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MOCK
Network
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Lenguaje especial

Eje asimétrico de la membrana de las células epiteliales, definida
por la membrana apical en contacto con el exterior o luz de un
tubo, y la membrana basolateral (basal y lateral) que conecta las
células epiteliales entre si y a estas con la ldmina basal
subyacente.
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Componentes asociados.
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proteinas por protedlisis.
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Ocluyente o firme.
Cortes en distintos planos en el eje Z.
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1.1 Virus oncogénicos.

Aproximadamente el 15-20% de los procesos carcinogénicos estan asociados a
infecciones virales (Mueller, 1995).Los virus oncogénicos son capaces de inducir o contribuir
a la aparicion de tumores especificos, tanto en animales como en humanos. Los virus
asociados al desarrollo de cdncer en humanos pertenecen a distintas familias, incluyendo
virus con genoma a ARN (miembros de las familias Retroviridae y Flaviviridae), y virus con
genoma a ADN (familias Hepadnaviridae, Herpesviridae y Papillomaviridae)(Martin and

Gutkind, 2008)(Tabla I).

El primer virus oncogénico identificado en humanos fue el Virus de Epstein-Barr (VEB),
descubierto a partir de células del linfoma de Burkitt en 1964 (Epstein et al., 1964).Con el paso
de los afios, se fueron estableciendo nuevas asociaciones de virus con el desarrollo de
determinados carcinomas: el virus del Papiloma Humano (VPH), asociado con el desarrollo del
cancer cervical, anogenital y de cabeza y cuello, entre otros tumores; los virus de la hepatitis B
(VHB) y C (VHC) relacionados con el carcinoma hepatocelular; el virus linfotrépico de células T
(HTLV 1, del inglés human T-lymphotropic virus type 1), asociado con la leucemia de células T en
adultos; y el virus Herpes humano tipo 8 (HSV8, del inglés Herpes simplex virus 8), relacionado
con el sarcoma de Kaposi (McLaughlin-Drubin and Munger, 2008). Mas recientemente, ha sido
descripto un poliomavirus humano, el virus Merkel, como agente asociado con el desarrollo de
un tipo de cancer de piel muy agresivo (Feng et al., 2008a). Cabe destacar que si bien el virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV, del inglés human immunodeficiency virus) no es clasificado
como un virus oncogénico perse, ha sido asociado con el desarrollo de neoplasias como el
sarcoma de Kaposi y el linfoma no Hodgkin, cuyas ocurrencias se incrementan paralelamente
con la progresidn de la inmunodeficiencia celular (Meijide et al., 2013). Ademas de los virus
mencionados, otros patégenos fueron identificados como agentes oncogénicos, entre los que
se encuentran la bacteria Helicobacter pylori, asociada con el desarrollo de cancer gastrico, y el
pardsito Schistosoma haematobium, agente relacionado con el desarrollo de cancer de vejiga e

higado (zur Hausen, 2009).
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ETLTTE] Neoplasias asociadas Referencias
Virus de la . . (Kao and Chen, 2002;
Hepatitis B Hepadnaviridae Carcinoma hepatocelular. Ganem and Prince, 2004;
(VHB) Guidotti and Chisari, 2006)
Virus de la o ' (Colombo et al.,, 1989;
Hepatitis C Flaviviridae Carcinoma hepatocelular. Thomas et al., 2000)
(VHC)
Virus de Linfoma de Burkitt’s, Linfoma | (Arvanitakis et al., 1995;
. Herpesviridae de Hodgkin’s, Linfoma post Mosialos et al, 1995;
Epstein—Barr P .
transplante, Carcinoma Brown et al., 2001)
(VEB) ,
nasofaringeo.
Virus del ] - Carcinoma cervical, Carcinoma | (Beaudenon et al.,, 1986;
Papiloma Papillomaviridae | de anoy pene, carcinoma de | Dyson et al, 1989;
Humano (VPH) cabezay cuello. Scheffner et al., 1993)
Virus . Leucemia a células T del (Poiesz et al.,, 1980;
linfotrépico de Retroviridae adulto Matsuoka and Jeang, 2007)
células T (HTLV1) )
Ch t I 1994;
Virus Herpes Sarcoma de Kaposi, Linfoma (Chang et al, !
asociado al i con efusion pleural Cesarman et al, 1995;
Herpesviridae pleural, Arvanitakis et al., 1997;
sarcoma de Enfermedad multicéntrica de .
Kaposi (HSVS) Castlemnan Bais et al., 1998; Montaner
P : et al., 2003; Ganem, 2006)

Tabla I: Virus oncogénicos asociados con cancer en humanos.

Aunque los virus oncogénicos humanos pertenecen a distintas familias, y utilizan

diferentes mecanismos para favorecer el desarrollo del cdncer, comparten muchas
caracteristicas en comun. Entre las que se encuentra la capacidad de provocar infecciones
persistentes por largos periodos de tiempo (Mueller, 1995). Para lograr esto, han desarrollado
estrategias para evadir la respuesta inmunitaria del hospedador, que de otra forma eliminaria
la infeccidn viral. Los virus con genoma a ADN como VPH, VEB, VHB o HSV8 tienen la capacidad
de integrar su genoma en el del hospedero o de mantenerse como episomas y, de esta manera,

persisten en la célula infectada (Martin and Gutkind, 2008).

El estudio de los mecanismos precisos del desarrollo oncogénico es sumamente
dificultoso debido a que los procesos que ocurren en un organismo son muy lentos e inciertos,
es por ello que los virus oncogénicos constituyen un excelente modelo para comprender la
biologia del cancer. Asi, los estudios realizados acerca de los virus oncogénicos han permitido el
descubrimiento de oncogenes y genes supresores de tumores, importantes para el desarrolloy

la supresion de procesos tumorales (McLaughlin-Drubin and Munger, 2008).
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1.2 Cancer cervical.

El cancer de cuello uterino constituye un problema de salud para todas las mujeres del
mundo y es el segundo cancer mds diagnosticado en mujeres en Argentina
(http://www.msal.gov.ar). 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, cada afio se diagnostican aproximadamente
4.000 casos de carcinoma cervical, y mueren aproximadamente 1.800 mujeres a causa de la

enfermedad (http://www.msal.gov.ar).

El cancer cervical es una de las neoplasias mas comunes que afecta a la mujer, sobre
todo en paises en desarrollo, se trata por ello de una enfermedad prevalente en sectores
socialmente vulnerables. Asi, la incidencia y mortalidad por este tumor varia en las distintas
regiones, en asociacidén con el acceso a los servicios de salud para su deteccidon temprana y

posterior tratamiento.

En los afios 70, numerosos estudios epidemioldgicos y moleculares proveyeron
evidencias irrefutables que establecieron al VPH como el agente etioldgico del cancer de cuello
uterino (zur Hausen, 1976). Sin embargo, mas tarde se lo asocié ademas al desarrollo de otros
tumores, entre ellos, de vulva, vagina, pene, ano y de cabeza y cuello (Lowy and Schiller, 2012).
Esto permitié definir al VPH como un verdadero agente carcinogénico, capaz de contribuir al

desarrollo de tumores en diversos sitios anatdmicos tanto de la mujer como del hombre.

Los VPH se clasifican segun el tipo de epitelio que infectan, en cutaneotrdpicos y
mucotrépicos. En el contexto del tejido epitelial cervical, los VPH mucosotrdpicos se pueden
dividir a su vez, segun las manifestaciones clinicas que provocan sus infecciones, en dos grandes
grupos: los de bajo riesgo y los de alto riesgo. Los primeros, asociados a lesiones intraepiteliales
benignas y los ultimos relacionados al desarrollo del cdncer cervical y a las lesiones precursoras

(zur Hausen, 1999).

Las infecciones persistentes en el tiempo con uno o mas tipos de VPH, aumentan el
riesgo del desarrollo y progresién del cdncer cervical si no son controladas. El proceso comienza
con la infeccién de las células de la capa basal del epitelio estratificado, siendo el desarrollo del
cancer cervical invasivo un proceso gradual, cuya primera manifestacion consiste en la aparicién
de lesiones intraepiteliales en la mucosa de cuello uterino, denominadas displasias (Derchain et

al., 1999; Syrjanen and Syrjanen, 1999; Doorbar et al., 2012).
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La mayoria de las neoplasias de cuello de Utero se desarrollan con preferencia a nivel de
la unién entre las células columnares del endocérvix y el epitelio escamoso estratificado del

ectocérvix, denominada zona de transicién (Derchain et al., 1999).

Asi, las principales etapas clinicas en la carcinogénesis cervical incluyen: infeccién por
VPH, persistencia del virus por un cierto periodo de tiempo, progresién a lesiones precancerosas
e invasion. De esta forma, el cancer cervical invasivo esta precedido por un espectro progresivo
de anormalidades del epitelio cervical estratificado. Sin embargo, este proceso es reversible y
muchas infecciones por VPH cursan en sentido contrario, lo que conduce a la eliminacién de
manera espontanea de la infeccidén por VPH e incluso a la regresidn 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 clasificacién distingue entre lesiones de bajo grado (LSIL, del
inglés low-grade SIL) y de alto grado (HSIL, del inglés high-grade SIL) (Derchain et al., 1999;
Doorbar et al., 2012). En el carcinoma cervical de tipo invasor, las células anormales traspasan
la membrana basal e invaden el tejido circundante, pudiendo eventualmente provocar

metastasis (zur Hausen, 1996). Las diferentes lesiones se detallan en la Figura 1.1.

Cérvix normal LSIL HSIL Cancer invasor

Particulas virales
infecciosas

Epitelio escamoso

Zona superficial |__

(capa comnea)

Zona intermedia

(capas granulosa y
espinosa) ¢ 2
Membrana basaIJ:. 0|00 O«

Dermis

Figura 1.1: Ciclo de replicacion del VPH en relacion al programa de diferenciacion de los queratinocitos
y alteraciones cervicales asociadas a la infeccion por VPH. Representacion esquematica de los
precursores del cancer cervical: LSIL y HSIL, y del carcinoma invasor. Las diferentes capas celulares del
epitelio se indican a la izquierda del esquema. Las células normales se muestran con color celeste
(correspondiente al tejido normal), en LSIL y HSIL las células normales son reemplazadas por células no
diferenciadas de tipo basal (color violeta). En el carcinoma invasor las células anormales traspasan la
membrana basal invadiendo el tejido circundante (color rosa). Figura adaptada de Woodman y col.
(Woodman et al., 2007).
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La neoplasia de alto grado representa una infeccién abortiva, en la cual se desregula la
expresion génica viral y el virus no puede completar el ciclo normal. Por lo tanto, a nivel de
displasias severas ya no hay produccion de viriones. La mayoria de los canceres cervicales tienen
lugar, como se dijo, en la zona de transformacidn cervical; sugiriendo que en esta zona la
infeccidn viral no puede llevarse a cabo eficientemente. El cancer se desarrolla en aquellas
mujeres en las cuales falla la resolucion de la infeccién y la expresidon oncogénica se mantiene
por afios o décadas. En la mayoria de los casos, sin embargo, prevalece una respuesta inmune
que lleva a la eliminacion del virus, o a su mantenimiento en una forma latente o asintomatica
en las células basales (Doorbar et al., 2012). El intervalo de tiempo entre el inicio de la infeccidn
por VPH y el desarrollo del cancer invasivo puede ser muy largo, incluso puede llevar décadas.
Se ha demostrado que, ademas, son necesarios co-factores para la progresidon de las lesiones
intraepiteliales. Datos epidemioldgicos sefalan la participacion de factores enddgenos:
hormonales e inmunoldgicos; y exdgenos: comportamiento sexual, tabaquismo, uso de
anticonceptivos orales, nutricion, infecciones, mutdgenos, entre otros(Derchain et al., 1999; Kim

et al., 2012; Yetimalar et al., 2012).

La prevencion del cdncer cervical se basé en la realizaciéon periddica del test
citoldgico Papanicolaou (Pap) en mujeres sexualmente activas, lo que ha sido muy util en la
disminucion de su incidencia y mortalidad, sobre todo en paises desarrollados; sin embargo, en
los paises latinoamericanos se han observado varias limitaciones (http://www.msal.gov.ar).Es
importante destacar que actualmente el diagndstico de infecciones por VPH se realiza mediante
ensayos de biologia molecular. Estos ensayos permiten la deteccion y tipificacion de los genomas
virales de VPH en muestras clinicas, y se basan en la deteccidon del ADN del virus a través de

distintas técnicas moleculares.

Recientemente, y con el objetivo de reducir la carga de enfermedad relacionada con el
VPH se han desarrollado dos vacunas a partir de particulas similares al virus (VLPs, del inglés
Virus-Like Particles). Una de ellas protege para 2 tipos virales de alto riesgo (VPH 16y 18) y 2 de
bajo riesgo (VPH 6 y 11) (vacuna GARDASIL de MERCK); mientras que la otra protege contra la
infeccidn por VPH 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 profilacticas, el mayor
impacto se lograria focalizando los esfuerzos de inmunizacién en mujeres sin contacto previo
con el VPH (http://www.msal.gov.ar). Asi, desde el afio 2011 se ha incluido en el calendario

nacional la vacuna bivalente para nifias de 11 afios. Sin embargo, a partir del mes de enero de
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2014, comenzd a utilizarse la cuadrivalente GARDASIL, de esta manera, se otorgan beneficios

adicionales en la prevencién de cancer asociado VPH (http://www.msal.gov.ar).

Por otro lado, en un estudio realizado en mujeres vacunadas se observd proteccion
cruzada contra infecciones por VPH 45 (94%) y VPH 31 (54%), tipos virales no incluidos en la
vacuna, pero filogenéticamente relacionados con VPH 18 y 16, respectivamente (Bosch and
Harper, 2006). Sin embargo, en ese mismo estudio la proteccion contra tipos menos
relacionados filogenéticamente con VPH 16 y VPH 18, tales como VPH 33, VPH 52 y VPH 58, no

fue significativa.

Estas vacunas no tienen acciéon terapéutica y por ello, las personas ya infectadas no se
ven beneficiadas con lainmunizacién. Ademas, no puede prevenirse la infeccidn por tipos virales
no presentes en las formulaciones actuales. Por lo tanto, los programas de tamizaje citoldgicos
gue permiten la deteccién temprana de lesiones asociadas a VPH, y los métodos moleculares
contintan siendo importantes para reducir la incidencia y mortalidad del cancer de cuello de

utero.
1.3 Virus Papiloma humano.

Los VPH son virus no envueltos con una cdpside icosaédrica de 55 nm de diametro y un
genoma de ADN doble hebra circular de aproximadamente 8 Kb (Zheng and Baker, 2006). Hasta
el momento se han descubierto mas de 80 tipos virales, 100 de los cuales se encuentran bien
caracterizados (http://www.HPVcenter.se). Los VPH que infectan epitelios de mucosas genitales
son los mas estudiados y caracterizados, constituyendo cerca de 40 tipos distintos (Munoz et al.,
2003). Se han identificado numerosos tipos virales mucosotrdpicos de alto riesgo asociados con
el cancer cervicouterino y con SIL; los mas comunes son los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52,
56, 58 y 59 (zur Hausen, 1996; Bzhalava et al., 2013). Los virus de bajo riesgo, como los VPH 6,11,
40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, y 81, se asocian con el desarrollo de lesiones benignas, como el
condiloma acuminado y con LSIL (Munoz et al.,, 2003; Bzhalava et al., 2013). Es importante
destacar que en la mayoria de los casos, la infeccidn por VPH es asintomatica o subclinica (Cubie,

2013).
1.3.1 Organizacion y caracterizacion del genoma viral.

El genoma de VPH se organiza en dos grandes regiones: i) Region Temprana o E (E, por
su sigla en inglés Early) que incluye los genes que codifican para las proteinas que intervienen

en la replicacidn del virus y en la transformacién celular (E1-E7), los cuales son expresados en

7
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los primeros estadios de la infeccidn; y ii) Regién Tardia o L (L, por su sigla en 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 infeccidn. La proteina L1 se utiliza como antigeno en la
formulacién actual de las vacunas, aunque es importante destacar que estan en desarrollo
vacunas constituidas por el antigeno L2 (Karanam et al., 2009; Jagu et al., 2013), o vacunas
quimeras L1/L2 (McGrath et al., 2013). El genoma de VPH presenta ademas una regién llamada
region larga de control (LCR, por su sigla en inglés Long Control Region), sin funcién codificante
y de 0,3-1 kb, que posee las sefiales de control de la transcripcidn y el origen de replicacién viral
(Syrjanen and Syrjanen, 1999; Bernard, 2013). Esta estructura gendmica es compartida entre los
distintos tipos de VPH, excepto en el caso del marco abierto de lectura de E5 que no esta

presente en algunos VPH de tipo cutaneotrdpicos (Ghittoni et al., 2010).

En la Figura 1.2 se esquematiza el mapa gendmico de los VPH, en este caso para VPH

16, y en la Tabla 2 se detallan las funciones de las proteinas codificadas y del LCR.

E6

LCR ‘\U

s

E4
~
E2
e
E5

Figura 1.2: Mapa genémico de VPH. El andlisis comparado de las secuencias genémicas de diferentes
tipos virales ha permitido describir una organizacién genética comun a todos ellos. Se detallan en azul los
genes de la region E, en amarillo la region LCR y en verde los de la region L. AE y AL indican los sitios de
poliadenilacion [Poly(A)] tempranos y tardios, respectivamente. Figura adaptada de Stanley 2012 (Stanley,
2012).
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Marcos abiertos

Funcidn proteica

de lectura
E1l Replicacion viral.
E2 Replicacion, segregacion de episomas virales y regulacion de la
transcripcion.
E4 Ruptura del citoesqueleto. Relacionada con la maduracién del virus.
ES, E6 ,E7 Proteinas requeridas para la replicacion viral in vivo. Proteinas
transformantes.
L1 Proteina estructural, componente mayoritario de la capside.
L2 Proteina estructural, componente minoritario de la capside.
Region no
traducible
LCR Origen de replicacion, sitio de union de proteinas reguladoras y sitio

de inicio de la transcripcion.
Tabla 2: Funciones de las proteinas y de la region no traducible (LCR) de VPH.

1.3.2 Ciclo de replicacion viral y oncogénesis asociada a VPH de alto riesgo.

Los epitelios escamosos son estructuras estratificadas en las cuales cada estrato esta
definido segun la posiciéon, morfologia y grado de diferenciacién de los queratinocitos que la
conforman (sefialados en la Figura 1.3 como capa basal, zona escamosa y zona superficial). Los
VPH tienen como blanco de infeccidn las células basales del epitelio estratificado, las cuales son
las menos diferenciadas. El ciclo de replicacion esta estrechamente coordinado con el programa
de diferenciacidén de las células epiteliales, por ello, la sintesis vegetativa del ADN viral y la
maduracién de los viriones se limita a los queratinocitos mas diferenciados (Meyers and Laimins,

1994; Doorbar, 2005).

Las distintas etapas del ciclo viral de VPH se esquematizan en la Figura 1.3. La infeccién
por VPH se inicia a través de microlesiones del epitelio que exponen las células basales y
permiten el ingreso del virus a las mismas. Por medio de una combinacién de factores celulares,
gue interactian con sitios ubicados en LCR, se promueve la transcripcion de los genes
tempranos que permiten el establecimiento y el mantenimiento del genoma viral en el nucleo
de las células como un episoma de bajo nimero de copias. Estos episomas replican de manera
coordinada con los cromosomas de la célula hospedadora (Woodman et al., 2007; Moody and
Laimins, 2010; Doorbar et al., 2012). La replicacion viral vegetativa, que permite la amplificacidn
génica del virus, la expresion de los genes tardios y el ensamblado de los viriones, se produce en
el nucleo de las células mas diferenciadas que se encuentran en las capas mas superficiales del

epitelio. De esta forma, se mantiene de manera estable un reservorio de genomas de VPH en |la
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capa basal del epitelio que permite la generacidon continua de células hijas infectadas que

facilitaran luego, la generacién de la progenie viral.

La expresion de las proteinas E1, E2, E5, E6 y E7 (de la regidn E del genoma) tiene lugar
en queratinocitos indiferenciados o pobremente diferenciados de las capas basal, suprabasal y
espinosa del epitelio estratificado. En contraste, la replicacion vegetativa del ADN viral, la
expresion de las proteinas de la cdpside, y el ensamblaje de los viriones ocurre exclusivamente
en las capas espinosa superior y granular que son las mas diferenciadas del epitelio (Doorbar,
2005). Por lo tanto, es imposible comprender totalmente los mecanismos moleculares asociados

a la infeccion por VPH en un cultivo celular tradicional.

En este sentido, resulta importante destacar que los cultivos epiteliales organotipicos
raft representan un abordaje novedoso para el estudio de virus como el VPH, dado que
reproducen fielmente el proceso de diferenciacion epitelial in vitro. Dichos cultivos pueden ser
desarrollados a partir de queratinocitos 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. 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 presentan

morfologias displasicas similares a las lesiones que se observan in vivo (Andrei, 2010).

Para replicarse, VPH depende de las polimerasas y otras proteinas celulares involucradas
en la replicacion del ADN celular que estan presentes en la fase S (o de sintesis) del ciclo celular
(Laimins, 1998). A medida que las células se diferencian en el epitelio normal, se produce un
arresto de la proliferacién, y cuando las células migran desde la capa basal diferencidandose, se
genera un arresto en el estadio G1/S del ciclo celular. Sin embargo, este proceso se encuentra
alterado en las infecciones asociadas a VPH, induciéndose el pasaje a fase S fuera de programa.
Este evento permite la sintesis de los componentes necesarios para la replicacion del ADN y por
ende, la replicacion del genoma viral. La induccidn del pasaje a fase S se produce a través de la
interferencia que las oncoproteinas virales E6 y E7 ejercen sobre la funcién de las proteinas
regulatorias p53 y proteina del retinoblastoma (pRb), respectivamente (Doorbar, 2005). Estos
oncosupresores, p53 y pRb, participan activamente del control de la progresién del ciclo celular

en el estadio G1/S.

Por ultimo, la activacién de la expresion de los genes tardios de VPH, que permite la
sintesis de las proteinas estructurales, se produce por la interacciéon de factores celulares

presentes en la célula diferenciada con sitios de reconocimiento especificos localizados en LCR.
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Es necesario enfatizar que los procesos de transformacion e inmortalizacién celular
asociados a VPH son acompafiados por anormalidades en el programa de diferenciacion
(Doorbar et al., 2012). Por lo tanto, teniendo en cuenta la dependencia entre el ciclo de
multiplicacién viral y diferenciacién de las células epiteliales, la progresion maligna de las
lesiones resulta en la pérdida de la replicacién del virus. La oncogénesis es, por ende, un efecto
secundario que resulta en detrimento tanto para el virus como para el hospedador (Laimins LA

1998 ).
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Figura 1.3: Ciclo de replicacion del VPH en relacion al programa de diferenciacién de los queratinocitos.
Se esquematiza un corte transversal de epitelio escamoso magnificado en donde se evidencian los
distintos estratos celulares y el ciclo de replicacion de VPH. Después de la infeccidon viral de los
gueratinocitos basales se inicia la expresidon de los genes E1, E2, E5, E6 y E7 y el ADN viral se replica. En
las capas mas diferenciadas se producen la replicacion vegetativa, la expresion de los genes tardios (L1y
L2), el ensamblaje y liberacién de los viriones. La infeccidn persistente y la desregulaciéon de la expresion
los oncogenes E6 y E7 pueden conducir a la progresion maligna. Figura adaptada de Lawrence Banks y
colaboradores (Banks et al., 2012).

Un aspecto importante que contribuye a la oncogénesis cervical es la integracion del
ADN viral al genoma celular, proceso observado frecuentemente para los VPH de alto riesgo
(Figura 1.4). En este proceso se interrumpe el marco de lectura abierto E2 del genoma viral que
conlleva a la sobre-expresién de los oncogenes E6 y E7 (Wentzensen et al., 2004; Pett and
Coleman, 2007; Woodman et al., 2007). Esto ultimo se produce como consecuencia de la
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pérdida de la expresion de la proteina E2, la cual funciona como represor de la transcripcion de
dichos oncogenes. La expresion continua de las oncoproteinas virales E6 y E7 es requerida para
mantener el estado transformado, que resulta de la interaccidon de estas proteinas con los
supresores de tumores p53 y pRb, respectivamente, asi como con otras proteinas claves para el
control de la proliferacidon celular. Esto se evidencia en lineas celulares derivadas de carcinomas
cervicales donde la inhibicion de la expresion de E6 y E7, induce la supresion de la proliferacion

celular descontrolada (Francis et al., 2000; Vinokurova et al., 2008).

Episoma
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Integracion
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Figura 1.4: Estado fisico de VPH-16. A) Forma episomal del genoma viral; B) Forma integrada del genoma
viral en el genoma celular. Figura adaptada de Woodman y col. (Woodman et al., 2007).

1.3.3 Proteinas oncogénicas E6 y E7 de VPH.

El mecanismo de accién de los VPH de alto riesgo en el desarrollo de la neoplasia
cervical, se explica principalmente por la accién de dos de sus oncoproteinas virales, E6 y E7, las
cuales son continuamente expresadas en células derivadas de cancer cervical. Dichas proteinas
actian cooperativamente durante el desarrollo carcinogénico, y la accion de un factor se
complementa con el otro, de manera que la combinacién de E6 y E7 es altamente eficiente en
la inmortalizacidn de lineas celulares primarias (Hawley-Nelson et al., 1989; Doorbar et al.,
2012). Ademas, ha sido demostrado el desarrollo de carcinomas escamosos en ensayos llevados
a cabo en ratones transgénicos expresando E6 y E7, y tratados con bajas dosis de estrégeno
(Arbeit et al., 1996; Riley et al., 2003). En dicho modelo se ha comprobado que la expresién de
E7 no es suficiente para inducir displasia de alto grado ni cancer invasor. Sin embargo, cuando

E7 se expresa en conjunto con E6, resulta en el desarrollo de tumores invasores, demostrandose
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de esta manera, la accién cooperativa de E6 y E7 en la promocidon de los procesos

tumorales(Riley et al., 2003).

Por lo anteriormente expuesto, E6 y E7 tienen la capacidad de inmortalizar y transformar
gueratinocitos, confiriéndoles un alto grado de inestabilidad cromosdmica a la célula infectada.
La expresién continua de estos genes, es requisito indispensable para mantener el crecimiento
neopldsico de las células del cérvix. Estudios del mecanismo molecular del proceso de
transformacion han revelado un complejo patrén de interacciones de estas proteinas virales con
reguladores celulares, involucrados en distintos procesos bioldgicos como la apoptosis, la

proliferacidn y diferenciacién celular (von Knebel Doeberitz, 2002).

1.3.4 Funciones de la proteina E7 de VPH.

El gen E7, de aproximadamente 300 a 320 pb, codifica para una proteina de alrededor
100 residuos de aminoacidos con un peso molecular de 10 kDa (Roman and Munger, 2013). E7
no posee actividad enzimdtica ni es capaz de unirse al ADN; sin embargo lleva a cabo sus
funciones interaccionando con varios factores celulares fundamentales para el control del ciclo
celular. Las interacciones mejor caracterizadas son con los supresores de tumores pRb, p107 y
p130, los cuales pertenecen a la familia de proteinas pocket (del inglés bolsillo), cuyos miembros
presentan un bolsillo para la unién funcional a otras proteinas (Cobrinik, 2005). E7, por lo tanto,
inhibe la funcién de dichos reguladores celulares, y en consecuencia estimula la progresion del
ciclo celular en células diferenciadas, permitiendo la replicaciéon vegetativa del ADN de VPH

necesaria para completar el ciclo viral.

El ciclo celular es regulado por complejos de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas
(CDKs del inglés Cyclin-dependent kinase) cuya actividad es secuencial y coordinada. Para
permitir la progresién del ciclo celular, las células deben superar el punto de restriccidon en G1,
el cual es controlado por pRb, p107 y p130. pRb normalmente interacciona e inactiva a los
factores de transcripcion E2F, que inducen la expresién de genes de la fase S. En respuesta a
mitégenos, los complejos ciclina D1-CDK4 y ciclina D1-CDK6 se activan y facilitan a su vez la
fosforilacién de pRb permitiendo la liberacién de E2F y su activacién, facilitdndose asi la entrada
en fase S. El secuestro de pRb por parte de E7 conduce a la liberacién de los factores de
transcripcién E2F, independientemente de la presencia de factores de crecimiento externos,

promoviendo la entrada a fase Sy la replicacion celular (Munger et al., 2001)(Figura 1.5).

Las interacciones E7-proteinas pocket mencionadas anteriormente, inducen multiples

respuestas celulares, incluyendo la estabilizacién de p53. Dicha estabilizacién contrarrestaria la
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replicacién celular fuera de programa mediante la induccidn de la apoptosis. Sin embargo, como
se vera en mas detalle posteriormente, la proteina E6 degrada a p53 vy, por lo tanto, bloquea
esta respuesta celular. La estrategia de replicacién de VPH, en donde se inhiben conjuntamente
pRb y p53, es compartida con otros virus oncogénicos con genoma a ADN, como SV40 y
Adenovirus, aunque los mecanismos son diferentes (Nead M. A., 1998). La oncoproteina E7 no
soélo forma complejos con los miembros de la familia de pRb, sino que también estimula su
degradacion por el mecanismo proteolitico dependiente de ubiquitina (Boyer et al., 1996; Jones
et al.,, 1997). Es importante destacar que dicha degradacion es suficiente para prevenir la
asociacion de pRb, p107 y p130 con miembros de la familia de E2F. E7, ademds, suprime otras
funciones de pRb, como la reparacion del ADN o el mantenimiento de la integridad gendmica.
La degradacién de pRb y de otros miembros de la familia es exclusiva de las proteinas E7
derivadas de los VPH de alto riesgo ya que las correspondientes a VPH de bajo riesgo no

conducen a su degradacién (Pim and Banks, 2010).

E7 es también capaz de interaccionar con otras proteinas claves que controlan la
progresion del ciclo celular, como p21 vy p27, inhibidores de las CDK (Funk et al., 1997). Dichos
reguladores son sumamente importantes para el arresto del crecimiento durante la
diferenciacidn celular, y la inhibicion de su funcién, mediada por E7, resulta en la progresién del
ciclo celular. Las proteinas E7 derivadas de VPH de bajo riesgo son capaces de interaccionar con
p21, pero con baja eficiencia, por lo tanto, no estimulan eficientemente la progresién del ciclo

celular.

E7 tiene la habilidad de unirse e inhibir la funcién de otros reguladores de la proliferacion
celular tales como histonas desacetilasas (Brehm et al., 1999) y factores transcripcionales de la
familia AP1 (Antinore et al., 1996). También se ha comprobado que contribuye a 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 desregulacién del ciclo celular, se
considera que E7 es la principal proteina oncogénica de VPH. En la Figura 1.5 se detallan las

acciones de E6 y E7 sobre algunos de los componentes que regulan el ciclo celular.
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Figura 1.5: Efecto de E6 y E7 en la desregulacion del ciclo celular. Las oncoproteinas E6 y E7 inhiben la
funcidén de los distintos reguladores celulares, y en consecuencia estimulan el ciclo celular en la célula
diferenciada, inhibiendo a su vez la apoptosis mediada por p53. De esta forma, se produce la replicacion
vegetativa del ADN de VPH, pudiéndose completar el ciclo viral.

1.3.5 Funciones de la proteina E6 de VPH.

1.3.5.1 Blancos relacionados con la apoptosis y la estimulacion de la actividad

telomerasa.

Las proteinas E6 derivadas de VPH de bajo y alto riesgo poseen aproximadamente 150
aminoacidos y comparten varias funciones con las proteinas E1B de Adenovirus, antigeno T de
SV40 y Tax de HTLV-1 (Javier and Rice, 2011). E6 contiene dos motivos dedos de Zinc en su
estructura, esenciales para su actividad (Barbosa et al., 1989). Como se menciond en la seccidn
1.3.4, una de las consecuencias de la degradacion de pRb mediada por E7, es un incremento de
los niveles del supresor de tumores p53 (Demers et al., 1994), el cual aumenta la susceptibilidad
a apoptosis de aquellas células que expresan E7 (Jones et al., 1997). Para contrarrestar este
efecto, E6 interfiriere con la funcion de p53 a través de diversos mecanismos. E6 recluta a la
proteina E3 ubiquitin ligasa asociada a E6 (E6AP, del inglés E6-associated protein) y a p53,
formandose de esta manera un complejo tripartito que estimula la degradacion de p53, a través
del mecanismo proteolitico dependiente de ubiquitina (Huibregtse et al., 1991). Ademas de esta
funcién, E6 puede unirse directamente al sitio de unidon al ADN de p53, bloqueando asi su
actividad como factor de transcripcién (Lechner and Laimins, 1994). Es importante mencionar
que por el lado de los VPH de bajo riesgo,si bien la unién de E6 con E6AP ocurre, no resulta en

la degradacion de p53 (Li and Coffino, 1996).
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Cabe destacar que E6 puede interaccionar e interferir con la funcién de las
acetiltransferasas p300 y CBP (del inglés CREB binding protein) cuyas funciones celulares
consisten en estabilizar a p53. Dicha interaccidn resulta en la inhibicidn de la actividad de dichas
enzimas, con la consecuente desestabilizacion del supresor de tumores (Patel et al., 1999;
Zimmermann et al., 1999). Por otro lado, E6 interacciona con la histona acetiltransferasa ADA3

la cual puede, a su vez, afectar la actividad de p53 (Kumar et al., 2002).

