
mediante su unidn por afinidad a una suspensién de resina de glutatién-agarosa.

Finalmente, las muestras se resolvieron en geles de poliacrilamida en condiciones
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desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas fueron detectadas mediante tincién con
Coomassie Brillant Blue (Sambrook, 1989) y la concentracion proteica alcanzada se
estimé mediante comparacion con una escala de cantidades conocidas de BSA utilizada
como patron y sembrada en el mismo gel (Figura 4.1.19.B). A tal fin, se compararon las
bandas correspondientes a ambas proteinas purificadas (GST y GST-PAR3pept) con el
rango de masas proteicas que abarcaba la mencionada curva de BSA.

Al mismo tiempo, nos propusimos verificar el reconocimiento especifico por
parte del anticuerpo anti-PAR3 utilizado en IHQ del polipétido PARpeptGST, expresado
a partir del vector de expresidon construido. Dicho reconocimiento fue corroborado
mediante andlisis por WB, a partir de la proteina purificada y utilizando la proteina GST
sola como control negativo. Como se observa en la Figura 4.1.19.C, el anticuerpo anti-
PARS3 identifico una banda de alrededor de 56 kDa solo en el caso de la expresion del
péptido de fusion. Por lo tanto, luego de haber verificado el reconocimiento especifico
del anticuerpo y determinar las concentraciones obtenidas del péptido fusion GST-
PAR3pept y GST, nos abocamos a realizar el ensayo de bloqueo antigénico, siguiendo
los pasos detallados en la seccion 3.9.7 de Materiales y métodos (Bancroft and Gamble,
2008).

Para dicho bloqueo, cantidades iguales de cada proteina se incubaron por una
hora a temperatura ambiente y en agitacion con el anticuerpo primario anti-PAR3.
Posteriormente, se llevd a cabo el protocolo de IHQ optimizado utilizando estas
soluciones de anticuerpo previamente sometidos a la interacciéon con la proteina
(especifica e inespecifica segun correspondiera). Es importante aclarar en este punto que,
para verificar la especificidad de reaccion ensayada, la tincion obtenida cuando se pre-
incuba el anticuerpo primario con el péptido de interés purificado (en este caso GST-
PAR3pept) deber ser de una intensidad significativamente menor a aquella observada
para el control, en el cual se incuba al anticuerpo con una proteina inespecifica (en este

caso GST).
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Figura 4.1.19: Expresion y purificacion de la region antigénica de PAR3 reconocida por el
anticuerpo utilizado en los ensayos de IHQ. A) Representacién esquematica del vector obtenido
para la expresion de PAR3 pept fusionado a GST. Se indican los sitios de restriccion del vector
utilizados en el clonado. B) Induccion y purificacién de las proteinas de interés. Las proteinas
purificadas con resina de afinidad glutation-agarosa se resolvieron mediante SDS-PAGE en gel
de poliacrilamida al 12%. En cada calle se sembraron 15 ul de resina unida a las proteinas,
agregandose un volumen de solucion de siembra adecuado. Se muestra también la escala de
cantidades conocidas de BSA que sirvié como patrén para estimar la cantidad de proteinas de
fusién purificadas. MM, Marcador de masa molecular. C) Reconocimiento especifico del péptido
GST-PAR3pept por parte del anticuerpo utilizado en los estudios de IHQ. Las proteinas
purificadas y sometidas a SDS-PAGE se transfirieron y se revelaron utilizando el anticuerpo anti-
PARS3 (07-330, Millipore, EE.UU.).

El ensayo completo se realizd por duplicado, utilizando cultivos organotipicos
de PHK (control). Los resultados, que se presentan en la Figura 4.1.20, mostraron una
marcaciéon de PAR3 muy disminuida sélo para el caso de la pre-incubacién del
anticuerpo con el péptido GST-PAR3pept, no siendo este el caso para la tincion control
pre-incubando el anticuerpo con la proteina GST. Estas observaciones sugieren que la
marcacion para PAR3 observada, predominantemente nuclear y/o citoplasmatica, seria

especifica.
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Figura 4.1.20. Analisis de la especificidad de la marcacién para PAR3 mediante ensayo de
bloqueo antigénico. Se muestran secciones de raft de PHK que fueron utilizadas en paralelo para
la prueba del protocolo de IHQ para PAR3 (marrdn) pre-incubando el anticuerpo primario anti-
PARS3 con las proteinas purificadas GST y GST-PAR3pept. Los tejidos fueron contrateiiidos con
hematoxilina. Las flechas negras indican la marcacién de PAR3 en los cultivos control, que se
pierde al pre-incubar el anticuerpo con el péptido especifico. Barra de tamafio: 10 pm.

4.1.2.1.2 Analisis del efecto de la expresion de proteinas de HPV-18 en el patron

de expresion de PAR3

Habiendo corroborado el reconocimiento especifico de PAR3 por parte del
anticuerpo primario utilizado en los ensayos de IHQ, a continuacién llevamos a cabo el
analisis del patrén de expresion de PAR3 en los cultivos organotipicos expresando
proteinas virales, y que fueran previamente analizados para la expresion de la proteina
de polaridad DLGL. Por lo tanto, utilizando el protocolo de IHQ previamente detallado,
nos abocamos a estudiar la expresion de PAR3 en presencia de las oncoproteinas E7 y
E6/E7 de HPV-18, con el fin de detectar posibles interferencias en dicha expresion por
parte de las proteinas virales con respecto al control. Como puede observarse en la
Figura 4.1.21, PAR3 presentd mayor nivel de expresion en los cultivos E7 18 y E6E7 18
que en los raft control. Ademas, la expresion de PAR3 tuvo lugar en todos los estratos de
los epitelios y no sdlo en los estratos basales. A su vez, la localizacion de PAR3 resultd
ser tanto nuclear como citoplasmatica. Nuevamente, no pudimos identificar una tincion

a nivel de bordes celulares.
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Figura 4.1.21: Analisis por IHQ de la expresion y localizacion de PAR3 en cultivos raft control,
E7 18 y E6E7 18. Se muestran secciones parafinadas de los cultivos que fueron analizados para la
expresion de PAR3 (marrén) usando anticuerpo anti-PAR3 seguin el protocolo (seccién 3.9.7) y
contratefiidos con hematoxilina. Las flechas azules indican la localizaciéon de PAR3 en las células
basales en los cultivos control como en aquellos expresando las proteinas virales. Las flechas rojas
muestran la expresién de PAR3 en nticleo y citoplasma en todo el espesor del epitelio en los
cultivos E7 18 y E6E7 18. Barra de tamafio: 10 pm.

Dado que los ensayos de IHQ mostraban cambios en la abundancia de PAR3 en
presencia de las proteinas virales, decidimos evaluar los niveles de dicha proteina celular
mediante los ensayos mads cuantitativos de WB. Para ello, utilizamos extractos de
proteinas derivados de los diferentes cultivos organotipicos, aplicando la metodologia
detallada en la seccion 3.9.8 de Materiales y métodos. Los resultados correspondientes
que se presentan en la Figura 4.1.22.A muestran que las proteinas E7 y E6/E7 de HPV-18
fueron capaces de incrementar significativamente los niveles de PAR3, al comparar con
los cultivos control. El hecho de que PAR3 se exprese en todos los estratos epiteliales
podria estar vinculado con los niveles de expresion total de PAR3 encontrados en estos

ensayos de WB.
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En consecuencia, decidimos evaluar si la presencia de las proteinas de HPV-18
podria estar implicada en la regulacién de los niveles de PAR3, en una forma
independiente del contexto del tejido. Para ello, como se explico anteriormente,
indujimos la expresion de las proteinas virales en células epiteliales en cultivo (HEK293),
transfectando con los correspondientes vectores de expresién para una o ambas
proteinas virales (E7 o E6/E7) y obteniendo los extractos proteicos correspondientes.
Luego, mediante ensayos de WB, evaluamos la abundancia de PAR3 en cada caso. Como
puede apreciarse en la Figura 4.1.22.B, la presencia de E7 sola o junto a E6 de HPV-18
provocd un aumento en los niveles de PAR3, en concordancia con lo observado también

mediante los cultivos raft.

A
L} — *
Control E7 18 E6E7 18 S 12 .
RAFT RAFT RAFT 5 o |
i - on > T
R
1 132 1.43 7 0,6 1
) : % 0,3 -
Vuubuling [WE— & o
' Control E718 E6E7 18
RAFT RAFT RAFT
B g 18 . o
Control E7 18 E6E7 18 £ L5
PAR3 [ T 121
w £ g 0,9 -
1 1.27 1.36 @ 0,6 -
, 2
’ ) % 0,3 =l
Y-tubulina s o

Control E7 18 E6E718

Figura 4.1.22: Estudio por WB de los niveles de expresion de PAR3 en presencia de las proteinas
E7 y E6/E7 de HPV 18. A) Extractos proteicos de cultivos raft control o realizados a partir de PHK
expresando E7 o E6/E7 de HPV-18 fueron analizados para la expresion de PAR3. Se sembraron
60 pg de proteina en cada caso; y-tubulina fue utilizada como control de carga. B) Extractos
proteicos de las células transfectadas con los vectores de expresion para E7 o E6/E7 de HPV-18 se
analizaron para determinar los niveles de expresion de PAR3. Se sembraron 100 pg de proteina;
y-tubulina fue utilizada como control de carga. Los ntimeros representan los cambios en la
intensidad de banda correspondiente a PAR3 en cultivos raft (A) o células (B) expresando
proteinas virales y en forma relativa al control correspondiente (sin expresién de proteinas
virales, considerado 1). En ambos casos, a la derecha se muestra graficamente el analisis por
densitometria de los WB para los niveles de PAR3 en forma relativa al control y considerando el
control de carga y-tubulina, en cada condicién (media = SD, n > 3). Se indican con asteriscos el
aumento significativo en los niveles de expresién de DLGI en presencia de las correspondientes
proteinas virales (* p< 0.05; ** p< 0.01).
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Asi, si bien en los experimentos detallados anteriormente no se pudo evidenciar
la localizacion caracteristica de PAR3 a nivel de los bordes celulares, tanto los ensayos
de IHQ como de WB indicaron que las proteinas de HPV-18 pueden inducir un aumento
significativo en los niveles de expresion de la proteina celular, lo cual podria tener
implicancias importantes en el desarrollo de las patologias asociadas a las infecciones

por HPV, como reportado en otros casos (Iden et al., 2012).

4.1.2.1.3 Analisis del efecto de la expresion de proteinas de HPV-11 en el patron

de expresion de PAR3

Habiendo encontrado que los niveles y localizacién de PAR3 se veian alterados
en presencia de proteinas de HPV-18 de alto riesgo, continuamos nuestros estudios
analizando el probable efecto de las proteinas de HPV-11 de bajo riesgo oncogénico,
sobre dicha proteina celular. Por lo tanto, evaluamos la expresiéon de PAR3 en los
distintos cultivos raft desarrollados mediante la técnica de IHQ optimizada. Los
resultados, que se presentan en la Figura 4.1.23, muestran nuevamente la tincion de
PAR3 previamente descripta para los cultivos control, principalmente en los nuicleos de
las células basales. Ademas, se observaron cambios importantes en su expresion en
presencia de E7 y E6/E7 de HPV-11. Se observ6 un aumento general pronunciado en la
abundancia de PAR3 principalmente a nivel citoplasmatico y en todos los estratos
epiteliales. Estos resultados se diferencian notablemente de lo observado en los raft
control, que presentaron una menor expresion de PAR3 y preferentemente a nivel de las

capas inferiores, menos diferenciadas.
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Figura 4.1.23: Analisis por IHQ de la expresion y localizacion de PAR3 en cultivos raft control,
E7 11 y E6e7 11. Se muestran secciones parafinadas de los cultivos que fueron analizados para la
expresion de PAR3 (marrén) usando anticuerpo anti-PAR 3 seguin el protocolo (seccion 3.9.7) y
contratefiidos con hematoxilina. Las flechas azules indican la localizaciéon de PAR3 en las células
basales en los cultivos control como en aquellos expresando las proteinas virales. Las flechas rojas
muestran la expresiéon de PAR3 en ntcleo y citoplasma a lo ancho de todo el epitelio en los
cultivos E7 11 y E6E7 11. Barra de tamafio: 10 pm.

Ante estas observaciones en los ensayos de IHQ, estudiamos luego mediante la
técnica de WB los probables cambios en la abundancia de PAR3 en presencia de E7 y
E6/E7 de HPV-11. Como se muestra en la Figura 4.1.24.A, en los cultivos E6E7 11 se
observd un incremento significativo en los niveles de expresion de PARS3.
Sorprendentemente, estos ensayos no fueron capaces de poner en evidencia el aumento
en los niveles de PAR3 que habiamos observado previamente en los cultivos E7 11
mediante la técnica de IHQ.

A continuacion, con el objeto de estudiar el potencial efecto de las proteinas de
HPV-11 en los niveles de expresion de PAR3 en el orden intracelular, se transfectaron
células HEK293 con los plasmidos correspondientes para la expresion de E7 y E6/E7 de

HPV-11, tal como se detalld anteriormente cuando fue evaluada la expresion de la
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proteina de polaridad DLGI1 (seccion 4.1.1.2.3 y figura 4.1.15). Como se puede apreciar g

en la Figura 4.1.24.B, tanto la expresion de E7 como de E6/E7 de HPV-11 en las
mencionadas células en cultivo fue capaz de inducir aumentos significativos en los

niveles de expresion de PAR3.
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Figura 4.1.24: Estudio por WB de los niveles de expresion de PAR3 en presencia de las proteinas
E7 y E6/E7 de HPV-11. A) Extractos proteicos de cultivos raft control o realizados desde PHK
expresando E7 o E6/E7 de HPV-11 fueron analizados para la expresion de PAR3. Se parti6 de 60
ug de proteina en cada caso; y-tubulina fue utilizada como control de carga. B) Extractos proteicos
de las células transfectadas con los vectores de expresion para E7 o E6/E7 de HPV-11 se analizaron
para determinar los niveles de expresion de PAR3. Se partié de 100 pg de proteina; y-tubulina fue
utilizada como control de carga.

Los nimeros representan los cambios en la intensidad de banda correspondiente a PAR3 en
cultivos raft (A) o células (B) expresando proteinas virales y en forma relativa al control
correspondiente (sin expresion de proteinas virales, considerado 1). En ambos casos, a la derecha
se muestra graficamente el andlisis por densitometria de los WB para los niveles de PAR3 en
forma relativa al control y considerando el control de carga y-tubulina (media + SD, n > 3). Se
indican con asteriscos el aumento significativo en los niveles de expresién de DLG1 en presencia
de las correspondientes proteinas virales (* p< 0.05; ** p< 0.01).

En resumen, tanto la expresion de proteinas de HPV-18 como de HPV-11 se
asociaron de igual manera a cambios en la expresion de PAR3. En consecuencia, estas
observaciones indicarian un probable mecanismo comun de alteracion de la mencionada

proteina celular por ambos tipos virales. De la misma forma, los resultados detallados
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previamente evidenciaron también una regulacion de la proteina DLG1 por parte de
HPV de alto y bajo riesgo oncogénico. Por lo tanto, en conjunto, los datos aqui planteados
sugieren la existencia de mecanismos de regulacion de diferentes proteinas de polaridad
por parte de proteinas de HPV, lo que podria tener importantes implicancias en las

correspondientes infecciones virales y en las patologias asociadas.

4.1.2.2 Estudio de la expresion de PAR3 en biopsias cervicales: analisis

preliminares

Teniendo en cuenta el efecto de las proteinas virales observado para tejidos
organotipicos, quisimos evaluar las posibles alteraciones de PAR3 en lesiones asociadas
a infecciones por HPV. De esta forma, continuamos estudiando la incumbencia de las
proteinas virales en la modulacion de la expresion de PAR3 y su probable significancia
en la progresién maligna.