A través de los mecanismos mencionados de interferencia de E6 con las funciones de
p53, se consigue crear un ambiente celular propenso a la acumulacion de mutaciones e
inestabilidad genética que conlleva a la transformacidn celular y facilita la replicacién del virus.
Se ha visto que mutantes de E6 incapaces de degradar a p53, aun pueden inmortalizar células,
por lo que la interaccidn con otros factores celulares contribuirian al desarrollo del cancer
(Kiyono et al., 1998; Liu et al., 1999). Por otro lado, E6 también puede interaccionar con el
receptor del factor de necrosis tumoral TNFR1 (Filippova et al., 2002), con la proteina con
dominio de muerte asociado a Fas (FADD del inglés Fas-Associated protein with Death
Domain)(Filippova et al., 2004), y con procaspasa 8 (Garnett et al., 2006), inhibiendo en todos
los casos la funcion apoptdtica. Asimismo, E6 puede interferir en la induccion de las vias de
apoptosis mitocondriales intrinseca y extrinseca, a través de la interaccién con miembros
proapoptoticos de la familia Bcl2, BAX y BAK. Ademas, es capaz de activar la expresion del
inhibidor de las proteinas de apoptosis, IAP2 (del inglés inhibitor of apoptosis protein 2) y de
survivina (Garnett and Duerksen-Hughes, 2006). Estas actividades de E6 son necesarias para la
proliferacidn celular en presencia de sefiales proapoptodticas, sin embargo, no esta esclarecido

hasta el momento si las proteinas E6 de bajo riesgo poseen alguna de estas funciones.

Se ha reportado que E6 es capaz de facilitar la persistencia y propagacion viral
interfiriendo con el sistema inmune, a través de su interaccién con el factor regulador de
interferdn-3 (IRF-3, del inglés interferon regulatory factor-3). De esta manera impediria también

la apoptosis inducida por interferén (Ronco et al., 1998).

Entre las interacciones de E6 ha sido descripta la unién a: la proteina de unién a E6,
proteina de unién a calcio que se encuentra en el reticulo endoplasmatico; la proteina blanco
de E6 1, E6TP1 (del inglés E6-targeted protein 1) una proteina activadora de GTPasas; y la
proteina MCM7 (del inglés minichromosome maintenance 7) que regula la replicacién celular
(Howie et al., 2009). Sin embargo, no estd claro aun si estas actividades son importantes en

modelos in vivo.
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Por otro lado, E6 tiene la habilidad de activar la expresién de la subunidad catalitica de
la telomerasa hTERT (del inglés telomerase reverse transcriptase)(Oh et al., 2001; Liu et al.,
2009a), la cual es fundamental para la inmortalizacion celular, ya que previene el acortamiento

de los telémeros permitiendo, de esta manera, la proliferacién celular continua (Kiyono, 1998).

1.3.5.2 Blancos relacionados con los procesos de control de la adherencia y polaridad

celular.
1) Importancia del sitio de interaccion con dominios PDZ.

El alineamiento de las secuencias de las proteinas E6 derivadas de VPH de alto riesgo
reveld una region conservada en el sitio carboxilo terminal (x-T/S-x-L/V), que coincide con el
sitio consenso clase 1 de interacciéon con dominios proteicos PDZ (PSD95/DLG1/Z0O-1),
denominado PBM (del inglés PDZ binding motive) (Songyang et al., 1997) (Figura 1.6). Es
importante destacar que dicho motivo no se encuentra en E6 derivadas de VPH de bajo riesgo.
De lo anterior se desprende que este sitio es considerado un marcador del potencial maligno de
los VPH mucosotrépicos. Sorpresivamente, Rhesus papillomavirus (RhPV1), el cual es el agente
causal de céncer cervical en Rhesus macaco, no posee el sitio PBM en la proteina E6, sino que
tal sitio se encuentra en la proteina E7 (Tomaic et al., 2008) (Figura 1.6). En la Figura 1.6 también
se detallan los extremos carboxilo terminal de proteinas derivadas de otros virus oncogénicos:
la proteina core del VHB y las proteinas Tax y Env de HTLV1, los cuales comparten con VPH la

capacidad de interaccionar con dominios PDZ.

HPV-58 CAVCW--------~- RPRRROEOQOV)
HPV-16 CMSCC-==~~~~ RSSRTRREXQL
HPV-33 CAACW------- RS--RRREZAL

HPV-18 CHSCCNRARQE--RLQRRRERQV LE6
HPV-39 CRRCWTTKRED-RRLT-RRERQV |
HPV-59 CRGCRTRARHLRQQRQARSETLV

HPV-51 CANCW----~-- QRT-RQRNENQV v
HPV-56 CLGCW------RQTSREPRESTV) Motivo consenso JEL
RhPV1 CPSC ASRV E7 de uniénaPDZ (PBM) “5”1
HPV-6 CLHCWTTCMED------------ MLP
HPV-11CLHCWTTCMED ----------- LLP

Figura 1.6: Alineamiento del Extremo C-terminal de distintas proteinas virales. En |la Figura se detallan
los aminoacidos conservados carboxilo terminales de las distintas proteinas junto al motivo consenso
(PBM), que corresponde al sitio de interaccidon con dominios PDZ (X es cualquier aminoacido). Nétese que
aquellas proteinas E6 derivadas de VPH de bajo riesgo oncogénico (VPH 11y VPH 6) no poseen el sitio de
interaccién con dominios PDZ. Figura adaptada de Lawrence Banks y colaboradores (Banks et al., 2012).
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Si bien en la Figura 1.6 se detallan las secuencias PBM pertenecientes a virus
oncogénicos en humanos, es importante destacar que dicho motivo también se encuentra
presente en la proteina E4 ORF de Adenovirus humano, el cual es capaz de producir

transformacion celular en modelos in vitro.

11) Dominios PDZ, blancos celulares de E6 de VPH de alto riesgo.

Los dominios PDZ son dominios proteicos que estan muy conservados en la naturaleza,
se encuentran presentes en proteinas involucradas en la transduccion de sefiales y la polaridad
celular, en bacterias, levaduras, plantas, insectos y vertebrados (Nourry et al.,, 2003). Son
dominios modulares presentes en proteinas celulares, los cuales estdn compuestos por 80-90
aminodcidos que pueden interaccionar con sitios especificos (PBM) localizados en secuencias
carboxilo terminal de distintas proteinas (como es el caso del PBM localizado en E6 derivadas de
VPH de alto riesgo). Sin embargo, se observd que los PDZ también puede interaccionar con
secuencias localizadas en regiones internas de las proteinas e incluso, con lipidos del tipo

fosfoinositidos (Pls del inglés phosphoinositides) (Ver seccion 1.4.2).

La mayoria de las proteinas PDZ con las cuales interacciona E6 de VPH, pertenecen a
miembros de la familia guanilato quinasas asociadas a membrana MAGUK (MAGUK, del inglés
membrane associated guanylate kinase), importantes para el control de la polaridad celulary la
formacidon de las uniones celulares tipo adherentes (UA) y oclusivas o tight (UT) (Tabla 3).El
primer blanco identificado de este tipo fue DLG1 (del inglés Disc largel), proteina que participa
del control de la proliferacién y polaridad celular. E6 interacciona directamente con los dominios
PDZ1 y PDZ2 de DLG1 resultando en la estimulaciéon de su degradacidon por el mecanismo

dependiente de ubiquitina (Gardiol et al., 1999; Gardiol et al., 2002).

A posteriori, han sido reportados otros blancos de E6 con motivos PDZ. Entre ellos se
encuentra la proteina Scribble, otra proteina que regula la polaridad celular (Nakagawa and
Huibregtse, 2000). La interaccion de Scribble con E6 promueve la degradacion del blanco lo que
disminuye la integridad de las uniones intercelulares (Nakagawa and Huibregtse, 2000). Es
importante destacar que en biopsias derivadas de cancer cervical, la expresion de ambos
blancos, se encuentra disminuiday por lo tanto, la degradacién mediada por E6 podria contribuir
ala carcinogénesis asociada a VPH (Watson et al., 2002; Cavatorta et al., 2004; Nakagawa et al.,
2004). Ademas, E6 interacciona y estimula la degradacién proteolitica de las proteinas MUPP1
(del inglés multi-PDZ domain protein) y PAT) (del inglés PALS1-associated TJ protein), las que
poseen multiples dominios PDZ en sus secuencias(Lee et al., 2000; Latorre et al., 2005; Storrs

and Silverstein, 2007). PAT) es otro componente de los complejos de polaridad celular,
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sugiriendo de esta manera, que la inactivacion de los componentes que regulan la polaridad
celular es relevante para el ciclo de replicacién viral y para la oncogénesis asociada a VPH.
Ademas, es importante mencionar que la proteina MUPP1 es un regulador negativo de la
proliferacién celular, lo que favoreceria la replicacién viral dependiente de la diferenciacién

celular.

Otro de los blancos PDZ de E6 es la proteina MAGI 1 (del inglés membrane-associated
guanylate kinase WW and PDZ domain containing protein), la cual también estd localizada en
las uniones intercelulares y participa en la regulacién del supresor de tumores PTEN (del inglés
phosphatase and tensin homologue (Thomas et al., 2001; Thomas et al., 2002). Recientemente
ha sido reportado que MAGI es la proteina con motivos PDZ que es mas eficientemente
degradada en presencia de las proteinas E6 derivadas de VPH 16 y VPH 18 (Kranjec and Banks,
2011). Ademads, en el mismo estudio se indicd que su degradacion promueve la disrupcion de las
UT en células epiteliales (Kranjec and Banks, 2011). En este caso, tanto E6 derivada de VPH 16
como de VPH 18, degradan con la misma eficiencia a MAGI 1. Sin embargo, no ocurre lo mismo
con otros blancos; ya que, por ejemplo, DLG1 es degradado preferentemente por E6 de VPH 18
y Scribble por E6 de VPH 16. Esto podria explicarse por las diferencias en las secuencias
especificas presentes en sus respectivos PBM (Figura 1.6), lo que conferiria distinta especificidad

y/o afinidad de interaccion (Thomas et al., 2005; Thomas et al., 2008a).

Por ultimo, ha sido descripto que la proteina E7 de RhPV1 interacciona con la proteina
PAR 3 (del inglés Partitioning defective 3 homolog), la cual es el regulador principal del complejo
de polaridad PAR. Dicha unién proteica conlleva a alteraciones en los niveles y distribucion
subcelular de PAR 3 (Tomaic et al., 2008). Estos hallazgos demuestran una conservacion
evolutiva entre las oncoproteinas de RhPV1y VPH, donde ambos virus son capaces de interferir
con componentes de la maquinaria de control de la polaridad, a través de un sitio conservado

de reconocimiento a dominios PDZ (Thomas et al., 2008b).

Cabe mencionar que mutaciones en el PBM de E6 de VPH conducen, en el contexto del
ciclo viral, a una disminucién de su replicacién, pérdida de los episomas virales y pérdida de la
frecuencia de integracion al genoma celular, indicando la importancia de este sitio tanto en el
ciclo replicativo como en la patogénesis viral (Lee et al., 2007). Ademas, en ratones transgénicos
expresando proteinas E6 mutadas, que perdieron su capacidad de interaccionar con dominios
PDZ, se pudo observar una disminucidon en el desarrollo de hiperplasia y de tumores,
comparando con aquellos ratones expresando la proteina salvaje, y resaltando, una vez mas, la

importancia del sitio PBM durante la oncogénesis viral (Nguyen et al., 2003).
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De manera interesante, actualmente se conoce que las interacciones con PDZ no son
privativas de virus oncogénicos, ya que proteinas virales derivadas de distintos virus, con ciclos
de replicacion muy diferentes, comparten esta capacidad de interaccidn proteica. Flavivirus,
virus de influenza aviar, virus de la rabia, coronavirus, entre otros, codifican para proteinas
conteniendo PBM y, en muchos de los casos, tal motivo ha sido considerado como un marcador
diferencial de patogénesis. Ha sido demostrado que esta interaccidn involucra las mismas
proteinas celulares PDZ, en especial aquellas relacionadas con la polaridad y la estructura de las
uniones intercelulares (Tabla 3) (Javier and Rice, 2011). Dicha interaccion resulta generalmente
en alteraciones funcionales importantes en diversos procesos infecciosos. Al inactivar las
proteinas PDZ durante su replicacidn viral, los virus ocasionan una pérdida de la integridad de
las uniones celulares y de la polaridad celular, lo que permitiria la diseminacidn local o sistémica

y la transmision viral (Jackson et al., 2008; Javier and Rice, 2011).

La interaccién de PBM con dominios PDZ es un tema emergente en Virologia, por lo
tanto, las investigaciones que se lleven a cabo en los préximos afios aclararan el escenarioy su

implicancia en el desarrollo de las distintas patologias.

Adenoviridae Adenovirus E4 ORF DLG1,MAGI1,MUPP1,PATJ,ZO2
Hepadnaviridae HBV Core TIP-2/GIPC
Ortomyxoviridae Influenza Aviar NS1. SILER USRS, el Ll ey Sl el

PDLIM2
Tick borne Virus NS5 RIMS2, Scribble, ZO1
Flaviviridae
Virus del Dengue NS5 201
CAL/GOPC, DLG1, DLG4, MAGI1,MAGI2,
VPH E6 MAGI3, MUPP1, PATJ, PTPN3,
Papillomaviridae PTPN13,Scribble, TIP1, TIP2/GIPC
RhPV E7 PAR 3
.. DLG1, DLG4, Erbina, MAGI3, prollL16,
Eetseas HTLV-1 Tax Scribble, TIP1, TIP2/GIPC.
Rhabdoviridae Rabia Env DLG1, MAST2,MUPP1,PTPN4
Virus del Sindrome
Coronaviridae respiratorio agudo G PALS1
severo.

Tabla 3: Proteinas derivadas de distintos virus que interaccionan con dominios PDZ. En la tabla se indican
las familias a las cuales pertenecen los virus, asi como también las proteinas que poseen el PBM. Los
blancos PDZ para las distintas proteinas conteniendo motivos PBM en muchos casos son los mismos, sin
embargo las consecuencias de dicha interaccion pueden ser diferentes. Algunas de dichas proteinas se
describen en las secciones subsiguientes. Nétese también la lista de blancos con dominios PDZ de E6 los
cuales se detallan en la seccion 1.3.5.2 Il. Tabla adaptada de Javier y colaboradores (Javier and Rice, 2011).
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Referencias: GIPC/TIP2(del inglés GIPC/Tax-interacting protein-2), PTPN (del inglés Tyrosine-protein
phosphatase non-receptor type), PALS1 (del inglés proteins associated with Lin-7), PDLIM2 (del inglés PDZ
and LIM domain protein 2), RIMS2 (del inglés regulating synaptic membrane exocytosis 2), CAL (del inglés
CFTR associated ligand), GOPC (del inglés Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif-containingprotein),
prolL16 (precursor de la interleuquina 16), ZO (del inglés zonula occludens) y MAST2 (del inglés
microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 2).

1.4 Polaridad celular.

La mayoria de las proteinas PDZ, blancos de E6 de VPH de alto riesgo, forman parte de
los complejos de polaridad celular apicobasal, siendo ademas en algunos casos los reguladores
fundamentales del proceso de polarizacidn. Es por ello que para comprender las consecuencias
de la accion de las oncoproteinas E6 es necesario conocer en profundidad las funciones de las

proteinas de polaridad celular, lo que sera detallado a continuacién.
1.4.1 Polaridad apicobasal. Complejos proteicos implicados.

La polaridad celular estd determinada por diferencias en estructura, composicion y
funcién, entre dos polos. El concepto general de polaridad celular puede ser dividido en:
polaridad antero-posterior, definido inicialmente en modelos de embriones unicelulares del
gusano Caenorhabditis elegans y en el oocito de Drosophila melanogaster, polaridad apicobasal
en células epiteliales, polaridad transiente en células que migran, y por ultimo, polaridad planar,
presente durante el desarrollo de los tejidos (Chen and Zhang, 2013). El 60% de las células en
mamiferos, son células epiteliales (Bryant and Mostov, 2008). Estas presentan una asimetria a
nivel de la membrana plasmatica, pudiéndose distinguir dos superficies: apical y basolateral,
separadas por las uniones celulares del tipo UT. La membrana apical, en contacto con el exterior
o con la luz del tubo o cavidad, y la membrana basolateral (basal y lateral), que conecta las
células epiteliales con la ldmina basal subyacente, presentan una composicion distinta de lipidos
y proteinas de membrana. Adema3s, las organelas también se distribuyen de modo asimétrico.
Para crear esta asimetria, las proteinas de membrana son dirigidas a regiones especificas

mediante vias de trafico polarizado (Mostov et al., 2003).

En humanos, el 80 % de los tumores son carcinomas, originados a partir de células
epiteliales (Jemal et al., 2008). Durante el desarrollo embrionario, y en algunos procesos
carcinogénicos, las células epiteliales son sometidas a la transicidn 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

migracion. De esto se desprende que la integridad de la polaridad epitelial juega un rol esencial
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tanto en la progresién tumoral como en tejidos sanos (Debnath and Brugge, 2005; Yamada and

Cukierman, 2007).

La polaridad apicobasal estd regulada por mecanismos conservados evolutivamente,
estando presentes en C. elegans, D. melanogaster, ratones y humanos (Martin-Belmonte and
Perez-Moreno, 2012). En mamiferos dicha polaridad estda mediada por tres complejos proteicos,
gue se encuentran representados en la Figura 1.7. El complejo “CRUMBS” formado por la
proteina CRUMBS, PALS1 y PATJ, requerido para la conformacién de la membrana apical. El
complejo “PAR” (del inglés Partioning defective) que promueve el establecimiento del dominio
apicaly lateral, formado por PAR 3, PAR 6y aPKC (del inglés atypical protein kinase C). Por ultimo,
el complejo de polaridad celular Scribble (SCRIB) compuesto por LGL (del inglés lethal giant
larvae homologue), DLG1 y Scribble, el cual define el dominio de membrana basolateral
(Goldstein and Macara, 2007; Assemat et al., 2008; Humbert et al., 2008; McCaffrey and Macara,
2009).

El correcto ensamblaje y localizacidn de los tres complejos de polaridad celular depende
de interacciones entre sus miembros. La formacién de los dominios apical y basolateral es un
proceso mutuamente antagdénico, mediado por interacciones proteina-proteina y por
fosforilaciones proteicas, las cuales definen la frontera apicobasal formada por las UT
(Pieczynski and Margolis, 2011) (Figura 1.7). Se ha descripto que la formacion del dominio apical
es un proceso jerarquico mediado por interacciones, donde los complejos PAR y CRUMBS
cooperan entre si para establecer la identidad del dominio y ensamblar las UT (Coradini et al.,
2011). De hecho, la localizacién del complejo PAR en el dominio apical es estabilizada por el
complejo CRUMBS, cuya localizacién es reciprocamente dependiente del complejo PAR. Como
consecuencia, el complejo CRUMBS permite que las UT se mantengan en la zona apical al
mantener al complejo PAR en esta regidén de la membrana, siendo la fosforilacién de PAR 3y
Crumbs, mediadas por aPKC, un evento clave para la localizacién de los complejos CRUMBS y
PAR (Coradini et al., 2011). Por otro lado, el complejo SCRIB define el dominio basolateral, en
este caso SCRIB adquiere su localizacién mediante la fosforilaciéon de LGL mediada por aPKC, y
por procesos de exclusidn proteica de los complejos PAR y CRUMB (Coradini et al., 2011). Asi,
los tres complejos de polaridad celular pueden interconectarse de distintas maneras, lo que
podria afectar las funciones de un componente u otro (Pieczynski and Margolis, 2011). Las
consecuencias de estas interacciones dependen del tipo celular y del contexto resultando

fundamentales durante el desarrollo.
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UT

basolateral

Figura 1.7: Representacion esquematica de los complejos proteicos que regulan la polaridad apicobasal
en las células epiteliales de mamiferos. Las células epiteliales estan polarizadas a lo largo del eje
apicobasal, debido a la accién de tres complejos de polaridad celular. Los complejos “PAR” (PAR 3/PAR
6/aPKC) y “CRUMBS” (CRB/PALS1/PATJ) estdn localizados en la membrana apical regulando las UT. El
complejo “SCRIB” (SCRIB/DLG1/LGL) se ubica en el dominio basolateral de las células regulando las UA. El
complejo CRUMBS regula la formacién de la superficie apical, el complejo SCRIB regula la formacién de la
superficie lateral, mientras que el complejo PAR modula el balance entre las superficies apical y
basolateral mediante multiples interacciones. La proteina aPKC es capaz de fosforilar a las proteinas LGL,
PAR 3y Crumbs. Figura adaptada de Ellenbroek y colaboradores (Ellenbroek et al., 2012).

Es importante destacar también que las proteinas que conforman los complejos de
polaridad descriptas anteriormente interaccionan con otras proteinas que conforman las UT y
UA. Dichas uniones resultan fundamentales para el establecimiento y mantenimiento de la
polaridad en células epiteliales. A nivel molecular, las UA estan formadas por los complejos de
adhesién caderina-catenina y nectina—afadina (Niessen and Gottardi, 2008). Las UA permiten
una fuerte asociacién entre las células epiteliales, lo que resulta esencial para su funcién en la
formacidon de barreras protectoras. Pero ademas, participan en diversos procesos fisiolégicos,
como las vias de sefializacion que regulan la proliferacién celular y el crecimiento epitelial (Le
Bras et al., 2012). Por otro lado, las UT se localizan en la frontera entre la membrana apical y
basolateral, por encima de las UA. Alli actuan como una frontera que impide el movimiento de
proteinas y lipidos entre estos dos dominios de membrana, lo que favorece la polaridad v,
ademas, sellan el espacio entre células vecinas actuando como un barrera dindmica (Cereijido
et al., 2008). Las proteinas transmembrana que forman parte de las UT son: ocludina, claudina,
tricelulina y JAM (del inglés junctional adhesién molecule), las cuales interaccionan mediante su
dominio citoplasmatico con varias proteinas de anclaje, incluyendo Z0O1, Z02, ZO3, MUPP1 y
cingulina (Tsukita et al., 2008). El establecimiento de las uniones celulares y de la polaridad
celular estan intimamente relacionados y son importantes, tanto en la organizacién de los

epitelios como durante el desarrollo carcinogénico.
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1.4.1.1 Complejo de polaridad celular PAR.

Los genes que codifican para PAR 3, PAR 6 y aPKC fueron originalmente identificados en
los zigotos de C. elegans, al estudiar los genes requeridos para el establecimiento de la polaridad
antero-posterior. Subsecuentemente, se acumularon evidencias indicando que PAR 3 y PAR 6
actuan en conjunto con aPKC en la regulacién los pasos iniciales de la polarizacién en C. elegans
y embriones de D. melanogaster (Tabuse et al., 1998), en la division celular asimétrica en el
neuroblasto de D. melanogaster (Wodarz et al., 1999), y en el establecimiento de la polaridad
apicobasal en células epiteliales, asi como también, en la polaridad axén-dendrita de las
neuronas (Hurd et al., 2003; Plant et al., 2003; Shi et al., 2003). En la ultima década se han
caracterizado los mecanismos y las funciones de este complejo, lo que ha permitido entender

los eventos de sefializacidn celular implicados en la polaridad celular.

Una caracteristica que comparten PAR 3 y PAR 6,consiste en que son proteinas de
anclaje modulares, capaces de interaccionar entre ellas y con un amplio rango de proteinas
regulatorias (Macara, 2004a). Estas interacciones aseguran que el complejo PAR esté localizado
en dominios de membranas especificos, de una manera temporal y espacial determinada

(Tepass, 2012).

La proteina PAR 3 es una proteina de andamiaje, asociada a membrana plasmatica, que
presenta multiples dominios, principalmente posee tres dominios PDZ, con uno de los cuales
interacciona con PAR 6 (Figura 1.8), un dominio de interaccion con aPKC (aPKCBD), y un sitio
denominado 4N1/2/3, a través del cual interacciona con distintas proteinas (lzumi et al., 1998;
Hung and Kemphues, 1999; Joberty et al., 2000). Ha sido demostrado que PAR 3 es capaz de
formar homodimeros a través de un dominio CR1 presente en su extremo amino terminal
(Figura 1.8) (Benton and St Johnston, 2003a; Mizuno et al., 2003). Esto Ultimo provee las bases
moleculares para el enriquecimiento del complejo PAR en la membrana de células polarizadas

(Mizuno et al., 2003; Feng et al., 2007).

PAR 6 contiene un dominio PB1 (del inglés Phagocyte oxidase/Bem1) en su region amino
terminal con el que puede interaccionar con aPKC. Ademads, cuenta con un dominio PDZ capaz
de establecer una interaccidon homotipica con el dominio PDZ de PAR 3(Joberty et al., 2000). Por
ultimo, PAR 6 posee un dominio semi CRIB (del inglés CDC42/Rac-interactive binding) en la
regién carboxilo terminal, que media la unidn con el intercambiador de nucleétidos, CDC42-
GTP(del inglés cell division control protein 42 homolog), el cual regula su funcién (McCaffrey and

Macara, 2009).
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La quinasa aPKC, presenta en humanos dos isoformas, PKC{y PKCA, que pertenecen a la
familia PKC, pero que se clasifican como PKC atipicas ya que no poseen los dominios C1 y C2
caracteristicos de la familia (Akimoto et al., 1994). aPKC interacciona con PAR 3 a través de su
dominio de actividad quinasa (Joberty et al., 2000)(Figura 1.8). Ademads, se destaca por su
funcién como regulador de la polarizacién, ya que controla la identidad de los dominios apical y
lateral, a través de la fosforilacién de distintos blancos entre los que se incluyen PAR 3, LGLy

Crumbs (lzumi et al., 1998; Yamanaka et al., 2001; Hirose et al., 2002).

En la Figura 1.8 se sefialan los dominios que presentan las proteinas constituyentes del

complejo, asi como también las interacciones entre las mismas.

PR &

‘ | [Semi-CRIB
Pars | PB1 [[PDZ] |
(CRI ': ll‘
PARs 1] [Poz1]  [Poz2][PDz3| [T aPRCED .| [WaNii2is

Oligomerizacién

Figura 1.8: Proteinas del complejo PAR y sus dominios de interaccion. Las proteinas PAR 3, PAR 6 y aPKC
pueden interaccionar entre si, mediante distintos dominios de interaccidon proteicos que se encuentran
sefialados con lineas punteadas. PAR 6 posee tres dominios en su estructura: PB1, PDZ y semi CRIB
(referido de esta manera debido a que el dominio CRIB normalmente tiene el doble de la longitud). aPKC
posee un dominio PB1, un motivo dedos de Zinc que tiene funciones regulatorias y un dominio de
actividad quinasa, a través del cual es capaz de fosforilar a PAR 3. PAR 3 presenta en la regidon amino
terminal un dominio CR1 requerido para su oligomerizacién, 3 dominios PDZ, un dominio de interaccion
con aPKC, el cual puede ser fosforilado, y el sitio 4N1/2/3. Figura adaptada de lan Macara (Macara, 2004b).

Ha sido demostrado que la proteina PAR 6 regula la funcién de aPKC al interaccionar con
dicha quinasa y modular su actividad (McCaffrey and Macara, 2009). La interaccion de CDC42
con PAR 6 en determinadas circunstancias, genera un cambio conformacional en PAR 6 que
estimula la actividad quinasa de aPKC. Esto facilita la interaccién del médulo PAR 6/aPKC con la
proteina PAR 3 asociada a membrana, y el anclaje del complejo PAR completo en el dominio
apical. La proteina aPKC, una vez unida a PAR 3, activa su fosforilacién en residuos serina, y de
esta manera, PAR 3 fosforilada provoca la liberacion del médulo PAR6/aPKC, el cual es capaz de
interaccionar con las proteinas del complejo CRUMBS, especificamente PALS1 y PATJ (Horikoshi
etal., 2009). Las interacciones previamente descriptas permiten la formacion del complejo PAR,
que se caracteriza por ser un complejo dindmico, en donde el mddulo PAR 6/aPKC es
constitutivo, pero la interaccién con PAR 3 es transiente (McCaffrey and Macara, 2009). Se ha

demostrado que la unién del médulo aPKC/PAR 6 a CRUMBS es esencial para el ensamblaje del
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dominio apical y para la conformacion de las UT, y estd mediado por interacciones con PAR 6
(Roh et al., 2003; Shin et al., 2005; McCaffrey and Macara, 2009). Es por este motivo, que en
células epiteliales de mamiferos PAR 3 se encuentra en las UT y el mddulo PAR 6/aPKC esta
localizado mas apicalmente, aunque estas diferencias en localizacién no son tan evidentes en

cultivos convencionales (Yamanaka et al., 2001; Bryant and Mostov, 2008).

1.4.1.2 PAR 3.

La proteina PAR 3 en mamiferos presenta 3 isoformas, las cuales son consecuencia de
eventos de splicing alternativo que sufre el transcripto (Gao et al., 2002). Dichas isoformas
difieren en su peso molecular (180, 150, y 100 kDa) pero comparten el dominio de
oligomerizacion (CR1) y los dominios PDZ (Figura 1.9)(Macara, 2004a). El sitio de interaccién con
aPKC esta presente en las isoformas de 180 y 150 KDa, y solo la isoforma de 180 KDa posee la
region 4N1/2/3. La expresidn de las distintas isoformas es diferente en los diversos tejidos, lo
gue genera distintos patrones de interaccién (segun las isoformas que estén presentes) y, en

consecuencia, distintas actividades celulares de PAR 3 (Gao et al., 2002).

CR1 PDZ1 PDZ2 PDZ3 Union aPKC Region 4N1/2/3
180kD [T | I |
150kD [ 1 T T T
100kD |1 | | | .

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

La interaccion de PAR 3 con distintas proteinas y/o lipidos permiten su localizacidn
asociada a membrana plasmatica. Como se describié previamente, PAR 3, presenta multiples
dominios, entre los cuales, los PDZ son los mds importantes para su localizacion, ya que el PDZ1
permite la interaccidon con JAM1 y nectinas, proteinas de UT, importantes para el anclaje inicial
de PAR 3 a membrana plasmatica (Itoh et al., 2001; Ebnet et al., 2003; Takekuni et al., 2003;
Chan et al., 2006). Por otro lado, los dominios PDZ 2 y 3 dispuestos en tdndem, interaccionan
con Pls y PTEN (a través del sitio PBM de PTEN), respectivamente (Wu et al., 2007). Los Pls
asociados a membrana con los cuales PAR 3 interacciona, también facilitan su anclaje a

membrana contribuyendo a su ubicacién. Sin embargo, ninguna de las asociaciones previamente
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descriptas permiten explicar totalmente su localizacién, pero todas ellas contribuyen a su
enriquecimiento en el dominio apical de la membrana plasmatica, en asociacidon con las UT

(McCaffrey and Macara, 2009).

Vale destacar que se ha descripto recientemente que la regién amino terminal de PAR
3 puede interaccionar fuertemente con microtubulos, ejerciendo una funciéon empaquetadora
de los mismos. La asociacidon con microtibulos permite el transporte de PAR 3 a membrana
plasmatica, y ha sido reportado que la disrupcion de dicha funcién es perjudicial, tanto para la
diferenciacion del axén en neuronas, como para la polaridad apicobasal en epitelios (Chen et
al., 2013). Por ultimo, la regidn carboxilo terminal de PAR 3, que contiene el sitio de interaccion
con aPKC, posee ademas tres regiones muy conservadas denominadas 4N 1/2/3 (Figuras 1.8y
1.9). Estas regiones permiten la union con Numb/Numbl (proteina importante durante la
diferenciacion celular) (Nishimura and Kaibuchi, 2007). En esta regidn, también se encuentran
aminodacidos cargados positivamente, mediante los cuales PAR 3 puede interaccionar con lipidos

de membrana lo que contribuye a su localizacién apical.

Como se describié anteriormente, la identidad del complejo PAR esta regulada, al menos
en parte, por la habilidad de la proteina aPKC de unir y de fosforilar a PAR 3 (lzumi et al., 1998;
Hirose et al., 2002; Morais-de-Sa et al., 2010). La fosforilacion en el residuo S827 es requerida
para la formacién de las UT y del dominio apical (Hirose et al., 2002; Nagai-Tamai et al., 2002;
Suzuki et al., 2002). Asi, la sobreexpresidén en células de mutantes de PAR 3 en el sitio de
fosforilacién o las dobles mutantes negativas de aPKC, resulta en un fenotipo similar,
presentando dichas células una superficie lateral expandida y una superficie apical reducida
(Nagai-Tamai et al., 2002). Por otro lado, PAR 3 puede ser fosforilada por otras quinasas, por
ejemplo la fosforilacion en S144 y S885 mediada por PAR1 permite la unidon de PAR 3 a la
proteina 14.3.3 (Benton and St Johnston, 2003b). Dicha interaccidén desestabiliza la asociacién
de PAR 3 a la membrana plasmatica, lo que indica que no sélo hay mecanismos que facilitan su
localizacién, sino que otros excluyen su ubicacion en determinados sitios. Adicionalmente a la
regulacién de PAR 3 mediada por quinasas, dicha proteina puede ser regulada por fosfatasas. La
desfosforilacion en residuos serinas estd mediada principalmente por la proteina fosfatasa 1
o (PPla, del inglés Protein phosphatase 1), y se ha observado que la represion de su expresion

en células MDCK altera la formacion de las UT (Traweger et al., 2008).

Para concluir, es importante destacar que ha sido reportado que PAR 3 presenta una
localizacién nuclear en la linea celular Hela (Fang et al., 2007). Fang y colaboradores han

asociado la localizacidn nuclear de PAR 3 con una funcion de la misma en la activacidon de la
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proteina quinasa ADN-dependiente, DNAPK, durante la reparacion del ADN. Ademas, el andlisis
de la secuencia de PAR 3 revel6 la presencia de una potencial sefial de localizacién nuclear; sin
embargo, hasta el momento se desconoce el mecanismo a través del cual PAR 3 se localiza en el

nucleo, no pudiéndose descartar asociacion con otras proteinas nucleares (Fang et al., 2007).
1.4.1.3 Importancia del complejo PAR en procesos oncogénicos.

A pesar de la escasa informacidn acerca de los mecanismos mediante los cuales se
produce la pérdida de la polaridad y arquitectura celular en los procesos carcinogénicos,
recientes hallazgos han puesto en relevancia la importancia del complejo PAR en este
mecanismo (Aranda et al., 2008). Ha sido demostrado que ErbB2 (del inglés erythroblastic
leukaemia viral oncogene homologue 2) interacciona con el mddulo PAR6/aPKC y que dicha
interaccion es requerida durante la disrupcion de la polaridad apicobasal y posterior
transformacion de células polarizadas (Aranda et al., 2006; Facciuto et al., 2012). Ademas, PAR
6 es un mediador critico del factor de crecimiento transformante [ (TGFj, del
inglés Transforming growth factor beta), el cual induce la EMT y metastasis (Aranda et al.,
2008). Asimismo, ha sido demostrado que PAR 6 y aPKC se encuentran sobre expresadas en
cancer de mama, ovario, pulmon y pancreas, lo que conlleva a un aumento en la invasion celular
(Eder et al., 2005; Regala et al., 2005; Nolan et al., 2008; Viloria-Petit et al., 2009; Murray et al.,
2011). No obstante, se encontré que la region gendmica que contiene al gen que codifica para
PAR 3 se encuentra truncado en algunas lineas celulares derivadas de carcinomas de pulmén,
cabezay cuello, y eséfago (Zen et al., 2009; Rothenberg et al., 2010). Los datos obtenidos hasta
el momento sugieren que aPKC y PAR 6 tendrian actividades pro oncogénicas, mientras que PAR

3 podria actuar como un supresor de tumores (Facciuto et al., 2012).

Sin embargo, en estudios llevados a cabo por ldeny colaboradores en modelos de cancer
de piel tipo papilomas, se pudo observar una disminucién del crecimiento del tumor al silenciar
a PAR 3, indicando que PAR 3 actuaria como un promotor de tumores estimulando las vias de
supervivencia (Iden et al., 2012). No obstante, en ratones transgénicos en donde se silencio la
expresion de PAR 3, se documenté un aumento de la frecuencia de queratoacantomas, tumor
frecuente en humanos, sugiriendo una funcién oncosupresora (lden et al., 2012). De esta
manera, se postula una funcién dual de PAR 3 en el desarrollo de cdncer de piel, dependiendo

del tipo de tumor (Iden et al., 2012).

Como contrapartida, ha sido demostrado recientemente que el silenciamiento de la

expresion de PAR 3 en células epiteliales derivadas de cancer de mama, tiene como
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consecuencia un aumento de la proliferacidon y de la invasién celular (Xue et al., 2013). Los
mismos autores también determinaron que ratones transgénicos establemente silenciados para
la expresidn de PAR 3, poseen una mayor capacidad de producir metastasis pulmonar que los
ratones control (Xue et al., 2013). En dicho estudio se demostrd, ademas, que las células
silenciadas para la expresion de PAR 3 presentan una menor cohesion celular, alterando también
las UA. Ademas, reportaron una disrupcion de la estructura de la actina cortical. Pero, aun mas
interesante, el analisis de la expresidn de PAR 3 en biopsias derivadas de cancer de mama,
permitié observar una disminucion en la localizacion de PAR 3 en los bordes celulares en la
mayoria de las muestras, o una deslocalizacién del marcador en otros casos, asocidandose este
hallazgo con tumores de peor prondstico. En conjunto, el estudio de Xue y colaboradores
demostré que la disminucién de la expresién de PAR 3 esta asociada con metdstasis y con
tumores de mal prondstico en un modelo de cancer de mama en humanos (Xue et al., 2013).
Simultdneamente, un estudio llevado a cabo por McCaffrey y colaboradores, también reveld que
PAR 3 se comporta como un supresor de tumores, en modelos de ratones, donde la disminucién
de su expresion por silenciamiento ocasionaba una reduccion de la latencia de los tumores vy,
ademas, en estas condiciones, los tumores resultaban ser mds invasivos, observdndose una
deslocalizacién de E caderina y E catenina (McCaffrey et al., 2012). Se report6 también, que la
ausencia de PAR 3 producia un aumento en la metastasis, diseminacién y colonizacion de las
células tumorales. Estos hallazgos, en ratones, también se corroboraron en biopsias de cancer
de mama en donde se reportd una disminucidn de la expresidén de PAR 3 en tumores invasivos,
en conjunto con una activacion de aPKC y de STAT (del inglés signal Transducer and Activator of
Transcription) los que conllevarian a la activacion de las metaloproteasas y posterior metdstasis.
En conjunto, ambos estudios resaltan la funcion de PAR 3 como supresor de tumores y de

metastasis, lo cual concuerda con lo observado en queratoacantomas (Iden et al., 2012).

Teniendo en cuenta la importante funcién de PAR 3 en lo que respecta a su actividad
como supresor de tumores y metastasis, descriptas precedentemente, se desprende la
necesidad de evaluar la situacion de dicha proteina en el contexto de la infeccidn con VPH. Esto
ultimo, considerando que PAR 3 presenta dominios PDZ con los cuales proteinas E6 derivadas
de VPH de alto riesgo podrian interaccionar y estimular su degradacién, como ocurre con otros
blancos reportados de E6 (seccién 1.3.5.2). Por lo tanto, para comprender en conjunto la
oncogénesis asociada a las infecciones por VPH, es fundamental evaluar la implicancia del

complejo PAR en el proceso.
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1.4.2 Importancia de los fosfoinositidos en la polaridad celular.

Los lipidos de tipo Pls son componentes esenciales en las membranas de células
eucariotas, y su participacién en diversos mecanismos de traduccién de sefiales es crucial para
la regulacién de numerosos procesos bioldgicos, entre ellos el establecimiento de la polaridad
celular(Di Paolo and De Camilli, 2006; Saarikangas et al., 2010). De hecho, la polaridad celular
depende, en parte, de la distribucidn asimétrica de las distintas isoformas de Pls a lo largo del
eje apicobasal de la célula epitelial. La fosforilaciéon y desfosforilacién permiten la rapida
interconversion de las distintas especies de Pls las cuales se distinguen por el distinto patrén de
fosforilacién. De esta manera se regula su distribucion espacial especifica, lo que les permite

llevar a cabo distintas funciones (Figura 1.10)(Shewan et al., 2011).
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Figura 1.10: Distintas funciones de los PIs en la célula. Los distintos Pls interaccionan con diferentes
proteinas efectoras para llevar a cabo diversas funciones celulares. Figura adaptada de Shah y
colaboradores (Shah et al., 2013)

Entre las fosfatasas y quinasas que regulan los niveles de las distintas isoformas de Pls,
se encuentra la fosfatasa PTEN que junto con la quinasa PI3K (del inglés Phosphatidyl Inositol 3-
kinase) regulan los niveles de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato [PI(4,5)P2] y fosfatidilinositol 3,4,5
trifosfato [PI(3,4,5)P3] respectivamente. Asi, se regulan de manera opuesta los niveles de
PI(3,4,5)P3, un elemento clave en la vias de sefializacion que favorecen el crecimiento, la
supervivencia y la proliferacién celular (Bunney and Katan, 2010). Por otro lado, PI(4,5)P2, el
mas abundante de los Pls, es un importante integrador de sefiales de proliferacion y polarizacion
celular, procesos que dependen de una localizacién subcelular especifica de dicho Pl (Bunney
and Katan, 2010). De hecho PI(4,5)P2 y PI(3,4,5)P3 adquieren una localizacidon asimétrica en

células polarizadas, donde PI(4,5)P2 presenta una localizacion netamente apical, y PI(3,4,5)P3
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una localizacién basolateral, como se muestra en la Figura 1.11 (Martin-Belmonte and Mostov,
2007). Ademas, ha sido demostrado que PI(4,5)P2 y PI(3,4,5)P3 estan involucrados en la
regulacién de la migracion celular, donde PI(3,4,5)P3 estd enriquecido en el polo frontal,
mientras que PI(4,5)P2 estd localizado en la polo posterior del movimiento (Janetopoulos and
Devreotes, 2006). Esto indicaria que, tanto en células polarizadas como en células que migran,
la localizacién de estos lipidos definen diferentes funciones (Figura 1.11). Cabe destacar
también, que estudios recientes han demostrado que la via sefializacion de los Pls es
fundamental para los procesos de citoquinesis en Dictyostelium, en donde PTEN y PI(4,5)P2 se
localizan en el surco y PI(3,4,5) esta enriquecido en los polos celulares (Janetopoulos and

Devreotes, 2006) (Figura 1.11).

Quimiotaxis f *

Polaridad
apicobasal

Citoquinesis

B =r1(3,4,5)P3
) =pi(a,5)P2y PTEN

Figura 1.11: Enriquecimiento de Pls y PTEN en regiones especificas de la membrana plasmatica en
distintos procesos celulares polarizados. El enriquecimiento de PTEN y PI(4,5)P2 se sefiala en azul,
mientras que en el caso de PI(3, 4,5)P3 esta sefialado en rojo. PI(3,4,5)P3 esta presente en el frente de
movimiento de neutrdfilos, fibroblastos y células de Dictyostelium durante la quimiotaxis; en la
membrana basolateral de células epiteliales y en los dos polos de las células Dictyostelium durante la
citoquinesis. Por el contrario, PTEN y PI(4,5)P2 se encuentran enriquecidas en la membrana apical de
células epiteliales polarizadas, en el eje posterior durante la quimiotaxis y en el surco de Dictyostelium
durante la citoquinesis. Adaptada de Leslie y colaboradores(Leslie et al., 2008).

Para analizar la localizacion de los Pls en células polarizadas de mamiferos se han
utilizado cultivos en tres dimensiones de la linea celular MDCK. Dicha linea celular es capaz de
formar acinos con un lumen central, cuando las células se crecen bajo determinadas condiciones
sobre una matriz extracelular (O'Brien et al., 2002). Este modelo proporcioné informacién muy
valiosa sobre la formacién del lumen, y fue fundamental para analizar la habilidad de las células
epiteliales de formar la superficie apical en contacto con el lumen. Se ha visto entonces que, en
estadios tempranos de la formacion del acino, PI(4,5)P2 se concentra en la superficie apical
evento que es determinante para la polaridad apicobasal en células epiteliales. Por otro lado
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PI(3,4,5)P3 permanece en la membrana basolateral, excluido de esta manera de la regién apical
(Martin-Belmonte and Mostov, 2007). De hecho en dicha linea celular, en condiciones de no
polarizacion, tanto PI(4,5)P2 como PI(3,4,5)P3, colocalizan en las uniones celulares y en los
contactos con la matriz extracelular. En estudios en donde los niveles de PI(4,5)P2 fueron
disminuidos con fosfatasas bacterianas, se notd un cambio en la estructura epitelial,
observandose una alteracion del citoesqueleto y de la asociacién de la célula con la matriz
extracelular, indicdndose de esta manera la importancia de la localizacién de PI(4,5)P2 en el

dominio apical (Mason et al., 2007).

Globalmente, los hallazgos presentados hasta el momento indican que los Pls tienen una
funcidn critica en la determinacién de la especificidad de las membranas celulares apical y
basolateral; sin embargo, los mecanismos a través de los cuales dicha asimetria se inicia no han
sido completamente dilucidados. Estudios recientes han comenzado a esclarecer los eventos
que son requeridos para el desarrollo de la membrana apical, los cuales implican la interaccién
de PI(4,5)P2 con proteinas claves que regulan la polaridad apicobasal (Shewan et al., 2011).
Entre estas, se encuentran proteinas con dominios PDZ, como PAR 3 entre otras (secciones
1.3.5.2 I y 1.4.1.2). La interaccién PAR 3-Pls es necesaria para la localizacién cortical de esta
proteina y para su funcidn en células epiteliales (Wu et al., 2007). Mas aun, PAR 3 interacciona
también directamente con PTEN, lo que permite que PTEN se localice en la membrana
plasmatica y, de esta manera, participe en la regulacién de los niveles de PI(4,5)P2 en la regidn
apical (von Stein et al., 2005). Dicha interaccidn esta conservada en la naturaleza, poniendo en
relevancia su funcién en el establecimiento de la polaridad apicobasal (Feng et al., 2008b). Es
importante mencionar que PTEN también interacciona con MAGI2 (proteina con multiples
dominios PDZ) y, de esta manera, las proteinas MAGI y PAR 3 cooperan entre si en la localizacidn
de PTEN (Subauste et al., 2005). Considerando que PAR 3 es capaz de interaccionar tanto con
PIs como con PTEN de una manera concatenada, se ha propuesto a PAR 3 como una proteina de
andamiaje central en la integracidn de las sefiales de los Pls durante los procesos de polarizacion

y proliferacién celular (Figura 1.12)(Wu et al., 2007; Feng et al., 2008b).

La interaccion de PAR 3 con PTEN detallada anteriormente asegura que PI(3,4,5)P3
(generado por PI3K) no pueda ubicarse en el dominio apical, ya que si lo hace es hidrolizado por
PTEN. Ademas, el dominio CR1 de oligomerizacion de PAR 3 (Feng et al., 2008b) incrementa la
capacidad de PAR 3 de capturar PI(3,4,5)P3 y degradarlo via PTEN. De esta manera el complejo
PAR 3-PTEN, ubicado en las UT, funciona como un “aislante” compartimentalizando la
distribucién de los Pls en células polarizadas y de esta manera regulando la funcién de los

mismos (Wu et al., 2007).
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Membrana
basolateral

Matriz extracelular

Figura 1.12: Los lipidos tipo Pls participan de la regulacion de la identidad de la membrana en células
epiteliales. PI(3,4,5)P3 (en rojo) es generado por PI3K por distintos mecanismos y contribuye a la
especificidad del dominio basolateral. Este proceso esta, a su vez, coordinado con PTEN el cual enriquece
la membrana apical con PI(4,5)P2 (en verde). PAR 3 interacciona con PTEN y con Pls de manera
concatenada, por lo tanto, integra las sefiales de Pls. MAGI interacciona con PTEN, facilitando su
asociacion a membrana junto con PAR 3. Figura adaptada de Rodriguez-Fraticelli y colaboradores
(Rodriguez-Fraticelli, 2009).

Teniendo en cuenta lo descripto en la seccion Introduccion y considerando que:

1) PAR 3 es critico para el establecimiento de las UT, la polaridad apicobasal, y actua
como un oncosupresor en distintos procesos tumorales; 1l) la proteina E6 de VPH es capaz de
estimular la degradacién y/o interferir con la funcién de numerosas proteinas con dominios
PDZ, pertenecientes a los complejos de polaridad celular (Scribble, DLG1 y PATJ entre otros);
11l) PAR 3 es un integrador de sefales de Pls, al interaccionar con Pls y con PTEN de manera
concatenada; IV) y que los complejos de polaridad celular estdn intercomunicados entre si, y
alteraciones de las proteinas pertenecientes a un complejo puede tener como consecuencia
cambios en las funciones de los otros complejos, decidimos investigar el efecto E6 de VPH sobre

el complejo de polaridad PAR, lo que constituye este trabajo de Tesis.
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2.1 Objetivo general.

Dado el elevado impacto socioecondmico, el entendimiento y control de los

mecanismos que conducen al cancer cervical debe ser un tema prioritario en Salud Publica.

Para entender los mecanismos por los cuales el VPH infecta las células e induce
progresion maligna es necesario comprender la biologia molecular del virus y su interaccidn con
los componentes de la célula hospedadora. El desarrollo oncogénico estd frecuentemente
asociado a la pérdida de la polaridad celular. Sin embargo, los procesos moleculares precisos
gue conectan el control de la proliferacion celular con la regulacién de la polaridad aun no han
sido totalmente dilucidados. A partir de esto, nos propusimos profundizar el estudio de la
interaccion de las oncoproteinas E6 de VPH con blancos celulares implicados en la formacién de
las uniones intercelulares y en las vias que participan de la polarizacién de la célula epitelial.
Especificamente, nos planteamos abordar la potencial interferencia de la proteina E6 con el
complejo de polaridad celular PAR, elemento clave en la formacidn de las UT, en la regulacion
de la polaridad y en la integracion de las vias de transmisidn de sefiales que controlan el
crecimiento celular. Dado que la pérdida de la polaridad celular es una caracteristica de los
mecanismos carcinogénicos, los datos obtenidos a partir de la ejecucion de esta Tesis aportan
no sélo al conocimiento integral de los procesos de progresién maligna asociados a VPH, sino a

los procesos tumorales en general.
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2.2. Objetivos especificos.

2.2.1. Analisis de la interferencia de E6 sobre las UT. Estudio del complejo de polaridad

celular PAR.
1) Estudio de la localizacion subcelular de PAR 3 en células que expresan E6 18.
Il) Estudio de los niveles proteicos de PAR 3 en células que expresan E6 18.
lll) Analisis de la interferencia de E6 16 sobre PAR 3.

IV) Andlisis de la interferencia de E6 sobre otros componentes del complejo PAR: aPKCy PAR

2.2.2. Andlisis de la interferencia de la proteina E6 sobre la polaridad celular.
1) Andlisis de la interferencia de E6 18 en la reconstitucion de las UT.
Il) Analisis de la interferencia de E6 18 sobre la distribucion de Pls e interaccion Pls-PAR 3.

Ill) Analisis de la intercomunicacidn entre los distintos complejos de polaridad celular.
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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:

Escherichia coli

supE44, AlacU169, ($80lacZ AAM15), hsdR17,

Coleccidn laboratorio

traduccion de proteinas in vitro.

DH5a recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl
Vector de clonado que permite la expresidn de
pcDNA3 proteinas recombinantes en células animales y la Invitrogen (EE.UU.)

pcDNA3HA-E6 11
pcDNA3HA-E6 16
pcDNA3HA-E6 18
pcDNA3HA-E6
18mut

pcDNA3 conteniendo secuencias que codifican
para la proteinas E6 de VPH 11 de bajo riesgo (E6
11) o VPH 16 y VPH18 de alto riesgo (E6 16 y E6
18), asi como una mutante de E6 18 (E6 18mut),
fusionadas al epitope hemaglutinina del virus

Influenza (HA).

Este trabajo de Tesis.

PH PLC GFP

Vector que permite la expresion de la proteina PH
PLC (dominio pleckstrina de la fosfolipasa C),
fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP,

del inglés green fluorescent protein).

Cedido por el Dr
Fernando Martin
Belmonte (Martin-
Belmonte and Mostov,

2007).

pKMyc PAR 3

Vector que permite la expresion de la proteina
PAR 3 de ratén fusionado a los aminodcidos 408-
439 del dominio carboxilo terminal de cMyc (del
inglés Cellular myelocytomatosis oncogene), tanto

en sistemas in vitro como en células animales.

Cedido por el Dr
Mathieu Coureuil

(Coureuil et al., 2009)

LacZ

Vector que permite la expresion de la proteina
[ galactosidasa (BGal), se utiliza para control de

transfeccion.

Coleccidn del

Laboratorio.

pK PAR6 YFP

Vector que permite la expresion de la proteina

PAR 6 de ratén fusionada a la proteina amarilla

fluorescente (YFP, del inglés yellow fluorescent
protein), tanto en sistemas in vitro como en

células animales.

Cedido por el Dr
Mathieu Coureuil

(Coureuil et al., 2009)
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Vector que permite la expresion de la proteina Cedido por el Dr.
pHACE PKC quinasa C (PKC) fusionada a HA, en sistemas in Sourav Ghosh (Ghosh et
vitro y en células animales. al., 2008).

Coleccion del
pcDNA3 conteniendo secuencias que codifican
pCDNA3HA-DLG1 laboratorio (Gardiol et
para la proteina DLG1 fusionada al epitope HA.
al., 1999).

Cedido gentilmente por
pcDNA3 conteniendo secuencias que codifican
pCDNA3-p53 el Dr. Lawrence Banks
para la proteina p53.
(Thomas et al., 1999).

pCDNA3 conteniendo secuencias que codifican Cedido gentilmente por
pCDNA3 FLAG- el Dr. Lawrence Banks

para la proteina MAGI 1 fusionadas al epitope (Glaunsinger et al

FLAG (octapéptido DYKDDDDK). 2000).

MAGI1

Tabla 3.1: Cepas bacterianas y vectores.

3.2 Lineas celulares.

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

eHaCaT: Linea celular humana inmortalizada derivada de queratinocitos de piel (Boukamp
et al., 1988).

eCaco-2: Linea celular humana epitelial derivada de adenocarcinoma de colon. “American
Type Culture Collection” (ATCC HTB-37).

*HEK293T: Linea celular embridnica derivada de rifién humano. “American Type Culture
Collection” (ATCC CRL-1573).

¢CaSKi: Linea celular humana transformada derivada de carcinoma cervical asociado a VPH
16, expresa la oncoproteina E6 de VPH 16. “American Type Culture Collection” (CRL-
1550).

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 composicién es:
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- Peptona de caseina 10 g/l
- Extracto de levadura 5g/l
- NaCl 10 g/

Cuando este medio se requirié en estado sdlido, se le agregd agar-agar a una
concentracion de 1,5%. Cuando fue necesario se usé el antibidtico Ampicilina (Amp) o

Kanamicina en una concentracion final de 100 ug/ml en ambos casos.

3.3.2 Medio de crecimiento, mantenimiento y soluciones utilizadas para el cultivo de las lineas

celulares animales.

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 antibidticos penicilina y estreptomicina (Sigma

Aldrich, EE.UU) en una concentracion final de 60 pg/mly 100 pg/ml, respectivamente.
Soluciones:
Tampon salino de fosfatos (PBS): NaCl 8 g/I; KCI 0,2 g/I; Na,HPO4 1,15 g/I; KH,P0O4 0,2 g/I; pH=7,2.

Solucidn de tripsina/EDTA: tripsina (Gibco, EE.UU.) 0,05% y EDTA 0,02%, en solucién PBS. Se

esterilizé a través de filtros de 0,22 um.
3.3.3 Crecimiento celular.
Crecimiento bacteriano.

Los cultivos de E. coli se crecieron en medio LB liquido a 37°C con agitacidn, en presencia

del antibidtico correspondiente. En medios sdlidos se cultivaron en estufa a 372C.

Mantenimiento de las lineas celulares animales.

Todos los cultivos se realizaron en estufa a 372C en atmdsfera de diéxido de carbono 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 retird el sobrenadante del cultivo
y se lavd la monocapa celular con PBS. Después de eliminar la solucién de lavado, se agregd
cantidad adecuada de la solucion de tripsina/EDTA, dejandola actuar por unos min hasta lograr
el desprendimiento de las células adheridas. Luego se adicioné medio de cultivo, neutralizando
la accién de la tripsina, y se homogenizé la suspensidn celular. Una alicuota adecuada de esta
suspension se continud cultivando en un nuevo frasco con el agregado de medio de cultivo

completo fresco.
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3.4 Técnicas concernientes a la manipulacion de acidos nucleicos.
3.4.1 Aislamiento y purificacion de ADN de vectores de expresion.

Para la preparacion de ADN de los vectores de expresion se utilizaron los equipos
comerciales: NucleoSpin® Plasmid Miniprep Kit (MACHEREY-NAGEL, 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. EIl ADN obtenido se resuspendidé en H,0 estéril y se conservd a -

209C hasta su utilizacién.
3.4.2 Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La separacion de las moléculas de ADN se realizé por electroforesis en geles de agarosa
utilizando el sistema tipo submarino (Sambrook, 1989). Los geles se prepararon en solucién
tampon TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 10 mM; pH=8). Para la visualizacién del ADN se procedid
al agregado de bromuro de etidio en una concentracidn final de 1 pug/ml. En forma alternativa,
se utilizo la tincion comercial GelRed (Biotium, EE.UU.), incubando el gel luego de la corrida
electroforética en una dilucion 3:10.000 del fluoréforo, durante 30 min. Las concentraciones de
agarosa utilizadas variaron entre el 0,8 y 1%, segun el tamafio de las moléculas de ADN a
resolver. Las muestras de ADN se sembraron utilizando solucion de siembra (0,25% de azul de
bromofenol; 0,25% de xileno-cianol; 30% de glicerol, en agua estéril) en proporcién 6:1 (muestra
de ADN: solucidn de siembra). Como marcadores de peso molecular se utilizaron: Marcadores
de ADN ABstE Il de 702 a 14.140 pb, Marcadores de ADN Ladder 1Kpb de 1.000 a 10.000 pb o
Marcadores de ADN Ladder 100 de 100 a 2.080 pb (PB-L Productos Bio-Ldgicos, Argentina). Las
corridas electroforéticas se realizaron a 50-90 mA en solucién tampdn TAE. Los geles fueron
observados en transiluminador de luz UV. En caso de ser necesario los geles fueron digitalizados

usando una camara digital Kodak, EKB 9040.
3.4.3 Estimacién de la concentracion y calidad del ADN.

La cuantificacién del ADN obtenido a partir de las preparaciones de ADN de los vectores
se realizd por medidas espectrofotométricas a 260 nm y se calculd la concentracién segun el
valor leido, teniendo en cuenta que 1 unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 50 pug/ml
de ADN doble hebra. Para esto se utilizé una dilucion adecuada de los vectores de expresion
proteicos, y se midié en un espectrofotometro Genova de Jenway (Jenway -Bibby Scientific

Limited, Reino Unido).
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Ademas, en el caso de ADN para transfecciones, la calidad del mismo se comprobd por
corrida y visualizacién en geles de agarosa. También se determinaron los indices de Absorbancia

a 260 nm/Absorbancia a 280 nm, para evaluar contaminacidn con proteinas que absorben a 280.
3.4.4 Aislamiento y 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 sefialadas 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® Extract Il (MACHEREY-NAGEL, Alemania), basado en la adsorcién del ADN a

membrana de silica-gel. El sistema fue utilizado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
3.4.5 Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

Las condiciones de corte usadas fueron las recomendadas por lo proveedores de las
distintas endonucleasas de restriccidn. En términos generales, se utilizé aproximadamente 1 U
de enzima por ug de ADN. Los resultados de los cortes con enzimas de restriccion se verificaron
mediante electroforesis de los productos obtenidos en geles de agarosa, estimando el tamafio
de los fragmentos generados por comparacion con marcadores de peso molecular adecuados.
Los vectores digeridos, ademas, se trataron con fosfatasa alcalina para disminuir la probabilidad

de religado en la reaccién de ligacion.
3.4.6 Ligado de moléculas de ADN.

Las reacciones de ligacién se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl, utilizando 1
U de la enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Promega, EE.UU.), en la solucién tampdn
adecuada para la enzima, y con las cantidades necesarias de inserto y de vector para cada caso
(aproximadamente en una relacién 4:1, inserto: vector). La mezcla de ligado se incubd a 42C

durante toda la noche.
3.4.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para todas las reacciones de amplificacion se utilizé un termociclador Mastercycler 5333
(Eppendorf, Alemania). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 50 pl
conteniendo solucidn tampdn comercial suplementada con la cantidad 6ptima de MgCl; para
cada reaccion (en general se utilizé una concentracion final de 2 mM de MgCl,), 0,2 mM de cada
dNTP, 20 pmoles de cebador sentido y antisentido, y 1U de ADN polimerasa Taq (Invitrogen,

EE.UU. o Fermentas, EE.UU.). En todos los casos se utilizaron entre 2-5 ng de ADN molde por
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tubo de reaccion. Para la amplificacién de E6 18mut se utiliz6 como molde el ADN de E6 18 y
llevandose a cabo la mutagénesis sitio dirigida a partir de cambios en las bases del cebador. Los
perfiles térmicos utilizados para las distintas reacciones variaron segun el molde utilizado en las

mismas, segun se detalla en cada caso particular.

Para el clonado de las distintas proteinas E6 fusionadas al epitope HA en el vector
pcDNA3 (constructos pcDNA3HA-E6 11, pcDNA3HA-E6 16, pcDNA3HA-E6 18 y pcDNA3HA-E6
18mut), se disefiaron los siguientes cebadores especificos, segin la secuencia reportada de ADN

copia (ADNc) correspondiente y seglin reportada en bases de datos gendmicos:

Sentido 5-TTATAGATCTATGGAAAGTAAAGATGCCTCC-3’

we i Antisentido 5 -TTATGAATTCTTAGGGTAACAAGTCTTCCAT-3’

Sentido 5 -TTATAGATCTATGCACCAAAAGAGAACTGCA-3’

roe Antisentido 5-TTATGAATTCTTACAGCTGGGTTTCTCTACGT-3’
Sentido 5"-TTATAGATCTATGGCGCGCTTTGAGGATCCAAC-3’

w018 Antisentido 5 -TTATGAATTCTTATACTTGTGTTTCTCTGCGT-3’

E6 18mut Antisentido 5 -TTATGAATTCTTATGCTTGATCTTCTCTGCGT-3’

Tabla 3.2: Cebadores utilizados para amplificar las regiones codificantes de la proteina E6 de los
distintos tipos de VPH.

Los sitios de restriccion para BamHI| y EcoRl, utilizados para el clonado direccional, se
sefialan en negrita y subrayado, respectivamente. El perfil térmico usado fue el siguiente: 5 min
a 952C, 30 ciclos de 30 seg a 949C, 30 seg a 559C, 30 seg a 72°C, seguido por un paso final de
extensién durante 5 min a 722C. Como templado se utilizaron vectores conteniendo las

secuencias virales (Coleccion del Laboratorio).

Los clonados realizados en este trabajo de Tesis se corroboraron a través del andlisis de
las colonias transformantes mediante ensayos de PCR de colonia. Para ello, se tomé una colonia
directamente de la placa con un palillo estéril y, luego de generar una réplica en una nueva placa,
el resto fue resuspendido en 30 ul de H,0 destilada estéril e incubada a 98°C durante 5 min,
luego se centrifugd 4 min a 13.000 g. Finalmente, 5 pl del sobrenadante del lisado de bacterias
se resuspendieron en la mezcla de reaccién de PCR utilizando las mismas condiciones que para

la amplificacién del fragmento original correspondiente.
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3.4.8 Extraccion de ARN a partir de células en cultivo y transcripcion reversa seguida de PCR

(RT-PCR).

La extraccion de ARN fue llevada a cabo para evaluar si el transgen de E6 estaba presente
en las lineas celulares estables y, de esta manera, poder corroborar la identidad de las lineas
celulares. Para llevar a cabo la extraccién del ARN total se utilizo el reactivo Trizol (Invitrogen,
EE.UU), y se procedié segun el protocolo recomendado por el proveedor. La integridad y calidad
del ARN purificado se evalud con un espectrofotometro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech,

Suecia), midiendo el cociente de absorbancia 260/280 nm.

El ADNc se sintetizd a partir de 2 ug de ARN total. Se prepard una mezcla de reaccion
que contenia la cantidad adecuada de ARN, 5 uM del cebador oligodT y agua libre de nucleasas,
y se incubé durante 5 min a 65°C de manera de inducir la desnaturalizacion del ARN.
Posteriormente, se enfrié 1 min en hielo, y se agregaron los restantes componentes de la retro-
transcripcion: 0,5 mM de cada dNTP; solucién tampdn (50mM Tris pH=8,3; 75mM KCl; 3mM
MgCly; 5mM DTT); 100 U de MMLV-RT (Invitrogen, EE.UU) y 10 U de inhibidor de ribonucleasa,
en un volumen final de 20 pl. Para la reaccidn de RT, la mezcla final se incubd a 42°C durante 60
min. Como paso final, se incubd a 72°C durante 10 min para inactivar la enzima transcriptasa

reversay se almacend a -20°C hasta su posterior utilizacion.

A partir del cDNA obtenido se llevd a cabo la reaccion de PCR siguiendo las condiciones
de amplificacion de la seccidon 3.4.7, los pares de cebadores utilizados son los que se detallan en
la tabla 3.2. Como control de la integridad del ARN se amplificd la enzima succinato
deshidrogenasa  (SDH) utilizdndose los  siguientes cebadores: PAL-SDH-F: 5'-
GCACACCCTGTCCTTTGT-3" (sentido) y PAL-SDH-R: 5"-CACAGTCAGCCTCGTTCA-3" (antisentido).
Las condiciones utilizadas fueron: 5 min a 952C, 22 ciclos de 40 seg a 942C, 40 seg a 579C, 40 seg

a 722C vy un paso final de extension durante 5 min a 729C.

3.5 Transformacion de células de E. coli.

3.5.1 Preparacion de células a transformar.

¢ Induccidn del estado de competencia por el método de CaCl,.

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 centrifugacién durante 5 min a
6000 rpm y a 4°C en una centrifuga HERMLE labnet Z323K (rotor 220.78 VO2), y se
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resuspendieron en CaCl, 50mM frio. Tras volver a enfriar y cosechar las células, las mismas se
resuspendieron en una solucion fria de CaCl, 50mM al 15% de glicerol. Se trabajé siempre en

esterilidad y las células se conservaron a -702C hasta su utilizacién.

e Preparacidn 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 centrifugacién durante 10 min a 6000 rpm y se
resuspendieron en H,0 destilada estéril fria. Luego de repetir este paso, se resuspendieron en
glicerol al 10% estéril frio y se recogieron por centrifugacién a 7500 rpm a 42C durante 10 min.
Por ultimo, las células se resuspendieron nuevamente en glicerol al 10% estéril frio y se
conservaron a -709C hasta su utilizacién. Todas las centrifugaciones se hicieron en una centrifuga

HERMLE labnet Z323K (rotor 220.78 VO2).
3.5.2 Transformacion de células competentes con ADN derivado de vectores de expresion.

e Transformacion de células cuya competencia se logré 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 vectores de expresidon o mezclas de ligado. Las mezclas de transformacion se
mantuvieron en hielo durante 45 min. Luego, se las sometid a un tratamiento de shock térmico
a4229C por 1 min, se las dejo reposar en hielo unos min y se les agregd 1 ml de LB fresco, tras lo
cual se dejaron recuperar a 372C, con agitacion por 1 hora. Por Ultimo, se recuperaron las células
por centrifugacidon 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 antibidticos correspondientes y en las
concentraciones adecuadas. Las placas se incubaron durante 14-16 horas a 372C para

seleccionar las bacterias transformantes.

e Electroporacion.

Alicuotas de 40 pl de células competentes se agregaron junto con las cantidades
adecuadas de los diferentes vectores de expresién o ligaciones, en cubetas para
electroporacion. La transformacién se logré aplicando 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, en agitacién durante 1 hora. Por ultimo, se recuperaron las células por centrifugacion, se

resuspendieron en minimo volumen de LB y se sembraron en placas de Petri conteniendo LB-
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agar suplementado con los antibidticos correspondientes. Las bacterias transformantes se

seleccionaron incubando las placas a 37 2C durante 14-16 horas.
3.6 Transfeccion de células animales.

Esta técnica permite la transferencia de material génico a células animales en cultivo. 4
x 10° células HEK293T o 6 x 10° células HaCaT, segun correspondiese, fueron cultivadas en medio
DMEM suplementado con 10% de SFB en placas de Petri tipo cultivo celular (60 mm de
didmetro), de manera de alcanzar una confluencia del 75 a 90% a las 24hs. Las células se

cultivaron en una estufa gaseada a 372Cy se transfectaron segun la técnica elegida.