Si bien ha sido sefialada la importancia de PAR3 en la progresién-tumoral y
metastasis, se han planteado controversias en cuanto a su rol como oncosupresor. Asi,
se ha sugerido una probable dependencia de su funcién con el entorno y tipo tumoral
(Bonastre et al., 2015; Iden et al., 2012; McCaffrey et al., 2012; Xue et al., 2013). Por lo
tanto, considerando los resultados presentados hasta el momento nos propusimos
analizar la expresion de PAR3, blanco de HPV, en cortes histologicos provenientes de
mucosa cervical.

Aplicamos el protocolo de IHQ para deteccion de PAR3 previamente optimizado
a 3 biopsias de mucosa ecto-cervical, cada una de las cuales presentaba regiones
correspondientes a tejido normal o SIL. Las muestras analizadas fueron cedidas y
clasificadas histolégicamente por la Dra. Ana Lia Nocito de la Catedra de Anatomia y
Fisiologia Patoldgicas de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Rosario.
Como se puede observar en la Figura 4.1.25, PAR3 mostré una marcaciéon nuclear y
citoplasmatica en los tejidos normales, y dicha marca se focalizd especialmente en los
estratos menos diferenciados; resultados que concuerdan con la marcacion obtenida
para tejidos raft control. Estas observaciones en tejido cervical, al igual que en el caso de
los tejidos organotipicos, sugieren que la diferenciacion celular podria asociarse a

cambios en la expresion de PAR3.
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Posteriormente, analizamos los patrones de expresion y distribucion de PAR3 en
el epitelio cervical en biopsias asociadas a las distintas lesiones para evaluar las posibles
variaciones respecto a los datos obtenidos para mucosa normal (Figura 4.1.25). Las
biopsias de lesiones cervicales de distinta severidad mostraron en todos los casos
también una marcacion nuclear y citoplasmatica de PAR3. De manera interesante, dicha
proteina celular se observd en todos los estratos epiteliales en dichas lesiones,
incluyendo también los estratos superiores. En particular en las muestras de HSIL, la
marcacion de PAR3 resultd significativamente aumentada tanto en comparacion al
control como a las lesiones de menor severidad. Estos hallazgos son reminiscentes de lo
encontrado para los cultivos organotipicos expresando las proteinas de HPV, avalando

por tanto nuestros resultados previos.

Figura 4.1.25: Analisis por IHQ de la expresion de PAR3 en biopsias cervicales. Se muestran
secciones parafinadas de los cultivos que fueron marcados para la expresion de PAR3 (marrén)
y contratefiidos con hematoxilina. Se observa una expresion nuclear y citoplasmatica de PAR3 en
los estratos menos diferenciados de los tejidos normales. En las muestras LSIL y HSIL se observo
una tincidn nuclear y citoplamatica de PAR3 pero en todo el epitelio. Dicha marcacion presento
zonas mas y menos intensas en los casos de carcinomas invasores. Barra de tamafio: 10 um.
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El presente es un estudio preliminar dado el pequefio niimero de biopsias
analizadas. No obstante, consideramos que las observaciones realizadas pueden resultar
de relevancia para comprender los resultados ya descriptos y delinear los futuros
objetivos en el tema. Como se discutird en profundidad a continuacidn, estos resultados
contribuyen a comprender el rol de la mencionada proteina celular durante las

infecciones virales y, mas aun, durante la progresion maligna cervical.
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4.2 CAPITULO 2: Estudio de la expresion génica de HPV en el

microambiente epitelial

Durante el ciclo viral de HPV, asi como en el desarrollo de las lesiones
neopldsicas asociadas a su infeccion, las proteinas virales se expresan diferencialmente
a lo largo del epitelio escamoso (Doorbar et al., 2015). Particularmente, como se detalld
en la seccion 1.2.5 de la Introduccién, una caracteristica comtn a muchos HPV de alto
riesgo es el patron de splicing que se observa en el caso de los transcriptos tempranos
(Schneider-Gadicke and Schwarz, 1986). El procesamiento del correspondiente
preARNm policistronico conduce a la traduccion de las distintas proteinas funcionales,
E7, E6FL y E6*, forma truncada de la oncoproteina E6 (Pim et al., 2009; Rosenberger et
al., 2010). Asi, nos result6 de gran interés estudiar la expresion génica viral en el contexto
de los cultivos organotipicos desarrollados por nuestro grupo, y de esta manera poder

comprender mas profundamente la regulacion de blancos celulares.

4.2.1 Analisis del splicing de los transcriptos tempranos de HPV-18

Conocer la expresion de las proteinas de HPV en el contexto del epitelio podria
ser de gran ayuda, a fin de comprender los cambios en los blancos celulares que se
producen como consecuencia de la presencia viral. Ejemplo de estas alteraciones son los
cambios en la expresion de proteinas de polaridad, que fueron estudiados en detalle en
el Capitulo 1 del presente Trabajo de Tesis.

Asi, para conocer mas profundamente la expresion de los genes de HPV en los
cultivos raft que habiamos desarrollado, nos propusimos analizar la expresion de las
isoformas de la proteina viral E6 en los cultivos E6E7 18. Esto considerando que la
regulacion del mencionado splicing en el contexto de la infeccidn, asi como la funcion
respectiva de cada isoforma de E6 en los distintos estratos del epitelio, atin no han sido
esclarecidos totalmente (Heer et al., 2011; Pim et al., 2009; Rosenberger et al., 2010).
Asimismo, la informacién disponible resulta controversial en algunos casos y si bien ha

sido reportada la expresion diferencial de ambas isoformas, ain no se conoce con
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precision la relacion en que se expresan E6FL y E6%, especialmente en el microambiente
epitelial.

Como se detallara anteriormente, muy poco se conoce acerca del efecto que tiene
la relaciéon entre ambas isoformas virales sobre los blancos celulares de HPV. En este
sentido, se han informado tanto funciones sinérgicas como antagonicas para E6FL y E6*
(Filippova et al., 2007; Pim and Banks, 1999; Pim et al., 2009; Storrs and Silverstein, 2007);
a la vez que ha sido propuesto que el evento de splicing seria importante para la
regulacion de la expresion y la funcién de E6 (Pim and Banks, 1999). Por lo tanto, conocer
mas acerca de la expresion viral a partir del evento de splicing es de gran importancia a
la hora de estudiar los efectos sobre proteinas celulares, como ser las proteinas de
polaridad.

Para estudiar la expresion de ambas isoformas de E6 (E6FL y E6*) en los epitelios
estratificados E6E7 18 previamente generados, utilizamos la metodologia de WB
mediante el anticuerpo no comercial anti-E6 de HPV-18 (Arbor Vita Corporation;
EE.UU.). Los resultados, que se presentan en la Figura 4.2.1, mostraron el reconocimiento
de ambas isoformas en los extractos provenientes de la linea celular HeLa (HPV positiva,
derivada de carcinoma cervical), como era esperado (Schneider-Gadicke et al., 1988),
mientras que en los raft E6E7 18 se observo una expresion mayoritaria de la isoforma
E6*.

RAFT
E6E7 18

17kDa =] <« E6FL
<« LE6*

Figura 4.2.1: Estudio por WB de la expresion de las isoformas de la proteina E6 en los cultivos
raft E6E7 18. Extractos proteicos de cultivos organotipicos E6E7 18 o de la linea celular HeLa se
analizaron para estudiar la expresion de la proteina E6 y analizar la abundancia de cada una de

Hela

las isoformas (E6FL y E6). En cada caso se partié de 100 pg de proteina.

En este punto, es interesante aclarar que ha sido reportado que el producto del
procesamiento del preARNm conteniendo E6* es requerido para la correcta expresion

de E7, corriente abajo (Sedman et al., 1991; Tang et al., 2006). Por tanto, los resultados
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presentados en la Figura 4.2.1 concuerdan con lo esperado para un cultivo organotipico
expresando activamente la oncoproteina viral E7.

Asi, como se detalld en la seccion 1.2.3 de la Introduccidon, durante la infeccion de
HPV las distintas proteinas virales, tanto tempranas como tardias, restringen su
expresion a determinadas capas epiteliales (Wang et al., 2011). Sin embargo, en estadios
avanzados de la progresion tumoral se evidencia una expresién desregulada de los
oncogenes virales, lo que es considerado un factor clave en el desarrollo de los tumores
asociados (Doorbar, 2006; Doorbar et al., 2015). Por ello, consideramos de gran relevancia
conocer la expresion viral en los distintos estratos de los cultivos organotipicos
previamente generados en este trabajo de Tesis, y en particular estudiar de qué forma
tiene lugar el evento de splicing del transcripto temprano en dichos cultivos raft.

En este sentido, ha sido planteado que el procesamiento del preARNm y los
efectos de las correspondientes proteinas virales E6 FL, E6* y E7 deben ser considerados
en forma inter-relacionada, dado que las tres proteinas se expresarian en forma conjunta
durante el ciclo de vida del HPV (Pim et al., 2009). Ademas, s6lo algunos reportes han
podido detectar E6* por WB y actualmente no se cuenta con anticuerpos especificos para
cada una de las isoformas, que puedan ser utilizados en ensayos de IHQ. Por lo tanto,
los andlisis realizados hasta el momento para el estudio de la expresion de las isoformas
de E6 se han focalizado en la deteccion de los transcriptos correspondientes o
subrogados. Mas atn, la mayoria de los reportes se refieren al HPV-16 (Heer et al., 2011;
Hong et al., 2015), mientras que es minimo el niumero de investigaciones focalizadas en
el HPV-18, tipo viral de mayor interés para nuestro grupo.

Asi, para conocer la mencionada expresion viral en los distintos estratos de los
cultivos organotipicos generados, hicimos uso de la metodologia de LCM (seccion 3.7.3
de Materiales y métodos). En primera instancia, como se esquematiza en la Figura 4.2.2,
delimitamos sobre muestras de cultivos raft EGE7 18 las zonas correspondientes a la capa
Inferior (estratos basal y parabasal), a la capa Intermedia (estrato escamoso) y a la capa
Superior (estratos granular y corneo). Las muestras de dichos raft fijadas y parafinadas
fueron disectadas y procesadas hasta la obtenciéon del ADNc correspondiente, por el

servicio de la Facultad de Bioquimica y Cs. Biologicas de la Universidad Nacional del
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Litoral (Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes, LETH). Las

muestras asi obtenidas fueron dispuestas para su analisis por qPCR.
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Figura 4.2.2: Esquema de las capas epiteliales diseccionadas mediante LCM. En forma
representativa se muestra una seccion del cultivo E6E7 18 y se indican en linea punteada cada
una de las zonas seleccionadas para su diseccion: Inferior, Intermedia y Superior. Barra de tamafio
10 pm.

Para estudiar la expresion de las isoformas de E6 de HPV-18 mediante RT-qPCR,
se disefiaron dos pares de cebadores que permitieran la amplificacion especifica y
diferencial de ambas variantes, como se esquematiza en la Figura 4.2.3.A. A partir de
dicho disefio, se establecieron los pardmetros dptimos para cada reacciéon y, una vez
lograda dicha optimizacion, se corroborod la eficiencia alcanzada en cada caso. Por
ultimo, los ensayos fueron validados utilizando plasmidos especificos para cada una de
la isoformas de E6. Las condiciones de reaccidn, ciclados y el disefio de los cebadores se
encuentran detallados en la seccion 3.7.10 de Materiales y métodos. Todas las
correspondientes etapas de disefio, optimizacion y validacion de las mencionadas
reacciones de amplificacion fueron realizadas en conjunto con el Sr. Guido Barbieri,
formando parte del su Trabajo de Tesina, desarrollado bajo mi co-direccién. Esta
herramienta molecular para discernir entre la expresion de E6* y E6FL de HPV-18 cobra
mayor relevancia, al no haberse reportado hasta el momento métodos para cuantificar
diferencialmente ambas isoformas de dicho tipo viral.

Para la deteccion especifica del transcripto correspondiente a E6* el cebador
sentido fue complementario a regiones correspondientes a los sitios donor y aceptor del
splicing. De esta manera, se lograron distinguir los productos esperados de la RT-qPCR
de la amplificacion a partir de ADN genomico probablemente contaminante. Esta
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estrategia no fue posible para el disefio de cebadores correspondiente a E6 FL, por lo que
se incluyeron controles sin enzima (-RT) para descartar la presencia de ADN genomico.

Lamentablemente, al analizar mediante qPCR las muestras de ADNc de cada una
de las capas obtenidas por LCM de los cultivos organotipicos E6E7 18, dichas muestras
presentaron un rendimiento relativamente bajo. Esto fue evidenciado mediante la
amplificacion del gen de referencia 185, que presento altos valores de CT en las muestras
producto de LCM, en comparacion a controles de lineas celulares. Como resultado, las
reacciones previamente optimizadas para la deteccion de los transcriptos
correspondientes a la isoforma E6 FL no dieron lugar a amplificaciones en las muestras
disectadas. Los analisis de los ensayos de qPCR demostraron que tales amplificaciones
no se diferenciaban de los controles negativos de reaccion como para poder ser
consideradas productos de amplificacion fehacientes. Asi, no pudimos determinar la
expresion de la isoforma E6 FL en las muestras de LCM debido, muy probablemente, a
la baja recuperacion de material en las muestras de LCM.

En cambio, al analizar en dichas muestras los transcriptos correspondientes a la
isoforma E6% la mayor abundancia de los mismos permitié su cuantificacion. Se
obtuvieron los resultados presentados en la Figura 4.2.3.B, observandose que dichos
transcriptos se expresaban en todas las capas epiteliales ensayadas. Esta mayor
expresion de E6* en relacién a los transcriptos E6FL (los cuales no pudieron ser
determinados mediante esta metodologia) estd de acuerdo a lo esperado en cultivos
expresando activamente la proteina E7 de HPV y a nuestras observaciones al analizar la
abundancia proteica de E6 (Figura 4.2.1). Ademas, los transcriptos correspondientes a
E6*, se encontraron en mayor cantidad en la capa Inferior del epitelio.

Es importante destacar que dicho evento de splicing conservado, ademas de
asociarse a elevados niveles de expresion de E6*, genera un incremento de la
transcripcion del oncogen E7 corriente abajo (Heer et al., 2011; Tang et al., 2006). Por lo
tanto, los resultados presentados indicarian una expresion de los genes virales en todos
los estratos epiteliales. Mds atn, se expresarian en mayor proporcion en las células

basales en comparacién a las capas superiores de los cultivos raft analizados.
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Figura 4.2.3: Analisis de la expresion de transcriptos virales en cultivos organotipicos E6E7 18.
A) Se muestra la organizacion del preARNm codificante para E7, E6FL y E6*. Con flechas rojas y
violetas se indica la localizacion de los cebadores disefiados para para la deteccion por RT-qPCR
de los transcriptos de E6FL y E6*, respectivamente. Ademas, se sefalan los sitios donador (SD) y
aceptor (SA) del splicing, junto al codén de terminacion prematuro (tridngulo). B) Se muestran los
resultados de los experimentos de RT-qPCR (media + SD, n > 3) para el transcripto codificante
para E6* en las tres capas del epitelio E6E7 18, habiéndose utilizado el gen 18S como gen de
referencia. Los datos se expresan en forma relativa a la capa Inferior (arbitrariamente considerada
1). Se indica con asteriscos la reduccidn significativa de la expresion del transcripto en las capas
Intermedia y Superficial respecto a la capa Inferior (** p< 0.01).

Como se profundiza en la Discusion, estos resultados preliminares constituyen
el punto de inicio de nuevas estrategias que estan siendo abordadas para conocer en mas
detalle la expresion génica viral en particular en lo referente a la expresion de las

isoformas de E6 y sus consecuencias a nivel de los blancos de HPV.