Transfeccion usando el método de precipitacion con fosfato de calcio (Scholat, 1997).

Se prepard una solucién compuesta por el ADN a tranfectar, 22 ul de CaCl, 2,5 My 190
pl de tampdn Tris-EDTA (10 mM Tris-HCl pH 7,9; 1 mM EDTA). Esta mezcla se agregd gota a gota
sobre 200 pl de solucién HBS 2X (Hepes 50 mM; NaCl 0,28 M; NaHPO4.12H,0 1,5 mM; pH=7,12),
y se incubd por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla final se agregé 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 18 a 48 hs. Esta técnica se utilizé para transfectar la linea
celular HEK293T a partir de la cual se obtuvieron los extractos proteicos que fueron utilizados

para ensayos de Western Blot (WB) o inmunoprecipitacién (IP).

Transfeccion utilizando EcoTransfect (OZ Biosciences, Francia) o Lipofectamina 2000
(Invitrogen, EE.UU.).

Se prepard una solucidn conteniendo el ADN a transfectar en cantidades adecuadas en
100 ul de medio de cultivo sin suero, sobre la cual se agregd gota a gota una segunda mezcla
conteniendo 5 ul de EcoTransfect (OZ Biosciences, Francia) o Lipofectamina 2000, segun
corresponda, en 100 pl de medio de cultivo sin suero. La mezcla resultante se mezcld
vigorosamente y se incubd durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la misma
se agrego a las células sembradas el dia anterior a las que se le habian agregado 3 ml de medio
fresco sin suero, y se incubd por 5 hs en estufa gaseada. Al cabo de este tiempo, se extrajo el
medio conteniendo la mezcla de ADN de las placas de cultivo y se reemplazé por 3 ml de medio
fresco suplementado con suero al 10%, pero sin antibidticos. Finalmente las células fueron
incubadas en estufa gaseada por 24 horas. La transfeccion con EcoTransfect se utilizé para la
linea celular HaCaT. Para los experimentos de silenciamiento en linea celular Hela se utilizé

Lipofectamina 2000.

46
Florencia Natalia Facciuto-2014- Tesis Doctoral



Materiales y Métodos

3.7 Generacidn y seleccion de clones celulares transfectados de manera estable.

Clones estables derivados de la linea celular HaCaT expresando E6 como proteina de
fusion al epitope HA (HA-E6) fueron generados y seleccionados a posteriori de la transfeccidn
con 2 ug del vector pcDNA3HA-E6 o pcDNA3 vacio, utilizando el método de transfeccidon con
Ecotransfect (OZ Biosciences, Francia). Luego de un periodo de seleccién durante dos semanas
en medio de cultivo conteniendo 500 pg/ml del antibiético Geniticina G418 (Invitrogen, EE.UU),
cuya resistencia se encuentra codificada en el vector de expresidon pcDNA3, los clones
resistentes (células HaCaT-HA E6 y células HaCaT-pcDNA3 control) fueron seleccionados
tomando colonias aisladas, mediante la técnica del anillo. Dichos clones fueron cultivados y
mantenidos en medios suplementados con el antibidtico G418. La expresion del transgen fue
corroborada por ensayos de RT-PCR e inmunofluorescencia como se detalla en la seccién 4.1.3

de Resultados.
3.8 Optimizacidn de Cultivos celulares histotipicos.

Para la optimizacién de cultivos histotipicos, que representan mas fehacientemente el
microambiente celular respecto a un cultivo clasico, la linea celular HaCaT fue crecida sobre
Matrigel Basement Membrane Matrix (BD Biosciences, EE.UU.). Células HaCaT en cultivo fueron
tripsinizadas y, a posteriori, fueron resuspendidas en una concentracion de 1,2 x 10° células por
placa, en medio completo conteniendo 2% de Matrigel. Dicha suspension fue sembrada sobre
cubreobjetos previamente cubiertos con Matrigel, presentes dentro de placas de cultivo celular.
Posteriormente, las células se incubaron en medio completo en estufa a 37°C, 5% CO,, por 72

horas.
3.9 Técnicas concernientes a proteinas.
3.9.1 Preparacion de los extractos proteicos a partir de células en cultivo.

Para los extracto solubles, las células HEK293T adheridas a la superficie de las placas se
lavaron con PBS frio y se incubaron durante 10 min en hielo con la solucién E1A (NaCl 250 mM,
NP40 0,1%, Hepes 50mM pH= 7, MgCl, 1mM), conteniendo una mezcla de inhibidores de
proteasas (Halt Protease Inhibitor Single Use Cocktail, Thermo Scientific, Pierce Biotechnology,
EE.UU.). Las células fueron despegadas y los extractos celulares se recolectaron en tubos y se
centrifugaron por 2 min a 13000 g, tomdandose el sobrenadante. Las muestras conteniendo los
extractos proteicos de la fraccidn soluble fueron guardadas a —802C hasta su uso. Para el caso

del extracto total, las células adheridas a la superficie de las placas se lavaron con PBS frio y se
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incubaron durante 10 min con volumenes adecuados de solucién de siembra 2X (125mM
Tris/HCl pH=6,8; 20% glicerol; 4% SDS; 0.004% Azul de bromofenol; 10% [ mercaptoetanol),
despegando luego por raspado y arrastre. Este lisado se calentdé a 952C durante 5 min y se
conservé a -209C hasta su uso. En el caso de los experimentos de degradacion por la via de
proteasomas, las células fueron incubadas con el inhibidor de proteasomas N-CBZ-LEU-LEU-LEU-
AL (CBZ) a una concentracion de 40 uM (Sigma Aldrich, EE.UU.), durante 2 horas previamente a
la preparacion de los extractos. Las muestras obtenidas con estos protocolos se utilizaron en los

ensayos de Western blot (secciones 4.1.7, 4.2, 4.3).

3.9.2 Ensayos de co-IP: Preparacién de extractos proteicos y condiciones de IP.

Para los experimentos de co-IP, células HEK293T adheridas a la superficie de las placas
se lavaron con PBS frio y se incubaron durante 10 min en hielo con la solucién RIPA (50mM Tris
HCI [pH 7,4], 150mM NaCl, 1% deoxicolato, 1mM EDTA, 0,1% NP40) conteniendo una mezcla de
inhibidores de proteasas (Thermo Scientific Pierce Biotechnology, EE.UU.). Una fraccion del
extracto fue guardado a -80°C (fraccion INPUT, extracto total antes del agregado del
anticuerpo). Para los experimentos en que se inmunoprecipité a HA-E6 de VPH, el extracto fue
incubado con el anticuerpo anti HA, en rotacidn a 42C durante 16 hs. Posteriormente, se incubo
con Proteina A Sefarosa CL-4B 50% PBS (Sigma Aldrich, EE.UU.) durante 3 hs, en hielo con
agitacién. Luego, se lavd 5 veces con buffer RIPA durante 5 min en hielo y agitacién v,
posteriormente, se centrifugaron los extractos a 8000 rpm en microcentrifuga a 49C,
descartandose el sobrenadante. Finalmente, el sedimento, conteniendo la resina de Sefarosa
con los inmunocomplejos precipitados, se resuspendié en solucién de siembra 2X y se incubaron

a 802C durante 2 min. Las muestras se almacenaron a -202C hasta su siembra.

Para el experimento en donde se inmunoprecipitd a cMyc-PAR 3, los extractos proteicos
obtenidos en buffer RIPA, se incubaron durante 3 horas con la resina EZview red anti-c myc
affinity gel (Sigma Aldrich, EE.UU.), en rotacién a 42C. Luego, se lavé 4 veces con buffer RIPA
durante 5 min a 42Cy con agitacién. Posteriormente, se centrifugaron los extractos a 8000 rpm
en microcentrifuga a 49C, descartdndose el sobrenadante. Finalmente, el sedimento
conteniendo la resina con los inmunocomplejos se resuspendid en solucién de siembra 2X y se

incubd a 802C durante 2 min. Las muestras se almacenaron a -209C hasta su siembra.

3.9.3 Preparacion de extractos proteicos para ensayos de fraccionamiento celular.

El fraccionamiento celular de Hela fue llevado a cabo con el equipo comercial
ProteoExtract Fractionation Kit (Calbiochem, Alemania). Para dicho objetivo las células Hela
fueron tripsinizadas con cantidades adecuadas de Tripsina/EDTA por unos min hasta lograr el
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desprendimiento de las células adheridas, tras lo cual se adicioné medio de cultivo, y se
centrifugd a 900 g por 10 min. El pellet obtenido conteniendo las células fue resuspendido en 1
ml de buffer de lavado suplementado por el provedor (Calbiochem, Alemania), e incubado en
agitacion a 49C por 5 min. Posteriormente se centrifugd a 300 g durante 10 min, repitiéndose
esta operacidn dos veces. El pellet obtenido fue resuspendido e incubado a 42 C durante 10 min
en agitacion, en 60 pl de buffer de extraccidn 1, que permite la extraccidon de las proteinas del
citosol. Luego de dicha incubacidn los extractos fueron centrifugados a 1000g durante 10 miny
a 49C, obteniéndose un sobrenadante correspondiente a la fraccién 1, la cual fue conservada a
-209C. Por otro lado, el pellet obtenido fue resuspendido en 60ul de buffer 2, incubado a 4¢C
por 30 min en agitacion y centrifugado a 6000g. Asi se obtuvo el sobrenadante correspondiente
a la fraccidn 2, constituida por proteinas de las membranas celulares, el cual fue conservado a -
202C hasta su posterior utilizacidn. Por otro lado, el pellet obtenido luego de la centrifugacién,
fue resuspendido en 50ul de buffer 3 suplementado con benzonasa (endonucleasa que forma
parte del equipo comercial), tras lo cual fue incubado durante 10 min a 42C en rotacién. Luego
de dicha incubacidn, se centrifugd el extracto a 6800g a 42Cy el sobrenadante de esta operacion
correspondio a la fraccidn 3 que contiene la fraccidon nuclear. Finalmente, el pellet restante fue
resuspendido en 40ul de buffer 4, conteniendo la fracciéon de las proteinas presentes en el

citoesqueleto.

Para corroborar la identidad de cada una de las fracciones celulares obtenidas se
utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-a tubulina, anti-p84, anti-receptor de transferrina y
anti-vimentina para las fracciones de citosol, nuclear, de membrana y de citoesqueleto,

respectivamente. Las diluciones y origen de los anticuerpos se detallan en la Tabla 3.3.

3.9.4 Cuantificacion de proteinas.

La concentracidn de proteinas del extracto soluble se determind por el método del 4cido
bicinconinico (Sigma Aldrich, EE.UU.). A 5 pl de muestra se agregaron 200 pl de reactivo
conteniendo CuSO, y solucidn de acido bicinconinico en una proporcion 1:50 en volumen. Se
incubd a 379C durante 30 min. Posteriormente, se midié absorbancia a 630 nm en un lector de
microplacas Dynatech Laboratories (EE.UU.) modelo MRX. Como testigo se utilizdé una curva de
albumina sérica bovina (BSA, del inglés bovine serum albumin). En cada corrida se sembraron

cantidades iguales de proteinas.

3.9.5 Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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Las muestras proteicas se analizaron mediante SDS-PAGE. Antes de la siembra las
muestras se calentaron 5 min a 1002C en solucién de siembra 6X [120 mM Tris-HCl (pH= 6,8),
0,5% (V/V) B-mercaptoetanol, 2% (V/V) glicerol, 2% (P/V) SDS, y 0,002% (P/V) azul de
bromofenol]. Las corridas electroforéticas se realizaron en una solucion reguladora 3 g/l Tris-
base, 14,4 g/l glicina, y 0,1% (P/V) SDS, a una intensidad de corriente constante de 25 mA. La
concentracién de acrilamida: bisacrilamida (30:0,8) utilizada en los geles de separacidon varid

entre 7,5-15 % (P/V) segun el tamafio de la proteina a separar.

3.9.6 Electrotransferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa (WB) e
inmunodetecciones.

Se siguid la técnica descripta por Towbin y colaboradores (Towbin et al., 1979). Una vez
finalizada la corrida electroforética, el gel de poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa
fueron colocados en el cassette de transferencia. La electrotransferencia se realizé durante 4 h
a 250 mA en una solucidén compuesta por 6 g/l de Tris-base; 28,8 g/ de glicina y 20% metanol.
La correcta transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa se determind por
tincion con el colorante Rojo Ponceau. La membrana fue preincubada en una solucién
conteniendo 5% de leche descremada en PBS, durante 1 h a 37°C con agitacidn, a excepcion de
aquellas membranas utilizadas para inmunodetectar PKC {/A fosforilada (Thr410-403) (aPKC
P)(seccidén 4.3) las cuales fueron incubadas en 5% leche descremada en Tampdn salino Tris (TBS)
[Tris base 2,42 g/|, NaCl 8 g/I. pH=7,2] con 0,1% Tween 20 (TBST). A continuacion, se realizd una
incubacién a temperatura ambiente durante periodos variables de 2 a 16 hs, de acuerdo al
experimento, con una dilucion adecuada del anticuerpo primario en PBS/leche al 5%, a
excepcion del anticuerpo para aPKC P que se incubd en una dilucion TBST/BSA al 5%. En esta

Tesis fueron utilizados los anticuerpos que se sefialan en la Tabla 3.3.

Finalizada la incubacién con el correspondiente anticuerpo primario, se procedié al
lavado de la membrana con 0,1% de Tween 20 en PBS (4 lavados de 5 min). Posteriormente, se
realizd la incubacion con una dilucidon adecuada del anticuerpo secundario anti-IgG de ratén
conjugado con peroxidasa (Amersham GE Healthcare Life Sciences, Inglaterra, diluciéon 1/750)
durante 1 h atemperatura ambiente, o anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Amersham
GE Healthcare Life Sciences, Inglaterra dilucidén 1/750) segln cada caso. Finalmente, después de
4 lavados con PBS/Tween 20 y uno con PBS, la membrana se incubd durante 5 min con la
reaccion de revelado para peroxidasa del equipo de quimioluminiscencia SuperSignal West Pico
Trial Kit (Thermo Scientific, EE.UU.). Se realizé la exposicion de la membrana a temperatura
ambiente durante tiempos variables y la sefial quimioluminescente se registré con placas
radiograficas (GE Life Sciences, Inglaterra).
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y-tubulina (T6557) Sigma Aldrich (EE.UU.) raton 1/5000
PAR 3 (07-330) Millipore (EE.UU.) conejo 1/500
PAR 3 (H70) Santa Cruz (EE.UU.) conejo 1/200
p53(DO-1) Santa Cruz (EE.UU.) ratén 1/1000
o, tubulina(T6199) Sigma Aldrich (EE.UU.) raton 1/5000
o actinina(H-2) Santa Cruz (EE.UU.) raton 1/1000
vimentina(V-9) Santa Cruz (EE.UU.) raton 1/1000
¢ Myc (9E10) Santa Cruz (EE.UU.) raton 1/1000
rTf receptor de ,
transferrina(3882A1) Santa Cruz (EE.UU.) raton 1/1000
p84(5E10) Abcam (EE.UU.) ratén 1/5000
B-galactosidasa (B-Gal) Promega (EE.UU.) raton 1/1000
DLG1(2D11) Santa Cruz (EE.UU.) ratén 1/200
HA (12CA5) Roche (Alemania) raton 1/200
PKC Sigma Aldrich (EE.UU.) conejo 1/20000
aPKCP Cell Signaling (EE.UU.) conejo 1/1000

Tabla 3.3: Anticuerpos y las diluciones correspondientes utilizadas para ensayos de WB.

3.9.7 Sintesis de proteinas y ensayos de degradacion in vitro.

Las proteinas fueron traducidas in vitro a partir de los siguientes vectores de expresion
pcDNA3HA-E6 16, pcDNA3HA-E6 18, pK PAR 6 YFP, pKMyc PAR 3, pHACE PKC, pCDNA3 p53,
utilizando el equipo que usa lisado de reticulocitos de conejo, siguiendo las especificaciones del
fabricante (TnT Coupled Reticulocyte Lysate Systems, Promega, EE.UU.), en presencia de Cisteina
[3°S] o Metionina [3°S] marcadas radioactivamente (Perkin Elmer, EE.UU.). Luego de corroborar
la eficiencia de la expresion proteica in vitro, mediante corrida electroforética y posterior
exposicidon en placas radiograficas, las proteinas sintetizadas fueron utilizadas para ensayos de
degradacion in vitro. Cantidades equivalentes de p53, PAR 3, PAR 6 o aPKC fueron incubadas a
30 2C, durante distintos periodos de tiempos (de 0 a 3 horas) en presencia o no de las distintas
proteinas E6 de VPH (traducidas también in vitro), para evaluar degradacién proteica como se
detallara en la seccidon Resultados (secciones 4.1.7 y 4.3). La cantidad de proteina radiactiva
residual, luego de la incubacién, fue analizada en cada caso por técnicas de SDS-PAGE vy

autoradiografia.

3.10 Inmunofluorescencia (IF).
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Las diferentes lineas celulares fueron cultivadas, segin el experimento, sobre
cubreobjetos desengrasados y esterilizados cubiertos con una fina capa de Matrigel (sistema
enriquecido en coldgeno [BD Biosciences, EE.UU.]) o sin dicho aditamento, en estufa gaseada a
37°C durante 24 horas. Luego, se procedid a transfectar las células, en aquellos casos en que la
técnica lo requeria. A posteriori, las células fueron lavadas con PBS y fijadas con una solucién al
2% de formaldehido en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. Luego de varios lavados
con PBS, las células fueron permeabilizadas con una solucién de tritén 0,5% en PBS por 5 min a
temperatura ambiente, tras lo cual se lavaron nuevamente tres veces con PBS. A continuacién,
se bloqued con SFB al 10% en PBS para evitar reacciones inespecificas, incubando 1 hora a
temperatura ambiente. Las proteinas de interés fueron visualizadas usando los respectivos

anticuerpos primarios como se detalla en la Tabla 3.4.

Nombre del

Anticuerpo Fabricante Dilucién
PAR 3 (07-330) Millipore (EE.UU.) conejo 1/100
PAR 3 (H70) Santa Cruz (EE.UU.) conejo 1/70
DLG1(2D11) Santa Cruz (EE.UU.) raton 1/50
HA (12CA5) Roche (Alemania) ratén 1/50
Z01 (H-300) Santa Cruz (EE.UU.) conejo 1/70
p53 (DO-1) Santa Cruz (EE.UU.) ratén 1/100
HScrib(C-20) Santa Cruz (EE.UU.) cabra 1/100

Tabla 3.4: Anticuerpos y las diluciones correspondientes utilizadas para los ensayos de IF.

El tiempo de incubacién con el anticuerpo primario correspondiente fue de 1 h a 372C.
Luego de los lavados se agregd el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con Alexa
488 dilucién 1/1000 (para PAR 3 y ZO 1, Invitrogen, EE.UU.); anti-IgG de ratén conjugado con
Cy3 1/1200 (para HA-E6, DLG1 y p53 Chemicon International, EE.UU.) o anti-IgG de cabra
conjugado a Alexa Fldor 594 1/1000 (para Scribble, Invitrogen, EE.UU.). Las células fueron
incubadas 30 minutos a 372C y, luego de un lavado con PBS, se incubd con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) dilucién 1/10000 (Santa Cruz, EE.UU.) para marcar los nucleos. A continuacion,
las células fueron lavadas varias veces con PBS, seguido de un ultimo lavado con agua destilada.
Finalmente, los cubreobjetos fueron montados sobre porta-objetos utilizando liquido de
montaje SlowFade Antifade Kit (Molecular Probes, InVitrogen, EE.UU.). Los resultados fueron
analizados utilizando microscopio de fluorescencia (Olympus BX50F4, Japdn) y en algunos casos

microscopio laser Confocal de Barrido invertido Nikon C1 (CLSM, Japdn).
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3.11 Técnica de Cambio en la concentracion de Calcio.

Las diferentes lineas celulares adheridas a cubreobjetos (HaCaT y células HaCaT-HA E6
18) fueron crecidas en medio completo. Al dia siguiente, las células fueron incubadas en medio
DMEM sin suero y sin antibidtico durante 2 horas, luego fueron lavadas dos veces con PBS e
incubadas durante 15 min con EGTA 2mM, con el objetivo de quelar el calcio extracelular y de
esta manera disrumpir las UT. A continuacion, las células fueron lavadas dos veces con PBS
(tiempo cero) e incubadas con medio de cultivo completo, con el objetivo de restablecer las
concentraciones normales de Calcio. La restauraciéon de la polaridad celular se evalud a distintos
tiempos después del agregado de medio completo, mediante el andlisis por IF de la expresidon y

localizacién de la proteina ZO1, marcador fidedigno de UT.

3.12 Silenciamiento de la expresion de PAR 3, E6, E6AP, DLG1 y Scribble a través de
técnicas que utilizan ARN de interferencia.

Para este ensayo se utilizaron las lineas celulares Hela y HaCaT dependiendo del
experimento, las cuales fueron transfectadas con ARN pequenio interferente (siRNA, del inglés
Small interfering RNA) para: PAR 3, DLG1, Scribble, E6AP (relevant Dharmacon Smart Pools,
Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), E6/E7 de VPH 18 (5'-CAUUUACCAGCCCGACGAG) o E6 de VPH
18 (5'-CUCUGUGUAUGGAGACACATT) (Dharmacon, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), utilizando
el método de Lipofectamina 2000 (ver seccién 3.6.3). Como control, se utilizd un siARN para
luciferasa (Luci). Para la optimizacidn se probaron distintas cantidades de siARN y distintos
tiempos de incubacién de las células con la mezcla de transfeccién. A las 72 hs post transfeccién,
se prepararon extractos proteicos totales (ver secciones 4.1.7 y 4.3) o se realizé la técnica de
fraccionamiento celular (ver seccién 4.1.8) a partir de las células transfectadas con los distintos
siRNA. Para los experimentos de IF (véase seccidn 3.9) las células fueron fijadas a 48 0 72 hs post

transfeccion segun el experimento (véase secciones 4.1.3 y 4.6).

3.13 Ensayos de interaccion lipidos-proteinas.

Para los ensayos de interaccion lipidos-proteinas, las células HEK293T (sobreexpresando
PAR 3, MAGI o E6 y PAR 3 segln cada caso (véase seccidn 4.5) adheridas a la superficie de las
placas fueron lavadas en PBS frio e incubadas durante 10 min en hielo con solucién de PBS
conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas (Halt Protease Inhibitor Single Use Cocktail,
Thermo Scientific, Pierce Biotechnology, EE.UU.), ortovanadato de sodio (Sigma Aldrich, EE.UU.)
y fluoruro de sodio (Sigma Aldrich, EE.UU.). A posteriori, las células fueron despegadas, y los
extractos celulares se recolectaron en tubos, tras lo cual fueron homogenizados con

Homogeneizador (VWR Equipamiento de Laboratorio Modelo VDI 12, Italia) a potencia 1. Los
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extractos fueron incubados o no (véase seccidn 4.5) con los péptidos sintéticos E6 18 (secuencia
RLQRRETQV) o“Scramble” (Secuencia RRLQRTVEQR) durante una hora, a 42C y con agitacién. A
continuacién, las mezclas “extractos celulares-péptidos sintéticos” fueron diluidas en una
soluciéon 1% leche descremada en PBS, y fueron vertidas sobre membranas conteniendo lipidos
inmovilizados (PIP Strips Echelon, EE.UU.). Dichas membranas habian sido previamente
blogueadas en la misma solucion (PBS/leche) durante una hora. La incubacidn se llevé a cabo a
4°C con agitacion durante 3 horas, en oscuridad (ya que las tiras conteniendo lipidos
inmovilizados son sensibles a la luz), tras lo cual y luego de 2 lavados con PBS, las tiras fueron
incubadas, durante 16 hs a 42 C y con agitacidn, con diluciones apropiadas de los anticuerpos
primarios para inmunodetectar a PAR 3 0 a MAGI-FLAG segun el experimento. En este caso los

anticuerpos y las respectivas diluciones que se utilizaron se detallan en la tabla 3.5:

Nombre del Anticuerpo Fabricante Dilucion
PAR 3 (07-330) Millipore (EE.UU.) Conejo 1/100
FLAG (clon M2) Sigma Aldrich (EE.UU.) Ratodn 1/100

Tabla 3.5: Anticuerpos y las diluciones correspondientes utilizadas en los ensayos de interaccion
lipidos-proteinas.

Finalizada la incubacién con el correspondiente anticuerpo primario, se procedié al
lavado de las membranas con PBS (4 lavados de 5 min). Posteriormente, se realizd la incubacion
con una dilucion adecuada del anticuerpo secundario anti-IgG de ratédn conjugado con
peroxidasa (Amersham, GE Healthcare Life Sciences, Inglaterra; dilucién 1/750) durante 1 h a
temperatura ambiente o anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Amersham, GE
Healthcare Life Sciences, Inglaterra; dilucidén 1/750), segln cada caso. Finalmente, después de 4
lavados con PBS, la membrana se incubd durante 5 min con la reaccidon de revelado para
peroxidasa del equipo de quimioluminiscencia SuperSignal West Pico Trial Kit (Thermo Scientific,
EE.UU.). Se realizd la exposicion de la membrana a temperatura ambiente durante tiempos
variables y la sefial quimioluminescente se registré con placas radiograficas (GE Life Sciences,

Inglaterra).

3.14 Secuenciacion de ADN.

Todas las construcciones derivadas de PCR fueron confirmadas por secuenciacién del
ADN. Los vectores de expresion correspondientes fueron purificados y enviados al servicio de

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

3.15 Analisis estadistico.
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El analisis estadistico de los datos obtenidos a partir de la cuantificacion de la expresiéon
de ZO1 en los bordes celulares en el experimento de cambios en la concentracién de calcio
descripto en la seccion 4.4, fue realizado por el test de Mann Whitney. Un valor de P < 0.05 fue

considerado significativo.

3.16 Analisis digital de imagenes.

La cuantificacion de los niveles de PAR 3 en las distintas fracciones en los ensayos de
fraccionamiento celular (véase seccion 4.1.8) se realizd con el programa MacBiophotonics
Imagel 1.43 m software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EE.UU.) con el cual se

llevd a cabo la densitometria de las bandas obtenidas.

Las imagenes correspondientes a IF fueron digitalizadas con el fin de modificar la
saturacion y el gamma utilizando el programa Nikon EZ-C1 3.70 Free Viewer. Los cambios
realizados se aplicaron por igual a todas las fotografias correspondientes al mismo ensayo. Los
analisis de profundidad y barra de pseudocolor (véase seccidén 4.1.5) se llevaron a cabo en el
programa “EZ-C1Gold Version” de Nikon. Las reconstrucciones tridimensionales (véase seccion
4.1.5) se llevaron a cabo con el programa NIS-Elements Advanced Research 4.00.03”de Nikon.
La cuantificacion de la localizacidn de ZO1 en los experimentos de cambios en la concentracién
de Calcio (véase seccion 4.4) se llevaron a cabo con el programa MacBiophotonics Imagel 1.43

m software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EE.UU.).
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4.1 Estudio de la localizacidn subcelular de PAR 3 en células que expresan

la proteina E6 derivada de VPH 18.

De acuerdo a lo expresado en las secciones Introduccion y Objetivos, nos abocamos a
analizar la interferencia de E6 con componentes del complejo PAR, y la consecuencia de esto
sobre el mantenimiento de la polaridad celular. Para ello, planteamos estudiar en primera
instancia, los probables cambios en la expresidn de la proteina PAR 3, componente de las UT, en
presencia de las proteinas E6 de VPH, y ver si estas alteraciones son responsables de cambios
en la polaridad celular. Si bien se ha identificado la interaccién de E6 con otros componentes de
tales uniones, como las proteinas PATJ (perteneciente al complejo Crumbs) y MAGI1 (Storrs and
Silverstein, 2007; Kranjec and Banks, 2011), hasta el momento no se ha analizado la
funcionalidad del complejo PAR en el contexto de una infeccion por VPH. Es importante
destacar, ademas, que se ha reportado que la proteina E7 de RhPV (la cual presenta homologia
con E6 de VPH, ya que posee el sitio PBM [ver seccidn 1.3.5.2 I]) es capaz de interaccionar y
degradar a PAR 3 (Tomaic et al., 2008). Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado si
esta actividad es compartida por la proteina E6 de VPH. Teniendo en cuenta lo expuesto,
decidimos focalizar el analisis de la interferencia de E6 sobre PAR 3, la que como se sefialé en
las secciones 1.4.1.2 y 1.4.2, es una proteina clave en la organizacidn de las UT y de la polaridad

celular.

4.1.1 Clonado y expresion de las proteinas E6 derivadas de VPH.

Para iniciar el andlisis mencionado, las secuencias codificantes de las proteinas E6
derivadas de distintos tipos de VPH (11, bajo riesgo; y 16 y 18, alto riesgo) se clonaron en un
vector de expresion de células animales (pCDNAS3, Invitrogene, EE.UU.), el cual permite obtener
las proteinas fusionadas al epitope HA (Figura 4.1). Dicha fusidn permitié corroborar mediante
técnicas de inmunodeteccién la expresion de E6 con un anticuerpo contra HA. Esto ultimo
considerando que los anticuerpos especificos para cada una de las proteinas virales, disponibles

en el mercado, no permitian su eficiente deteccién al momento de llevar a cabo estos estudios.

Para dichos clonados se utilizaron cebadores que contienen en su secuencia sitios de
corte para las enzimas de restriccion BamH1 (en el cebador sentido) y EcoR1 (cebador
antisentido), que estan también presentes en el sitio de multiple clonado del vector pCDNA3
(seccion 3.4.7). De esta manera, se favorecio el clonado direccional y, ademas, se tuvo en cuenta

el marco de lectura de HA (los cebadores se describen en la seccién 3.4.7). La identidad de los
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constructos fue corroborada por técnicas de biologia molecular con cortes con enzimas de

restriccidn y por secuenciacion.

T —_
e
= i

pcDNA3HA-E6

G418
Ori

Figura 4.1: Vector de expresion para HA-E6. Representacion esquematica del vector de expresion para
las proteinas E6 fusionadas a HA. Se indica la region codificante para E6, el promotor para expresidn en
células eucariotas (CMVp) y el epitope HA. Ademas, se muestran las regiones importantes para la
replicacién en E. coli (Ori), asi como la resistencia al antibidtico G418, que se utilizd para la generacion de
lineas celulares estables. Se indica también la localizacidn de los sitios para las enzimas de restriccion
BamH1y EcoR1, utilizadas para el clonado de las distintas secuencias.

A continuacion los vectores obtenidos se transfectaron en células HaCaT para
corroborar la eficiente expresidn de las proteinas de interés. Las células se fijaron y la expresién
de E6 se detectd por IF usando anti-HA, como anticuerpo primario, comprobandose que los
constructos permitieron una expresion eficiente (Figura 4.2). Para el caso de E6 18 y de la
proteina E6 derivada de VPH 16 (E6 16), se observd una localizacién predominantemente
nuclear (Figura 4.2). Sin embargo, para E6 derivada de VPH 11 (E6 11) la localizacion de la
proteina resultd ser preferentemente citoplasmdtica, como fuera descrito por otros autores

(Guccione et al., 2004; Mesplede et al., 2012).
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E6 11 E6 16 E6 18

Figura 4.2: Expresion de HA-E6 en células epiteliales. Las secuencias codificando para las proteinas E6
derivadas de diferentes tipos de VPH (11, bajo riesgo; 16 y 18, alto riesgo) se clonaron fusionadas al
epitope HA. Los constructos se introdujeron de manera transitoria en las células HaCaT, el patrén de
expresién de E6 fue analizado por IF usando anticuerpo secundario conjugado con Cy3 (rojo). Las flechas
blancas sefialan la localizacion de E6 en el nicleo en el caso de proteinas E6 derivadas de VPH de alto
riesgo oncogénico. Barra de tamafio 5um.

A posteriori, la funcionalidad de las proteinas expresadas fue corroborada analizando su
capacidad para estimular o no la degradacién del blanco celular DLG1 que, como se describid en
la seccién 1.3.5.2 Il, es un blanco conteniendo dominios PDZ cuya degradacién es estimulada
ante la presencia de E6 de alto riesgo (Gardiol et al., 1999). Para ello se co-transfectd el vector
pCDNA3HA-DLG1 que codifica para la proteina DLG1 fusionada al epitope HA, y los diferentes
constructos de E6, en la linea celular HEK293T, segun se indica en la Figura 4.3. Como control de
la expresion de HA-DLG1 en células que no expresan E6, se transfectaron a las células con el
vector vacio (pCDNA3); también se corroboré la especificidad del anticuerpo anti HA incluyendo
células sin transfectar. Como se observa en la Figura 4.3, las células que expresan E6 18 y E6 16
mostraron niveles mas bajos de DLG1 respecto al control (células transfectadas con pcDNA3), y
a las células que expresan E6 11. En las células sin transfectar no se observa la expresion de HA-
DLG1, corrobordndose de esta manera, la especificidad de las bandas obtenidas. Estas
observaciones indicaron que las oncoproteinas E6 obtenidas fueron capaces de estimular la
degradaciéon de DLG1 (Gardiol et al., 1999), y por lo tanto, conservan la habilidad de estimular

la degradacion de sus blancos celulares.
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Figura 4.3: Las proteinas E6 16 y E6 18 estimulan la degradaciéon de DLG1. Células HEK293T fueron co-
transfectadas con vectores que codifican las proteinas E6 derivadas de distintos tipos virales o con el
vector vacio (pcDNA3), en conjunto con el vector codificando para HA-DLG1, segun se indica en la parte
superior de la Figura. Para la inmunodeteccién del nivel de expresion de HA-DLG1 se utilizé un anticuerpo
anti HA. Los niveles de y-Tubulina se muestran como control de siembra de cantidades equivalentes de
proteinas en todos los casos. Como control de la especificidad del anticuerpo se muestra la calle
correspondiente a células no transfectadas con HA-DLG1.

4.1.2 Analisis de la expresion de PAR 3 en células epiteliales.

Posteriormente, una vez corroborada la funcionalidad de los vectores desarrollados, se
iniciaron una serie de estudios para investigar el efecto de E6 sobre PAR 3. Para comenzar, se
analizo la expresion de PAR 3 por técnicas de IF en células epiteliales (células blanco de VPH);
para ello, se utilizaron las lineas celulares HaCaT, Caco 2 y HEK293T. Como puede observarse en
la Figura 4.4 panel superior, PAR 3 se encuentra localizada preferentemente en las uniones
celulares en las células epiteliales analizadas, en concordancia con lo reportado por otros
autores (Joberty et al., 2000; Ebnet et al., 2001; Gopalakrishnan et al., 2007). Sin embargo, al
estudiar la localizaciéon de PAR 3 en lineas derivadas de carcinomas de cuello de utero que
expresan E6 18 (Hela) o E6 16 (CaSKi) de manera constitutiva, se observé una disminucién de la
expresion de PAR 3 a nivel de los bordes celulares y regiones de contacto célula-célula (Figura
4.4 panel inferior). Es importante destacar que en la linea Hela, PAR 3 se expresa también en el
nucleo, lo que no se observd en las otras lineas analizadas (Figura 4.4). Estos resultados
demuestran que en células transformadas por VPH, donde se expresan las oncoproteinas virales,

PAR 3 presenta una localizacidn alterada con una disminucidn en las uniones intercelulares.
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Figura 4.4: Analisis de la expresion de PAR 3 en lineas celulares epiteliales por IF. Las células HaCaT,
HEK293T, Caco 2 (VPH-); HelLa (VPH 18+) y CaSKi (VPH 16+) fueron fijadas y analizadas para la expresién
enddgena de PAR 3 por IF, utilizando un anticuerpo anti-PAR 3 producido en conejo, y revelando con un
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo, conjugado con Alexa 488(verde). Las flechas blancas sefialan
localizacidn de PAR 3 en los bordes celulares. La flecha amarilla sefiala la localizacién nuclear de PAR 3 en
células Hela. Barra de tamafio 5um.

4.1.3 La expresion de E6 18 induce una alteracion de la localizacién subcelular

de PAR 3.

A partir de los resultados expuestos anteriormente se decidié analizar si las alteraciones
en la localizacién de PAR 3 en células VPH+ se deben especificamente a la expresién de E6. En
primera instancia se focalizaron los estudios en el efecto de E6 18 sobre PAR 3, ya que: i) se
habia observado la interaccion E6 18-PAR 3 in vitro (Tomaic et al., 2008), ii) VPH 18 resulto el
tipo de VPH mas agresivo en modelos de transformacion in vitro, utilizando células en cultivo
(Lace et al., 2009), y iii) varios reportes indicaron un comportamiento clinico mas agresivo y con
peor prondstico para tumores VPH 18-positivos,con respecto a VPH 16 (Walker et al., 1989;

Zhang et al., 1995).

Para este objetivo, se utilizé la linea celular HaCaT ya que habia sido demostrado, por

otros autores, que constituye un modelo apropiado para el analisis de la formacion de las UT
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(Aono and Hirai, 2008). Entonces, células HaCaT fueron transfectadas con los plasmidos
codificando para HA-E6 18 o HA-E6 11 de manera transitoria. Como se observa en la Figura 4.5
PAR 3 adquiere una distribucién difusa a lo largo del citoplasma y nucleo, en aquellas células
que expresan HA-E6 18. Este efecto no se observa en células transfectadas con HA-E6 11 (que
carece del PBM), donde PAR 3 se localiza preferentemente en los bordes celulares, como ocurre
en células HaCaT sin transfectar (Figura 4.4). De esta manera, se pudo inferir que la proteina E6

18 tendria la capacidad de alterar la localizacidén de PAR 3 en células epiteliales.

MERGE

E6

PAR 3

E6 11

E6 18

Figura 4.5: Efecto de la proteina E6 de VPH sobre la distribucion de PAR 3 en células epiteliales. Las
células HaCaT transfectadas con los vectores de expresién para HA-E6 11 o HA-E6 18 fueron fijadas y
analizadas para la expresién enddgena de PAR 3 por IF, utilizando un anticuerpo anti-PAR 3 producido en
conejo y revelando con un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo, conjugado con Alexa 488 (verde). La
expresion HA-E6 11 o HA-E6 18 fue corroborada por IF usando anticuerpo anti-HA (producido en ratén) y
anticuerpo secundario anti-IgG de ratdon conjugado con Cy3 (rojo). Las flechas blancas indican las células
que expresan E6 de bajo o alto riesgo, las fechas amarillas indican localizacion de PAR 3 en los bordes
celulares y las rojas en el citoplasma. Barra de tamafio 5pum.

A posteriori, con el fin de abordar los estudios en un contexto mas fisioldgico, se
generaron clones de células HaCaT expresando establemente las proteinas E6 11 y E6 18. La
seleccion positiva de los mismos se efectué con el antibidtico G418 (cuya resistencia se
encuentra codificada en el vector de expresién pcDNA3 donde fueron clonadas las secuencias
de E6, Figura 4.1) y su identidad se corrobord por deteccion de transcriptos y expresidn proteica,
por RT-PCR e IF respectivamente. Como se observa en la Figura 4.6, E6 18 presentd una
localizacién nuclear y perinuclear mientras que E6 11 mostrd una expresién principalmente
citoplasmatica, lo que concuerda con lo reportado por diferentes autores (Guccione et al., 2004;

Mesplede et al., 2012). Corroborada la expresién de E6 en las distintas lineas celulares estables,
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se procedio a analizar por IF la distribucion de PAR 3. Tanto en células HaCaT, utilizadas como
control, como en células expresando E6 11 se observd la expresidon de PAR 3 en los bordes
celulares, en regiones de contacto célula-célula (Figura 4.6). Sin embargo, en células que
expresaban E6 18, esta localizacién se vio alterada encontrandose una distribucion nuclear y
citoplasmadtica (Figura 4.6). Asi, en concordancia con los experimentos de expresidn transitoria
de E6 (Figura 4.5), se pudo demostrar que E6 18 altera la localizacién de PAR 3, con probables

cambios funcionales.

E6 NUCLEOS PAR 3 NUCLEOS

HaCaT

E6 18

E6 11

Figura 4.6: La expresion de la oncoproteina E6 18 esta asociada con la alteracion de la localizacion
celular de PAR 3. Células HaCaT (control) o aquellas que expresan establemente HA-E6 11 o HA-E6
18(rojo), fueron fijadas y analizadas para la expresion enddgena de PAR 3 (verde) por IF. Pueden
apreciarse cambios en la localizacién de PAR 3 en células que expresan establemente E6 de alto riesgo
(flecha amarilla), comparando con las células control (HaCaT) o aquellas que expresan E6 11, en donde
PAR:3 localiza preferentemente en los bordes celulares (flecha blanca). En azul se observan los nucleos
por tincidn con el colorante fluorescente azul DAPI. Barra de tamafio 5um.

Para profundizar el estudio del efecto de E6 18 sobre la localizacién de PAR 3, fue
utilizada la técnica de ARN de interferencia (siRNA) para silenciar la expresién de E6 18 en la
linea celular Hela la cual, como se menciond anteriormente, expresa dicha proteina
constitutivamente. Como control positivo del silenciamiento de E6, se analizé por IF el
incremento en la expresidn del supresor de tumores p53, principal blanco de E6 como fuera
detallado en la seccién 1.3.5.1 (Scheffner et al., 1993). Como se observa en la Figura 4.7, en
aquellas células transfectadas durante 48 hs con siRNA E6 o con siRNA E6/E7 se distingue un
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aumento en los niveles de p53, la cual estd localizada principalmente en el ndcleo. Asi se
demostré, como fuera reportado por otros autores, el silenciamiento efectivo de E6 (Scheffner
et al., 1993; Kranjec and Banks, 2011). En este experimento se silencio la expresion tanto de E6
como de E6/E7, ya que ha sido demostrado que al silenciar a E6 y E7 en conjunto, la ablaciéon de
E6 es mas eficiente y, por lo tanto, la recuperacién de p53 es mas acentuada, como se observa
en la Figura 4.7 (Kranjec and Banks, 2011). Como control negativo de silenciamiento, se
utilizaron células Hela silenciadas para Luci, ya que dicha proteina no se encuentra codificada
en el genoma celular. En Figura 4.7 ademas, se aprecia un patrén difuso de PAR 3 en las células
control, donde la marca se localiza principalmente en nucleo y citoplasma, con una leve
expresion a nivel de los bordes celulares. Sin embargo, en aquellas células en donde se silencid
la expresion de E6 18 (células p53+), se observd un incremento en la localizacion citoplasmatica
de PAR 3, con un enriquecimiento de dicha proteina en las uniones celulares. Este resultado
concordd con lo mostrado para algunas de las lineas celulares epiteliales analizadas
anteriormente (Figura 4.4), y como fuera reportado por otros autores (Joberty et al., 2000; Ebnet
et al., 2001). De esta manera, los resultados de este experimento corroboran los datos
anteriores acerca del efecto de E6 18 sobre la localizacién de PAR 3. Ademas, al demostrarse
gue la ablacion de la proteina viral restaura la expresién de PAR 3 en los bordes celulares en
células Hela, se podria sugerir que la distribucidn diferencial de PAR 3 en estas células (Figura

4.4) se deberia a la expresion de E6 18 en dicha linea tumoral.
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Figura 4.7.El silenciamiento de E6 18 en células Hela restaura la expresion de PAR 3 en las uniones
celulares. Células Hela fueron transfectadas con: siRNA VPH 18 E6/E7, siRNA E6 18 o siRNA Luci durante
48 hs. Posteriormente, fueron fijadas y analizadas para la expresién enddgena de PAR 3 por IF, utilizando
un anticuerpo anti-PAR 3 producido en conejo y revelando con un anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo conjugado con Alexa 488 (verde). La expresidn de p53 (control de silenciamiento) fue corroborada
por IF usando anticuerpo anti-p53 (producido en ratén) y anticuerpo secundario anti-lgG de ratén
conjugado con Cy3 (rojo). Las flechas blancas indican localizacion de PAR 3 en los bordes celulares en
aquellas células p53+. Barra de tamafio 5um.

A continuacidn, se evalud si la localizacidon nuclear de PAR 3 era especifica, de manera
de descartar que los hallazgos descriptos no eran un artefacto de la técnica o se deban a
inespecificidad del anticuerpo utilizado. Para esto, se llevaron a cabo experimentos de
silenciamiento de PAR 3, transfectando células HeLa con siRNA PAR 3 (Dharmacon pool) o siRNA
Luci, como control. Al cabo de 72hs, las células fueron fijadas y se analizd la expresion de PAR 3
por IF. Como se puede apreciar en la Figura 4.8, en aquellas células tratadas con siRNA PAR 3 se
pudo observar una marcada disminucion de sus niveles y, especificamente, de su expresion a
nivel nuclear, comparando con las células control (siRNA Luci). Por lo tanto, este resultado
corrobora que la redistribucidon de PAR 3 hacia el nucleo en presencia de E6 18 es especifica, y

que no es un artefacto de los experimentos (Figura 4.8).

66
Florencia Natalia Facciuto-2014- Tesis Doctoral



Resultados. Capitulo 1
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Figura 4.8: El silenciamiento de la expresion de PAR 3 corrobora su localizacidn nuclear en células Hela.
Células Hela fueron transfectadas con: siRNA PAR 3 o siRNA Luci durante 72 hs, posteriormente fueron
fijadas y analizadas para la expresién enddgena de PAR 3 por IF, utilizando un anticuerpo anti-PAR 3
producido en conejo y revelando con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con Alexa
488 (verde). Nétese la disminucion de la marca nuclear de PAR 3 en las células silenciadas, lo que indica
que la marca era especifica.

Resumiendo, los datos presentados hasta el momento sugieren que la proteina E6 18
altera la localizacién subcelular de PAR 3, desde los bordes celulares hacia ntcleo y citoplasma,
lo que podria derivar en alteraciones en sus funciones celulares.Es importante destacar que las
alteraciones mencionadas de PAR 3 no se observaron en células que expresan proteinas E6
derivadas de VPH de bajo riesgo, que carecen del sitio de interaccién con dominios PDZ. En este
sentido, restaba analizar a este punto la real contribucidn del sitio PBM de E6 18 en la alteracion

de la localizacién de PAR 3.

4.1.4 Importancia de la interaccion E6-PDZ en los cambios de localizacion de

PAR 3.

De lo expuesto se desprendia la necesidad de corroborar si el efecto observado en la
localizacién de PAR 3, en células que expresaban E6 18, dependia del PBM presente en E6 18 y
ausente en E6 11. Lo ultimo considerando que PAR 3 presenta 3 dominios PDZ, los cuales podrian
potencialmente interaccionar con el sitio PBM de E6 18. Para dicho objetivo se construyd,
mediante mutagénesis sitio dirigida, una mutante de E6 18 en el PBM ubicado en la region C-
terminal, la que se denomind E6 18mut (el cebador antisentido utilizado para la generacion de
la mutante se encuentra detallado en la seccion 3.4.7). El ADN codificando para dicha mutante
fue secuenciado, pudiéndose corroborar los cambios nucleotidicos introducidos, y fue clonado
en el vector de expresion como proteina de fusién a HA como se describioé en 4.1.2. En dicha
mutante se sustituyeron los aminodcidos carboxilo terminal Treonina (T) y Valina (V),
conservados entre las proteinas E6 de VPH de alto riesgo, y fundamentales para la interaccion

con los dominios PDZ tipo | (Figura 4.9) y seccion 1.3.5.1. Estos residuos forman los puentes de
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hidrégeno con aminoacidos del bolsillo hidrofébico que se encuentra entre las hélices 3 Ay B
del motivo PDZ (Doyle et al., 1996), y su sustitucidon por Aspartato (D) y Alanina (A) reducen

notablemente dicha interaccion (Thomas and Banks, 2005).

« HPV-18 E6 QRRR ETQV
+  HPV-18 E6 Mut QRRR EDQA
*  Motivo consenso de union a PDZ XEX]‘:]

Figura 4.9: Secuencia C terminal de la proteina E6 18 y E6 18mut utilizadas en este estudio. La secuencia
consenso del PBM de E6 18 estd resaltada en azul. Los cambios aminoacidicos introducidos en la mutante
E6 18mut estan sefialados en rojo.

Luego de corroborar la expresién de E6 18mut por técnicas de IF (Figura 4.10), se evalud
el efecto de la misma sobre la localizacién de PAR 3. Para ello, y para comparar los distintos
efectos, se transfectaron de manera transitoria los vectores de expresién de E6 18 y E6 18mut
en la linea celular HaCaT. Como se puede observar en la Figura 4.10 y se describié en la seccidon
anterior, la localizacion de PAR 3 se encuentra alterada, adquiriendo una distribucién a lo largo
del citoplasma y en el nucleo celular, en aquellas células que expresaban E6 18 (observar
magnificacién de lineas punteadas). Este efecto no se evidencié ante la expresidon de E6 18mut,
donde PAR 3 se expreso especialmente en los bordes celulares (Figura 4.10) de la misma manera
gue ocurria en la linea celular HaCaT (Figura 4.4, panel superior). Esto sugiere que la mutacion

en el sitio de unién a PDZ revierte la interferencia de E6 18 sobre la expresién de PAR 3.

Para corroborar estos resultados se decidié desarrollar una linea celular expresando
establemente E6 18mut y, analizar en ella la expresién de PAR 3. Sin embargo v, tras varios

intentos, no fue posible obtener dicha linea.

El conjunto de datos obtenidos indicarian que las alteraciones observadas en la
expresion de PAR 3 en presencia de E6 18, fundamentalmente su disminucion en los bordes

celulares, dependeria de la interaccién de la proteina viral con proteinas PDZ.
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Figura 4.10: La alteracion en la localizacion de PAR 3 mediada por E6 18 depende del dominio de
interaccion con PDZ. Células HaCaT transfectadas con vectores de expresion para E6 18 o E6 18mut fueron
fijadas y analizadas para la expresién endogena de PAR 3 por IF, utilizando un anticuerpo anti-PAR 3
producido en conejo y revelando con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con Alexa
488 (verde). La expresidon de HA-E6 18 o su mutante fue corroborada por IF usando anticuerpo anti-HA
(producido en ratén) y anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjugado con Cy3 (rojo). Las flechas
blancas sefialan la expresion de PAR 3 en los bordes celulares en células que expresan E6 18mut o en
células sin transfectar, y las amarillas la redistribucion de PAR 3 en aquellas células que expresan E6 18.
Como se puede observar en la Figura los cambios en la localizacion de PAR 3 sdlo se distinguen en aquellas
células que expresan E6 18. Las magnificaciones corresponden a la zona delimitada por las lineas
punteadas. En azul se observan los nucleos por tincidn con el colorante fluorescente azul DAPI. Barra de
tamafio 5pum.

4.1.5 Anadlisis de la interferencia de E6 de VPH sobre la expresion de la proteina
PAR 3 utilizando la metodologia de cultivos histotipicos.

4.1.5 A Optimizacion de Cultivos usando el Sistema Matrigel.

Para poder analizar detalladamente el efecto de E6 sobre la polaridad celular in vitro, se
optimizaron sistemas de cultivos de tipo histotipico. Estos cultivos mimetizan el microambiente
celular, y constituyen modelos en los cuales se puede analizar mas eficientemente los cambios
en la expresion de las proteinas que conforman las UT (Debnath et al., 2003). Para dicha
optimizacion se utilizo el Sistema comercial Matrigel enriquecido en colageno (BD Biosciences).
La eleccién de este sistema se basd en que la polaridad celular se inicia cuando las células toman

contacto con la matriz extracelular, especificamente, a partir de la interaccion de las células con
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colageno, que se encuentra presente en altas concentraciones en Matrigel (Martin-Belmonte

and Mostov, 2007).

Los cultivos histotipicos se llevaron a cabo utilizando células HaCaT, que poseen la capacidad
de polarizar in vitro, cultivadas sobre cubreobjetos recubiertos con una capa delgada de Matrigel
durante distintos periodos de tiempos (72 y 96 hs). Para corroborar si las células se encontraban
polarizadas se tomaron imagenes en distintos planos a lo largo del eje Z (z stack), evaluando la
distribucién de marcadores cuya localizacién a lo largo de dicho eje era conocida. Para este fin,
se aplicé microscopia confocal de barrido utilizando el microscopio laser Confocal de Barrido
invertido Nikon C1 (CLSM, Japdn). Las imagenes se tomaron a partir de células cultivadas sobre
Matrigel, asi como también a partir de células cultivadas sin Matrigel, como control. El primer
marcador de polaridad que se decidio utilizar fue el biosensor fluorescente PH PLC-GFP (ver
Tabla 3.1), el cual une con gran afinidad a PI(4,5)P2 (Martin-Belmonte and Mostov, 2007). Este
marcador, sensor fidedigno de PI(4,5)P2, presenta en células polarizadas una localizacidon
netamente apical, evidenciando la presencia de PI(4,5)P2 en esa regidn celular (ver seccion
1.4.2)(Martin-Belmonte and Mostov, 2007). Para esto, células HaCaT crecidas o no sobre
Matrigel, se transfectaron con el vector que expresa PH PLC-GFP y se analizé su localizacién por
microscopia de fluorescencia (Figura 4.11). Es importante destacar que durante la optimizacion,
las células fueron cultivadas sobre Matrigel durante distintos periodos de tiempo, resultando
ser la mejor condicidn una incubacién previa de 72 hs. La incubacién durante tiempos mayores
(92 hs) implicé una confluencia celular tal que no permitié la transfeccién eficiente del
biosensor. En la seccién XY se pudo observar, en ambas condiciones de cultivo, que el biosensor
estaba distribuido principalmente en los bordes celulares (Figura 4.11). En relacién al eje
apicobasal, para las células cultivadas sin Matrigel se observé una distribucién difusa a lo largo
de dicho eje. Sin embargo, las células cultivadas en el sistema de polarizacién in vitro mostraron
un patrén apical del biosensor (Figura 4.11 panel inferior). Por lo tanto, los resultados obtenidos

demostraron una alta eficiencia de la técnica.
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Figura 4.11: Optimizacion de cultivo histotipico. Marcador PI(4,5)P2. Células HaCaT crecidas sobre
Matrigel o no durante 72 hs, fueron transfectadas con el biosensor para PI(4,5)P2, PHPLC GFP (verde);
posteriormente, fueron fijadas y analizadas. En el panel de abajo se presenta la seccion X-Z tomada desde
la posicién sefialada con flecha naranja en la seccidn XY. Puede apreciarse que en el caso de las células
crecidas sobre Matrigel, el patrén de P1(4,5)P2 en el eje Z es principalmente apical (flecha celeste). Por el
contrario, en células que no fueron cultivadas sobre Matrigel el biosensor esta localizado de manera difusa
en el eje apicobasal. En el panel inferior se muestran las imagenes de las células tomadas en contraste de
fases. Barra de tamafio 5um.

Para confirmar la polarizacion, se utilizé un segundo marcador que consistido en la
proteina de polaridad DLG1, para la cual habia sido reportada una localizacion basolateral en
células cultivadas sobre Matrigel (Awad et al.,, 2013). Asi, se crecieron nuevamente células
HaCaT como sin Matrigel durante 72 hs, como se indica en la Figura 4.12, y se observé la
distribucién subcelular de DLG1 por IF. Como puede apreciarse en el panel inferior (Figura 4.12),
DLG1 se encuentra preferentemente en la region basal en el caso de las células crecidas sobre
Matrigel a lo largo del eje Z. Por el contrario, en aquellas células que no fueron crecidas sobre
Matrigel, la localizacion fue mas difusa a lo largo de dicho eje (Figura 4.12 panel inferior). Es
importante destacar que en la seccidn XY, en ambas condiciones, la proteina DLG1 se encuentra

ubicada en los bordes celulares.
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Figura 4.12: Optimizacidn de cultivo histotipico. Marcador DLG1. Células HaCaT crecidas sobre Matrigel
o no durante 72 hs fueron fijadas y analizadas para la expresion enddgena de DLG1 (rojo) por IF. En cada
caso se muestra una seccion representativa del eje XY. En el panel de abajo se presenta la seccidon X-Z
tomada desde la posicidn sefialada en la seccidon XY con flecha amarilla. La flecha azul en los paneles
inferiores indica localizacidn apical. Puede apreciarse en el caso de las células cultivadas sobre Matrigel
una localizacién basolateral de DLG1 a lo largo del eje Z. Barra de tamafio 5um.

Una vez analizada la localizacion de DLG1 y PI(4,5)P2 en células cultivadas sobre
Matrigel, con resultados satisfactorios, se analizé la localizacién de PAR 3, objeto de este
estudio. De esta manera, se podria evaluar luego con mayor profundidad su deslocalizacién
mediada por E6 18. Para dicho objetivo, células HaCaT fueron cultivadas con y sin Matrigel, y se
analizo la localizacién de la proteina PAR 3 por técnicas de IF. Posteriormente, se tomaron
imagenes de distintos planos a lo largo del eje Z con el microscopio confocal, a partir de los
cuales se realizaron analisis de profundidad utilizando el programa EZ-C1 Gold Version de Nikon
(Tokio, Japén). Los resultados se muestran en la Figura 4.13, en donde se presenta el analisis de
localizacién de PAR 3 en células HaCaT junto con una barra de pseudocolor, como referencia de
profundidad (EZ-C1 Gold Version de Nikon). Esta barra de pseudocolor es una proyeccién del eje
Z, en donde se asignan colores segun la profundidad a lo largo de dicho eje (localizacién apical
corresponde al color blanco-rosa, localizacién basal del negro al celeste). Dicha barra es
generada por el programa EZ-C1 Gold Version de Nikon. En la Figura 4.13 se observa una imagen
representativa donde se le asignaron colores de acuerdo a la profundidad a la senal del
fluoréforo Alexa 488 con el cual se inmunomarcé PAR 3. Teniendo en cuenta la barra indicadora,
se concluyd que en el caso de aquellas células crecidas sobre Matrigel, PAR 3 esta presente en
promedio en la regidén apical (ya que se aprecia que la marca de PAR 3 en su mayoria presenta
un pseudocolor amarillo o rosa). Lo expuesto anteriormente concuerda con reportes de otros

autores, que indicaron que PAR 3 presenta una localizacion apical en células polarizadas, en
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concordancia con su participacion en la formacion de las UT (Horikoshi et al., 2009). Por el
contrario, en el caso de aquellas células crecidas sin Matrigel, se observé que la marcacion para
PAR 3 correspondia al pseudocolor amarillo-celeste indicando una localizacion mas difusa a lo

largo del eje Z (Figura 4.13, derecha).

HaCaT sobre Matrigel Pseudocolor HaCaT sin Matrigel
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Figura 4.13: Optimizacion de cultivo histotipico. Marcador PAR 3 en andlisis de profundidad en el eje Z.
Células HaCaT crecidas sobre Matrigel o no durante 72 hs, fueron fijadas y analizadas para la expresion
enddgena de PAR 3 por IF. La intensidad de PAR 3 a lo largo del espesor celular (en el eje apicobasal o Z)
estd indicada en pseudocolor (generado a partir del programa EZ-C1 Gold Version de Nikon). El analisis se
llevo a cabo con el programa “EZ-C1 Gold version” (Nikon).

Para corroborar los resultados anteriores en cuanto a la distribucidon apropiada de los
marcadores en células cultivadas sobre Matrigel, se muestran los resultados de IF para la
localizacién de PAR 3. En la Figura 4.14, se puede apreciar que en aquellas células cultivadas
sobre Matrigel, PAR 3 adquiere una localizaciéon apical correspondiente a una proteina de las UT,
en concordancia con el andlisis descripto precedentemente con las barras de pseudocolor. Por
el contrario, en células crecidas sin Matrigel, la localizacion de PAR 3 es mds difusa y en
concordancia con los analisis de profundidad descriptos anteriormente. Es importante destacar
gue en la seccién representativa XY, en ambas condiciones, la proteina se encuentra ubicada en

los bordes celulares.

De esta manera, las distintas condiciones de cultivo (con o sin matriz extracelular)
influyen en la distribucién de los marcadores analizados PI(4,5)P2, DLG1 y PAR 3. Si bien en
ambas condiciones se observa la localizacion de estos elementos en los bordes celulares en las
secciones XY, la modalidad de cultivo histotipico favorece su correcta ubicacion a lo largo del eje

apicobasal de las células epiteliales.
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Figura 4.14: Optimizacion de cultivo histotipico. Marcador PAR 3. Células HaCaT crecidas sobre Matrigel
o no durante 72 hs, fueron fijadas y analizadas para la expresion endégena de PAR 3 por IF, utilizando un
anticuerpo anti-PAR 3 producido en conejo y revelando con un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
conjugado con Alexa 488 (verde). En cada caso se muestra una seccidn representativa de plano XY. En el
panel de abajo se presenta la seccion X-Z tomada desde la posicion sefialada en la seccidn XY con flecha
amarilla. La localizacién apical en el panel inferior se sefiala con una flecha azul. En azul se observan los
nucleos por tincién con el colorante fluorescente azul DAPI. Barra de tamafio 5um.

4.1.5 B Efecto de la proteina E6 sobre la expresion de PAR 3 en cultivos histotipicos.

Puesto que se observaron diferencias significativas en la localizacién de los marcadores
utilizados para la optimizacién, se pudo concluir que los cultivos histotipicos constituyen una
herramienta valida para analizar detalladamente los cambios en la localizacion de PAR 3 en
presencia de E6 18. Esto ultimo teniendo en cuenta que dichos cambios habian sido observados
solo en cultivos en dos dimensiones, y considerando también la importancia de la ubicacién de
PAR 3, cuya funcién depende de una correcta localizacion en las UT. Asi, se analizd la expresion
de PAR 3 en células HaCaT (como control) y en los clones derivados que expresaban
establemente E6 18 y E6 11, cultivados sobre Matrigel durante 72 hs. La expresion de PAR 3
(Figura 4.15 A panel inferior) se observo en la regidn apical de las células HaCaT, tal como fuera
reportado por otros autores, y como descripto en la optimizacidn (Horikoshi et al., 2009) (Figuras
4.13, 4.14). El mismo patrén de expresion se observd en la seccién XZ (panel inferior) en células
gue expresaban E6 11 establemente (Figura 4.15 B). También es importante destacar que segun
la imagen XY, PAR 3 estd ubicada en los bordes celulares, como en células HaCaT, mientras que
en las que expresaban E6 18, se observd una marcada redistribucion hacia el citoplasmay nucleo
(Figura 4.15 B). Para las células E6 18 positivas, no se observé una neta localizacién apical de
PAR 3 (seccidn XZ), ya que dicha proteina no adquiria una localizacion definida (Figura 4.15 B).
Este resultado indicaria E6 18 produce una alteracidn de la localizacién de PAR 3 en modelos
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tridimensionales, en concordancia con lo observado en cultivos en dos dimensiones (Figura 4.4,
4.6 y 4.9). Asimismo, el efecto puede ser visualizado mas claramente en reconstrucciones
tridimensionales, generadas a partir de las imagenes obtenidas en los distintos planos a lo largo
del eje apicobasal y utilizando el programa NIS-Elements Advanced Research 4.00.03 de Nikon.
Las reconstrucciones que se observan en la Figura 4.15C, muestran que en el caso de las células
gue expresan E6 18 (Figura 4.15C), la marca de PAR 3 estd distribuida a lo largo de toda la célula

y no en la regién apical, como en el caso de las células que expresan E6 11, comprobandose el

efecto de E6 18 sobre la distribucién de PAR 3.

A HaCaT B E6 11 E6 18

PAR 3
PAR 3

nicleo
nucleo

PAR 3

nucleos

Figura 4.15: La expresion de E6 18 promueve la pérdida de la localizacién apical de la proteina PAR 3.
Células HaCaT (A) y aquellas expresando establemente E6 11 o E6 18 (B), fueron cultivadas sobre Matrigel
durante 72 hs, luego fueron fijadas y analizadas para la expresion endégena de PAR 3 (verde) por IF. En
cada caso se muestra una seccidn representativa del eje XY. En el panel de abajo se presenta la seccidn X-
Z tomada desde la posicion sefialada en la secciéon XY con flecha naranja. La localizacién apical en el panel
inferior se sefiala con una flecha blanca. Barra de tamafio 5um. C) Reconstruccién tridimensional. Se
realizaron los z stack y posteriormente, a partir de ellos, las reconstrucciones tridimensionales con el
programa NIS-Elements Advanced Research 4.00.03 de Nikon. Las flechas blancas indican localizacidon
apical. En azul se observan los nucleos por tincion con el colorante fluorescente azul DAPI.
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4.1.6 Analisis de la interaccidn entre las proteinas PAR 3 y E6.

De acuerdo a los datos presentados hasta el momento se comprobd que la proteina E6
de VPH de alto riesgo altera la localizacidn de la proteina PAR 3 tanto en cultivos en dos
dimensiones, como en cultivos histotipicos. Sin embargo, restaba establecer si el efecto
observado era ocasionado o no, por la unién entre ambas proteinas, ya sea directa o a través de
la formacidn de complejos multiproteicos. También era probable que la deslocalizaciéon de PAR
3 se debiera a un efecto secundario, derivado de la interaccidn e interferencia de E6 con otras
proteinas PDZ pertenecientes a otros complejos de polaridad celular, como DLG1 o Scribble
(seccion 1.4.1) (Gardiol et al., 1999; Nakagawa and Huibregtse, 2000). Esto ultimo considerando
gue existe una interconexién entre las distintas proteinas de polaridad que regulan la ubicacién
subcelular particular de cada una de ellas y, especialmente la localizacién de PAR 3 (McCaffrey
and Macara, 2009). A partir de lo expuesto, y teniendo en cuenta reportes anteriores que
sefialaron una débil interaccién in vitro de E6 18 y PAR 3, se decidid esclarecer este punto de
una manera mas fisiologica (Tomaic et al., 2008). Para ello se llevaron a cabo ensayos de co-
inmunoprecipitaciéon para evaluar la formacién o no del complejo PAR 3-E6 en extractos
celulares. Se co-transfectaron el vector pKMycPAR 3 (para sobreexpresar cMyc-PAR 3) y los
diferentes constructos de HA E6 en la linea celular HEK293T, posteriormente, se prepararon los
extractos proteicos en buffer RIPA y se utilizd el anticuerpo anti-HA para la inmunoprecipitacién
de HA-E6. Los extractos se incubaron con Proteina A Sefarosa, y se lavd para eliminar las
interacciones inespecificas. Las proteinas inmunoprecipitadas se eluyeron de la resina y se
resolvieron en SDS-PAGE. En todos los casos se separd una parte del extracto previo a la

inmunoprecipitacién, como control de expresién de PAR 3 en cada una de las muestras (INPUT).

S
S
Seoo
$ €S
IP: a-HA - PAR 3
WB: a-PAR 3

Inputs b . o= | PAR3

Figura 4.16: Analisis de la interaccion de E6 con la proteina PAR 3. Técnica de inmunoprecipitacion.
Células HEK293T fueron co-transfectadas con vectores de expresidon que codifican para las distintas
proteinas HA-E6 y con el vector de expresion de PAR 3. La inmunoprecipitacidn se llevd a cabo con el
anticuerpo anti-HA. La inmunodeteccién del nivel de expresién de PAR 3 se realizd utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-PAR 3.
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Los resultados que se muestran en la Figura 4.16, sugieren una interaccion entre E6 18
y la proteina PAR 3 de manera PDZ-dependiente. Esto Ultimo considerando la ausencia de
bandas especificas en el caso en que se expresaba E6 11 o E6 18mut. Sin embargo, con estos
ensayos no se puede discernir si la interaccion identificada se trata de una interaccion directa
entre ambas proteinas, o si se produce a través de la formaciéon de complejos multiproteicos a

partir de un partner comun.

Para corroborar el resultado de la Figura 4.16 se realizd otro ensayo de
inmunoprecipitacién, utilizando en este caso la estrategia inversa. Para ello, se usaron resinas
de agarosa conjugadas al anticuerpo anti-Myc para poder precipitar a cMyc-PAR 3. Para este
objetivo, se co-transfectaron el vector pKMycPAR 3 y los diferentes constructos de HA-E6 en la
linea celular HEK293T. A posteriori, se prepararon los extractos proteicos en buffer RIPA tras lo
cual se incubaron con las resinas de agarosay se eluyeron las proteinas inmunoprecipitadas (ver
seccion 3.9.2 de Materiales y Métodos). En todos los casos se separd una parte del extracto
previo a la inmunoprecipitacion, como control de expresién de PAR 3 y HA-E6 (INPUT). Como se
aprecia en la Figura 4.17, se corroboré el resultado detallado en la Figura 4.16, ya que a partir
de los inmunocomplejos analizados por WB se pudieron obtener bandas especificas cuando se

expresaba E6 18 pero no para E6 18mut.