4.2.2 Analisis transcripcional de DLG1, blanco celular de HPV, en los estratos
epiteliales de cultivos raft

Habiendo analizado la expresion génica viral en los cultivos organotipicos E6E7
18, a continuacién nos propusimos indagar en la posible relacion de dicha expresion con
la transcripcién de los blancos celulares de HPV en los diferentes estratos epiteliales.

En particular, estudiamos el blanco DLGI, proteina para la cual habiamos
realizado nuestros estudios previos y disponemos de mas informacion acerca de su
expresion transcripcional (Figura 4.1.1 Capitulo 1, (Cavatorta et al.,, 2008)). Ademas,
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estos analisis podrian servir de base para explicar los probables mecanismos implicados

en los cambios observados en los niveles de DLGI en los cultivos organotipicos
expresando proteinas virales (Capitulo 1). Asi, utilizando las mismas muestras obtenidas
por la técnica de LCM, correspondientes a los distintos estratos del tejido E6E7 18, nos
abocamos a evaluar la transcripcion de DLGI.

A partir de los cebadores detallados en la seccion 3.7.10 de Materiales y métodos,
se analizé la expresion de DLGI en cada uno de los estratos epiteliales de cultivos raft
E6E7 18 y en comparacién con los mismos estratos derivados de cultivos organotipicos
control PHK, sin expresar proteinas virales (raft PHK). Como puede observarse en la
Figura 4.2.4, en todas las capas los cultivos E6E7 18 evidenciaron aumentos significativos
en los niveles de transcriptos de DLGI respecto a los cultivos control. Ademads,
notablemente, la capa Inferior que habia sido la que mayor expresion viral relativa habia
mostrado, fue la que presenté un aumento significativamente mayor en la expresién

transcripcional de DLGI.
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Figura 4.2.4: Analisis de la expresion de transcripcional de DLG1 en los distintos estratos de
cultivos organotipicos E6E7 18. Se muestran los resultados de los experimentos de RT-qPCR
(media + SD, n > 3) para el transcripto codificante para DLG1, habiéndose utilizado el gen 18S
como gen de referencia. Los datos se expresan en forma relativa al valor obtenido para PHK
control en cada una de las capas correspondientes (arbitrariamente considerado 1). En celeste se
indican los cambios significativos en la transcripcion de DLG1 entre las distintas capas del cultivo
E6E7 18; en rosa se indica el aumento transcripcional significativo en cada estrato de los cultivos
E6E7 18 respecto a las correspondientes capas control del cultivo PHK (** p<0.01).
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Asi, los resultados presentados muestran la existencia de cambios en los patrones
transcripcionales de DLGI en relacién con la expresién de las proteinas virales, de
acuerdo a lo obtenido para cada capa epitelial analizada del cultivo E6E7 18. Ademas,
esta regulacion transcripcional de DLG1 en presencia de las correspondientes proteinas
virales concuerda con nuestros resultados previos obtenidos mediante ensayos de
luciferasa para analisis de la actividad promotora de DLGI (Capitulo 1).

En resumen, estas observaciones, si bien preliminares, sugieren que la expresion
génica viral se asociaria a aumentos en la transcripcion del blanco celular estudiado,
DLGTL. Por lo tanto, los datos aqui presentados podrian contribuir en parte a comprender
los aumentos previamente observados en la proteina DLGI, tanto en cultivos
organotipicos en el contexto de expresion de HPV como en lesiones cervicales asociadas
a infecciones de dicho virus. Resta analizar los mecanismos precisos responsables de esta

induccién de la expresion génica.

Estos resultados, en conjunto con los presentados en el Capitulo 1 de esta Tesis
Doctoral, profundizan el entendimiento de los cambios en la expresion de blancos de

polaridad en el contexto de la infeccion por HPV.
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4.3 CAPITULO 3: Analisis de la regulacién de la proteina de polaridad

DLGT1 por procesos independientes de infecciones virales, mecanismos

epigenéticos

Habiendo analizado exhaustivamente un modelo de cancer asociado a HPV, nos
propusimos estudiar otros factores independientes de la expresion de proteinas virales
que pudieran estar implicados en la progresion maligna. Asi, considerando la
participacion de la proteina de polaridad DLG1 en procesos oncogénicos y la dualidad
en su funcion (Roberts et al.,, 2012), resulta interesante estudiar la participacion de
factores independientes de infecciones virales en las alteraciones de expresion de DLG1
observada en distintos tipos de tumores (Boussioutas et al., 2003; Cavatorta et al., 2004;
Fuja et al., 2004; Gardiol et al., 2006; Liu et al., 2002).

Considerando que la regulacion de los niveles de DLG1 podria producirse por
diferentes mecanismos en distintos tumores, nos preguntamos si procesos de regulacion
epigenética podrian estar implicados. En particular, como se detalla en la seccion 1.3.4
de la Introduccién, la metilacion del ADN constituye un importante mecanismo de
regulacion génica en tumores. Asi, han sido ampliamente descriptos ejemplos de
represion transcripcional por hipermetilacion especifica de promotores (Daniel et al.,
2011) y, en menor medida, eventos de hipometilacién de regiones promotoras y
reactivacion de expresion génica (Hoffmann and Schulz, 2005) durante procesos de
transformacion y metdstasis.

Ademas, analisis bioinformaticos de las secuencias correspondientes al promotor
de DLGI, mostraron la presencia de una region con una alta densidad de dinucleétidos
CpG indicando probables dominios tipo “islas CpG” (Cavatorta et al., 2008). Por ello,
decidimos abocarnos a analizar si mecanismos de metilacion del ADN podian estar
implicados en la regulacion de la expresion de DLG1, dada también su participacion en

procesos oncogeénicos.
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4.3.1 Tratamiento con el inhibidor de metilacion 5-aza

En primer lugar, realizamos tratamientos con la droga inhibidora de las enzimas
ADN metiltransferasas, 5-aza, que es capaz de reactivar la expresiéon de genes
silenciados por metilacion (Christman, 2002). Resultados preliminares habian mostrado
que al tratar con 5-aza células C33A, con bajos niveles de trascripcion para DLGI, se
producia un aumento en el nivel proteico correspondiente (Dra. Daniela Gardiol,
observaciones personales). Para profundizar el estudio de la injerencia de la inhibicion
de ADN metiltransferasas en la regulacion de DLGI, escogimos otras lineas celulares
con bajos niveles de expresion para dicha proteina. Nos basamos en el trabajo
desarrollado por el Lic. Federico Marziali en su Tesina. Asi, seleccionamos las lineas
K562, SHSY-5Y y HeLa, que presentaban niveles transcripcionales de DLGI bajos en
comparacion a otras células, de manera de poder detectar posibles aumentos en la
expresion de DLG1 ante el tratamiento.

Las distintas lineas celulares fueron cultivadas en presencia de 5-aza, seguin se
detalla en la seccion 3.6 de Materiales y métodos. A continuacion, se realizaron extractos
de ARN y la transcripcion de DLG1 se analizé mediante RT-qPCR (ver seccion 3.7.10 de
Materiales y métodos). Tal como se muestra en la Figura 4.3.1.A, las tres lineas celulares
ensayadas mostraron aumentos en los niveles de transcriptos en presencia de la droga
5-aza, con respecto a la condicion sin tratamiento para cada linea celular. Los resultados
sugieren una probable represiéon mediada por metilacion del gen en estudio.

Alternativamente, se obtuvieron los correspondientes extractos proteicos, y los
mismos fueron analizados mediante WB para la expresion de DLG1. Los resultados,
presentados en la Figura 4.3.1.B, demuestran que no se produjeron cambios para la linea
SH-SY5Y, mientras que se evidencia un aumento en la expresiéon de DLG1 ante el
tratamiento con 5-aza en la linea K562 y, ain mas pronunciadamente, en las células de
la linea HeLa. Esto ultimo sugeriria una probable regulacion de la proteina DLG1 por
procesos de metilacion del ADN, al menos para las lineas celulares HeLa y K562

(Christman, 2002).
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Figura 4.3.1: Analisis del efecto de 5-aza, inhibidor de ADN metiltransferasas sobre la expresion
de DLGI1. A) 5-aza incrementa la transcripcion de DLG1. En la figura se muestran los cambios
(fold, n veces) en la transcripcién de DLGI ante el tratamiento con la droga inhibidora de enzimas
ADN metiltransferasas, para las distintas lineas celulares ensayadas, en relacién a las células sin
tratar (arbitrariamente consideradas 1 en cada caso). Los transcriptos de DLGI se determinaron
por RT-qPCR, utilizando a SDH como gen de referencia. Los experimentos se realizaron por
triplicado. B) 5-aza aumenta los niveles proteicos de DLG1 en las lineas HeLa y K562. Se
muestran los cambios en la expresion de DLGI ante un tratamiento con la droga 5-aza ensayados
mediante WB. Se sembraron 70 pg de proteina en cada caso y se establecieron los niveles de y-
tubulina como control de carga.

4.3.2 Estudio del estado de metilacion de la region promotora de DLG1

A partir de los resultados antes detallados, nos abocamos mds directamente al
estudio del estado de metilacion del promotor de DLG1, de manera de investigar si
nuestras observaciones (Figura 4.3.1) correspondian con lo observado para otras
regiones promotoras (Christman, 2002). Inicialmente, procedimos al analisis
bioinformatico de la region promotora utilizando distintas aplicaciones, como CpG plot
EMBOSS, CpG Island Searcher y Methyl Primer Express. Asi, se identificaron tres zonas
de alta densidad de CpG y se confirmo la presencia de tres Islas CpG en el promotor de

DLG1, como se esquematiza en la Figura 4.3.2.
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Figura 4.3.2: Islas CpG en el promotor de DLG1 y cebadores disefiados y utilizados para su
estudio. Se esquematiza el promotor de DLGI, los residuos CpG presentes en el mismo (lineas
rosas) y el correspondiente inicio de la transcripcion (+1). En la region inferior se muestra el
porcentaje de bases G+C en cada zona y la consecuente identificacion de tres islas CpG (1, 2y 3),
mediante la herramienta bioinformatica EMBOSS Cpgplot. Ademas, se esquematizan los pares
de cebadores utilizados para el estudio de las ISLAS CpG, especificamente disefiados para
amplificar preferencialmente sobre ADN modificado por tratamiento con bisulfito (flechas
llenas) y el par de cebadores utilizado para amplificar el total de la ISLA 1 sobre ADN gendmico
(flechas punteadas).

4.3.2.1 Digestion con enzimas sensibles al estado de metilacion y PCR

Para comenzar a estudiar la metilacion del promotor de DLGI, realizamos
experimentos de digestion del ADN con enzimas de restriccion sensibles al estado de
metilacion seguida de PCR, seguin el protocolo detallado en la seccion 3.7.7 de Materiales
y métodos. Brevemente, la enzima de restriccion Hpall (sitio de reconocimiento CCGG)
es capaz de llevar a cabo la restriccion solo si el sitio no se encuentra metilado. Por el
contrario, la enzima Mspl (mismo sitio de reconocimiento que Hpall) digiere el ADN en
forma independiente al estado de metilacion del mismo. A continuacion de la digestion
del ADN a analizar con una u otra enzima, se lleva a cabo la reaccién de PCR. Dado el
mencionado comportamiento diferencial de ambos isoesquizomeros ante el estado de
metilacion del sitio de reconocimiento, la aplicacion de la metodologia de digestion
enzimatica seguida de PCR es una buena aproximacion para estudiar el estado de

metilacion de la region amplificada ulteriormente. Asi, resultados positivos de
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amplificacion indican la falta de digestion enzimatica, mientras que ausencia de
productos de amplificacidon son indicadores de digestion exitosa (Li et al., 2004; Razin
and Cedar, 1991; Stoger et al., 1993; Waalwijk and Flavell, 1978).

Por lo tanto, nos abocamos a digerir con ambas enzimas de restriccion (Mspl y
Hpall) ADN genémico de las lineas celulares HeLa y C33A, para las cuales habiamos
observado previamente aumentos en la expresiéon de DLG1 ante tratamientos con
inhibidores de metil-transferasas (seccion 4.3.2.1). Posteriormente, partiendo de los ADN
gendmicos digeridos, se procedio ala amplificacion de laISLA 1 a partir de los cebadores
DIgMET 2Fm y DIgMET 3R, los cuales flanquean la mencionada Isla CpG (ver Figura
4.3.2) y siguiendo las condiciones detalladas en la seccién 3.7.10 de Materiales y métodos.
Como puede observarse en la Figura 4.3.3, para ambas lineas no se obtuvieron productos
de amplificacion al utilizarse como molde ADN gendmico tratado con cualquiera de las
dos enzimas de restriccion en cuestion. Se descartd la degradacion de los ADN durante
el tratamiento, al obtenerse amplificados para el ADN gendmico tratado en las mismas

condiciones pero en ausencia de enzima.

HeLa C33A

500 pb

Figura 4.3.3: Ensayos de digestion de ADN gen6mico con enzimas de restriccion sensibles al
estado de metilacion, seguidos de PCR. Se muestran los productos de amplificacion sobre la
ISLA1 partiendo como molde de ADN genémico de las lineas HeLa o C33A previamente digerido
con las enzimas Mspl (M+, no dependiente del estado de metilacion del ADN base) o con la
enzima Hpall (H+, s6lo capaz de digerir ADN no metilado). Se incluyeron controles sin enzima
(M- y H-), un control positivo de reaccion, utilizando como molde ADN sin tratamiento, (C+) y
un control de reactivos de la reaccion de amplificacion (CR).

Estos resultados son acordes a regiones promotoras no metiladas, en las que ambas
enzimas son capaces de llevar a cabo la restriccion. Sin embargo, el método aplicado de
Digestion sensible a metilacion seguida de PCR, es un método que es sélo capaz de
monitorear el estado de metilacién de los residuos CpG incluidos en los sitios de

restriccion especificos (sitios CCGG) (Herman et al., 1996). Asi, en nuestro caso la zona
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amplificada contiene mas de 25 residuos CpG plausibles de ser metilados, de los cuales
solo 8 han podido ser analizados mediante esta técnica. Por lo tanto, estos ensayos
realizados solo nos brindan informacion del estado de metilacion de una porcion de los

sitios CpG dentro de la Isla analizada.

4.3.2.2 Tratamiento con bisulfito sddico, PCR y secuenciacion

Anadlisis en células en cultivo

A partir de los resultados anteriores, nos propusimos continuar el estudio del
estado de metilacion del promotor de DLGI pero utilizando una técnica mas sensible
que nos proveyera informacion detallada del estado de metilacion de las regiones de
interés. Asi, a continuacion realizamos estudios por amplificaciéon de ADN tratado con
bisulfito sodico y posterior analisis por secuenciacion. Las condiciones de tratamiento,
amplificacion y secuenciacién se detallan, respectivamente, en las secciones 3.7.6, 3.7.10
y 3.7.11 de Materiales y métodos. Brevemente, el bisulfito modifica quimicamente las
bases C no metiladas, convirtiéndolas en U y sin afectar las C metiladas. De esta forma,
se marcan de forma fidedigna e individual el estado metilado o no metilado de los
dinucledtidos CpG, y este ADN modificado puede entonces ser amplificado y
secuenciado, suministrando informacion detallada del estado de metilacién de todos los
sitios CpG en la region amplificada (Frommer et al., 1992; Oakeley, 1999). Para realizar
estos ensayos, utilizamos un kit comercial de alta performance como es el EpiTect Bisulfite
Kit (QIAGEN, Alemania).