PAR 3 + + +
HA-E6 18 - + -
HA-E6 18mut - - +
-
IP: a-myc

Input PAR 3

Figura 4.17: Analisis de la interaccion de E6 con la proteina PAR 3. Técnica de inmunoprecipitacion.
Células HEK293T fueron co-transfectadas con vectores de expresion que codifican para las distintas
proteinas HA-E6 y con el vector de expresion de cMyc-PAR 3. La inmunoprecipitacidn se llevd a cabo con
el anticuerpo anti-myc. La inmunodeteccién del nivel de expresién de HA-E6 se realizé utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-HA.

En conjunto y a partir de los dos experimentos de inmunoprecipitacién, anteriormente
expuestos, se puede concluir que existe una interaccién entre E6 18 y PAR 3, la cual puede ser
directa o mediada por otras proteinas, y que depende del PBM presente en E6 18. Dicha
interaccion podria ser la responsable de los cambios en la localizacién de PAR 3 en células

expresando E6 18.
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4.1.7 Estudio de los niveles de expresion de la proteina PAR 3 en células que
expresan E6 18.

A partir de los resultados de la seccion anterior se decidié analizar si la interaccién PAR
3-E6 18 tiene como consecuencia la estimulacion de la degradacién de PAR 3, considerando lo
que ocurre con muchos blancos de E6, como fuera detallado en 1.3.5.2 | (Pim et al., 2012). Con
este propdsito se realizaron, en primera instancia, ensayos de degradacién in vitro. Para llevar a
cabo estos experimentos, los vectores que contenian las secuencias que codifican para PAR 3,
p53 y E6 18 fueron empleados para dirigir la sintesis in vitro de dichas proteinas, en un sistema
de traduccion comercial de reticulocitos de conejo (TnT Coupled Reticulocyte Lysate Systems,
Promega, EE.UU.). La sintesis se realizd en presencia de Metionina ¥S o Cisteina 3S, luego las
proteinas marcadas radiactivamente se analizaron por SDS-PAGE y fueron expuestas a placas
radiograficas para verificar la expresion proteica (Figura 4.18 A). Para corroborar la funcionalidad
de la proteina E6 18 traducida in vitro, se llevd a cabo un ensayo de degradacion in vitro
incubando la proteina E6 18 junto con p53 (Figura 4.18 B). Esto ultimo considerando que p53 es
uno de los blancos mas caracterizados de E6, tal como fue detallado en la seccidén Introduccidn
1.3.5.1. En la Figura 4.18 B se puede observar una marcada disminucién en los niveles de p53 en
los casos en donde se incubd en presencia de E6 18, comparado con los niveles de p53 en
ausencia de la proteina viral. Por lo tanto, la proteina E6 18 sintetizada in vitro fue eficiente en
la degradacion de este blanco y, en consecuencia, fue utilizada para los ensayos ulteriores de

degradacién de PAR 3 in vitro, como se describe a continuacion.

B
E6.18 pS3 PAR3 p53 + + + + +
O | — E6 18 o = . + +
—_—] Tiempo Ohs 30min 1h 30min 1h
— p53
— | -~
| —

Figura 4.18: Sintesis de proteinas in vitro. Ensayos de degradacion in vitro de p53. En A se muestra la
traduccion eficiente de PAR 3, p53 y E6 18. En B la proteina p53 traducida in vitro fue incubada durante
distintos periodos de tiempo, sola o en presencia E6 18, como se indica. Posteriormente, los niveles de
p53 residuales fueron analizados por SDS-PAGE y autoradiografia.

Una vez verificada la funcionalidad de E6 18, en cuanto a su capacidad de degradar a sus
blancos celulares, se incubaron cantidades iguales de PAR 3 en presencia o no de la proteina E6
18 (Figura 4.19). Como se puede apreciar, a diferencia de lo obtenido para p53, no se observé

una disminucion significativa de los niveles de PAR 3 en presencia de E6 por periodos de
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incubacién de 1 hora, sin embargo sdélo se pudo observar una leve disminucion en sus niveles,

cuando ambas proteinas se incubaron por periodos mayores de 3 horas (Figura 4.19).

PAR 3 + + + + +
E6.18 = 5 & + +

Tiempo Ohs 1h 3h 1h 3h

T
2. B

Py |
S

L\—,.,-s‘

Figura 4.19: Ensayos de degradacion in vitro de la proteina PAR 3. La proteina PAR 3 traducida in vitroy
marcada radioactivamente fue incubada durante distintos tiempos, en presencia o no de E6 18.
Posteriormente, se analizaron los niveles de PAR 3 residual por SDS-PAGE y autoradiografia.

Teniendo en cuenta que se comprobd una interaccion in vivo entre PAR 3 y E6 18
(Figuras 4.16 y 4.17), se decidié analizar los niveles proteicos de PAR 3 in vivo en células que
expresan E6. Es importante destacar que en modelos in vivo, el microambiente celular es distinto
de los sistemas in vitro, lo que podria estimular o inhibir la degradacién de los distintos blancos;

por lo tanto, resulté fundamental analizar la probable degradacién de PAR 3 en este sistema.

Para dicho objetivo se analizaron los niveles en sistemas de sobreexpresion en presencia
o ausencia de E6 18, y del inhibidor de proteasomas, CBZ. De esta manera, se puede evaluar si
los niveles de expresion de un marcador en particular son regulados por el mecanismo de
degradacién mediado via proteasomas, como ocurre con algunos de los blancos de E6 (Gardiol
et al., 1999; Thomas et al., 2008a). Sin embargo, antes de llevar a cabo los experimentos con el
marcador PAR 3, se evalud primero el sistema de estudio utilizando el blanco de E6 18, DLG1.
Células HEK293T se cotransfectaron con los vectores codificando para HA-DLG1 y E6 18 o E6
18mut. Luego de 24 horas y, antes de la preparacion de los extractos proteicos, las células se
incubaron o no durante dos horas con el inhibidor CBZ. Como se muestra en la Figura 4.20, CBZ
fue eficiente en la reconstitucion de los niveles de DLG1 en células que expresaban E6 18. Esto
permitié demostrar, una vez mas, la degradacién de este blanco por la via dependiente de
proteasomas y la validez del sistema de estudio. Es importante destacar que los niveles de DLG1
no sufrieron cambios en aquellas células que expresaban E6 18mut, incubadas con o sin CBZ.
Esto permitid corroborar que los aminoacidos que habian sido sustituidos dentro del PBM de E6

18 en la mutante, son fundamentales para la degradacion de los blancos celulares.
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A posteriori, y una vez verificada la eficiencia del sistema de estudio, se co-transfecté el
vector pKMyc PAR 3, los diferentes constructos de E6 y el vector Bgal (como control interno de
transfeccion) en la linea celular HEK293T. Como se muestra en la Figura 4.21 no se observaron
cambios significativos en los niveles de PAR 3 en células que expresaban E6 18, con respecto a
aquellas que expresaban E6 11 o la mutante de E6 18 mut. Asi, los datos obtenidos sugerian que
la interaccién entre E6 18 y PAR 3 no conlleva a la degradacion proteolitica de PAR 3, como

ocurre para otros blancos de E6 (seccién 1.3.5.2).

Ademds, tampoco se observé un incremento de los niveles de PAR 3 en aquellas células
tratadas con CBZ con respecto a las no tratadas, sugiriendo que los niveles de PAR 3 no son

regulados fisiolégicamente por la via de proteasomas.

E6 18 E6 18mut Mock

CBZ - + - + - +

Figura 4.20: E6 18 estimula la degradacion de DLG1 por el mecanismo de proteasomas. Células HEK293T
fueron transfectadas con vectores codificando para HA-DLG1 (Gardiol et al., 1999) en ausencia (mock) o
presencia de E6 18 o E6 18mut. Después de 24hs, las células se incubaron durante dos horas con o sin el
inhibidor de proteasomas CBZ, como se indica en la Figura. Posteriormente, se prepararon los extractos
proteicos y cantidades iguales de proteinas fueron separadas por SDS-PAGE. La inmunodeteccion del nivel
de expresion de HA-DLG1 se realizd utilizando un anticuerpo monoclonal anti-HA. y-Tubulina se muestra
como control de siembra de cantidades equivalentes de proteinas en todos los casos.

E6 11 E618 E6 18Mut Mock

CBZ - + - - % _ +

Figura 4.21: E6 18 no estimula la degradacion PAR 3 por el mecanismo de proteasomas. Células HEK293T
fueron cotransfectadas con vectores de expresion que codifican las distintas proteinas E6, con el vector
de expresion pK Myc PAR 3y el vector de expresion para gal. Previo a la preparacion de los extractos, las
células se incubaron o no con el inhibidor CBZ, segun se indica. La inmunodeteccion del nivel de expresion
de PAR 3 se realizé utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PAR 3. y-Tubulina se muestra como control
de siembra de cantidades equivalentes de proteinas en todos los casos. fgal se muestra como control de
transfeccion.
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A continuacion, se analizaron los niveles proteicos endégenos de PAR 3 en células Hela
(E6 18-positivas) y HaCaT e incubandose o no con CBZ, previamente a la preparacion de los
extractos. En este caso, como se observa en la Figura 4.22, tampoco se observaron cambios
significativos en los niveles de PAR 3, comparando entre células tratadas o no, en concordancia
con lo observado en la Figura 4.21. En conjunto, estos resultados sugieren que los niveles de
expresion de PAR 3 no son regulados por la via proteolitica dependiente de proteasomas en

presencia o ausencia de E6 18.

HaCaT HeLa

CBZ - + - +
=S

Figura 4.22: Los niveles de PAR 3 no son regulados por la via proteolitica de proteasomas. Células HaCaT
o Hela fueron incubadas con o sin CBZ, previamente a la preparacion de los extractos proteicos. La
inmunodetecciéon del nivel de expresion enddgeno de PAR 3 se realizé utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-PAR 3. y-Tubulina se muestra como control de siembra de cantidades equivalentes de
proteinas en todos los casos.

Para confirmar los resultados presentados anteriormente, se analizd si el silenciamiento
de E6 18 en células Hela podria afectar los niveles proteicos de PAR 3. Para ello, se transfecto a
células Hela con los silenciadores siRNA E6 18, siRNA E6AP o siRNA Luci (control). En este caso
se silencid, ademas de E6 18, la expresion de E6AP, la cual es una ubiquitin ligasa asociada a E6
gue estd involucrada en la degradacion de numerosos blancos de E6 (Scheffner et al., 1993). En
la Figura 4.23, se observa un incremento en los niveles de p53 en aquellas células silenciadas
para E6 18 o E6AP, comparando con aquellas células control (silenciadas para Luci),
corroborandose la eficiente ablacion de las respectivas proteinas. Asimismo, en concordancia
con los resultados anteriores, no se observaron cambios en los niveles de PAR 3 en las células
silenciadas para E6 18 o E6AP, indicando que E6 no estaria estimulando la degradacién de la
proteina PAR 3, y ademds, que PAR 3 no es degradada por un mecanismo que utilice a EGAP

como ubiquitin ligasa.
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Figura 4.23: La expresion de E6 18 no afecta los niveles de PAR 3. Células Hela fueron transfectadas con
SiRNA Luci, siRNA E6AP o siRNA E6 18. Después de 48 hs se prepararon los extractos y los niveles
enddgenos de PAR 3 fueron analizados por WB, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PAR 3. y-
Tubulina y a-actinina se muestran como controles de siembra de cantidades equivalentes de proteinas en
todos los casos. Los niveles de p53 se analizaron como control de silenciamiento de E6 18 y EGAP.

De acuerdo a los datos que se presentaron hasta el momento la proteina E6 18 es capaz
de alterar la localizacidn subcelular de PAR 3, sin afectar significativamente los niveles proteicos

totales.

4.1.8. Andlisis de los niveles de PAR 3 en distintas fracciones celulares en
presencia de E6 18.

A partir de los resultados anteriores, se decidié profundizar los estudios acerca de como
E6 influye sobre la redistribucion de la expresion de PAR 3 en las distintas fracciones proteicas
celulares. Para ello, se llevd a cabo un ensayo de fraccionamiento celular utilizando células Hela
transfectadas con siRNA E6 18 o siRNA Luci. Luego de 48 hs, las fracciones celulares de
citoesqueleto, membrana, nucleo y citosol fueron obtenidas utilizando para tal fin un equipo
comercial y siguiendo las instrucciones del fabricante (ProteoExtract Fractionation Kit,
Calbiochem, Alemania). Nuevamente, para corroborar el silenciamiento de E6 18, se utilizd
como marcador la proteina p53 la cual presenté altos niveles de expresion en el nucleo de las
células tratadas con siRNA E6 18 (Figura 4.24). Los niveles de PAR 3 fueron comprobados por
WB e inmunodeteccion. Los resultados se presentan en la Figura 4.24, en aquellas células
silenciadas para E6 18, se observd un incremento de los niveles de PAR 3 en la fraccién de
membrana y una disminucién en las fracciones nuclear y citoplasmdtica, comparando con las

células control. En la fraccién citoesquelética no se evidencié la presencia de PAR 3.
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Figura 4.24: Redistribucion subcelular de PAR 3 en células que expresan E6 18 mediante ensayos de
fraccionamiento. Células Hela fueron transfectadas con siRNA Luci o siRNA E6 18. Después de 48 hs los
extractos proteicos obtenidos fueron separados en las fracciones: citosol, membrana, nicleo y
citoesqueleto. La inmunodeteccion del nivel de expresién de PAR 3 y de los marcadores de las distintas
fracciones se realizé utilizando los siguientes anticuerpos: PAR 3, a Tubulina (fraccién citosolica), TR
(fraccién de membrana), p84 (fraccion nuclear) y vimentina (fraccién citoesqueleto). Como control de
silenciamiento de la expresion de E6 se muestra el incremento de p53 en la fraccidn nuclear. Los nimeros
debajo dela inmunodeteccion de PAR 3 corresponden a las intensidades de las bandas de PAR 3 en células
siRNA 18, con respecto a las células silenciadas para Luci (considerado como 1). La intensidad de cada
banda fue normalizada con respecto a los controles de carga para la fraccién subcelular correspondiente.

El resultado de este experimento indicé que E6 18 induce una redistribucién de PAR 3
desde el borde celular al citoplasma y nucleo, con potenciales consecuencias sobre su actividad
y funcién. Ademds, dicha observacion coincidié con los resultados de IF presentados en la
seccion 4.1.3, en donde se describid que el silenciamiento de la expresion de E6 enriquecia la

localizacién de PAR 3 en los bordes celulares (Figura 4.7).

Los cambios en la localizacion de PAR 3 pueden alterar su funcién (como detallado en la
seccidon 1.4.1.3 para el caso de tumores de mama y queratoacantomas), y teniendo en cuenta
gue PAR 3 es un componente clave en la formacién de las UT y de la polaridad celular, es
probable que los hallazgos descriptos tengan relevancia durante la progresién maligna asociada
a VPH. A partir de esto, se decidid analizar si proteinas E6 derivadas de otros VPH de alto riesgo

ejercian el mismo efecto que E6 18.

4.2 Analisis de la interferencia de E616 sobre PAR 3.

Para analizar si el efecto de E6 18 sobre PAR 3 es un evento comun para proteinas E6
derivadas de distintos tipos de VPH oncogénicos, se decidid analizar si E6 16 era capaz de alterar
la localizacion de PAR 3 y/o estimular su degradacién como ocurre con otros blancos (Pim et al.,
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2012). Es importante destacar que si bien E6 16 y E6 18 presentan el sitio consenso de
interaccion con dominios PDZ, los aminodacidos que los constituyen son distintos (ETQL para
E616 y ETQV para E6 18). Por lo tanto, los efectos sobre PAR 3 podrian ser diferentes, como
ocurre para blancos de E6 con dominios PDZ, en donde el cambio de un solo aminoacido tiene
como consecuencia distinta eficiencia en la degradacién (Thomas et al., 2001; Kranjec and Banks,

2011).

Para este objetivo, se analizé la localizacion de PAR 3 en células HaCaT que expresan
establemente E616, tanto en cultivos convencionales (Figura 4.25 A), como en cultivos
histotipicos (Figura 4.25 B). En la Figura 4.25 se puede apreciar que en cultivos convencionales
(A) aquellas células que expresaban establemente E6 16 presentaron una localizacién de PAR 3
citoplasmatica, a diferencia de las células control en donde la marca de PAR 3 se ubica en bordes
celulares. Por lo tanto, en este caso y al igual que para las células que expresaban E6 18 (Figura
4.15), hay una alteracién en la localizacién de PAR 3. En la Figura 4.25 B se observa una
inmunotincién para PAR 3 en cultivos histotipicos. En dicha Figura se puede observar la
localizacion de PAR 3 en los bordes celulares en la seccion XY y en la regidn apical en el eje Z
para las células HaCaT. En contraste, aquellas células que expresaban E6 16 presentaron una
localizacién de PAR 3 citoplasmatica y nuclear en XY, acompanada de una disminucién de la
marca apical en el eje Z. Por lo tanto, en conjunto, tanto en el caso de cultivos convencionales
como en cultivos histotipicos, se observd la deslocalizacién del marcador PAR 3 en células que
expresaban E6 16, en concordancia con E6 18. Asi, se demostrd un efecto comun de proteinas
oncogénicas derivadas de distintos tipos de VPH. Esto sugiere mecanismos comunes de
interferencia, aunque el efecto observado en el caso de E6 18 sobre la redistribucion de PAR 3

fue mayor en todos los casos analizados.

Para corroborar este resultado se intentd llevar a cabo ensayos de silenciamiento de E6
16 en la linea celular CaSKi, la cual expresa E6 16 constitutivamente; sin embargo, tras
numerosos intentos no fue posible la ablacion de la expresién de E6 16 porque no funciond

correctamente el siRNA comercial correspondiente.
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Figura 4.25: La expresion de E6 16 esta asociada con la pérdida de la localizacién de PAR 3. A) Células
HaCaT (control) o aquellas que expresan establemente E6 16 (rojo), fueron fijadas y analizadas para la
expresion enddgena de PAR 3 (verde) por IF. Pueden apreciarse cambios en la localizacion de PAR 3 en
células que expresan establemente E6 16 (flecha amarilla), comparando con las células control (HaCaT)
en donde PAR:3 localiza preferentemente en los bordes celulares (flecha blanca). B) Células expresando
establemente E6 16 fueron crecidas sobre Matrigel durante 72 hs, luego fueron fijadas y analizadas para
la expresion endogena de PAR 3 (verde) por IF. En cada caso se muestra una seccidon representativa del
eje XY. En el panel de abajo se presenta la seccidén X-Z tomada desde la posicion sefialada en la seccion XY
con flecha naranja. Las flechas celestes en el panel inferior indican localizacidn apical. En azul se observan
los nucleos por tincién con el colorante fluorescente azul DAPI. Barra de tamafio 5um.

A continuacidn, como para el caso de E6 18, se decidié analizar si la expresién de E6 16
influia sobre los niveles de PAR 3, ademas de alterar su localizacion (Figuras 4.21, 4.22 y 4.23).
En este caso se abordd este tema analizando los niveles de dicho marcador in vivo, para lo cual
extractos totales de células CaSKi y HaCaT (control), fueron recolectados luego de la incubacién
0 no con CBZ. Posteriormente, las proteinas fueron resueltas en SDS-PAGE y se evalud la

expresion de PAR 3 en las distintas condiciones. En la Figura 4.26 se muestran los resultados en
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donde se puede apreciar que no hay cambios significativos en los niveles de PAR 3 en presencia
de CBZ en ninguna de las lineas ensayadas. Esto indica que su expresidn no seria regulada por el
mecanismo de proteasomas en presencia o ausencia de E6 16. Este resultado sugiere que, como

para E6 18, no hay una degradacion proteolitica de PAR 3 en células expresando E6 16.

HaCaT CaSki

CBZ - + - +
==

Figura 4.26: Los niveles de PAR 3 no son afectados por la presencia de E6 16 en ensayos in vivo. Extractos
proteicos de células HaCaT o CaSKi fueron incubados con o sin el inhibidor de proteasomas CBZ. La
inmunodetecciéon del nivel de expresion enddgeno de PAR 3 se realizd utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-PAR 3 de Millipore. y-Tubulina se muestra como control de siembra de cantidades
equivalentes de proteinas en todos los casos.

Para profundizar en el andlisis acerca de la ausencia de degradacion de PAR 3 por parte
de E6 derivadas de VPH de alto riesgo oncogénico, se analizaron los niveles enddgenos de PAR
3 en células HEK293T sobreexpresando distintas cantidades de E6 16 o0 E6 18, con el objetivo de
correlacionar el efecto de ambas proteinas. En los ensayos de degradacion in vivo descriptos en
la seccion 4.1.7 (Figura 4.21) se utilizé una concentracién de vector pcDNA3HA-E6 18 de 1 pg.
Sin embargo, en este caso, se utilizaron distintas concentraciones de ambos vectores para
evaluar si distintas cantidades de E6 16 o E6 18 podrian influir en los niveles de PAR 3, variando
desde 0,5 a 4 ug, como se indica en la Figura 4.27. A partir de esto, no se observaron cambios
significativos en los niveles de PAR 3 en células que expresaban distintas cantidades de E6 16 o
E6 18 cuando se compara con células que no expresan las proteinas virales (transfectadas con 1
ug de pcDNA3) (Figura 4.27). Por lo tanto, y en conjunto con los resultados anteriores, se puede

concluir que los niveles de PAR 3 no son afectados por la presencia de E6 16 ni de E6 18.
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pcDNA3HA-E6 16 (ug) 0,5 1 2 a4
pcDNA3HA-E6 18 (ug) - - - - - 0,5 1 2 a4
PCcDNAS3 (pg) £ = - - 1
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Figura 4.27: La expresion de E6 16 o de E6 18 no modifica los niveles de PAR 3. Células HEK293T fueron
transfectadas con distintas cantidades (expresadas en pg) de los vectores que codifican las proteinas E6
16 0 E6 18, o con el vector vacio pcDNA3, segun se indica. La inmunodeteccidn del nivel de expresidn de
PAR 3 enddgeno se realizé utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PAR 3. y-Tubulina se muestra como
control de siembra de cantidades equivalentes de proteinas en todos los casos.

A partir del conjunto de resultados presentados hasta el momento, podria especularse
la existencia de un mecanismo comun que module la deslocalizacion de PAR 3 en células que
expresan E6 16 y E6 18, sin cambios significativos de sus niveles. Resulta importante sefialar en
este punto que se llevaron a cabo ensayos de interaccidn in vivo entre PAR 3 y E6 16, no
obteniéndose resultados positivos como para E6 18. Por lo tanto, el mecanismo de
deslocalizacién de PAR 3 en el caso de E6 16 pareceria ser indirecto y sera discutido en detalle

en la seccién Discusién de la presente Tesis.

4.3 Analisis de la interferencia de E6 sobre otros componentes del
complejo de polaridad PAR: aPKC y PAR 6.

Como fue detallado en la Introduccion (seccién 1.4.1) el complejo de polaridad PAR esta
compuesto por tres proteinas: PAR 3, PAR 6 y aPKC. Hasta el momento se ha analizado la
interferencia de E6 sobre la localizacidn y niveles de PAR 3, pero no ha sido estudiado aln que
es lo que ocurre con los otros componentes del complejo en presencia de E6. Analizar la
situacion de los otros integrantes del complejo en células que expresan E6 de alto riesgo es de
suma importancia, ya que los cambios que se observaron en la localizacién de PAR 3, podrian

ser indirectos y debidos a alteraciones en otros componentes con los cuales PAR 3 interacciona.

PAR 6 es una proteina con muchas actividades en células epiteliales, entre ellas, es un
adaptador clave para la funcionalidad del complejo PAR, ya que interacciona dinamicamente
con los otros complejos de polaridad celular. Ademas, tal como se describié en la seccién
Introduccion, PAR 6 puede activar a aPKC mediante union directa, permitiendo de este modo
que aPKC fosforile a PAR 3, proceso importante para el ensamblaje del dominio apical
(McCaffrey and Macara, 2009). La proteina aPKC, por otro lado, controla la localizacién de los

dominios apical y basolateral, siendo de suma importancia para la polaridad celular. Por ello,
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resultaba interesante evaluar si existen alteraciones en los niveles o funcionalidad de los otros

componentes del complejo PAR en presencia de E6 de VPH.

Teniendo en cuenta esta informacién se llevaron a cabo ensayos de traduccidn in vitro,
para analizar los niveles de las dos proteinas en presencia de E6 16 y E6 18. Como fuera detallado
en laseccion 4.1.7, en primera instancia se tradujeron in vitro las proteinas aPKC y PAR 6 a partir
de los plasmidos descriptos en Materiales y Métodos (véase seccion 3.1). En la Figura 4.28 A se
muestra la sintesis eficiente de dichas proteinas, luego de ser analizada su expresion por SDS-
PAGE y autoradiografia. A posteriori, se llevaron a cabo ensayos de degradacion in vitro v, tal
como fue descripto previamente para PAR 3, se enfrentaron cantidades iguales de PAR 6 0 aPKC
con las distintas proteinas E6. Posteriormente, dichos extractos fueron analizados por SDS-PAGE
y revelados radiograficamente para evaluar la cantidad de proteina remanente. Como se puede
observar en la Figura 4.28 B, no se produjeron cambios significativos en los niveles de estas
proteinas al incubarlas con E6 16 o E6 18 durante los periodos de tiempo ensayados. Por lo
tanto, por analisis in vitro se demostré que no habia una degradacién estimulada por E6 para
estos dos componentes del complejo PAR. Dicha afirmacion era de esperar para el caso de aPKC,
ya que dicha proteina no contiene un sitio PDZ con el cual las distintas E6 pudieran interaccionar.
Sin embargo, no se podria descartar la existencia de una interaccién indirecta mediada, por
ejemplo, por PAR 3 y/o PAR 6, que pudiera activar de alguna manera su degradacidn. Por otro
lado, PAR 6 presenta un motivo PDZ, con el cual las proteinas E6 de alto riesgo oncogénico
podrian interaccionar, no obstante, el presente resultado indicaria que esta proteina no seria

degradada por E6 al menos in vitro.

A & & B PAR 6 + + + + + + +
F N E6 16 - - - v

E6 18 - 5 3 5 3 n &
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_,".—-—-—-‘ﬁ:—." PAR 6

E616 E6 18 aPKC RN S TR S -

E6 16 - s - + +
E6 18 - . . y 3 . A
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Figura 4.28: Sintesis de proteinas in vitro. Ensayos de degradacion in vitro para PAR 6 y aPKC. En A se
muestran la traduccion eficiente de PAR 6, aPKC, E6 16 y E6 18. Se sefalan con flechas las diferentes
proteinas. B Las proteinas PAR 6 o aPKC traducidas in vitro fueron incubadas durante distintos periodos
de tiempos con o sin E6 16 o 18 traducidas in vitro y marcadas radioactivamente, como se indica.
Posteriormente, los niveles residuales de las proteinas se analizaron por SDS-PAGE y autoradiografia.
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Teniendo en cuenta que en los experimentos precedentes no se observaron cambios en
los niveles de aPKC in vitro, ante la presencia de E6, se analizaron in vivo los niveles proteicos de
aPKC, tanto totales como de la fraccién fosforilada en el sitio Thr410 (aPKC P, que representa
aPKC activada). El andlisis de la fosforilacion de aPKC en este sitio es de suma importancia, ya
gue la fosforilaciéon puede alterar su funcion y el patrén de interaccién con otras proteinas de
los complejos de polaridad celular (McCaffrey et al., 2012). Para estos experimentos se utilizaron
las lineas celulares CaSKi (E6 16-positiva), Hela (E6 18-positiva) y HaCaT (VPH negativa, control).
Previamente a la preparacidn de los extractos proteicos, las células se incubaron con el inhibidor
de proteasomas CBZ. Como puede observarse en la Figura 4.29 no se produjeron cambios en los
niveles proteicos totales de aPKC, demostrandose que esta proteina no es regulada por la via de
proteasomas, en presencia o ausencia de E6. Sin embargo, es importante destacar que la
fraccion aPKC P sdlo se observd en las células derivadas de tumores como CaSKi y Hela, y no en
células HaCaT, linea celular inmortalizada. Dichos hallazgos estdn en concordancia con reportes
de otros autores que indican que aPKC se encuentra fosforilada durante los procesos
carcinogénicos (Cohen et al., 2006). Por lo tanto, se pudo demostrar por primera vez que en
lineas celulares derivadas de carcinomas cervicales asociados a VPH, aPKC se encuentra
fosforilada en el sitio Thr410, lo que podria tener consecuencias sobre las proteinas que

conforman los otros complejos de polaridad celular.

HaCaT CaSki HeLa
CBZ _ + -+ _ =F
——a —_— e o | aPKC
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Figura 4.29: Andlisis de la expresion endégena de aPKCy aPKC P en células VPH-positivas. Células HaCaT,
Hela y CaSKi fueron incubadas con o sin CBZ, previamente a la preparacion de los extractos proteicos. La
inmunodeteccidn del nivel de expresién enddgeno de aPKC o aPKC P se realizé utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-aPKC o aPKC P. y-Tubulina se muestra como control de siembra de cantidades
equivalentes de proteinas en todos los casos.

Para analizar si el estado de fosforilacion de aPKC esta mediado por la presencia de E6
en dichas células, se procedié a silenciar la expresion de E6 18 en Hela. Para ello, células Hela
fueron transfectadas con los silenciadores siRNA E6 18, siRNA E6AP o siRNA Luci, como control.
En la Figura 4.30 se muestran los resultados de un ensayo representativo y, como puede
apreciarse, no se observaron cambios relevantes en los niveles de aPKC P al silenciar a E6 18 o

E6AP. Por lo tanto, la activacion de aPKC es independiente de la presencia de E6 y/o de la
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degradacién de algunos de sus blancos, y podria estar mediada por otros mecanismos no
dilucidados hasta el momento. En la Figura 4.30 también se aprecia un incremento en los niveles
de p53 en las células silenciadas para E6 18 y E6AP, corroborandose de esta manera la ablacién

eficiente de las respectivas proteinas.

SRNA W g6

aPKCP

o actinina

Figura 4.30: Los niveles de aPKC P no son afectados por la expresion de E6 18 o E6AP. Células Hela
fueron transfectadas con siRNA Luci, siRNA E6AP o siRNA E6 18. Después de 48 hs se prepararon los
extractos y los niveles proteicos fueron analizados por WB utilizando un anticuerpo monoclonal anti- aPKC
P para analizar los niveles enddgenos de dicha proteina. a-actinina se muestran como control de siembra
de cantidades equivalentes de proteinas en todos los casos. p53 se muestra como control de
silenciamiento de E6 18 y E6AP.

Lamentablemente el analisis de la interferencia de E6 sobre la localizacidn y los niveles
in vivo de PAR 6 no pudo ser llevado a cabo, ya que los anticuerpos comerciales que se

emplearon no fueron eficientes en la deteccién de dicha proteina.

En conjunto, los resultados que se presentaron hasta el momento indican que aPKC se
encuentra fosforilada en el residuo Thr 410 en células derivadas de carcinomas VPH-positivos,
como CaSKi y HelLa. Ademas, se comprobd que esta fosforilacion no depende de E6 18 (Figura
4.30), por lo tanto, otros factores desconocidos hasta el momento estarian estimulando la

fosforilacion de aPKC en dichas células.

90
Florencia Natalia Facciuto-2014- Tesis Doctoral



Capitulo 2

Analisis de la interferencia de la proteina E6

sobre la polaridad celular.



Resultados Capitulo 2

4.4 Analisis de la interferencia de E6 18 en la reconstitucion de las UT.

Muchos de los blancos celulares de las oncoproteinas E6 conteniendo dominios PDZ son
proteinas que participan en la formacidn de las uniones intercelulares y en el control de la
polaridad celular, como DLG1 (Gardiol et al., 1999), Scribble (Nakagawa and Huibregtse, 2000),
PATJ (Storrs and Silverstein, 2007), MAGI 1 (principal blanco PDZ de E6 16 y E6 18) (Kranjec and
Banks, 2011) y PAR 3 (esta Tesis). Teniendo en cuenta esta informacion, se completaron los
estudios tendientes a comprender cémo la interferencia de E6 sobre las proteinas mencionadas
podria influir sobre la formacién de las uniones intercelulares y el establecimiento de la

polaridad celular.

En primer lugar se puso a punto en el laboratorio la técnica de cambio en la
concentracién de Calcio (switch de calcio) para células HaCaT, ensayo estandar utilizado para
evaluar la polaridad celular (McNeil et al., 2006). Brevemente, las células se cultivaron en un
medio sin suero y luego se le adicioné el quelante de calcio EGTA; en estas condiciones se
desarticulan las uniones intercelulares y la polaridad celular (Lawrence et al., 2002). A posteriori,
se lavaron las células para eliminar el EGTA, y se adicioné medio de cultivo completo (con suero)
para restaurar los niveles de calcio extracelular. Luego, las células se fijaron a distintos tiempos
y se evalué la expresion del marcador ZO1 (proteina de UT). La localizacién de ZO1 en los bordes
celulares es un indice de la repolarizacion y restablecimiento de las uniones intercelulares

(McNeil et al., 2006).

Como segundo paso, se optimizaron algunos parametros de la metodologia. Entre ellos,
se evaluod el tiempo de incubacion de la células con medio sin suero, mediante monitoreo de la
morfologia y viabilidad celular. Se eligid una incubacién por dos horas, ya que a tiempos
inferiores no se observaron cambios en la localizacién de ZO1, y a tiempos superiores, por el
contrario, se una observd una alta tasa de muerte celular. También se optimizod el efecto del
tratamiento con EGTA, para lo cual se probaron distintas concentraciones (2mM, 3mM, 4mM) y
distintos tiempos de incubacion. La mejor condicién resultante fue un tratamiento con EGTA
2mM por 15 minutos, ya que a tiempos superiores se notaron cambios importantes en la

morfologia celular.

Una vez optimizada la técnica, se procedidé a analizar el efecto que ejerce la expresion
de E6 sobre la capacidad de la célula para relocalizar el marcador ZO1 después de la disminucion
del calcio, indice de la capacidad de restablecer las uniones intercelulares y la polaridad celular.
El ensayo se realizé en paralelo para la linea HaCaT como control, y células expresando
establemente E6 18 (Capitulo 1, seccién 4.1.3, Figura 4.6). Como se muestra en la Figura 4.31,
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en las células HaCaT la localizacidn neta de ZO1 en los bordes, en regiones de contacto con otras
células, se observé a tiempos mds cortos post-agregado de medio completo, comparando con
células E6 18-positivas. Puede observarse claramente que luego de una hora de incubacién con
medio completo, ZO1 se ubicd preferentemente en el borde celular en células HaCaT. Sin
embargo, las células que expresaban establemente E6 18 no reordenaron sus UT luego de una
hora (evaluado por la localizacién de Z01), situacidon que se alcanzé alrededor de las dos horas
(Figura 4.31). Estos datos mostraron un retardo en el restablecimiento de las UT ante la
presencia de la proteina viral, sugiriendo una disfuncién en el establecimiento de la polaridad
celular.

Z01 nucleos

EGTA .
Medio completo

0 hs 1h 2h 3h 4h

Figura 4.31: Ensayos de cambios en la concentracidon de calcio para evaluar restablecimiento de la
polaridad celular en células expresando E6 18. Células HaCaT (control) o expresando establemente E6 18
fueron fijadas a distintos tiempos y analizadas para la expresion enddgena de ZO1 (verde) por IF. En rojo
se sefiala el momento del agregado de EGTA por un periodo de 15 min, tras lo cual se agregéd medio
completo. Los tiempos indicados sefialan los tiempos de incubacion después del agregado de medio
completo. Las flechas blancas sefialan la marca de ZO1 en los bordes celulares representando el
restablecimiento de las UT y la repolarizacion celular. En azul se observan los nucleos por tincidn con el
colorante fluorescente azul DAPI. Barra de tamafio 5um.

Con suero

HaCat E6 18

Con el objetivo de corroborar de manera mas precisa el retardo observado y las
diferencias entre células que expresan o no E6 18, se llevé a cabo el mismo experimento pero
fijando las células cada treinta min, y a tiempos menores post agregado de medio completo.
Como se observa en la Figura 4.32, otra vez, la localizacién de ZO1 en bordes celulares se
recuperd mas rapidamente en células HaCaT que en células expresando E6 18. Para las células
HaCaT la expresion de ZO1 en los contactos celulares se empezd a observar a los 30 min, y se
completd a los 60 min. Mientras que, en las células E6 18 positivas, se observo un retardo en la
marca de ZO1 en los bordes celulares, ya que a los 60 min la marca se observé sdélo en algunas
células, y recién a las 2 horas se pudo visualizar una mayor recuperacidén con una menor

distribucién de ZO1 en el citoplasma. En las incubaciones a tiempos mayores no se observaron
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diferencias entre las dos lineas celulares. Esto indicaria que la perturbacién en la repolarizacién
o restablecimiento de las UT, mediada por E6 18, ocurre en los estadios iniciales de dichos
eventos. Como observacion general, en todos los casos la expresion de ZO1 fue mas difusa en
células E6 positivas que en los controles, en donde la marcacidn en los bordes resulté ser mucho

mas notable.
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Figura 4.32: Ensayos de cambios en la concentracion de calcio para evaluar restablecimiento de la
polaridad celular en células expresando E6 18. Células HaCaT (control) o expresando E6 18 fueron fijadas
a distintos tiempos y analizadas para la expresién endégena de ZO1 (verde). Las células fueron incubadas
durante 2 hs con medio sin suero, y luego de lavados se las incubd por 15 minutos con el quelante de
calcio EGTA (indicado con flecha roja). A posteriori, las células fueron incubadas con medio completo. Los
tiempos sefialados se refieren al periodo de incubacidn después del agregado de medio completo antes
de la fijacion. Las flechas blancas sefialan la marca de ZO1 en los bordes celulares representando el
restablecimiento de las UT y la repolarizacion celular. En azul se observan los nucleos por tincidn con el
colorante fluorescente azul DAPI. Barra de tamafio 5um.

HaCaT

Por ultimo, se decidié cuantificar la alteraciéon en el restablecimiento de las UT
observada en las Figuras 4.31 y 4.32. Para ello, se midieron los niveles de ZO1 en los bordes
celulares y en citoplasma a los distintos tiempos post agregado de medio completo, tanto en

células expresando E6 18 como en células HaCaT (control) utilizando el analizador de Imagenes

94
Florencia Natalia Facciuto-2014- Tesis Doctoral



Resultados Capitulo 2

MacBiophotonics Image) 1.43 m software (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
EE.UU.). Para dicha medicién fue necesario seleccionar en cada imagen las regiones de interés
correspondientes a las zonas en donde se encontraba la marca de ZO1. Por lo tanto, las areas
de cuantificacién resultaron ser diferentes en cada caso, y para independizarnos de la misma, se
decidid trabajar con las areas integradas. En la Gréfica 4.33 se muestra el valor que surge de la
resta de la intensidad en borde celular con respecto a la intensidad en citoplasma (eje Y,
unidades arbitrarias), para cada tiempo. Los valores promedios se obtuvieron a partir de 3
experimentos independientes, tomando varias imagenes de cada tiempo en particular. Como se
observa en la Figura 4.33, a los 30, 60 y 120 min, existen diferencias estadisticamente
significativas para los niveles de ZO1 en los bordes celulares. Esto ultimo indicaria que a esos
tiempos el restablecimiento de las UT, medido con el marcador ZO1, fue estadisticamente
menor en aquellas células expresando E6 18 con respecto a las células HaCaT, utilizadas como

control.

 HaCat
] “E6 18

0l M

Sinsuero Omin  30min 60min 120min 360min 24 hs

Figura 4.33: Retardo de reconstitucion de la expresion de ZO1 en bordes celulares en células que
expresan E6 18. Los niveles de ZO1 en el borde celular fueron normalizados con respecto a los del
citoplasma, en células control HaCaT (representado con barras violeta oscuro) como en células HaCaT E6
18 (barras lilas). Los valores fueron tomados en campos seleccionados de al menos 3 experimentos
independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas entre células HaCaT y las células que
expresan E6 18 (* p <0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001).

En resumen, un retardo en la reconstitucion de las uniones intercelulares indicaria una
disfuncién de los mecanismos que regulan la polaridad celular en células que expresan E6 18
(McNeil et al., 2006; Wu et al., 2007). El retardo observado puede deberse a la interaccion de E6
con algunos de los blancos que regulan la polaridad celular mencionados anteriormente (seccién
1.3.5.2 ll). Es importante destacar, que el retardo en la repolarizacién se observé en estadios
tempranos de la formacién de las uniones celulares, ya que a las 3 horas no se observaron
diferencias significativas en la localizacion del marcador ZO1, entre aquellas células que

expresan o no E6 18.
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4.5 Analisis de la distribucion de Pls de membrana en células que expresan

proteinas E6.

Entre los objetivos que se plantearon en la presente Tesis se encontraba también
analizar si E6, a través de su interaccién con dominios PDZ (seccién 1.4.2), podia interferir con la
localizacién de los Pls, los cuales son importantes para crear los dominios subcelulares
apicobasales (Martin-Belmonte and Mostov, 2007). Esto ultimo, teniendo en cuenta que la
union de Pls a PDZ solapa el sitio de unidn de ligandos peptidicos parcialmente, siendo la unién
de ambos factores mutuamente excluyente (lvarsson et al., 2013). Por lo tanto, podria
especularse que E6 podria desplazar la interaccion PDZ-lipidos. El analisis de la probable
interferencia de E6 sobre la interaccidn Pls-PDZ es de relevancia, ya que la correcta localizacion
de Pls depende, en parte, de su interaccion con proteinas PDZ. A su vez, la distribucion de Pls es
importante para el reclutamiento de componentes especificos involucrados en el
mantenimiento de la polaridad celular (véase seccidn 1.4.2) (Goldstein and Macara, 2007). Asi,
E6 podriainferir también, por este mecanismo, con la correcta localizacién de los complejos que

forman las uniones celulares y en el establecimiento de la polaridad apicobasal.

En primera instancia, se optimizo el uso de herramientas moleculares para poder llevar
a cabo estos estudios. Para estos analisis se utilizé el biosensor fluorescente PH PLC-GFP
(descripto en la Tabla 3.1), que interacciona con los PI(4,5)P2 con gran afinidad, y por esta razon,
pudo ser usado como un biosensor especifico. Ademads, al estar fusionado a la proteina GFP
permite examinar la distribucién de estos lipidos por fluorescencia (Wu et al., 2007). El vector
expresando PH PLC-GFP fue introducido por transfeccidon en distintas lineas epiteliales. En
células VPH-negativas como HaCaT, la distribucion analizada refleja una localizacion de P1(4,5)P2
especialmente en los bordes celulares, preferentemente en las uniones intercelulares (Figura
4.34 A), como fuera reportado por otros autores y mostrado en la seccion XY de la Figura 4.11
en el Capitulo 1 de la presente Tesis (Zimmermann, 2006). No obstante, cuando se analizé la
distribucién del biosensor en células Hela (E6 18-positivas), la distribucion de PI(4,5)P2 fue
difusa (Figura 4.34B). Para poder comprender si la distribucidn de PI(4,5)P2 se veia alterada por
la expresion de E6 de VPH de alto riesgo y de acuerdo a la hipdtesis planteada, se co-
transfectaron células HaCaT con vectores de expresion que codifican para HA-E6, y con el vector
biosensor de PI(4,5)P2 (PH PLC-GFP). Luego de 24hs, las células fueron fijadas y la expresion de
HA-E6 11, -E6 18 o -E6 18mut fue corroborada por IF usando el anticuerpo anti-HA. Los
resultados se presentan en la Figura 4.34 C, en donde, para el caso de E6 11 y E6 18mut no se

observaron cambios netos en la distribucidn de los lipidos PI(4,5)P2, ya que preferentemente se
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ubicaban en los bordes celulares (Figura 4.34 C). Sin embargo, en las células que expresaban E6
18, se pudo observar una redistribucion difusa del biosensor hacia el citoplasma (Figura 4.34 C),
como fue observado en células Hela (Figura 4.34 B). Por lo tanto, los datos sugieren que la
presencia de E6 18 en la célula podria interferir en la distribucion de los PI(4,5)P2 y, ademas, que
el PBM de E6 18 estaria involucrado en esta alteracién, ya que, aquellas células expresando E6

18mut presentaron una distribucion del biosensor comparable a las células control.

(@]

P(4,5)P2 MERGE

Figura 4.34: Efecto de la expresion de la proteina E6 sobre la localizacién de PI(4,5)P2. En A se muestra
la localizacion del biosensor en células HaCaT transfectadas con el biosensor de PI1(4,5)P2 (verde). En B se
muestra la localizacion del biosensor en células Hela, en donde se observa marca difusa. En C células
HaCaT fueron co-transfectadas con el biosensor, PHPLC-GFP (verde), y un vector de expresion para HA-
E6 11, HA- E6 18 0 HA- E6 18mut (rojo). Se indica con flechas blancas la localizacion de PI(4,5)P2 en borde
celular y con flechas amarillas la localizacién difusa del biosensor. Barra de tamafio 5pum.

E6 11

HaCaT

B P(4,5)P2

E6 18

E6 18 mut

HeLa

Recientemente han sido descriptas la prevalencia, especificidad y constantes de afinidad
delasinteracciones de los dominios proteicos PDZ con los Pls (lvarsson et al., 2013). Los reportes
sefialaron que entre las proteinas que interaccionan con Pls se encuentran algunas que son
blancos de E6, como DLG1, MAGI 1y PAR 3. Si bien los cambios observados en los patrones de
distribucién de PI(4,5)P2 (Figura 4.34), pueden deberse a distintos factores, podria especularse
que la interaccion directa de E6 con las proteinas PDZ mencionadas, podrian alterar la unién Pls-
PDZ, necesaria para una correcta localizacion de ambos agentes. Para analizar este punto, se
optimizaron ensayos de interaccién in vitro entre proteinas PDZ y Pls, para lo cual se
transfectaron células HEK293T con los vectores que codifican para las proteinas DLG1, MAGI 1

y PAR 3. Es importante aclarar, que se seleccionaron estas proteinas para estos analisis ya que
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son blancos de E6 de alto riesgo, poseen dominios PDZ y se ha demostrado su interaccién con
Pls para todos los casos (lvarsson et al., 2013). Luego de 24 horas, se prepararon los extractos
proteicos en el tampodn salino PBS con el agregado de una mezcla de inhibidores de proteasas
(seccion 3.12), y fueron rapidamente homogeneizados a potencia 1 con el Homogeneizador
VWR (Equipamiento de Laboratorio Modelo VDI 12, Italia). A continuacién, se corroboré la
expresion de las distintas proteinas por técnicas de WB, tras lo cual se procedié a la incubacion
de dichos extractos proteicos con tiras conteniendo los lipidos inmovilizados en membranas
(Echelon, Figura 4.35 A). Tras varios lavados, se agregaron los anticuerpos correspondientes para
la inmunodeteccién de cada proteina y luego los anticuerpos secundarios adecuados. Los
resultados se pueden observar en la Figura 4.35 B, en donde se ven sefiales especificas para
MAGI1 y PAR 3. Para el caso de PAR 3, corresponden a la interaccidn con inositosidos
monofosfatos (3, 4 y 5), con difosfato 3,5 o 4,5 y con trifosfato 3,4,5, como fue reportado
previamente por otros autores (Wu et al., 2007; Ivarsson et al., 2013). Es importante destacar,
gue la interaccién de PAR 3 con Pls difosfato, en particular 4,5, es de suma importancia ya que
se ha planteado que dicha unidn es responsable de la localizacion de PAR 3 en membrana
(seccion 1.4.2) (Wu et al.,, 2007; Ivarsson et al.,, 2013). En el caso de MAGI1, se observo
interaccion con los inositosidos monofosfatos (4 y 5), como descripto previamente (lvarsson et
al., 2013). Por otro lado, si bien la bibliografia reporta interaccién de DLG1 con Pls en el sistema
optimizado en la presente Tesis no pudo ser comprobada (Wu et al., 2007). Es necesario resaltar
gue este analisis fue realizado en condiciones de sobre-expresién de las proteinas de interés, ya
que se obtuvieron resultados negativos al analizar las interacciones utilizando extractos

celulares que contenian niveles endégenos de las proteinas ensayadas.
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Figura 4.35: Analisis de la interaccion in vitro de proteinas PDZ con fosfoinositidos. A) Esquema de la
composicién de las membranas que contienen los lipidos inmovilizados utilizados para los ensayos de
interaccién PDZ-Pls in vitro (Echelon EE.UU.). B) Las tiras conteniendo lipidos inmovilizados fueron
incubadas con extractos proteicos homogenizados obtenidos a partir de células HEK293T
sobreexpresando PAR 3 o MAGI1, segun se indica. Las posibles interacciones fueron analizadas utilizando
los anticuerpos primarios correspondientes, y revelando con el sistema descripto para los ensayos de WB.
La sefial quimiluminescente en forma de puntos indica interaccion.

Referencias: LPA 4cido lisofosfatidico, LPC lisofosfocolina, Pl fosfoinositidos, PI(3)P fosfatidilinositol 3P,
PI(4)P fosfatidilinositol 4P, PI(4)P fosfatidilinositol 5P, PE fosfatidiletanolamina, PC fosfatidilcolina, SIP
esfingolipido, PI(3,4) fosfatidilinositol 3,4P, PI(4,5) fosfatidilinositol 3,5 P, PI(4,5) fosfatidilinositol 4,5 P,
PI(3,4,5) fosfatidilinositol 3,4,5 P, PA acido fosfatidico, PS fosfatidilserina, Blank (Blanco).

Los resultados obtenidos fueron alentadores, de modo que se continué con estos
estudios. Asi, se decidié analizar si la inclusion de la proteina E6 en las incubaciones de los
homogenizados celulares con las tiras (Echelon), disminuia o inhibia las interacciones
identificadas. Como primera aproximacion, dichos experimentos fueron llevados a cabo con
péptidos sintéticos conteniendo las secuencias carboxilo terminal de E6 18, donde localiza el
PBM. También, se incluyd el péptido arbitrariamente denominado “Scramble”, como control
negativo (las secuencias de los péptidos se detallan en la seccién 3.12 de Materiales y Métodos).
Dichos péptidos sintéticos fueron cedidos gentilmente por la Dra. Miranda Thomas del
Laboratorio de Virologia Tumoral de Trieste, Italia. El hecho de utilizar los péptidos sintéticos, se
debe a que la purificacion de la proteina E6 es muy dificultosa, ya que se trata de una proteina
insoluble en distintas condiciones de ensayos (Liu et al., 2009b). Para iniciar el analisis, entonces,
células HEK293T fueron transfectadas con el vector que codifica con PAR 3 y luego de 24 horas,
se realizaron los extractos proteicos como se describié previamente. A posteriori, y luego de

comprobar la sobreexpresion proteica de PAR 3 por técnicas de WB, los extractos celulares
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fueron incubados en PBS con 500ug de los péptidos conteniendo las secuencias carboxilo
terminal de E6 18 o Scramble (disueltos previamente en agua) a 42C, en rotacion, durante una
hora. Estas mezclas fueron luego enfrentadas a las membranas conteniendo los lipidos
inmovilizados, y se procedié a la inmunodeteccidon, como se indicé anteriormente. Como
resultado de este experimento, se observé un cambio en el patrén de interaccion de PAR 3 con
Pls, comparando los extractos incubados con los diferentes péptidos (Figura 4.36). Se pudo
apreciar una mayor intensidad de interaccidon de PAR 3 con los Pls monofosfato tipo PI(3)P y
PI(5)P, para el caso de los extractos incubados con el péptido E6 18. A su vez, se observd una
disminucion de su interaccion con Pls difosfato como PI(4,5)P2, PI(3,5)P2 y PI(3,4)P2 y en menor
medida con el trifosfato PI(3,4,5)P3. Estos hallazgos fueron consistentes a lo largo de tres
experimentos independientes, sugiriendo que existiria una unién diferencial PDZ de PAR 3-Pls

ante la presencia del péptido conteniendo el PBM de E6 18.

PAR 3

PtdIns(3,4)P, PtdIns(3,4)P,
PtdIns(3,5)P, PtdIns(3,5)P,
PtdIns(4,5)P, PtdIns(3)P PtdIns(4,5)P,
PtdIns(3,4,5)P; PtdIns(4)P PtdIns(3,4,5)P;
PtdIns(5)P
Incubacién Incubacion
péptido Scramble péptido E6 18

Figura 4.36: Analisis de la interferencia de la secuencia carboxilo terminal de E6 18 sobre la interaccién
PAR 3-Pls. Extractos proteicos obtenidos a partir de células HEK293T transfectadas con el vector que
codifica para PAR 3 fueron incubados con péptidos conteniendo las secuencias carboxilo terminal de E6
18 o el péptido Scramble (control negativo). Luego de la incubacion, dichos extractos fueron enfrentados
con tiras conteniendo lipidos inmovilizados para evaluar la interferencia del sitio carboxilo terminal de E6
18 sobre la interaccion PAR 3-Pls. La proteina PAR 3 interaccionando con Pls fue inmunodetectada
utilizando el anticuerpo anti-PAR 3 y revelada con el sistema descripto para los ensayos de WB. La sefial
qguimioluminiscente indica interaccion.

A partir de los resultados obtenidos se decidid continuar con estas investigaciones. Asi,
en esta fase del estudio se co-transfectaron células HEK293T con los vectores de expresiéon
codificando para PAR 3 y E6 11 o E6 18. Luego de la transfeccidn, se procedid a la preparacién
de los extractos celulares y se analizaron los niveles de PAR 3 en las distintas condiciones por
técnicas de WB (Figura 4.37 A). Una vez corroborada la correcta expresion de PAR 3, dichos
extractos fueron incubados sobre las membranas conteniendo los lipidos inmovilizados,
procediéndose posteriormente a la inmunodeteccion, como fuera descripto anteriormente. Los

resultados se muestran en la Figura 4.37 B, en donde se puede apreciar que en el caso de la
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membrana incubada con los extractos proteicos expresando E6 18 se produjo un cambio en el
patron de interaccién de PAR 3-Pls, al comparar con las membranas que se incubaron con
extractos conteniendo E6 11. En este caso, no se observaron diferencias significativas en la
intensidad de interaccion de PAR 3 con los Pls monofosfato; sin embargo, al comparar los
patrones de interaccidn de los Pls bifosfato y trifosfato, si se observaron cambios. En el caso de
los extractos proteicos que expresaban E6 18, se aprecié una notable disminucion en la
interaccion de PAR 3 con PI(3,4,5)P3 y en menor medida con los PlIs bifosfato. De lo descripto se
desprende que, al igual que en el caso de incubacion con el péptido sintético E6 18 C-Terminal,
la presencia de E6 18 podria alterar los patrones de interaccion de PAR 3 con Pls (Figura 4.36,

4.37) aunque dichas alteraciones fueron distintas en los diferentes experimentos.

A
MOCK E611 E6 18
-
A . g PR3
B
PAR 3 PAR 3
PtdIns(3,4)P, PtdIns(3,4)P,
PtdIns(3,5)P, PtdIns(3,5)P,
S PtdIns(4,5)P, PtdIns(4,5)P,
g PtdI s(3 4)5 _P mlamiog .04 P dlnb(S 4)5 .P
PtdIns(4)P ns( )P3 PtdIns(4)P tdIns(3,4,5)P;
PtdIns(5)P PtdIns(5)P
Extractos Extractos
expresando E611 expresando E618
y PAR3 y PAR3

Figura 4.37: Andlisis de la interferencia de E6 18 sobre la interaccidon de PAR 3 con Pls. En A) Extractos
proteicos homogenizados a partir de células HEK293T co-transfectadas con los vectores que codifican
para PAR 3y para E6 11 o E6 18 (segln cada caso). La inmunodeteccién del nivel de expresién de PAR 3
se realizo utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PAR 3.B) Los extractos fueron enfrentados con tiras
conteniendo lipidos inmovilizados (Echelon, EE.UU.). La proteina PAR 3 interaccionando con Pls fue
inmunodetectada utilizando el anticuerpo anti-PAR 3 y revelando con el sistema descripto para los
ensayos de WB. La sefial quimioluminescente indica interaccion.

En conclusidn, a partir de los experimentos anteriormente descriptos, se puede sugerir
gue la presencia de E6 18 tiene como consecuencia la redistribucién del biosensor de PI(4,5)P2.
Ademds, tanto la presencia de la secuencia de unién a dominios PDZ en la proteina viral E6, o de
la proteina completa, provocaria un cambio en el patrén de interaccién de los Pls con PAR 3,

interfiriendo de esta manera en la unién lipido-proteina.
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4.6 Andlisis de la intercomunicacion entre los distintos complejos de
polaridad celular.

Como se describiod en la Introduccion (seccién 1.4.1), los complejos de polaridad celular
no son estdticos, sino que son complejos dindmicos que estan en intercomunicacién constante.
Es por este motivo que se planted analizar cdmo la ablacion de alguno de los componentes de
los complejos, blancos de las oncoproteinas E6 (DLG1, Scribble y PAR 3), influye sobre la
expresion de otros efectores de polaridad. Se llevaron a cabo ensayos de silenciamiento para
DLG1, Scribble y PAR 3 en células HaCaT, a fin de analizar la influencia del silenciamiento de la
expresion de un componente sobre la expresion de los otros, independientemente de E6. Para
este objetivo células HaCaT transfectadas con siRNA DLG1, siRNA PAR 3, siRNA Scribble (segun
corresponda) o siRNA Luci (control), fueron fijadas e inmunomarcadas para evaluar la expresion
enddgena de las proteinas mencionadas (Figura 4.38). Se puede observar que en aquellas células
en donde se silencid la expresion de DLG1 o Scribble, la marca de PAR 3 en los bordes celulares
se encuentra disminuida al compararla con las células control (Luci, en donde la localizacion de
PAR 3 en los contactos célula-célula es mas acentuada). Es importante destacar, que al comparar
el efecto del silenciamiento de DLG1 o Scribble sobre PAR 3, se aprecidé que la disminucién en
los bordes celulares era mas acentuada en el caso de la ablacién de Scribble. Por otro lado,
cuando se silencid la expresion de PAR 3, la marca de DLG1 y Scribble se mantuvo en los
contactos célula-célula, al comparar con las células control siLuci. Por lo tanto, este resultado
demostré que existe una interconexidon entre los complejos, indicando que DLG1 y Scribble
serian importantes para la localizacién de PAR 3, si bien no ocurre lo contrario. Entonces, podria
plantearse que las alteraciones en la localizacion de PAR 3 descriptas en el Capitulo 1 de la
presente Tesis (Figuras 4.6, 4.7, 4.15 y 4.25), podrian deberse, en parte, a la disminucién de los
niveles de DLG1 y/o Scribble mediada por las oncoproteinas E6. Esto ultimo considerando los
reportes acerca de la degradacién de dichas proteinas celulares por parte de E6 de alto riesgo

(Gardiol et al., 1999; Nakagawa and Huibregtse, 2000).
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Figura 4.38: El silenciamiento de DLG1 o Scribble en células HaCaT altera la localizacién de PAR 3. Células
HaCaT fueron transfectadas con: siRNA PAR 3, siRNA DLG1, siRNA Scribble o siRNA Luci durante 72 hs,
posteriormente fueron fijadas y analizadas para la expresién endégena de PAR 3, DLG1 o Scribble por IF.
El circulo punteado indica silenciamiento en bloque en el caso de Scribble y PAR 3. Las flechas blancas
sefialan localizacién de PAR 3 en los bordes celulares.

A continuacién, se analizé la expresién de DLG1, Scribble y PAR 3 en lineas celulares
HaCaT silenciadas establemente para la expresién de DLG1 (HaCaT-siDLG1) o Scribble (HaCaT-
siScribble), con el objetivo de profundizar los estudios precedentes. Estas lineas celulares fueron
desarrolladas y cedidas por la Dra. Paola Massimi del Laboratorio de Virologia Tumoral de
Trieste, Italia (Massimi et al., 2012). En primera instancia, se analizé la linea celular HaCaT-
siScribble en donde se silencié transitoriamente la expresién de DLG1 o de Luci (Figura 4.39). En
la Figura 4.39 panel A, se observa la expresion de PAR 3 y DLG1 en la linea celular HaCaT (control
de expresion). En el panel B se corrobord la eficiente ablacion de Scribble en la linea HaCaT-
siScribble. Luego se analizé la localizacidon de PAR 3 en estas células. En siLuci (Figura 4.39 panel
C), se puede observar una disminucion en la marca de PAR 3 en los bordes celulares al comparar
con la célula control (Figura 4.39 A), de manera similar a lo observado en las células en donde
se silencid la expresion de Scribble de manera transiente (Figura 4.38). Por otro lado, la marca
de DLG1 en los contactos célula-célula se encuentra disminuida en las células siLuci, al comparar
con la marca de DLG1 en las células HaCaT (Figura 4.39A), indicando que hay un efecto sobre la

expresion de DLG1 en las células en donde se silencié establemente a Scribble. Reportes de otros
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autores indican que la localizacién de DLG1 depende en parte de la distribucion de Scribble, lo

gue podria estar explicando el efecto mencionado (Massimi et al., 2008).

Por ultimo, en las células HaCaT-siScribble se silencid transitoriamente la expresion de
DLG1 (Figura 4.40C). En dichas células, la marca de PAR 3 se encontré disminuida en los bordes
al comparar con las células HaCaT control (Figura 4.39A). Este resultado coincide con lo descripto
en las células HaCaT-siScribble siLuci, lo que indica que no hay diferencias en la expresion de
PAR 3 entre las células doblemente silenciadas (Scribble y DLG1), con respecto a las silenciadas

solo con Scribble.

DLG1 PAR 3

PAR 3

siRNA Luci

siRNA DLG

hScribble

siRNA Luci

Figura 4.39: Analisis de la expresion de PAR 3 y DLG1 en células HaCaT silenciadas establemente para
Scribble. A) Células HaCaT fueron fijadas y analizadas para la expresidon enddgena de PAR 3 y Scribble por
IF. B) Células HaCaT-siScribble fueron fijadas y analizadas para corroborar la ablacién de Scribble en esta
linea. C) Células HaCaT-siScribble fueron transfectadas con: siRNA DLG1 o siRNA Luci durante 72 hs,
posteriormente fueron fijadas y analizadas para la expresién endéogena de PAR 3 o DLG1 por IF. Las flechas
blancas indican localizacién de PAR 3 en borde celular.

El mismo analisis se llevé a cabo en células HaCaT-siDLG1, en donde se silencio la
expresion de Scribble y de Luci (control). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.40,
en donde en el panel B se evaludé la ablacion de DLG1, comprobdndose el silenciamiento
eficiente del marcador. Por otro lado, en las células HaCaT-siDLG1 control (siLuci) se observé un
cambio en la localizacién de PAR 3, en este caso la marca de PAR 3 se vio disminuida en bordes
celulares, al comparar con la expresion de PAR 3 en las células HaCaT control (Figura 4.40 A).
Ademas, llamativamente se observé marca de PAR 3 en el nucleo, efecto que no fue observado
en las células en donde se silencié de manera transitoria la expresion de DLG1 (Figura 4.39). La
localizacién nuclear de PAR 3 fue descripta en el Capitulo 1 en aquellas células que expresaban

proteinas E6 derivadas de VPH oncogénicos (Figura 4.6, 4.7, 4.8).
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En las células HaCaT-siDLG1 control (siLuci) se pudo observar una leve disminucién de la
expresion de Scribble en los contactos célula-célula (Figura 4.40 C), al comparar con células
HaCaT control (Figura 4.40 A). Esto indicaria que la localizacién de Scribble depende en parte de
la expresion de DLG1. Por ultimo, se analizé la expresion de PAR 3 en células HaCaT-siDLG1, en
donde adicionalmente se silencié en forma transitoria a Scribble. El resultado obtenido
demostré una disminucion mas acentuada de la marca de PAR 3 en los bordes celulares, al
comparar con células HaCaT-siDLG1 (siLuci control). Por lo tanto, en este caso, y a diferencia del
efecto observado en el doble silenciamiento presentado anteriormente (HaCaT-
siScribble/siDLG1 transitorio, Figura 4.39C), el silenciamiento de Scribble en células HaCaT-

siDLG1 produjo un efecto mas marcado sobre la expresién de PAR 3.

A PAR 3 Scribble C Scribble PAR 3
‘S
. . 3
<
2
&
B hDLG1

siRNA Scribble

siRNA Luci

Figura 4.40: Analisis de la expresion de PAR 3 y Scribble en células HaCaT silenciadas establemente para
la expresion de DLG1. A) Células HaCaT fueron fijadas y analizadas para la expresién endégena de PAR 3
y DLG1 por IF.B) Células HaCaT-siDLG1 fueron fijadas y analizadas para la expresién de DLG1, para
corroborar la integridad de la linea. C) Células HaCaT-siDLG1 fueron transfectadas con: siRNA Scribble o
siRNA Luci durante 72 hs, posteriormente fueron fijadas y analizadas para la expresidon enddégena de PAR

3 o Scribble por IF. Las flechas blancas sefialan marca de PAR 3 en los bordes celulares, mientras que las
amarillas sefialan marca nuclear.

En conjunto, la localizacidon de PAR 3 resultd alterada ante la ablacion de DLG1 o de
Scribble, ya que se afectaron de manera significativa los niveles de PAR 3 en los bordes celulares
en células HaCaT. Ademas, en el caso de las células HaCaT-siDLG1 se observé que PAR 3 adquiere
una localizacién nuclear. Por lo tanto, si bien son necesarios estudios ulteriores para poder
comprender en profundidad los mecanismos implicados, no se puede descartar que la
degradacion de DLG1 o Scribble mediada por E6, pudiera contribuir a los cambios observados

en la localizacion de PAR 3 en células E6-positivas (Capitulo 1).
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En resumen, los hallazgos presentados en este trabajo de Tesis contribuyen a
incrementar el conocimiento acerca de la disrupcion de la polaridad celular en las infecciones
asociadas a VPH y, con probables implicancias en el desarrollo de las lesiones tumorales
asociadas. En particular, se analizé al complejo PAR, demostrdndose que la expresion de la
proteina E6 derivada de VPH oncogénicos provoca alteraciones en la distribucion subcelular de
PAR 3, de una manera PDZ-dependiente, y sin cambios significativos en sus niveles. De esta
forma, se describidé un nuevo blanco de E6 de VPH conteniendo dominios PDZ, cuya funcion es
relevante en el establecimiento de la polaridad apicobasal y la formacion de las uniones
intercelulares. Ademds, se describié que aPKC se encuentra activada en células derivadas de
carcinomas asociados a VPH y, que E6 no estaria implicada en esta activacion. También, se
observo que E6 provoca un retraso en la formacion de las UT y en consecuencia, una disfuncion
en los mecanismos de polaridad celular. Asimismo, se iniciaron los estudios tendientes a conocer
las alteraciones que provoca VPH sobre la distribucion de lipidos tipo Pls. Dichos lipidos tienen
funciones muy importantes en los mecanismos de traduccion de sefiales que regulan la
proliferacion y la diferenciacion celular, argumento no analizado hasta el momento para este
virus. Por ultimo, se profundizé el conocimiento acerca de la intercomunicacion entre los distintos
componentes de los complejos de polaridad y, cémo regulan mutuamente su expresion,

demostrdndose que la localizacion de PAR 3 depende, en parte, de Scribble y DLG1.