En primer lugar, nos abocamos al disefio de cebadores especificos para la
amplificacion de regiones dentro de cada una de las Islas CpG identificadas en el
promotor de DLGI. Nos propusimos llevar a cabo los estudios subsiguientes mediante
cebadores que amplificaran el ADN en forma independiente al estado de metilacion de
los dinucléotidos CpG incluidos en cada zona estudiada (cebadores MIP, del inglés
methylation independent-specific primers), dado que no teniamos conocimiento hasta el
momento del estado de metilacion de dichos residuos. Dicho disefio es complejo, dado
la composicion del ADN luego de la modificacion por el tratamiento con bisulfito
(Barekati et al., 2010). En nuestro caso, ademas, el promotor de DLGI presenta una gran

densidad de dinucledtidos CpG, plausibles de ser metilados pero cuyo estado de
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metilacion desconociamos. Para dicho diseno, se repar6 en minimizar el niimero de sitios
CpG y se considerd una conversion total de los residuos C no presentes en sitios CpG,
de manera de favorecer la amplificaciéon del ADN tratado. Ademas, se considerd la
fragmentacion del ADN propia del tratamiento con bisulfito sédico, por lo que los
amplificados fueron en todo los casos menores a 350 pb, siguiendo recomendaciones de
este y otros equipos comerciales. De los multiples pares de cebadores disefiados, se
seleccionaron aquellos que presentaron mejor eficiencia para amplificar sobre el material
genomico tratado, siendo estos tltimos los detallados en la seccion 3.7.10 de Materiales
y métodos.

Asi, partiendo de ADN gendmico de células en cultivo tratado con bisulfito
sddico y purificado, se llevaron a cabo las amplificaciones correspondientes a las tres
islas CpG. Se utilizaron para ello los cebadores esquematizados con flechas llenas en la
Figura 4.3.2 pudiéndose obtener los amplicones correspondientes, tal como se muestra

en la Figura 4.3.4 a modo de ejemplo para la linea celular Hela.

ISLA CpG
1 2 3

Figura 4.3.4: Amplificacion de las tres Islas CpG del promotor de DLG1 a partir de ADN celular
tratado con bisulfito. Se muestran los productos de amplificaciéon obtenidos a partir de 50 — 100
ng de ADN tratado de lineas celulares (en este caso, HeLa), siguiendo las condiciones detalladas
en la seccién 3.7.10 de Materiales y métodos.

Los resultados de la secuenciacion de los productos de amplificacion obtenidos
mostraron en todos los casos un tratamiento muy efectivo, dado que se logré una
conversion de C no presentes en residuos CpG mayor al 90%. Mas atn, validamos el
sistema al corroborar, como fuese reportado, el estado de hipermetilacion del promotor
de otro gen importante para la polaridad celular: el gen de E-cadherina (Chen et al,,
2003). En conjunto estos datos brindan confianza sobre los datos obtenidos en cuanto a
DLGI.

Asi, enla Figura 4.3.5 se indican las lineas analizadas y se muestran los resultados

de secuenciacion para cada una de las Islas CpG de la region promotora de DLGI. En
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forma interesante, se observo que todas las bases CpG analizadas en las tres Islas
modificaban su identidad tras el tratamiento por bisulfito sodico, indicando un estado
de-metilado del promotor de DLGI. En este sentido, para el caso de las ISLA 2 fueron
analizadas las lineas celulares HeLa, K562 y C33A, de bajo nivel de expresion de DLGI.
Para la ISLA 3, se estudiaron las lineas K562 y C33A; incorporandose también al analisis
la linea epitelial HaCaT, con mayores niveles de DLGI.

Si bien todas las regiones adyacentes al inicio de la transcripcion pueden ser
metiladas (Deaton and Bird, 2011), numerosos reportes muestran que las Islas CpG
upstream de dicho sitio suelen tener mayor injerencia en las regulaciones epigenéticas
(Rincon-Orozco et al., 2009), siendo este el caso de la ISLA 1 en el promotor de DGLI.
Asi, se analizo el estado de metilacion de dicha Isla en las lineas celulares Hela, K562,
C33A y HaCaT; pero incorporandose también al analisis otra linea con altos niveles de
expresion de DLG1: la linea celular derivada de carcinoma de colon CaCo2. Nuevamente
para esta Isla CpG todas las bases analizadas se encontraron en un estado de-metilado
(Figura 4.3.5). En conjunto, de los resultados se desprende que para el caso de las lineas
celulares analizadas, el estado de metilacion del promotor de DLGI no seria el
determinante del grado de expresion de la proteina DLG1. Asi, los resultados indican
que la expresion transcripcional de DLGI no estaria relacionada a diferencias en el
estado de metilacion del promotor, habiéndose encontrado en todos los casos un estado
de-metilado.

Sin embargo, las células analizadas hasta el momento eran células transformadas
o bien inmortales (HaCaT). Por ello, a continuacién decidimos incorporar a nuestros
analisis células normales, como son los queratinocitos humanos primarios, PHK. Como
puede observarse en la Figura 4.3.5, estas células también evidenciaron un estado de-

metilado del promotor en estudio.
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ISLA1
CaCo2 | , 0—0 o0-0—0-0—00
HaCaT | , 0—0 O-0—0-0—00
HeLa | O 0—0O 0-0—0-0—00
PHK | , o—0 o-0—0-0—0-0
K562 | O 0—0O O0-0—0-0—00
C33A | O 0—0 o0-0—0-0—00
—0—0—0—0—0070 O o— —0—
—O0—0—0—0—00—0 O Oo—,—0—]
—O0—0—0—0—00—0 0 —0—,—
—0—0—0—0—00—0 O o— —0—
—O0—0—0—0—00—0 O =1
—O0—,—0—0—00—0 O ———
ISLA 2
C33A | O 0—o0 o0—
Hela | O O O 00—
K562 | 0O 0—o0 Oo0—
—-O0———0—0—°0 o0 O 0—o0 o
—-O0———0—0—-=0 Q0 O 0—o0 O
—O0———0—0—-=0 o0 O 0—o0 o
—0— O 0—C0 — = —]
_O O O_CD T (R 1_14|
—0 O —0 —0— - —
ISLA3
K562 | O 00 0-0-00—0 000 o0———0—00—
HaCaT | : = 0-0-00—0 o000 0, O0—00—
C33A | O 00 0-0-00—0 000 o0———0—C00—
000—0-0 0—O0 0—o0 oO——O0—0-0—0—
0-,0—0-0 0—O0 0—0 oO——O0—00—0—
000—0-0 0—0 0—o0 0O O ——0—
—O_O_O 1T O_I |_I
—O0—00 o0—0—00 —
—O_O_O 1T o_l |_I

Figura 4.3.5:

Ausencia de metilacion del promotor de DLG1 en distintas lineas celulares

mediante tratamiento de ADN con bisulfito, PCR y secuenciacién. Se muestra para todas las
lineas celulares el diagrama de cada uno de los residuos CpG analizados dentro de la Islas CpG

del promotor

de DLG1 mediante el programa BiQ Analyzer. Cada circulo representa un residuo

CpG de la region. Circulos blancos representan bases no metiladas, mientras que circulos negros
representarian, de ser el caso, bases metiladas. También se muestran los residuos que no pudieron
identificarse en los datos de las secuenciaciones (,).
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Asi, todos los resultados derivados del analisis en células en cultivo senalan
claramente un estado de-metilado del promotor de DLGI, estando estos resultados en
concordancia con los ensayos de digestion con enzimas sensibles a la metilacion
realizados previamente. A su vez, como se discutird mas profundamente a continuacion,
dado que los patrones de hipometilacion encontrados no explican nuestras
observaciones previas en lineas celulares tratadas con inhibidores de ADN metil-
transferasas, los resultados en conjunto sugieren que otros mecanismos epigenéticos
distintos a la metilacion del promotor podrian estar teniendo un rol en la regulacion de

la expresion de DLG1.

Anadlisis en muestras histolégicas

A continuacion, nos preguntamos si los resultados obtenidos en células en cultivo
para el andlisis de la incumbencia de mecanismos de regulacion epigenéticos reflejarian
también lo que ocurre para el caso de muestras histoldgicas. Asi, partimos de muestras
cedidas y clasificadas histolégicamente por la Dra. Ana Lia Nocito de la Catedra de
Anatomia y Fisiologia Patoldgicas de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Rosario.

En primer lugar, nos propusimos establecer si, independientemente de los
resultados obtenidos en lineas celulares en cultivo, los mencionados mecanismos
epigenéticos podrian de todas formas estar relacionados con los cambios en la expresion
de DLG1 evidenciados durante la progresion maligna en diversos tumores (Facciuto et
al., 2012) (Figura 1.10 Introduccién). Como se mencionara anteriormente, DLG1 muestra
una expresion aumentada en los estadios intermedios de dicha progresiéon maligna,
mientras que se encuentra muy disminuida o incluso ausente en los estadios mas severos
(Figura 1.10 Introduccion) (Cavatorta et al., 2004; Gardiol et al., 2006; Watson et al., 2002).
Por ello, y considerando la probable mayor relevancia de la ISLA 1 en los mecanismos
epigenéticos en estudio, nos propusimos iniciar el andlisis del estado de metilacion de
dicha Isla CpG en biopsias. En primer término, analizamos biopsias cervicales
considerando los patrones de expresion de DLG1 que habiamos obtenido por IHQ en
estos tejidos (Figura 1.10 Introduccién) (Cavatorta et al., 2004). Utilizamos muestras

tanto normales como derivadas de lesiones de distinta severidad. La Figura 4.3.6,
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muestra los resultados de los correspondientes ensayos de tratamiento del ADN
extraido del tejido con bisulfito, seguido de PCR y secuenciacion (secciones 3.7.3, 3.7.6,
3.7.10 y 3.7.11 de Materiales y métodos). En todos los casos y en todos los tipos de
muestras no se pudieron identificar bases metiladas. Estos ensayos, si bien preliminares,
indicarian que los cambios en la expresion de DLG1 observados durante la progresion
maligna cervical no estarian asociados a mecanismos de regulacion epigenéticos de la

region promotora correspondiente.

ISLA1 Biopsias Cervix

Normal | . O—O o-0—O0-0—0-0
LSIL | , o0—0O oO-O0——0-O0—0-0—

Invasor | . O—0O 00 OO OO
—O0—0—0—-0—00—0 O O o-0—0H
—0—0—0—0—00—70 0 O o-0—o
——O0—0—0—0—00—70 0 O 00—

Figura 4.3.6: Estado de-metilado del promotor de DLG1 en biopsias cervicales analizado por
tratamiento de ADN con bisulfito, PCR y secuenciacién. Se muestra un diagrama de cada uno
de los residuos CpG analizados dentro de la ISLA 1 del promotor de DLG1, en biopsias cervicales
(Normal, LSIL, e Invasor) y utilizando el programa BiQ Analyzer. Cada circulo representa un
residuo CpG de la region. Circulos blancos representan bases no metiladas, mientras que circulos
negros representarian, de ser el caso, bases metiladas. También se muestran los residuos que no
pudieron identificarse en los datos de las secuenciaciones (,).

Luego, nos abocamos a estudiar la probable incumbencia de la metilacion del
promotor de DLGI en la regulacion de la expresion proteica durante el desarrollo de
tumores de colon, donde se observé una expresion diferencial en los distintos estadios
(Figura 1.10 Introduccién) (Gardiol et al., 2006). Asi, procedimos a analizar el estado de
metilacion de la ISLA 1 en el ADN extraido de biopsias derivadas de colon normal y de
adenocarcinoma bien diferenciado, siguiendo el protocolo descripto. Como se
esquematiza en la Figura 4.3.7, los resultados arrojados por la secuenciacion de la zona
mencionada indicaron la presencia de 3 bases CpG metiladas en el caso del colon normal
analizado, que estan ausentes en la muestra tumoral de colon.

Este resultado cobra relevancia al considerar la expresion de DLG1 caracteristica
de cada uno de los tipos de tejido de colon analizados. En este sentido, DLG1 se

encuentra muy disminuida en los estadios mas severos pero, en cambio, en estadios
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intermedios como la muestra utilizada (adenocarcinoma bien diferenciado) se evidencia
una sobre-expresion de dicha proteina con cambios en la localizacién de la misma
(Gardiol et al., 2006; Roberts et al., 2012). Esta expresion de DLG1 fue corroborada
especificamente en las muestras usadas en este trabajo mediante ensayos de IHQ, como

se muestra en la Figura 4.3.8 y donde se puede apreciar la expresion diferencial de DLGI.

ISLA1 Biopsias Colon

Normal | O 00— 00 O-0——0@ ——

Tumoral | | —O o-0—0-0—00 —O0—
O—0 O—00—~0 O O O—0—H
O—O0—0—~_00—~0 O O o-0—0H

Figura 4.3.7: Analisis comparativo del estado de metilacion del promotor de DLG1 en muestras
de Colon Normal y Tumoral. Se muestra un diagrama realizado mediante el programa BiQ
Analyzer de cada uno de los residuos CpG analizados dentro de la ISLA1 del promotor, para las
biopsias de colon normal y tumoral segtin se detalla a la izquierda. Cada circulo representa un
residuo CpG de la region. Circulos blancos representan bases no metiladas, mientras que circulos
negros sefalan bases metiladas. También se muestran los residuos que no pudieron identificarse
en los datos de secuenciaciones (,).

Figura 4.3.8: Analisis por IHQ de la expresion de DLG1 en las biopsias de colon analizadas
para el estado de metilacién del promotor. Se muestran las secciones de los tejidos parafinados
que fueron analizadas para la expresion de DLG1 (marrdén) y contratefiidos con hematoxilina.
Puede observarse que la muestra de adenocarcinoma de colon bien diferenciado presenta una
sobre-expresion de los niveles de DLG1 cuando se lo compara con la expresion en la muestra

normal. Barra de tamafio: 10 pum.
En conjunto y de manera preliminar, los datos al momento sugeririan que un
aumento en los niveles de DLG1 en las lesiones neoplasicas intermedias de colon podria

correlacionarse con un proceso de cambios en el estado de metilacion de su promotor.
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Estos hallazgos plantean un panorama muy interesante para el estudio de la real
injerencia de mecanismos epigenéticos en la regulacion de la expresion de DLG1 durante
el desarrollo oncogénico. En este sentido, otras metodologias y el analisis de un mayor

numero de muestras serian necesarias.

En resumen, los hallazgos presentados en este Trabajo de Tesis contribuyen a incrementar
el conocimiento acerca de la expresion de proteinas de polaridad celular y su regulacion durante
procesos de transformacion maligna en general, y en particular aquellos asociados a infecciones
por HPV.

Mas atin, en el presente Trabajo hemos desarrollado, por primera vez en nuestro medio,
cultivos organotipicos tipo raft. Los mismos representan herramientas de gran importancia para
el estudio de los mecanismos asociados a infecciones por HPV dado que mimetizan su entorno
natural de infeccion. En este sentido, los resultados obtenidos aportan al entendimiento de
mecanismos subyacentes a infecciones por HPV, tanto de bajo como de alto riesgo oncogénico. En
particular, nos focalizamos en el estudio de la regulacion de proteinas de polaridad como DLG1 y
PAR3 en el entorno de dichas infecciones virales. Ademds, hemos iniciado el andlisis de la
injerencia de mecanismos epigenéticos en la regulacion de la expresion de DLG1, no estudiados
hasta el momento.

Por lo  tanto, considerando  que la  disrupcion de la  polaridad
celular es un evento clave de los procesos tumorales, los resultados aqui presentados son relevantes

para el entendimiento de la biologia del cdancer.
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5. DISCUSION )
i

El objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral consisti6 en profundizar
el conocimiento de los diversos mecanismos involucrados en la regulacién de la
expresion de proteinas de polaridad celular. La relevancia de estos estudios radica en el
hecho de que los procesos de transformacion maligna estan frecuentemente asociados a
la pérdida de polaridad celular y la consecuente desestructuracién de las uniones
intercelulares. De esta forma, estudiamos distintos factores virales y celulares que estan
implicados en eventos de alteracion de la polaridad, focalizdndonos particularmente en
aquellos con incumbencia en la progresion de lesiones asociadas a infecciones por el
virus HPV, agente etiologico del cancer cervical. Ademas, analizamos otros procesos
independientes de la infeccion viral y su probable incumbencia en la progresion tumoral.
Asi, los datos arrojados por este estudio ayudan a comprender la biologia del cancer en
general, pudiendo contribuir en el desarrollo de nuevas estrategias diagnosticas.

En primer lugar, nos orientamos a estudiar el efecto de las proteinas virales sobre
la expresion de la proteina de polaridad DLG1. Como se comentd anteriormente,
distintos estudios han demostrado que la abundancia y la localizacién de DLG1 se ven
modificados durante diversos procesos oncogénicos, incluyendo la progresion maligna
cervical (Cavatorta et al., 2004; Fuja et al., 2004; Gardiol et al., 2006; Watson et al., 2002).
Asi, al analizar los estadios intermedios en dichos procesos se observa un marcado
incremento en los niveles de expresion de DLGI, junto a una inusual distribucién
citoplasmatica. Ademads, otra caracteristica relevante de estas observaciones es la
pérdida gradual de dicha proteina de su localizacion a nivel de los contactos celulares,
donde cumple funciones importantes en el mantenimiento de la polaridad. Mas atin, ha
sido propuesto que la ausencia de DLG1 de los bordes celulares contribuiria en la
progresion maligna (Cavatorta et al.,, 2004). Sin embargo, el entendimiento de los
mecanismos asociados a esta expresion de DLGI es auin incompleto y, en cierta forma,
da lugar a controversias. En este sentido, es necesario comprender en forma mas integral
los eventos que llevan a la expresién de DLGI1 reportada, a la vez que se desconoce cudl

es la real funcion de DLGI en este entorno y su verdadera contribucion a la patologia.
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Mas atn, como se planted en la Introduccion, es materia de discusion si estas alteraciones
en la expresion de DLGI1 representan una causa o una consecuencia de la alteracion
patologica.

Por ello, inicialmente nos abocamos al estudio de la incidencia de distintas
proteinas de HPV sobre la actividad promotora de DLG1, mediante ensayos de actividad
luciferasa. La actividad de dicho promotor no evidencié cambios ante la presencia de la
proteina E5 derivada de HPV de alto riesgo. En contraste, fueron observados aumentos
significativos en dicha actividad promotora como consecuencia de la expresion de las
proteinas E6 y E7 de HPV, tanto de alto como de bajo riesgo oncogénico (Figura 4.1.1).
Por lo tanto, estos resultados sugirieron un efecto activador por parte de dichas proteinas
virales sobre el promotor de DLGI, evidenciado por el aumento en la actividad
luciferasa. Cabe mencionar que, en base a los datos obtenidos, no se puede dilucidar el
mecanismo preciso por el cual dichas proteinas virales llevan a cabo su accion sobre la
actividad promotora de DLGI. En este sentido, han sido reportados efectos
transcripcionales de HPV con distintos mecanismos implicados, muchos de los cuales
no han sido completamente dilucidados (Doorbar et al., 2015; Roman and Munger, 2013;
Vande Pol and Klingelhutz, 2013; Wanichwatanadecha et al., 2012). Asi, las proteinas
virales podrian, por ejemplo, inducir la accion de ciertos factores de transcripcion que
regulen DLGI. Independientemente del mecanismo molecular involucrado, y
considerando la sobre-expresion de DLG1 observada en distintas patologias, resulto
muy interesante estudiar el efecto de las proteinas virales sobre la expresién de dicha
proteina de polaridad.

A continuacidn, analizamos los efectos de tales proteinas virales en un modelo
de gran relevancia para el entendimiento de las infecciones por HPV y de las lesiones
asociadas. Hicimos uso de la metodologia de cultivos organotipicos raft, implementando
esta metodologia por primera vez en nuestro dmbito de investigacién. Como se detalld,
dada la estrecha dependencia entre el ciclo viral del HPV y la diferenciacion de los
epitelios, la puesta a punto de dichos cultivos fue de gran importancia, puesto que nos
permitié reproducir in vitro la estructura tisular adecuada y realizar nuestros estudios

en un medio que mimetiza el entorno natural de las mencionadas infecciones virales.
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Si bien gran numero de estudios analizan los efectos de la proteina oncogénica
E6 sobre proteinas de polaridad (Facciuto et al., 2012; Gardiol et al., 1999; Pim et al,,
2012), poco se ha estudiado sobre los posibles roles de E7 en la regulacion de dichas
proteinas celulares. Por lo que seria interesante comprender su probable influencia. Esto
podria ser relevante considerando que E7 es requerido para la transformacion celular
causada por el virus y la progresiéon tumoral (Doorbar et al., 2015). Por ende,
desarrollamos cultivos organotipicos a partir de queratinocitos expresando las proteinas
E7 y, ademas, cultivos expresando E6/E7 de HPV-18. Esto ultimo de manera de
reproducir mas fehacientemente lo que ocurre en una infeccion, donde ambas
oncoproteinas son expresadas simultdneamente a partir de un mismo preARNm
policistronico. La expresion de las proteinas virales se corroboré mediante la deteccion
de los transcriptos correspondientes (Figura 4.1.4) y a través de subrogados celulares
(Figuras 4.1.5 y 4.1.6), como se utiliza habitualmente dada la gran dificultad de observar
directamente las proteinas virales mediante IHQ o WB (principalmente por la falta de
anticuerpos comerciales adecuados y de buena performance) (Heer et al., 2011). En este
caso utilizamos los blancos mejor caracterizados de E7 y E6: respectivamente, Rb y p53.

Seguin se observa en la Figura 4.1.7, la presencia de las mencionadas proteinas de
HPV-18 indujo un cambio en la distribucion celular y tisular de DLG1 en comparacion a
los cultivos organotipicos control. Mdas atin, nuestros resultados claramente se asemejan
a los patrones de DLG1 observados en SIL (Figura 1.10, seccion Introduccién). Asi, a
partir de la expresion de las proteinas de HPV, DLGI se encontrd en todas las capas
epiteliales, en contraposicion a la expresion de dicha proteina de polaridad en los
cultivos control, restringida a las capas inferiores menos diferenciadas. En este sentido,
los patrones de diferenciacion celular podrian alterarse a partir de la expresion de las
proteinas virales, lo que se evidencia mediante el andlisis morfoldgico de los tejidos
generados (Figura 1.4.3). Asi, ha sido sugerido que las capas epiteliales de los cultivos
expresando proteinas de HPV presentarian un estado de diferenciacion no equivalente
a los correspondientes estratos en los cultivos control (Delury et al., 2013; Doorbar, 2006).
Esto indicaria, entonces, que las capas mas superficiales de los tejidos podrian estar

ocupadas por células de tipo basal, explicando los cambios en la expresiéon de DLGI.
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En forma concordante a estas observaciones, ha sido demostrado que la
expresion de los oncogenes E6 y E7 de HPV perturban el programa de diferenciacion de
las células infectadas (Doorbar et al., 2015; Pei et al., 1998; Zehbe et al., 2009). Mas atn,
recientemente se reportd que dichas oncoproteinas inhiben la expresion de diferentes
genes de diferenciacién (Gyongyosi et al., 2012). Este hecho seria importante para una
replicacion viral productiva, al inducir la maquinaria de replicacion celular en
queratinocitos diferenciados.

Ademads, como puede apreciarse en la Figura 4.1.11, en concordancia a los
resultados obtenidos en los ensayos de luciferasa y a lo observado mediante IHQ en los
cultivos raft, la presencia de las oncoproteinas de HPV-18 indujo también aumentos de
los niveles de expresion de DLG1 en el contexto del cultivo de células epiteliales en
monocapa. Esto indicaria que la presencia de tales proteinas estd implicada en la
regulacion de los niveles de la mencionada proteina de polaridad, y al menos
parcialmente en una forma independiente del contexto tisular. Esto cobra atn mas
relevancia porque, como se muestra en la Figura 4.1.9, en cultivos organotipicos los
niveles de expresion total de DLGI1 se vieron incrementados significativamente en
presencia de las oncoproteinas virales. En este punto cabe considerar que este aumento
en los niveles de la proteina celular se podria explicar, al menos en parte, por el aumento
en el nimero de capas epiteliales donde se expresa DLGI.

Una de las caracteristicas mas relevantes de los resultados presentados en la
Figura 4.1.7 es la pérdida de DLGI1 de los bordes celulares en forma conjunta al
incremento hacia citoplasma y ntcleo, en presencia de las oncoproteinas virales. Este
patron de expresion es similar al observado en biopsias y se considera un evento
fundamental en la progresion maligna (Cavatorta et al., 2004). Por lo tanto, estos datos
indican un probable rol de las proteinas virales ensayadas en los patrones de expresion
de DLGI observados en la neoplasia cervical.

En este sentido, no es clara la funcién de dicha acumulacion de DLG1 en ntcleo
y citoplasma. Ha sido demostrado que una sobre-expresion de DLG1 puede provocar
un bloqueo de la progresion del ciclo celular de G0/G1 a S, indicando su participaciéon
en la regulacion negativa de la proliferacion (Ishidate et al., 2000). Como se detall6 en la

Introduccidn, esta y otras observaciones apoyan las funciones oncosupresoras de DLGI,
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por lo que los aumentos de dicha proteina podrian vincularse a un evento celular
compensatorio, con el objetivo de intentar reprimir la transformacién tisular.

Sin embargo, también ha sido hipotetizado que DLGI1 tendria un rol dual
dependiente de su contexto, esto a partir de que se reportase que DLG1 desarrolla
funciones oncogénicas en presencia de ciertas oncoproteinas virales (Frese et al., 2006;
Krishna Subbaiah et al., 2012; Roberts et al., 2012). Asi, se ha propuesto que ciertas
proteinas celulares podrian ser utilizadas por el virus para formar complejos y activar
sefales importantes para la proliferacion celular (Frese et al., 2006). Por tanto, otra
posibilidad cierta es que la acumulacién en el citoplasma de dicha proteina esté
cumpliendo funciones de significancia oncogénica.

En este sentido, la agregacién de complejos con DLG1 en el citosol celular se ha
propuesto que inhibiria sus funciones oncosupresoras al impedir la interaccién con sus
correspondientes partners, probablemente a nivel de membrana (Garcia-Mata et al,,
2007). Ademas, si bien diversos estudios demostraron que E6 de HPV de alto riego
induce la degradacion de DLG1, como detallado en la Introduccidn, afecta so6lo a ciertos
pools subcelulares especificos de la proteina celular (Mantovani et al., 2001) y parece ser
incompleta. Asi, niveles significativos de DLG1 se observan en lineas celulares tumorales
HPV positivas, a la vez que formas celulares especificas se mantienen activamente en
relacion a la expresion continua de E6 y E7 (Krishna Subbaiah et al., 2012). Subbaiah y
colaboradores demostraron recientemente que formas residuales de DLG1 unidas al
citoesqueleto modifican la actividad de la proteina G pequefia RhoG, proteina traductora
de sefiales importante en procesos de proliferacion y diferenciacién. DLG1 logra dicha
alteracion formando complejos con el factor regulador de RhoG, SGEF (del inglés SH3-
domain-containing RhoG guanine nucleotide exchange factor), en presencia de las
oncoproteinas de HPV. Estas funciones cooperativas de E6 y E7, promoviendo las
funciones de RhoG, podrian ser de relevancia para la replicacion viral en el contexto
tisular, y consecuentemente contribuirian con las caracteristicas invasivas de las células
tumorales (Krishna Subbaiah et al., 2012). En conjunto, estas observaciones podrian
ayudar a explicar los resultados de la Figura 4.1.7, donde DLGI1 es mantenida en el
citoplasma probablemente mediante la formacidon de complejos con proteinas celulares

involucradas en el crecimiento celular.
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En cuanto a la reducciéon de DLGI a nivel de los contactos célula-célula en los
cultivos generados expresando las oncoproteinas de HPV-18 (Figura 4.1.7), es
importante destacar que la expresion de E7 en un contexto epitelial lleva a la reduccion
de los niveles de la proteina de adhesion celular E-cadherina, la cual esta relacionada
con la localizacién de DLG1 en los sitios de contacto celular (Hellner et al., 2009; Reuver
and Garner, 1998). Se sabe que E-cadherina es responsable de reclutar a DLGI1 hacia
dichas regiones en asociacion a componentes del citoesqueleto. De esta forma, esto
podria ayudar a comprender la disminucién de DLG1 en estas regiones. Mas aun, la
reduccién de DLGI1 en los contactos celulares fue mas evidente en los cultivos E6E7 18,
por lo que es posible especular que la presencia de E6 en este caso podria contribuir a
estas observaciones, probablemente dirigiendo la degradacion preferencial de las formas
de DLG1 asociadas a membrana (Massimi et al., 2006).

Es importante también destacar que particularmente en los cultivos E6E7 18 se
observo un incremento en la expresion nuclear de DLG1. De hecho, han sido propuestos
dos escenarios contrarios para las funciones de proteinas de polaridad a nivel nuclear:
en contextos normales donde se mantiene el grado de polarizacion epitelial la presencia
nuclear de proteinas de polaridad prevendria el desarrollo tumoral; en cambio en
entornos en donde la polarizacion se ve alterada, las proteinas de polaridad en ntcleo
favorecerian la proliferacion y la invasion (Lelievre, 2010). También ha sido reportado
que en condiciones de disrupcion de la polaridad celular, las proteinas constituyentes
de uniones celulares pueden migrar hacia el ndcleo y de esta forma cumplir funciones
reguladoras de la transcripcién (Polette et al., 2005).

Especialmente en el caso de DLG1 en células no transformadas, su relocalizacion
nuclear contribuiria a la diferenciacién y a la supresion tumoral (Borden, 2002; Garcia-
Mata et al., 2007). Ademas, se ha reportado la participacion de DLG1 en ntcleo en
mecanismos relacionados a la maquinaria de respuesta al dafio en ADN (Dubash et al.,
2011). Este evento podria estar relacionado con el aumento del dafio al ADN por parte
de HPV (McKinney et al., 2015). Por otro lado, Narayan y colaboradores demostraron
que la localizacion nuclear de DLG1 depende estrechamente de su fosforilacion
diferencial por CDK1 y CDK2 durante la progresion del ciclo celular, quinasas cuya

actividad es alterada por las oncoproteinas de HPV (Narayan et al, 2009a). La
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complejidad de estos mecanismos de regulacién deja en evidencia la necesidad de
profundizar su entendimiento.

A su vez, no es posible descartar que otros mecanismos inducidos por la
presencia de las oncoproteinas virales también puedan promover cambios en las
propiedades de unién de DLGI a ciertos partners y que dicha interaccion redirija su
localizacion. Esto guarda consistencia con la hipotesis de que diferentes pools de DLG1
podrian cumplir distintos roles y, posiblemente, llevar a cabo funciones opuestas en
cuanto a la progresion maligna (Roberts et al., 2012).

Mas auin, también se observaron cambios semejantes en la abundancia y en la
localizaciéon de DLG1 en cultivos organotipicos portando el genoma completo de HPV-
18 (Figura 4.1.8). Estos resultados remarcan la significancia de las observaciones
correspondientes a los cultivos organotipicos expresando tinicamente las oncoproteinas
virales, indicando que dicha expresion seria la principal responsable de las alteraciones
observadas en la expresion de DLGI.

De igual forma, también cabe subrayar la relevancia de estos datos en luz de la
expresion de la mencionada proteina de polaridad en biopsias cervicales. Asi, los
cultivos con genoma completo utilizados exhiben alteraciones morfoldgicas
reminiscentes de displasias leves a moderadas (Steenbergen et al., 1998), en las cuales
habiamos reportado la sobre-expresion de DLG1 y su pérdida de los bordes celulares
(Cavatorta et al., 2004).

En forma sorprendente, la presencia de las correspondientes proteinas E7 y E6/E7
del HPV-11 también se asoci6é con cambios en la expresién de DLG1. La mayoria de los
estudios sobre la interferencia de HPV en la polaridad celular se han focalizado en los
HPV de alto riesgo oncogénico y, especificamente, en la habilidad de las oncoproteinas
E6 de interaccionar con proteinas de polaridad con dominios PDZ. De hecho, no existen
reportes sobre la expresion de DLGI, y en general de proteinas de polaridad, durante
infecciones de HPV de bajo riesgo. En este sentido, los cultivos organotipicos que
desarrollamos expresando las proteinas de HPV-11 exhibieron caracteristicas
morfologicas concordantes con displasias leves (Figuras 4.1.3 y 4.1.12), presentando
alteraciones histoldgicas, aunque de menor extensién que aquellos cultivos con las

proteinas de HPV-18 (Fang et al., 2006, Thomas et al., 2001a). Estas observaciones
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concuerdan con lo reportado para las lesiones desarrolladas a partir de infecciones por
HPYV de bajo riesgo, los cuales se asocian a alteraciones en la diferenciacion del epitelio
e inducen hiperproliferacion en algunos estratos epiteliales (McCord et al., 2014).

En efecto, como se muestra en la Figura 4.1.12, en los cultivos E7 11 y E6E7 11, la
expresion de DLGI1 resultd estar alterada en comparacion a los cultivos control.
Especificamente, DLG1 se expresd en todas las capas epiteliales de los cultivos con
proteinas virales. Esto posiblemente también se asocie a cambios en el estado de
diferenciacion celular inducido por la presencia de dichas proteinas de HPV (Fang et al.,
2006; Thomas et al., 2001a). En este sentido, es importante remarcar que en el caso de las
infecciones por HPV de bajo riesgo oncogénico, también se induce levemente la entrada
al ciclo celular con el objetivo de permitir la amplificacion gendmica (Banerjee et al., 2011;
Chow et al., 2010; Doorbar et al., 2012). En contraste, a diferencia de lo observado para
HPV-18, DLG1 se mantuvo a nivel de los bordes celulares y esto podria ser relevante si
se considera la diferente capacidad transformante y promotora de progresion maligna
de cada tipo viral. Asi, se refuerza la propuesta de que la pérdida de DLG1 de los bordes
celulares contribuiria a la desregulacion de las uniones y a alterar vias de transduccion
de senales involucradas en el control de la proliferaciéon celular.

La expresion de las proteinas de HPV-11 también se vinculd a un incremento en
los niveles de DLGI, tanto en cultivos organotipicos (Figura 4.1.13) como en células
epiteliales en cultivo en monocapa (Figura 4.1.15). Es posible que dichos aumentos en la
abundancia de DLGI1 formen parte de una actividad viral critica conservada entre
distintos tipos virales, que podria favorecer la replicacion de HPV en el contexto
epitelial. De hecho, se ha demostrado que algunas funciones de E7 se conservan entre
los HPV de alto y bajo riesgo (Pim and Banks, 2010). Por lo tanto, E7, sola o0 mas auin al
expresarse junto a E6, podria ser capaz de inducir mecanismos moleculares involucrados
en la regulacion observada en los niveles de DLG1.

Con el objeto de estudiar probables mecanismos involucrados, analizamos
posibles asociaciones entre los patrones de expresion de DLG1 observados y probables
cambios en la induccién del ciclo celular por parte de HPV. Para ello, analizamos, la
expresion de marcadores de entrada y progresion del ciclo celular, corroborando la

concordancia de dicha expresion en nuestros cultivos con la localizaciéon nuclear
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esperada de acuerdo a sus funciones reportadas (Darzynkiewicz et al., 2015). Los
resultados de los ensayos de IHQ para los marcadores de fase S del ciclo celular PCNA
y Ciclina A (Figura 4.1.16) demuestran que la presencia de las proteinas virales indujo la
expresion de dichos marcadores de proliferacion en los estratos mas diferenciados
suprabasales, tal como fuera previamente descripto (Flores eta al., 2000; Wang et al.,
2009), tanto para los HPV de alto como de bajo riesgo. En el caso de estos ultimos, el
efecto fue menor que el observado para HPV-18, como se esperara de acuerdo a la
induccion diferencial del ciclo celular por parte de ambos tipos virales (Doorbar et al.,
2012; Schutze et al., 2014).

Contrariamente, los ensayos en la linea celular HEK293, presentados en la Figura
4.1.17, indicarian que en dichas células las proteinas virales no son capaces de modificar
los niveles del marcador de progresion del ciclo celular ciclina E. Sin embargo, dicha
linea es transformada y sus puntos de control del ciclo celular se encuentran
notoriamente alterados per se. Esto podria explicar, en parte, el hecho de que los cambios
en los niveles de DLGI en presencia de las proteinas virales hayan sido mas marcados
en los casos de cultivos organotipicos que en los ensayos en monocapa.

El modelo organotipico no presenta las restricciones mencionadas del modelo en
células transformadas. Por lo tanto, las observaciones realizadas en estos cultivos son
suficientes para sefialar que las alteraciones en el ciclo celular generadas por las
proteinas virales, muy probablemente estén relacionadas con los cambios obtenidos en
las proteinas de polaridad en este entorno; aunque no se puede descartar la participacion
de otros mecanismos relevantes.

Entre tales probables mecanismos cabe considerar la diferenciacion celular. En
este sentido, ha sido reportado que las proteinas de HPV podrian inhibir la
diferenciacion epitelial con el objetivo de favorecer la sintesis de ADN en las capas
suprabasales del epitelio. Por otro lado, como se menciond, la regulacion de la expresion
y funciones de DLG1 implica un complejo conjunto de mecanismos celulares
dependientes de la diferenciacion celular. Entre ellos se incluyen procesos de splicing
alternativo asi como fosforilaciones especificas, que en conjunto ayudan a definir su
abundancia y distribucidn subcelular (Roberts et al., 2012). Teniendo en cuenta que las

proteinas virales E6 y E7 se asocian con desregulaciones del programa de diferenciacion,
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es probable que tales eventos, se encuentren alterados en las infecciones virales, con el
consecuente cambio en la expresion de DLGI1.

Como descripto, se ha demostrado la inhibicién de marcadores de diferenciacion
por accion de proteinas de HPV tanto de alto como de bajo riesgo (Duffy et al., 2003;
Flores et al., 2000; Gyongyosi et al., 2012; Kravchenko-Balasha et al., 2009; Schutze et al.,
2014; Wan et al., 2008; Zhang et al., 2006). Ademads, se ha reportado que dichos
marcadores disminuyen en lesiones cervicales (Santin et al., 2005; Wong et al., 2006). Por
lo tanto, una perspectiva importante del presente trabajo radicard en determinar la
incumbencia de los cambios en la diferenciacion epitelial en relacidon a los resultados
obtenidos utilizando cultivos raft. Estudios ulteriores analizando por IHQ marcadores
de diferenciacion en las distintas condiciones serian necesarios, puesto que un mayor
entendimiento de estos procesos podria ser crucial a la hora de comprender en detalle
las variaciones de DLG1 durante las infecciones por HPV y su relevancia en la infeccién
viral.

Por otro lado, a partir de los datos obtenidos para DLGI, nos propusimos
ampliar el andlisis a otra proteina celular de polaridad también reportada como blanco
celular de HPV: la proteina PAR3 (Facciuto et al., 2014); siendo esta proteina clave en la
formacién de las UT y en la regulacion de sefales que regulan la proliferacion celular
(Wu et al., 2007). Para poder estudiar la expresion de PAR3 en presencia de las proteinas
virales en el contexto de los cultivos organotipicos desarrollados, en primer lugar nos
abocamos a establecer y validar un protocolo de IHQ para dicha proteina, tal como se
detalla en la seccion 4.1.2.1.1. Es importante remarcar que logramos corroborar tanto la
reproducibilidad como la especificidad de la marca obtenida.

La marcacion alcanzada para PAR3 en los cultivos control fue
predominantemente nuclear a nivel de las capas basales, con una localizacién subcelular
también citoplasmatica y de mucha menor intensidad en las capas mas diferenciadas de
dicho epitelios. La principal sorpresa de estos resultados radica en no haber podido
evidenciar una expresion de PAR3 a nivel de los bordes celulares, tal como se esperaria
si se consideran sus funciones a nivel de las uniones celulares, asi como lo observado
previamente (Bonastre et al., 2015; Facciuto et al., 2014; Goldstein and Macara, 2007;

McCaffrey et al., 2012; Xue et al., 2013). Sin embargo, como se menciono, si habia sido
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reportada una localizaciéon nuclear para PAR3, con diversas implicancias en la
reparacion del ADN en algunas lineas celulares (Facciuto et al., 2014; Fang et al., 2007).

Al analizar mediante dicho protocolo de IHQ los cultivos organotipicos
expresando las proteinas virales de alto y bajo riesgo (Figuras 4.1.21 y 4.1.23), PAR3
presentd mayores niveles que en los raft control, mientras que la localizacion de dicha
proteina resultd ser tanto nuclear como citoplasmatica. Al mismo tiempo, PAR3 se
expreso en todos los estratos de los epitelios y no so6lo en los estratos basales, lo que
recuerda a lo observado para la proteina DLG1 y que podria relacionarse a un cambio
en los patrones de diferenciacidon con presencia de células de tipo basales en las capas
mas superficiales.

Estos aumentos generales en la abundancia de PAR3 en presencia de las
proteinas virales de HPV-18 y -11 fueron a su vez corroborados mediante ensayos de
WSB. Si bien algunos resultados no reflejan los aumentos observados mediante la técnica
de IHQ, en general dichos ensayos cuantitativos mostraron que las proteinas virales
inducirian significativamente la expresion de PAR3. Dicho efecto fue corroborado
también en lineas celulares en cultivo (Figura 4.1.22 y 4.1.24).

De acuerdo a los hallazgos detallados, seria oportuno ser prudente en cuanto a
las conclusiones que pudieran surgir a partir de los datos en relacién a la localizacién de
PAR3 observada por IHQ. Esto ultimo considerando la ausencia de marcacion en los
bordes celulares, distribucion esperada de acuerdo a los reportes de nuestro y otros
laboratorios utilizando células o bien muestras histoldgicas (Facciuto et al., 2014). No
obstante, muchas mas certezas surgen a partir del andlisis de los niveles de expresion de
PAR3 en estas condiciones, utilizando incluso ensayos de WB optimizados previamente.
Asi, en conjunto, podemos aseverar que dicha proteina de polaridad presenta aumentos
significativos ante la presencia de las proteinas virales estudiadas. Mds atin, tal expresion
viral en cultivos organotipicos se vincul6 con una expresion de PAR3 a nivel de todas
las capas epiteliales, en forma opuesta a la expresion circunscripta a las capas basales
observada en cultivos control.

De esta forma, tanto la expresion de proteinas de HPV-18 como de HPV-11 se
asociaron de igual manera a cambios en la expresién de PAR3, indicando un probable

mecanismo comun de alteracion de la mencionada proteina celular por ambos tipos
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virales. Estos resultados son reminiscentes de lo observado para la proteina de polaridad
DLGI, regulada también por HPV de alto y bajo riesgo oncogénico. Por lo tanto,
conjuntamente los datos sugieren la existencia de mecanismos comunes de regulacion
de diferentes proteinas de polaridad por parte de proteinas de HPV, lo que podria tener
importantes implicancias en las correspondientes infecciones virales y en las patologias
asociadas.

Teniendo en cuenta los resultados hasta aqui referidos, también consideramos de
interés poder evaluar las posibles alteraciones de PAR3 en lesiones asociadas a
infecciones por HPV. Esto con el fin ultimo de entender su rol en la mencionada
progresion maligna y ayudar a comprender los resultados obtenidos en cultivos
organotipicos. Existen controversias en cuanto a la real funcién de PAR3 en la progresion
tumoral y metdstasis. Se ha observado tanto aumentos como disminuciones en su
expresion en distintos tumores (particularmente en mama), asi como deslocalizacién y
redistribucion hacia el citoplasma. Por ello, ha sido sugerido que su funcién en la
progresion maligna depende del entorno y del tipo tumoral (Bonastre et al., 2015; Dugay
et al.,, 2014; Iden et al., 2012; Jan et al., 2013; McCaffrey et al., 2012; Xue et al., 2013).

Considerando lo expuesto, realizamos un estudio preliminar de la expresion de
PAR3 en muestras normales y lesiones cervicales, aplicando para ello el protocolo de
IHQ previamente desarrollado. Como se observa en la Figura 4.1.25, la marcacion de
PAR3 en el cérvix normal estuvo de acuerdo con lo que habiamos encontrado
previamente en cultivos raft sin expresar proteinas virales. Esto es, PAR3 se expreso a
nivel nuclear y citoplasmatico y especialmente en los estratos inferiores del epitelio. En
cambio, las biopsias de lesiones cervicales de distinta severidad mostraron también una
marcacion nuclear y citoplasmatica de PAR3. Relevantemente, dicha proteina celular se
expresd tanto en los estratos basales como en los superiores. Ademas, las muestras de
HSIL mostraron una marcacion aumentada respecto de las lesiones de menor severidad
y las muestras normales. Si bien es necesario considerar que los presentados son
resultados preliminares incluyendo un muy bajo nimero de muestras, la utilidad de
estas observaciones radica en que las mismas concuerdan con lo previamente obtenido
en cultivos organotipicos tanto en presencia como en ausencia de proteinas de HPV.

Considerando que las SIL se clasifican en distintos grados de acuerdo a la extension del
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epitelio normal diferenciado que es reemplazado por células no diferenciadas de tipo
basaloides, estos datos obtenidos en tejido cervical sugieren también que la
diferenciacion celular podria estar asociada a los cambios en la expresion de la proteina
de polaridad PAR3.

Si bien los resultados referentes a los niveles de expresion de PAR3 son en si
mismos interesantes, dado que consolidan la existencia de mecanismos de regulacion de
proteinas de polaridad por HPV, cabe destacar que (al igual que en tejidos organotipicos)
no se evidencié marcacion de PAR3 a nivel de los contactos celulares en las biopsias
cervicales analizadas. Esto es llamativo considerando que PAR3 forma y regula las UT y
que, para llevar a cabo algunas de sus funciones regulatorias reportadas, requiere una
localizacion asociada a membrana (Pieczynski and Margolis, 2011). Por ello,
consideramos que seria interesante contar con un protocolo de IHQ que nos permita
estudiar fehacientemente no sélo los niveles sino también la localizaciéon de PAR3 con
mayores certezas. En este sentido, creemos que seria de gran valor poder re-optimizar
un protocolo de IHQ para la marcacion de PAR3 con una mayor sensibilidad para poder
distinguir la localizacion en los contacto celulares. De hecho, en el tltimo tiempo nuevos
anticuerpos primarios anti-PAR3 indicados especificamente para ensayos de IHQ se
encuentran disponibles en el mercado: orb162298 (Biorbyt, EE.UU.), STJ94955 (St John's
Laboratory, Reino Unido), 135908 (United States Biological, EE.UU), ENT3590
(Elabscience, China), 11916031 (Raybiotech Inc., EE.UU), ab64646 y ab64840 (Abcam,
Reino Unido). El numero y diversidad de anticuerpos que han surgido en los tltimos
anos son fiel indicador de la relevancia de esta proteina en estudios cientificos
desarrollados a nivel mundial.

El conjunto de resultados obtenidos tanto en biopsias como en cultivos raft para
PAR3, subrayan también la posible relevancia de las formas nucleares de esta proteina
especificamente en procesos asociados a HPV. Como se menciond, Polette y
colaboradores reportaron que en un contexto de disrupcion de la polaridad celular, la
migracion al nicleo de proteinas de polaridad podria cumplir funciones reguladoras de
la transcripcion (Polette et al., 2005). La localizacion nuclear de PAR3 fue reportada
recientemente en nuestro grupo en células expresando la oncoproteina E6 de HPV-18

(Facciuto et al., 2014). Dicha localizacién también habia sido sefialada por otros autores
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en células HPV positivas y en células derivadas de carcinoma epidermoide, ademas de
que por andlisis bioinformaticos se indic6 que PAR3 contaria con una sefial de
localizacion nuclear (Fang et al., 2007).

A partir de que cada vez es mas conocida la localizacion nuclear de proteinas de
polaridad en contextos sin la polaridad celular alterada, se ha planteado la posibilidad
de que dichas proteinas celulares estén cumpliendo funciones nucleares en el control de
la expresion génica en un contexto fenotipico normal (Lelievre, 2010). Asi, ha sido
sugerido que PAR3 podria tener una funcion especifica como proteina nuclear durante
procesos de reparacion del ADN (Fang et al.,, 2007), y en este punto es importante
recalcar, tal como fuese mencionado previamente, que las oncoproteinas de HPV tienen
funciones conocidas en la induccién de mecanismos celulares de respuesta al dafio de
ADN (Gillespie et al., 2012; McKinney et al., 2015). A partir de lo dicho, queda en claro
que seria importante realizar nuevos estudios para comprender la real significancia de
la expresion de PAR3 a nivel nuclear, al igual que su sobre-expresion en el citoplasma,
de manera de poder inferir cudles son los efectos bioldgicos subyacentes a los cambios
en esta y otras proteinas de polaridad asociados a infecciones por HPV.

En conjunto, y dado que nuestros resultados sugieren la existencia de
mecanismos comunes de regulacion para ciertas proteinas de polaridad (en este caso
DLG1 y PAR3), seria relevante dilucidar detalladamente dichos mecanismos en los
procesos asociados a infecciones por HPV, particularmente durante las progresiones
tumorales asociadas y considerando su potencial uso como biomarcadores.

A continuacidn, habiendo estudiado la expresién de tales proteinas de polaridad
en presencia de las proteinas de HPV utilizando cultivos raft, consideramos de gran
interés conocer mas profundamente cémo estaba teniendo lugar la expresion de los
genes virales correspondientes. Estudiar la expresiéon génica viral en los cultivos
organotipicos desarrollados es relevante para comprender con mas profundidad lo
observado en cuanto a la regulacion de blancos celulares de polaridad en este contexto,
principalmente si se tiene en cuenta la caracteristica expresion diferencial a lo largo del
epitelio de las proteinas virales (Doorbar et al., 2015).

En este sentido, nos propusimos analizar el fenomeno de splicing en los

transcriptos tempranos de HPV de alto riesgo que da lugar a distintas isoformas para la
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oncoproteina E6. Es importante remarcar que si bien las diferencias bioquimicas de las
correspondientes isoformas E6FL y E6* son conocidas, la regulaciéon del mencionado
mecanismo de splicing en el contexto de la infeccion, asi como la funcion respectiva de
cada isoforma dentro del epitelio durante la replicacion viral o el desarrollo de patologia,
aun no han sido esclarecidos totalmente (Heer et al., 2011; Pim et al., 2009; Rosenberger
et al., 2010). Mds aun, la informacion disponible resulta controversial.

De hecho, los reportes disponibles inicialmente sobre E6* indicaban funciones
oncosupresoras y de limitacion de la infeccidn viral. Asi, E6* disminuiria la degradacion
mediada por E6 de p53 (Pim and Banks, 1999) y de procaspasa-8 (Filippova et al., 2007),
regulando la inhibicién de los mecanismos de apoptosis en células HPV positivas. Por
otro lado, se ha propuesto que E6* podria interferir con distintos blancos de HPV,
mediante ensayos en células en cultivo, aunque con gran incertidumbre sobre los
probables mecanismos implicados (Pim et al., 2009; Storrs and Silverstein, 2007). De esta
forma, hasta al momento no ha sido confirmado ningtin blanco celular especifico de E6*
(Vande Pol and Klingelhutz, 2013).

Ademds, y en linea con las controversias planteadas, cada vez son mas las
evidencias que sefialan roles oncogénicos de E6*. Se ha evidenciado que la prevalencia
de dicha isoforma aumentaria con la severidad de las lesiones. Mas aun, la forma
transcripcional de E6* se reconoce como la mas abundante presente en cancer cervical o
lineas celulares derivadas (Bohm et al., 1993; Hafner et al., 2008; Rosenberger et al., 2010).
En el mismo sentido, recientemente se han evidenciado funciones anti-apoptoticas
mediadas por E6* (Filippova et al., 2009). Ademas, Williams y colaboradores plantearon
que E6* podria tener un rol importante en la mutagénesis inducida por el virus, al
incrementar las especies reactivas del oxigeno y el concomitante dafio del ADN celular
(Williams et al., 2014) y disminuyendo la accién de agentes terapéuticos (Filippova et al.,
2014).

Asi, E6* podria modular las funciones de E6 con distintas consecuencias de
acuerdo al blanco de E6 que se analice, y de este modo este splicing alternativo
constituiria un evento importante que permitiria regular, no sélo la expresién, sino

también la funcidn de las proteinas virales. Sin embargo, esto no ha sido aun analizado
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en el contexto del epitelio estratificado en relacién a una infecciéon por HPV, ni tampoco
su implicancia en el desarrollo tumoral.

Considerando lo expuesto, y dado que no existen anticuerpos especificos de E6*
(Heer et al., 2011), desarrollamos una metodologia molecular que nos permitiera analizar
la expresion transcripcional correspondiente a dicha isoforma en los cultivos E6E7 18
generados. Relevantemente, pudimos establecer mediante WB la expresiéon de la
isoforma E6* en dichos cultivos, en concordancia con lo observado a nivel proteico
mediante la utilizacion del correspondiente anticuerpo no comercial de la comparia
Arborvita (Figura 4.2.1). Ademas, la presencia de E6* en estos raft se condice con lo
esperado en cultivos expresando activamente E7 a partir del ARN policistrénico (Heer
et al.,, 2011; Tang et al., 2006).

Dada la expresion diferencial de las proteinas de HPV segtin las capas epiteliales
(Meyers and Laimins, 1994), decidimos estudiar la mencionada expresion de E6* en los
distintos estratos de los cultivos E6E7 18 generados. Para ello, haciendo uso de la
metodologia de LCM (seccion 3.7.3 de Materiales y métodos), delimitamos tres zonas
distintas (Inferior, Intermedia y Superior) en dichos epitelios para su diseccion y
posterior analisis. Mediante ensayos de qPCR (Figura 4.2.3.B) demostramos que dichos
transcriptos se expresan en todas las capas epiteliales, pero con mayor abundancia
relativa en la capa Inferior. Considerando que se ha reportado la expresion de E6* y E7
a partir de los mismos transcriptos (del Moral-Hernandez et al., 2010; Heer et al., 2011;
Schwartz, 2013; Tang et al., 2006), estos resultados indican una probable mayor
expresion viral en dichas células basales en comparacion a las capas superiores. Estos
resultados, aunque preliminares, son interesantes en el conocimiento de la transcripcion
viral en el contexto epitelial. Asi, hemos podido determinar por primera vez la expresion
de E6* de HPV-18 en los distintos estratos de cultivos organotipicos.

Por otro lado, y en contraste a la determinacion de los transcriptos propios de
E6*, no pudimos establecer en estas muestras la expresion transcripcional
correspondientes a la isoforma E6FL en la muestras disectadas. La expresion de E6FL en
los cultivos organotipicos E6E7 18 desarrollados, aunque probablemente baja en
comparacion a los niveles de E6*, queda en evidencia tanto por su deteccion a nivel

proteico utilizando muestras totales de raft (Figura 4.2.1) como por la expresion de su
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blanco celular p53 (Figuras 4.1.5 y 4.1.6) (Pim and Banks, 1999). En este sentido, cabe
aclarar que aun en bajas cantidades E6FL podria cumplir su funcion de inducir la
degradacion de p53, dada la gran eficiencia con la que es capaz de inducir dicha
degradacion (Pim and Banks, 2010). Mas atn, ha sido sefialado previamente que E6FL
se expresa en niveles mucho menores que los respectivos a E6* (Hafner et al., 2008; Heer
et al., 2011). Asi, el hecho de no haber podido determinar la expresién de E6FL se debe,
mas probablemente, a la baja recuperacion del ARN desde el material analizado a partir
de las muestras disectadas por LCM, que a una ausencia de expresion de dicha isoforma.

Por lo tanto, pudimos establecer la expresion de E6* en el epitelio pero no en
forma relativa a E6FL. En este sentido, ha sido ampliamente propuesta la importancia
de estudiar la relacion entre ambas isoformas, indicandose que su expresion relativa
podria tener efectos profundos en la biologia celular de las células infectadas durante el
ciclo viral y también en la progresiéon maligna (Heer et al., 2011; Pim et al., 2009), y se ha
indicado que diferentes relaciones entre ambas isoformas podrian tener efectos celulares
muy diferentes (Filippova et al., 2009). Mas aun, reportes recientes estudian en detalle la
relacion entre las isoformas de E6 de HPV-16 en lesiones y tumores (Cricca et al., 2009;
Hong et al.,, 2015). Asi, estos y otros estudios evidencian la gran relevancia que ha
adquirido en los tltimos afios el estudio de E6* y, en particular, la relacion entre ambas
isoformas de E6 en el contexto oncogénico (Gheit et al., 2014; Kosel et al., 2007). Cabe
destacar que la mayoria de los reportes hasta el momento se refieren al HPV-16 (Heer et
al., 2011; Hong et al., 2015), mientras que es minimo el nimero de investigaciones
focalizadas en el HPV-18, tipo viral de mayor interés para nuestro grupo y tipo de HPV
mas agresivo (Lace et al., 2009; Walker et al., 1989; Zhang et al., 1995)

Por todo lo dicho, y en base a que ya hemos desarrollado metodologias
orientadas a conocer la expresion de ambas isoformas de E6 de HPV-18, una posibilidad
seria intentar mejorar el rendimiento de las muestras. Por ejemplo, podrian utilizarse
metodologias de criodiseccion, las cuales, aunque mucho mas complejas, han sido
asociadas a muy buenas recuperaciones de ARN (Bottner et al., 2010; Yang et al., 2008).
Ademas, hemos comenzado a desarrollar nuevos cultivos expresando tnicamente la
oncoproteina E6 de HPV-18 (raft E6 18). Asi, entre las perspectivas de esta parte del

proyecto, que forman parte del trabajo de Tesina de Guido Barbieri, nos abocaremos a
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evaluar ambas isoformas tanto en los cultivos E6E7 18 como en los nuevos E6 18, con
especial énfasis en lograr una mejor recuperacion del ARN desde el material. De
obtenerse resultados satisfactorios seria factible poder establecer la relacion en la
expresion de ambas isoformas y, por ende, profundizar en el entendimiento de la
infeccidn viral en el contexto del microambiente epitelial. A su vez, los raft E6 18 nos
permitirdn detectar posibles diferencias en la expresion génica ante la presencia o no del
marco abierto de lectura correspondiente a E7.

Habiendo analizado la expresion génica viral en dichos cultivos, nos propusimos
también estudiar su posible relacién con la transcripcion de blancos celulares de HPV.
Asi, nos focalizamos en el estudio de DLG1, para la que habiamos realizado estudios
previos demostrando mayor actividad transcripcional de su promotor en presencia de
proteinas virales (Figura 4.1.1 Capitulo 1) (Cavatorta et al., 2008). Utilizando las mismas
muestras obtenidas por la técnica de LCM, observamos que la transcripcion de DLGI se
incrementa en presencia de las proteinas virales en todos los estratos epiteliales del tejido
E6E7 18 (Figura 4.2.4), en concordancia con nuestros ensayos de luciferasa para el
andlisis de la actividad promotora de DLG1. Mas atn, la capa Inferior de dicho tejido,
que habia sido la que mayor expresion viral relativa habia mostrado, fue la que presentd
un aumento significativamente mayor en la expresion transcripcional de DLGI. Estos
resultados sugieren una relacion entre la expresion génica viral y los patrones
transcripcionales de DLG1 en los distintos estratos epiteliales del cultivo E6E7 18.

Mientras varios estudios analizan los efectos de E6 sobre la expresion proteica de
ciertas proteinas celulares, también ha sido reportado que E6* podria cumplir
actividades de regulacion transcripcional de ciertos blancos. Se ha propuesto que, dada
la diferente conformacion de E6* respecto a E6FL, podrian presentar capacidades
diferenciales de interaccion con factores de transcripcion y por ende de regulacion génica
(Wanichwatanadecha et al., 2012). A partir de esto puede especularse que E6* podria ser
relevante para los aumentos en los niveles de transcriptos de DLG1 observados en los
cultivos organotipicos, aunque no es posible descartar la participacion de las otras
proteinas virales y por lo que mas estudios seran necesarios. Estos datos constituyen un

avance en el camino de dilucidar el complejo entramado molecular que permita explicar
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los aumentos en la proteina DLGI1 tanto en cultivos raft como en lesiones cervicales,
asociadas a infecciones de HPV.

Sin embargo, dada la caracteristica preliminar de los resultados expuestos,
continuaremos evaluando la expresion de DLG1 en el contexto epitelial en presencia de
proteinas de HPV. En este sentido, esperamos poder relacionar los datos que
obtengamos en cuanto a la expresion viral, y especialmente en cuanto a la expresion
relativa de las isoformas de E6, con la expresion de blancos celulares de HPV. Asi, se
podran contrastar nuevos datos con los resultados presentados en el Capitulo 1 de esta
Tesis. Es de gran relevancia para nuestro grupo continuar estudiando el mencionado
evento de splicing y poder conocer con mayor exactitud la potencial funcionalidad de
este evento en el contexto natural de infecciones por HPV y los procesos oncogénicos
asociados. Esto con el fin tltimo de comprender como la regulacion espacio-temporal de
las proteinas virales puede asociarse a cambios en los arquetipos de expresiéon de las
proteinas de polaridad celular y, mas atin, evaluar su potencial uso como biomarcadores.

Por otro lado, y como se indic6 anteriormente, la expresién de DLGI1 se encuentra
alterada durante procesos oncogénicos tanto asociados como independientes de HPV.
En este sentido, dado que el desarrollo oncogénico es un proceso bioldgico complejo y
multifactorial, otros mecanismos independientes de la infeccidon viral podrian estar
contribuyendo a los cambios de la expresion de DLGI1 observados en biopsias
(Boussioutas et al., 2003; Cavatorta et al., 2004; Fuja et al., 2004; Gardiol et al., 2006; Liu
et al., 2002). Asi, alteraciones epigéneticas y, en particular modificaciones en el patrén de
metilacion del ADN, han sido implicadas en el desarrollo y progresion tumoral. (Daniel
etal., 2011; Rodenhiser, 2009). Por ello, nos propusimos estudiar la participacion de estos
mecanismos en la regulacion de la expresion de DLG1. Cabe considerar que la region
promotora de DLGI presenta gran densidad de dinucléotidos CpG. De hecho,
identificamos tres Islas CpG en dicho promotor (Figura 4.3.2), sefialando la posibilidad
de que sea regulado por metilacion.

Al realizar ensayos tratando ADN gendmico de las lineas celulares HeLa y C33A
con enzimas de restriccion sensibles al estado de metilacion sobre la ISLA 1 del promotor
de DLGI, los resultados resultaron acordes con regiones promotoras no metiladas

(Figura 4.3.3). Sin embargo, como se menciond, por esta técnica solo se pudo monitorear
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el estado de algunos pocos residuos CpG en dicha Isla. Por ello, aplicamos a
continuacion una metodologia mas sensible y que brindara informaciéon més detallada
del estado de metilacion del promotor de DLGI1: amplificacion de ADN tratado con
bisulfito sédico y secuenciacion; que indica en forma fidedigna el estado metilado o no
metilado de cada dinucleétido CpG analizado. Para ello se disefiaron y optimizaron
reacciones especificas para amplificar el ADN en forma independiente al estado de
metilacion en cada una de las tres Islas CpG presentes en el promotor en estudio. Dichos
cebadores tipo MIP se esquematizan en la Figura 4.3.2.

Todos los resultados derivados del analisis en células en cultivo, presentados en
la Figura 4.3.5, indicaron un estado de-metilado del promotor de DLGI, estando estos
resultados en concordancia con los ensayos de digestion con enzimas sensibles a la
metilacion realizados (Figura 4.3.3). En este sentido, es importante destacar que se
estudiaron distintas células incluyendo tanto lineas transformadas (HeLa, C33A, CaCo2,
K562), lineas inmortales (HaCaT), como células normales epiteliales (PHK). Por lo tanto,
al menos para el caso de los tipos celulares analizados, el estado de metilacion del
promotor de DLGI no seria el determinante del grado de expresion de la proteina DLGI.

No obstante, al realizar ensayos en lineas celulares de baja expresion de DLG1
con una droga inhibidora de enzimas ADN metil-transferasas, observamos aumentos en
la correspondiente expresion transcripcional y/o proteica (Figura 4.3.1). Estos hallazgos
resultaron aparentemente contradictorios, dado que la inhibicion de las ADN metil-
transferasas se vincula a la reactivacion de genes previamente reprimidos por metilacion
(Christman, 2002). De esta manera se podria hipotetizar un efecto indirecto de dichas
enzimas ADN metil-transferasas en la regulacion de DLGI1. Por ejemplo, ante el
tratamiento con 5-aza se podrian generar cambios en distintos factores de transcripcion
involucrados en la regulacion de DLGI (Cavatorta et al., 2008). Mds aun, otro probable
efecto indirecto de las enzimas ADN metil-transferasas se pone en evidencia cuando se
analiza la linea celular HeLa. En este caso, los aumentos en los niveles proteicos
observados son mucho mas significativos que el aumento en los correspondientes
niveles de transcriptos. Asi, podria hipotetizarse la presencia de modificaciones
epigenéticas de genes involucrados en mecanismos de estabilizacion proteicos de DLGL1.

Estas son posibilidades ciertas, especialmente si se considera que los mecanismos
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epigenéticos son relevantes en multiples cambios de expresiéon durante los procesos
carcinogénicos (Daniel et al., 2011). Por ello, el método de inhibiciéon enzimatica es un
primer enfoque que debe ser siempre constatado con la identificacion directa de las bases
metiladas.

Para profundizar el andlisis de la incumbencia de los mecanismos epigenéticos
en la expresion de DLG1 nos propusimos estudiar dichos mecanismos en el contexto de
diversos tumores, mas alla de los resultados obtenidos en lineas celulares en cultivo. En
particular, la metilacion de varios genes ha sido reportada como relevante en la
tumorigénesis cervical (Szalmas and Konya, 2009; Tornesello et al., 2013), a partir de lo
cual se ha propuesto utilizar la metilacién como biomarcador en el monitoreo de lesiones
cervicales (Milutin Gasperov et al., 2015). Ademas, considerando la mayor relevancia
reportada para las Islas CpG upstream del inicio transcripcional (Deaton and Bird, 2011;
Rincon-Orozco et al., 2009), analizamos el estado de metilacién de la ISLA1 del promotor
de DLGI en biopsias cervicales normales y en lesiones de distinta severidad. Los
resultados representados en la Figura 4.3.6 indican un estado de-metilado para el
promotor en estudio, independientemente del tipo de muestra. Por lo tanto, los cambios
reportados en la expresion de DLG1 durante la progresion maligna cervical (Cavatorta
et al, 2004) no se asociarian a mecanismos de regulacion epigenéticos sobre la
correspondiente regién promotora, como fuera reportado en este tipo de tumor para
otros genes regulatorios (Szalmas and Konya, 2009).

Asimismo analizamos la probable incumbencia de la metilacion del promotor de
DLGI en la regulacidon de la expresion proteica durante el desarrollo de tumores de
colon, también asociados a una expresion diferencial en los distintos estadios de DLG1
(Gardiol et al., 2006). El analisis de la ISLA1 en biopsias de colon, presentado en la Figura
4.3.7, senalo tres bases CpG metiladas en la muestra de colon normal que se encuentran
de-metiladas en la correspondiente muestra tumoral (adenocarcinoma con buena
diferenciacion). Analisis posteriores de la localizacion de estas bases indicaron que no se
encontraban en residuos pasibles de ser analizados por enzimas de restriccion sensibles
a la metilacion. Esto subraya la importancia del método de tratamiento por bisulfito y
secuenciacion para poder realizar andlisis epigenéticos detallados y precisos. La posible

relevancia de este resultado en biopsias de colon radica en la expresion relativa de DLG1
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en cada una de las muestras mencionadas (Figura 4.3.8), siendo su expresién en tejido
normal menor a la observada en tumores de colon con buena diferenciacion (Gardiol et
al., 2006).

De hecho, y como se detall6 en la Introduccién del presente trabajo de Tesis ha
sido especialmente descripta la represion de expresion génica por hipermetilacién de
promotores (Rodenhiser, 2009), pero cada vez son mas los reportes de genes sobre-
expresados en forma especifica mediante patrones de hipometilaciéon de las
correspondientes regiones promotoras (Brucato et al., 2014; Cui et al., 2008; Hoffmann
and Schulz, 2005; Jung et al., 2013; Paredes et al., 2005; Park et al., 2014). En todo caso, la
falta de expresion génica a partir de los correspondientes promotores metilados se asocia
a una inhibicién directa de la unién de factores de transcripcion o al reclutamiento de
proteinas especificas que modifican la cromatina y la vuelven menos accesible a la
magquinaria de transcripcion celular (Deaton and Bird, 2011). Asi, la pérdida de esta
metilacion podria disparar mecanismos de transcripcion previamente reprimidos.

Por lo tanto, y en vistas de los resultados obtenidos, un mecanismo de
hipometilacion de promotor podria estar implicado en la expresion aumentada de DLG1
asociada a lesiones neoplasicas intermedias de colon, como la analizada. Es interesante
sehalar que en ensayos previos en células en monocapa analizamos el estado del
promotor de DLGI en células trasformadas de colon (encontrandose un estado
demetilado de dicho promotor), pero no contamos con células normales de colon, lo que
seria interesante para comparar con los resultados obtenidos en biopsias

Ademads, dado el cardcter preliminar de estos resultados y la reportada
variabilidad de la metilacion entre muestras (Laird, 2010), deberiamos analizar un
numero mucho mayor de biopsias. De esta manera podriamos establecer si la metilacion
en las muestras analizadas representa verdaderamente el estado de metilacion
caracteristico de cada uno de los estadios en la progresion tumoral en estudio. Asi,
podriamos concluir fehacientemente en cuanto a la implicancia de este mecanismo en la
regulacion de la expresion de la proteina celular.

Mas aun, la aplicacion de otras metodologias podria ser ttil en este sentido. Asi,
el disefio de cebadores utilizado en este estudio (MIP), si bien permite estudiar regiones

cuyo estado de metilacion sea desconocido, cuenta con diversas desventajas. Entre ellas,
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ademas de implicar laborosos disenos y puesta a punto de reaccion, su principal
perjuicio radica en su baja sensibilidad, requiriéndose altos porcentajes de metilacién
para su deteccion (Herman et al., 1996). En este sentido, aunque incurriendo en mayor
complejidad técnica y costos superiores, una estrategia posible para mejorar la
sensibilidad de esta técnica seria generar clones a partir de los amplificados de cada
muestra, para luego ser secuenciados.

Mas aun, si bien el disefio de cebadores MIP amplifica tanto ADN metilado como
no metilado, intrinsecamente dichos cebadores guardan cierta tendencia en la PCR
subsecuente que favorece la amplificacion de los templados no metilados (Wojdacz et
al., 2008). En base a esto, una perspectiva interesante de esta parte del trabajo seria hacer
uso del disefio de cebadores especificos de metilacién (MSP, del inglés methylation specific
primers). Dicha metodologia, en la cual los cebadores son disefiados especificamente para
amplificar ADN metilado o demetilado, presenta mayores sensibilidades analiticas
(Barekati et al.,, 2010). Asi, dicho diseno MSP nos permitiria evaluar con mayor
sensibilidad el estado de metilacion de las regiones previamente analizadas en el
promotor de DLG1 y, en particular, las bases que resultaron diferencialmente metiladas
en el tejido normal de colon.

A partir de que han sido identificados multiples eventos de hipometilacion
especifica de genes que se asocian con el correspondiente aumento en su expresion en el
contexto de progresiones tumorales y metastasis (Hoffmann and Schulz, 2005), se indica
claramente a dicha pérdida aberrante del imprinting de metilacion como un evento
importante durante los procesos oncogénicos y de implicancia clinica (Daniel et al., 2011;
Rodenhiser, 2009). Incluso ha sido evidenciada la sobre-expresion de una proteina de
polaridad (P-cadherina) en tumores por hipometilacion especifica del promotor
(Paredes et al., 2005), lo que remarca la implicancia de estos mecanismos regulatorios
para proteinas importantes en la polaridad celular.

A su vez, ha cobrado gran relevancia el estudio de procesos de regulacion
epigenéticos en carcinogénesis de colon (Damaschke et al., 2013; Illingworth et al., 2010),
al punto de aplicarse en la clasificacion de la patologia y posterior tratamiento,

particularmente orientado a una medicina personalizada (Ng and Yu, 2015; Ogino et al.,
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2011). También, procesos de hipometilacion en colon se han reportado muy
recientemente vinculados a la resistencia a tratamientos (Zhao et al., 2015).

Por todo lo dicho, gran parte de los resultados obtenidos, especialmente
utilizando células en cultivos, indican que la metilacion del promotor de DLG1 no seria
el evento determinante en regular los niveles de expresion de la proteina. Sin embargo,
si resultaria interesante profundizar estos estudios en contextos especificos, como por
ejemplo la progresion tumoral de colon y otras neoplasias, mediante la aplicacién de
técnicas mas sensibles como se describid. Esto especialmente considerando la
complejidad y caracter multifactorial de los procesos carcinogénicos, donde numerosos

mecanismos pueden estar involucrados en la regulacion génica.

En resumen, este trabajo de Tesis Doctoral aporta al entendimiento de la
regulacion de la expresion de las proteinas de polaridad DLG1 y PAR3 durante los
procesos malignos en general, y en particular durante aquellos asociados a infecciones
por HPV. Cabe destacar ademads, que la transferencia a la clinica de los conocimientos
surgidos de estudios de patobiologia basica, como es el presente trabajo, resulta de gran
relevancia para la busqueda de biomarcadores, permitiendo contribuir al diagnostico y

seguimiento de enfermedades malignas.
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6. CONCLUSIONES i‘ﬁ
|

En la primera parte de este trabajo de Tesis analizamos la interferencia de

proteinas virales de HPV de alto y bajo riesgo oncogénico en la regulaciéon de la
expresion proteinas de polaridad. Esto considerando los cambios observados
previamente en dichas proteinas celulares durante el desarrollo oncogénico. Decidimos
analizar en primera instancia posibles alteraciones en la expresion de la proteina de
polaridad DLG1. Asi, demostramos una regulacion de la actividad del promotor del gen
correspondiente por algunas proteinas de HPV. A partir de esto, continuamos
evaluando la incumbencia de dichas proteinas en la expresiéon de DLGI.

A su vez, pudimos generar cultivos organotipicos raft, una herramienta muy
importante para el estudio de virus epiteliotrépicos como el HPV y que no habia sido
utilizada anteriormente en nuestro ambiente de trabajo. Mediante cultivo tradicional en
monocapa y, especialmente, utilizando dichos cultivos organotipicos, demostramos que
E7 y E6/E7 tanto de HPV de bajo (HPV-11) como de alto riesgo (HPV-18) inducen
cambios en la distribucién y abundancia de DLGI1, lo que podria constituir un
mecanismo comun importante para la replicacion viral. En el contexto de dichos cultivos
organotipicos, se destaca la diferente expresion de DLGI en los bordes celulares entre
ambos tipos virales. Asi, indicamos la deplecion de dicha proteina en los contactos
intercelulares para los cultivos expresando oncoproteinas de HPV-18, localizacion que
se mantiene en el caso de HPV-11. Esto podria estar reflejando diferencias significativas
para las patologias asociadas a cada tipo viral. También evidenciamos cambios en la
localizacion citoplasmatica y nuclear de la proteina celular, proponiéndose distintos
eventos que podrian estar implicados en estas observaciones. Cabe recalcar que también
encontramos alteraciones importantes en la expresion de DLGI1 en el contexto del
genoma completo de HPV-18, muy probablemente vinculadas a la expresion
correspondiente de las oncoproteinas virales, y de gran relevancia en vistas de la
frecuente alteracion de DLG1 en lesiones asociadas a dichas infecciones virales.

Simultdneamente, discutimos en detalle alguno de los posibles mecanismos que

podrian estar implicados en las alteraciones mencionadas. En este sentido, comenzamos
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el andlisis de la probable implicancia de procesos asociados a la progresion del ciclo
celular y a la diferenciacion tisular.

Ademas, analizamos los efectos de E7 y E6/E7 de HPV en la expresion de otra
proteina de polaridad, PAR3. Reportamos fehacientemente alteraciones en sus niveles
en presencia de dichas proteinas virales. También estudiamos posibles alteraciones de
PARS3, detallando las posibles incumbencias de su localizacion nuclear. En este sentido,
establecimos las bases para estudiar la expresion de PAR3 en muestras histologicas,
considerando su posible utilidad como biomarcador.

En vistas de los resultados, se propuso la activacion de mecanismos comunes de
regulacion de diferentes proteinas de polaridad en presencia de las proteinas de HPV,
que podrian tener importantes implicancias en las correspondientes infecciones virales
y en las patologias asociadas.

Por otro lado, nos abocamos a estudiar especificamente la relevancia del evento
de splicing del preARNm temprano de HPV-18, que da lugar a distintas isoformas de la
oncoproteina E6. A partir de la optimizacion de la metodologia requerida, estudiamos
la ocurrencia de dicho evento en los distintos estratos epiteliales del cultivo generado
expresando las oncoproteinas virales, haciendo uso de la tecnologia de LCM. Asi,
establecimos la presencia diferencial de transcriptos correspondientes a la isoforma
menor E6* en las distintas capas epiteliales. Observamos una mayor transcripcion
relativa en las capas Inferiores del epitelio, lo que podria tener importantes implicancias
en el conocimiento de dicho evento de splicing y de la expresion génica en general en el
contexto epitelial.

Ademas, estudiamos la transcripcion de DLG1 en las mismas capas epiteliales y
observamos una correlacion positiva entre dicha transcripcion y la correspondiente a la
isoforma E6*. Por lo tanto, estos resultados indican cambios en los patrones
transcripcionales de DLGI en relacion con la expresion de las proteinas virales.

Finalmente, en la tlltima parte de este trabajo de Tesis, estudiamos la implicancia
de eventos de metilacion del promotor de DLGI en la regulacion de su expresion. Asi,
se llevé a cabo la puesta a punto de distintas metodologias orientadas a realizar dichos
analisis. En consecuencia, a partir de los resultados se sefial6 que estos mecanismos

epigenéticos no serian los determinantes en el establecimiento de los niveles de
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expresion de DLGI1, aunque si serian de interés en contextos particulares como la
progresion maligna en colon. Ademads, se establecieron perspectivas importantes para
hacer uso de las herramientas desarrolladas y concluir mds fehacientemente en cuanto a
la implicancia de estos procesos en la regulacion de DLGI.

En conjunto, los resultados presentados en esta Tesis representan un avance hacia
el mejor entendimiento de los procesos oncogénicos, con especial foco en aquellos

vinculados a infecciones por HPV.
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