Los resultados presentados en un modelo de VPH, por lo tanto, son importantes para
comprender la biologia del cdncer en general, considerando que la disrupcion de la polaridad

celular es un evento clave de los procesos tumorales.
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral consisti6 en profundizar el
conocimiento acerca de la interferencia de VPH con los mecanismos que regulan la polaridad
celular y la formacion de las uniones intercelulares. Esto es relevante en el sentido de que la
transformacion maligna estd frecuentemente asociada a la pérdida de la polaridad celular. Por
ello, los datos arrojados por este estudio contribuyen no sélo a analizar la carcinogénesis
asociada a VPH, sino también a entender la biologia del cancer en general. En este sentido, esta
propuesta refuerza el concepto de que los virus oncogénicos constituyen sistemas Utiles para
abordar el analisis de los procesos moleculares que conllevan al desarrollo tumoral. Asi, los
resultados obtenidos podrian servir de base para el desarrollo de nuevas estrategias

diagndsticas, que permitan disminuir el avance de dicha enfermedad.

En este trabajo nos focalizamos en el andlisis de las consecuencias de la expresion de la
oncoproteina E6 de VPH sobre las proteinas que forman parte del complejo de polaridad PAR,
clave para la integridad de las UT. Asimismo, nos propusimos analizar la implicancia de la
expresion de E6 sobre el proceso de polarizacién celular y la interconexion entre distintos

efectores del network que regula la polaridad celular.

Como detallamos en la seccién Introduccién 1.3.5.2 |, las proteinas E6 derivadas de VPH
interaccionan con proteinas con dominios PDZ a través del PBM presente en su region carboxilo
terminal, el cual se encuentra conservado en los VPH mucosotrdpicos de alto riesgo oncogénico.
Entre las proteinas que presentan dominios PDZ se encuentran aquellas que regulan la polaridad
celular, algunas de las cuales son blancos de E6 (Thomas et al., 2008b; Pim et al., 2012). El
complejo de polaridad PAR esta involucrado en diferentes tipos de polaridad y en vias de
traduccion de senales que regulan la proliferacion. Ademas, varios estudios han demostrado que
la desregulacién de la actividad del complejo es fundamental para iniciar los procesos de
transformacion maligna (Aranda et al., 2008). Dentro de este complejo se encuentra la proteina
PAR 3, que posee tres dominios PDZ con los cuales E6 podria potencialmente interaccionar; por
ello en primer lugar nos abocamos al estudio del efecto de dicha proteina viral sobre la expresion
de PAR 3. Los resultados demostraron que la expresion de E6 16 y E6 18 alteran la localizacion
subcelular de PAR 3, con una disminucién en los bordes celulares y una redistribucién hacia
citoplasma y nucleo (Figuras 4.5, 4.6 y 4.7). Asimismo, analizamos las modificaciones en la
localizacién de PAR 3 en células que expresaban E6 16 o E6 18 en cultivos histotipicos, utilizando
el sistema comercial Matrigel puesto a punto en nuestro laboratorio durante el presente trabajo
(Figuras 4.15 y 4.25B). De esta manera, pudimos estudiar la deslocalizacién de PAR 3
tridimensionalmente, obteniendo como resultado un cambio de su distribucion a lo largo del eje

apicobasal en células expresando E6 16 o E6 18. Especificamente, observamos una distribucién
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difusa de PAR 3 a lo largo del eje Z, al comparar con células epiteliales HaCaT, donde PAR 3 se
ubica en la regidn apical, tal como fuera reportado y de acuerdo a sus funciones bioldgicas
(Horikoshi et al., 2009). Es importante destacar que el efecto de E6 sobre PAR 3 fue mas notorio
en el caso de E6 18 que para el caso de E6 16. Asimismo, pudimos observar el cambio en
expresion de PAR 3 en células Hela (E6 18-positivas), con una disminucidon en los bordes
celulares y una redistribucién hacia nucleo y citoplasma (Figuras 4.4 y 4.7). En estas células, la
ablacién por silenciamiento de la oncoproteina viral nos permitié confirmar que dichas
alteraciones se debian especificamente a la expresién de E6 18 (Figura 4.8), lo que corroboramos

también por experimentos de fraccionamiento celular (Figura 4.24).

Considerando los resultados descriptos anteriormente, nos propusimos profundizar la
investigacion de los fendmenos celulares y/o moleculares que pudieran explicar las diferencias
en la localizacidon de PAR 3, observadas en células que expresan E6 de alto riesgo oncogénico.
De esta manera, nos planteamos una serie de probables mecanismos que podrian contribuir a

explicar estos hallazgos:

1- Mecanismos mediados por una interaccion de E6 y PAR 3, que pueda estar estimulando

su relocalizacién.

2- Alteraciones de la expresion de los otros componentes del complejo PAR, PAR 6 y aPKC.
Los miembros de este complejo interaccionan entre si; por lo tanto el efecto de E6 sobre

uno de ellos puede tener consecuencias sobre los otros constituyentes.

3- Interferencia de E6 sobre la union Pls- PDZ, |la cual es fundamental para la localizacién
de PAR 3y para la regulacién de PI(4,5)P2 y Pl (3,4,5)P3 en la membrana plasmatica,

como fue descripto en la seccién 1.4.2.

4- Mecanismos indirectos. Los distintos complejos de polaridad estan intercomunicados
entre si (Pieczynski and Margolis, 2011). Podria especularse que la deslocalizacién de
PAR 3 se relacione con la accién de E6 sobre otros blancos conteniendo dominios PDZ,
como DLG1 o Scribble. Estas proteinas pertenecen al complejo SCRIB y son blancos bien

caracterizados de E6 (Gardiol et al., 1999; Nakagawa and Huibregtse, 2000).

Entonces, a lo largo de este trabajo nos propusimos analizar algunos de los aspectos

sefialados.

Para poder explicar la deslocalizacidon de PAR 3 a través de mecanismos de interaccion
con E6, analizamos la union E6 18-PAR 3 mediante ensayos de inmunoprecipitaciéon. Abordamos

estos experimentos a través de distintas estrategias de precipitacion (Figuras 4.16 y 4.17) v,
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como resultado, obtuvimos una interaccion positiva para E6 18. Es importante destacar que
estos datos no permitieron aseverar si la interaccidén E6 18-PAR 3 es directa o no. Es posible que
los inmunoprecipitados incluyan complejos proteicos que se formen a partir de un partner
comun de ambas proteinas. No obstante, podemos afirmar que la interaccién identificada es
PDZ-dependiente, ya que no observamos union para E6 18mut ni E6 11 (bajo riesgo no codifica
para PBM). Esto concuerda con lo observado por IF en las células expresando E6 18Mut o0 E6 11,
en donde no se produjeron cambios en la localizacién de PAR 3. Por ello, el sitio PBM fue
fundamental para el efecto de E6 18 sobre PAR 3, probablemente a través de la interaccién con
el blanco celular. Seria interesante completar los andlisis en lo que respecta a la importancia del
sitio PBM de E6 18 en la deslocalizacion de PAR 3 en sistemas tridimensionales. Sin embargo, no
hemos podido desarrollar la linea celular estable expresando E6 18 mut, necesaria para generar
los cultivos histotipicos. Al respecto, diferentes autores han reportado que el PBM de E6 es
requerido para la estabilidad de la proteina, mediante su interaccidon con motivos PDZ (Liu et al.,
2009b; Nicolaides et al., 2011). Esto ultimo podria explicar la dificultad mencionada, y la
posibilidad de observar su efectiva expresiéon solamente en experimentos de transfeccidn
transiente donde se sobreexpresaba la proteina. Otro punto importante para abordar en
estudios ulteriores consiste en determinar con cudl de los tres sitios PDZ de PAR 3 interacciona
E6. Esto es relevante a la luz de que PAR 3 une distintas proteinas a través de los diferentes sitios
PDZ (véase seccion 1.4.1.2), y por lo tanto, en presencia de E6 alguna de estas interacciones

podrian verse alterada de manera diferencial.

Por otro lado, es necesario aclarar que no observamos interaccion de E6 16 con PAR 3
con el sistema de inmunoprecipitacién detallado en Materiales y Métodos (véase seccion 3.9.2).
Es posible que la interaccidn entre estas proteinas sea débil, y por lo tanto, las técnicas utilizadas
no sean lo suficientemente sensibles para poder detectarla. Sin embargo, no puede descartarse
que en el caso de E6 16, otros mecanismos participen de la deslocalizacion de PAR 3. Es
importante destacar, que E6 16 y E6 18 presentan en el sitio PBM diferencias en la composicion
aminoacidica, como puede observarse en la Figura 5.1. Esto puede resultar en diferencias en la
afinidad por los distintos blancos celulares; por ejemplo, se ha descrito que E6 16 tiene mayor
afinidad por Scribble, mientras que E6 18 por DLG1 (Thomas et al., 2001). Sin embargo, se ha
reportado que las diferencias en los aminodcidos carboxilo terminal, dentro del PBM, no
explican completamente la afinidad diferencial de E6 derivadas de distintos VPH por los
diferentes blancos celulares, ya que las secuencias corriente arriba al sitio PBM también son
importantes para la especificidad de la interaccién (Thomas et al., 2005). Por ello, la diferencia

en aminodcidos dentro del PBM, o bien en regiones adyacentes, de E6 16 podria sugerir una
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afinidad diferencial de E6 16 y E6 18 por PAR 3, cuestion que deberia ser analizada como
perspectiva de este trabajo. Lo mencionado anteriormente podria explicar el efecto observado
por técnicas de IF en la deslocalizacién de PAR 3, el cual fue mayor para el caso de E6 18, que

para el caso de E6 16.

HPViISAGHYRGQCHS CCNRARQERLQRRRETQV

HPVi6 RGRWTGRCMS CCRSSRT RRETQL
Sitio de union a motivos PDZ ETXV
S L

Figura 5.1: Alineamiento de las secuencias carboxilo terminal de E6 16 y E6 18. En celeste se indica la
region PBM, dentro de la cual se sefiala en violeta los aminoacidos diferenciales Valina o Leucina, segun
corresponda. Notese la diferencia en las secuencias corriente arriba del PBM. Figura adaptada de Gardiol
y colaboradores (Gardiol et al., 1999).

A partir de los datos anteriores acerca de la interaccion PAR 3-E6 18, investigamos si
esta union podria tener como consecuencia un cambio en los niveles de expresién de PAR 3,
como ocurre con otros blancos de E6 en donde se estimula su degradacién por el mecanismo
dependiente de proteasomas (Thomas et al., 2008b). Para estos analisis nos focalizamos
principalmente en E6 18, para la cual habiamos demostrado interaccién con PAR 3. Los
resultados de los experimentos de degradacion in vitro e in vivo sefialaron que no hay cambios
significativos en los niveles de PAR 3 en presencia de E6 18, concordando con la nocién de que
no todos los blancos de E6 son igualmente susceptibles a la degradacién. Teniendo en cuenta
estos resultados, decidimos analizar la redistribucién de PAR 3 en distintas fracciones celulares
mediante fraccionamiento subcelular en células expresando E6 18 (Figura 4.24). El resultado de
dicho experimento coincidié con lo observado en los ensayos de IF en células Hela silenciadas
para la expresidon de E6 18. Observamos un aumento de la localizacidn de PAR 3 en la fraccion
de membrana, en concomitancia con una disminucion en las fracciones nuclear y citoplasmatica
en aquellas donde se produjo la ablacién de E6 18. Asi, pudimos comprobar la redistribucion de
PAR 3 hacia nucleo y citoplasma en células que expresaban E6. La localizacion nuclear de PAR:3
habia sido previamente reportada por Fang y colaboradores en células Hela y en A-431
(derivadas de carcinoma epidermoide). Sin embargo, nuestro estudio fue el primero en
demostrar la relocalizacidn de PAR 3 hacia el nldcleo mediada por una oncoproteina viral (Fang

et al., 2007).

Fang y colaboradores asociaron la localizacidon de PAR 3 en nucleo en células Hela y A-
431, con una funcién en las vias de reparacion del ADN doble hebra (Fang et al., 2007). Se podria

especular, que en nuestro sistema PAR 3 cumpla con dichas funciones, ya que en células
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infectadas con VPH, la proteina E7 provoca dafios en el ADN contribuyendo a alteraciones
cromosomales (Moody and Laimins, 2010). Por lo tanto, E6 al relocalizar a PAR 3 en el ndcleo
compensaria dichas actividades de E7, favoreciendo de esta manera el ciclo de replicacién viral.
Ademas, tanto en nuestros experimentos como en los de Fang, se utilizaron como modelo lineas
celulares derivadas de tumores, lo que sefalaria que esta funcién de PAR 3 podria ser
importante para compensar las alteraciones en el ADN presentes en las células tumorales. Por
otro lado, el andlisis de la secuencia de PAR 3 revelé la presencia de una potencial sefial de
localizacién nuclear. Sin embargo, se desconoce si PAR 3 localiza en el nicleo de manera
independiente o si por el contrario requiere de otras proteinas aun no identificadas, que
participen de su translocacién (Fang et al., 2007). En este sentido, ha sido reportado por distintos
autores la interaccién de PAR 3 con la proteina importina o, la cual participa en el transporte de
proteinas desde citoplasma al nucleo (Zhou et al., 2008; Itoh et al., 2010). Por lo tanto resultaria
importante analizar en el contexto de la infeccién por VPH, la interaccién de PAR 3 con

importinas nucleares.

Para poder analizar en profundidad las funciones de PAR 3 en el nucleo celular y en
citoplasma, decidimos identificar las proteinas a las cuales PAR 3 se une en células expresando
E6 18, llevando a cabo experimentos de espectrometria de masa. De esta manera se puede
evaluar el interactoma de PAR 3, en ausencia o presencia de E6 18. Para esto, purificamos a la
proteina PAR 3 y al complejo PAR 3-E6 18 a partir de extractos celulares, mediante resinas de
afinidad. Los productos purificados fueron enviados a analizar con el espectrometro de masa
[LTQ Espectrometro de masas tipo Trampa de lones con fuente de ionizacidon de electrospray
(ESI) (Thermo Electron, EE.UU.)] del Servicio de Protedmica del Centro Internacional de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (ICGEB), Trieste. Lamentablemente, los resultados arrojados
no fueron satisfactorios, ya que no pudimos identificar ninguno de los partners caracterizados y
reportados previamente (seccion 1.4.1.2), los cuales servian como control de la especificidad del

estudio, invalidando asi, el andlisis llevado a cabo (Joberty et al., 2000).

De lo expuesto hasta el momento, surge la necesidad de estudios mds profundos que
permitan esclarecer la importancia biolédgica de la redistribucién de PAR 3 hacia el nucleo, en el
contexto de la infeccién viral y las consecuencias de esto en el desarrollo de las patologias

asociadas.

Recientemente, y durante el desarrollo de este trabajo de Tesis, otros autores han
reportado que, ademas de PAR 3, otras proteinas con funciones similares son relocalizadas hacia

el nucleo en presencia de E6 (Hernandez-Monge et al., 2013). Hernandez-Monge y
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colaboradores han demostrado que la proteina E6 16 trasloca a ZO2 (perteneciente a las UT)
desde los bordes celulares al nucleo y citoplasma en células MDCK (Hernandez-Monge et al.).
Esto sugiere que la deslocalizacién de proteinas pertenecientes a las UT, como PAR 3 y Z02,
constituye un mecanismo que podria contribuir a la transformacién celular y el desarrollo de
cancer cervical asociado a VPH. Mds aln, un reporte de Lelievre y colaboradores indicé que
algunas de las proteinas que regulan la polaridad apical pueden, en determinadas
circunstancias, relocalizarse en el nucleo y reprimir la transcripcion de genes con el objetivo de
mantener el fenotipo diferenciado (Lelievre, 2010). Asimismo, ha sido demostrado que cuando
la polaridad apical se disrumpe, y las proteinas de las uniones celulares se disocian, pueden
dirigirse al nucleo para regular la actividad transcripcional (Polette et al., 2005). Por lo tanto se
podria especular que E6, al alterar la localizaciéon de PAR 3, podria facilitar su relocalizacion

nuclear y su actividad como represor o activador de genes que faciliten la replicacién viral.

Ademds, estudios llevados a cabo por Latorre y colaboradores, revelaron que la
oncoproteina E4 ORF de Adenovirus, la cual posee el sitio PBM al igual que E6, es capaz de alterar
la localizacién de ZO1, MUPP1, PATJ, ZO2 y MAGI de UT(Latorre et al., 2005). En dicho estudio,
las proteinas conteniendo dominios PDZ son relocalizadas al citoplasma en presencia de la
oncoproteina viral, lo que inhibe la formaciéon de las UT y la polaridad celular en células
epiteliales. Los autores también aseveran que el cambio de localizacidn de ZO 1 favorece su
relocalizacidn nuclear y su actividad como factor de transcripcion (Latorre et al., 2005). En
células MDCK la expresién de E4 ORF, ademads, produce un cambio en la localizacién de PAR 3,
lo que coincide con nuestros resultados e indicaria que proteinas derivadas de distintos virus
tienen como blancos las mismas proteinas PDZ, como se detallé en la secciéon 1.3.5.1 Il. Es
importante destacar también, que en dicho estudio s6lo comprobaron interaccién de E4A0ORF con
PATJ y Z02, por lo tanto la deslocalizacién de las demas proteinas pareceria ser un efecto

indirecto (Latorre et al., 2005).

Resulta interesante mencionar que nuestros experimentos concuerdan con resultados
previos de nuestro grupo y de otros, en donde se describié que en lesiones asociadas a
infecciones por VPH, DLG1 y Scribble (blancos PDZ de E6 de alto riesgo) se expresan con una
localizacién alterada, principalmente con una disminucién de sus niveles en bordes celulares
(Cavatorta et al., 2004; Nakagawa et al., 2004) . El cambio en la localizacién de DLG1 y Scribble
ocurre durante el proceso de progresion desde L-SIL a H-SIL, sugiriendo que durante el desarrollo
oncogénico la deslocalizacion de estas proteinas podria alterar sus actividades bioldgicas

constituyendo una causa o consecuencia de la transformaciéon maligna (Cavatorta et al., 2004;
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Nakagawa et al., 2004). Por ello, resultaria fundamental analizar los patrones de expresién de
PAR 3 en biopsias derivadas de lesiones de distinto grado asociadas a VPH, de manera de evaluar

laincumbencia de los hallazgos de este trabajo de tesis en la progresién maligna asociada a VPH.

Por lo tanto, uno de objetivos actuales de nuestro laboratorio consiste en la
optimizacidn de la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) para PAR 3, técnica que no pudo ser
puesta a punto durante el presente trabajo. En reiterados intentos tratamos de optimizar la
metodologia utilizando biopsias derivadas de epitelio cervical y el anticuerpo de la empresa
Santa Cruz (EE.UU.). Hemos evaluado la incorporacién de diferentes métodos de exposicidén
antigénica (TRIS 1M pH9-EDTA 0,25 M o Citrato 0,1 M pH6), asi como distintas diluciones del
anticuerpo primario, obteniendo en todos los casos una marca difusa a lo largo de todo el
citoplasma. Sin embargo, recientemente han sido publicados trabajos acerca de la expresién de
PAR 3 en biopsias derivadas de cancer de mama, en donde se utilizaba para los analisis el
anticuerpo PAR 3 de la empresa Millipore (EE.UU.), con resultados satisfactorios (McCaffrey et
al., 2012; Xue et al., 2013). Mas aun, dichos trabajos han sido claves para revelar la importancia
de PAR 3 en la inhibicidn de la metastasis. A partir de esto, la optimizacion de la técnica de IHQ
para PAR 3, dentro de nuestro grupo de investigacidn, y como continuidad del presente trabajo,
se estd realizando con el mencionado anticuerpo. Estos estudios permitirdn analizar probables
cambios en los patrones de expresion de PAR 3 durante el desarrollo tumoral, utilizando biopsias
derivadas de lesiones de distinto grado de severidad y evaluar su potencial uso como un

biomarcador prondsticos de lesiones VPH-positivas (de Freitas et al., 2014).

Esta técnica, una vez optimizada, también serd importante para analizar la expresion de
PAR 3 en cultivos tipo raft generados a partir de queratinocitos expresando las secuencias
gendmicas de VPH (véase seccidn Introduccidn 1.3.2). Estos cultivos organotipicos han sido
recientemente implementados en nuestro laboratorio y constituyen una herramienta esencial
para investigar los mecanismos carcinogénicos asociados a VPH (Boccardo et al., 2004; Andrei
et al., 2010). Esto ultimo dado la estricta dependencia del ciclo de replicacion de VPH con la
diferenciacidn del epitelio infectado (seccidén 1.3.2). Asi, el andlisis de los niveles y patrones de
expresion de PAR 3 en cultivos raft, como perspectiva de esta Tesis, permitird establecer en qué
momento se produce la alteracidn de la localizacién del marcador por E6, en relacién al ciclo de
replicacién viral. Ademas, dichos datos podrdn ser cotejados con los resultados obtenidos

utilizando muestras derivadas de biopsias cervicales.

Siguiendo las hipdtesis planteadas en el inicio de esta Discusidn, nos propusimos analizar

la interferencia de E6 sobre otros componentes del complejo PAR (aPKC y PAR 6). Es necesario
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aclarar que las tres proteinas que forman parte del complejo interaccionan entre si, por lo tanto,
si E6 ejerce un efecto sobre una de ellas, esto podria tener consecuencias sobre el complejo.
Para esclarecer esta situacidn, en primera instancia analizamos los niveles de PAR 6 y aPKC en
presencia de E6 16 y E6 18. Los ensayos de degradacidn in vitro indicaron que no se produjeron
cambios significativos en los niveles de ninguna de las proteinas en presencia de E6 (Figura 4.28).
Ademas, analizamos los niveles proteicos de aPKC in vivo, tanto totales como la fraccidn activada
de aPKC, aPKC P, fosforilada en el residuo Thr410 (McCaffrey et al., 2012) (Figura 4.29 y 4.30).
Observamos que no se producen cambios en los niveles totales de aPKC, en células VPH positivas
como Hela y CaSKi, pero si en los niveles de la fraccién aPKC P (Figura 4.29). Nuestros resultados
concuerdan con los de otros autores que demostraron que en células derivadas de tumores de
cabeza y cuello, aPKC se encuentra fosforilada en Thr 410, demostrandose, ademads, un
incremento en la fosforilacién (activaciéon) de aPKC durante la progresion maligna (Cohen et al.,
2006). Sin embargo, ninguno de los tumores analizados estaba asociado a la presencia de VPH,
por lo que los hallazgos de la presente Tesis constituyen el primer reporte en que se asocia la
activacion de aPKC en células VPH-positivas. Es importante destacar que la activacién aPKC esta
implicada en la progresién tumoral, incluyendo la desregulacién la proliferacién celular,
supervivencia, migracion y angiogénesis (Cohen et al., 2006). Ademas, la activacion de aPKC ha
sido reportada en cancer de mama, en donde se demostré que facilita los procesos de
metastasis al activar la via JAK-STAT (del inglés Janus kinase/signal transducers and activators of
transcription), la cual es la responsable del comportamiento invasivo (McCaffrey et al., 2012). La
activacion de esta via también se observé en modelos de carcinoma cervical, pero hasta el
momento no se habia establecido la causa de dicha activacién. Por lo tanto, podria especularse
gue el incremento de la fraccion fosforilada de aPKC podria contribuir a la activacion de la via
JAK-STAT en tumores asociados a VPH (Chen et al., 2007; Schroer et al., 2011; Shukla et al.,
2013). Ademas, también ha sido descripto que durante la infeccién con HSV8 se induce la
activacion de aPKC, siendo importante para la infeccidn viral (Naranatt et al., 2003). Por lo
anteriormente expuesto, resultaria interesante analizar la expresion de aPKC P en biopsias
derivadas de cuello de utero, investigando su importancia en el desarrollo de cancer cervical y,

por ende, evaluar si podria ser utilizado como un potencial biomarcador.

Para estudiar si E6 estaba implicada en la activacion de aPKC decidimos silenciar en
células Hela la expresién de E6 18. Los resultados obtenidos demostraron que la ablacién de E6
no tiene como consecuencia cambios en los niveles de aPKC P (Figura 4.30). Por lo tanto, la
activacion de aPKC no seria un evento estimulado por la expresion de E6 18. Ademas, el

silenciamiento de E6 en células Hela restaura la expresiéon de PAR 3 en los bordes celulares
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(Figura4.7), y en esas condiciones, los niveles de aPKC siguen altos. Por lo tanto, la redistribucion
de PAR 3 en presencia de E6 no dependeria de cambios en aPKC como tampoco la activacion de
aPKC dependeria de la localizacion de PAR 3 en estas condiciones (infeccién con VPH). Sin
embargo, tal como se menciond en la seccion Introduccién 1.4.1.2, otras quinasas pueden
fosforilar a PAR 3 regulando su localizacidn, tal es el caso de PPlo entre otras. La
fosforilacién/desfosforilacion de PAR 3 depende del contexto celular y, por lo tanto, resultaria
trascendente analizar el estado de activacion o no de quinasas en el contexto de una infeccidn

por VPH.

Por otro lado, en lo que respecta al tercer integrante del complejo PAR, PAR 6, no hemos
podido analizar hasta el momento el efecto de E6 sobre su expresion in vivo. Esto debido a que
los anticuerpos disponibles no fueron eficientes en la deteccién de la proteina ni en
experimentos de IF o WB. Sin embargo, el analisis de la situacion de PAR 6 en células expresando
E6 18 o E6 16 resultaria importante, ya que ademds de poseer un sitio PDZ, con el cual
potencialmente podria interaccionar con las oncoproteinas E6, ha sido demostrado que actua
como una proteina de andamiaje que facilita las funciones de aPKC (Cline and Nelson, 2007;
Pieczynski and Margolis, 2011). También se describié que PAR 6 es capaz de interaccionar con
las proteina LGL (complejo SCRIB), y con Crumbs y PALS (complejo CRUMB), regulando la
localizacién de proteinas involucradas en el establecimiento de la polaridad celular (Pieczynski
and Margolis, 2011). Por lo tanto, resultaria fundamental analizar la situacion de PAR 6 en el

contexto de una infeccion con VPH.

El tercer fendmeno que planteamos como mecanismo posible para explicar el cambio
en la localizacién celular de PAR 3 en presencia de E6, consistia en la interferencia de E6 sobre
la unién PIs-PDZ (Wu et al., 2007). Para abordar esta hipdtesis, en primera instancia, estudiamos
la distribucidn de los Pls en células epiteliales, cuya interaccién con PDZ se habia sefialado como
importante para la regulacion de la polaridad. En particular, decidimos analizar la distribucion
de PI(4,5)P2 el cual es el mas abundante de los Pls. Ademas, es un importante integrador de
sefiales durante la proliferacién y polaridad celular, para lo cual debe adquirir una localizacién
subcelular determinada en la zona apical de células polarizadas (Bunney and Katan, 2010). Para
el andlisis de la localizacidn subcelular de PI(4,5)P2 entonces, decidimos utilizar biosensores que
poseen dominios de interaccion con dichos lipidos. En la Figura 4.34 pudimos observar que la
expresion de E6 18 alteraba la distribucion en membrana de los PI(4,5)P2. Especificamente,
observamos una distribucion difusa del biosensor desde membrana a citoplasma, con la

formacion de vesiculas. Este efecto pareceria ser dependiente del PBM, ya que no observamos
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dichos cambios en aquellas células que expresaban E6 18mut (Figura 4.34C), indicando que esta
funcién dependeria de la capacidad de E6 de interaccionar con proteinas PDZ. Es importante
destacar que por cuestiones técnicas, no pudimos llevar a cabo este experimento en el sistema
de cultivos histotipicos (véase seccidn 4.1.5), y, por lo tanto, no fue posible analizar el cambio
de localizacion de los Pls a lo largo del eje Z. Esto ultimo resultaba muy interesante ya que la
distribucién de lipidos es mucho mas relevante de analizar en sistemas en donde se induce la
polarizacion de la célula, como el sistema de Matrigel que desarrollamos (secciones 1.4.2 y
4.1.5). Dicho inconveniente se basd en que la transfeccidén de las lineas E6-positivas no fue
efectiva en células cultivadas sobre Matrigel, ya que las células transfectadas eran escasas, y

estaban deterioradas a nivel morfoldgico.

Es importante destacar que los biosensores que detectan los distintos Pls han sido
utilizados y avalados por otros autores en analisis de distribucion de Pls; sin embargo, ha sido
demostrado que presentan algunas limitaciones (Varnai et al., 2007; Wu et al., 2007; lvarsson et
al., 2013). Entre ellas, se vio que la expresidn de los biosensores tiene numerosos efectos sobre
la biologia de las células, ya que el biosensor secuestraria un pool de Pls. Por lo tanto, los Pls
unidos al biosensor no podrian interaccionar con sus efectores naturales, ni serian capaces de
ser interconvertidos en otras especies, ya que no estarian accesibles a las fosfatasas/quinasas
correspondientes (Varnai and Balla, 2006; Varnai et al., 2007). Otros autores sefialan que la
mejor manera de llevar a cabo el analisis de la localizacidn y los cambios dinamicos de los Pls
seria por microscopia en tiempo real en células vivas (Varnai et al., 2007). También, hay
evidencias que indican que el dominio PH en su forma no plegada, podria interaccionar con
proteinas de membrana, lo que dependeria de sus niveles de expresidon (Lemmon, 2004; Varnai
et al., 2007). Por ello, en los analisis llevados a cabo en esta Tesis transfectamos con la minima

cantidad posible del vector expresando tal dominio, para evitar este inconveniente.

Como perspectiva de este punto, y para poder analizar y cuantificar de manera mas
precisa los cambios observados en los niveles y distribucién de los Pls, seria conveniente llevar
a cabo ensayos de FRET (del inglés Fluorescence resonante energia transfer). Dichos ensayos
permitirian cuantificar los cambios en la localizacion de PI(4,5)P2 relacionandolos con la

distribucién de algin marcador conocido de membrana (Varnai et al., 2007).

Por otra parte, los niveles y distribucion de los Pls dependen de la actividad de fosfatasas
y quinasas (Shewan et al., 2011). La distribucidn espacial y niveles de PI(4,5)P2 dependen, entre
otras enzimas, de la actividad de PTEN, cuya localizacién y estabilizacidn esta mediada por PAR

3 y MAGI (Wu et al., 2000; Wu et al., 2007; Shewan et al., 2011) (Figura 1.12). Es importante
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destacar que MAGI y PAR 3 son blancos de E6, y por lo tanto, cambios en la expresion de estas
proteinas, podrian resultar en defectos en la segregacidon y niveles de los Pls como observado

en la Figura 4.34 C.

En este sentido, distintos autores han reportado una reduccién de los niveles de PTEN
en biopsias derivadas de lesiones asociadas a infecciones por VPH. Sin embargo, dicha
disminuciéon estaria vinculada con mecanismos epigenéticos de metilacién de su promotor
(Cheung et al., 2004; Lee et al., 2006; Lu et al., 2012). Por otro lado, numerosos trabajos han
demostrado un aumento en la actividad de PI3K en células derivadas de cancer cervical, en
asociacion con la amplificacion génica de la regidén 3q24-29, donde se localiza su gen codificante
(Ma et al., 2000; Bertelsen et al., 2006). Sin embargo, hasta el momento existen discordancias
acerca de las vias que modulan la activacidn de PI3K en un modelo de infeccién por VPH. Algunos
reportes sugieren que se debe a la accion de E7 (Pim et al., 2005), mientras que otros se refieren
a una activacién de PI3K mediada por E6 (Contreras-Paredes et al., 2009). Asi, la desregulacion
dela via PTEN/PI3K podria contribuir a explicar los cambios encontrados en la distribucion de Pls
en células Hela (Figura 4.34 B). No obstante, mas estudios son necesarios para esclarecer

precisamente los mecanismos moleculares involucrados.

A posteriori, analizamos si E6 puede interferir en la interaccidon especifica Pls-PAR 3,
importante para la asociacidn de PAR 3 a la membrana. Para poder investigar esto utilizamos
lipidos inmovilizados en membranas (Echelon, EE.UU), las cuales se incubaron con distintos
blancos de E6 conteniendo dominios PDZ (Figura 4.35). Una vez optimizado el sistema de estudio
de interaccidn PDZ-PIP in vitro, analizamos si la presencia de E6 de alto riesgo interferia en la
interaccion entre Pls y PAR 3. Los resultados obtenidos (Figura 4.36 y 4.37), son los primeros en
demostrar que, tanto la presencia de un péptido conteniendo la secuencia PBM de E6 18 como
la expresion de la proteina, interfieren con los patrones de interaccion Pls-PAR 3. Ha sido
demostrado que PAR 3 es capaz de interaccionar con distintas especies de Pls, las cuales varian
en su estado de fosforilacion y cumplen con funciones especificas en los mecanismos de
traduccion de sefales (Figura 1.10) (Wu et al., 2007). Demostramos, que la presencia de E6
produce una interferencia en la interaccion de PAR 3 con PI(3,4,5)P3 y con Pls difosfatos en
general (Figuras 4.36 y 4.37). De manera sorprendente, en cambio, la proteina viral estimularia
una mayor interaccién PAR 3-PIs monofosfato. Por lo tanto, la presencia del PBM o de E6 18,
podria alterar la afinidad de PAR 3 por los distintos Pls. Si bien la bibliografia reporta que la unidn
de PAR 3 con Pls mono, di o trifosfatos tiene afinidades comparables (Wu et al., 2007), se podria
especular que E6 en algunos casos facilitaria la interaccion (como para los monofosfato) y en
otros competiria por la union a PAR 3 (para los Pls difosfato y trifosfato). Esto ultimo teniendo
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en cuenta que los ligandos peptidicos pueden competir con Pls por la uniéon a PDZ, lo que
pareceria ser el caso para los Pls di- y trifosfato (lvarsson et al., 2013). En otros casos, sin
embargo, los péptidos podrian favorecer la interaccion PDZ-Pls, lo que explicaria lo observado
para los PIs monofosfato (lvarsson et al., 2013). Por lo tanto, la presencia del PBM o de E6 18,

alteraria la afinidad diferencial de PAR 3 por las distintas especies de Pls.

Sin embargo, estos experimentos in vitro presentan la limitante de que los Pls
empleados no se encuentran en las membranas celulares complejas que representan su
ambiente natural, lo que podria alterar las afinidades de las diferentes interacciones. Esta
limitacién se podria solucionar llevando a cabo los ensayos utilizando liposomas conteniendo
los Pls de interés, en combinacidn con los ensayos in vivo utilizando los biosensores descriptos
previamente en esta Tesis (Wawrzyniak et al., 2013). No obstante, los resultados obtenidos en
esta Tesis, aunque preliminares, son importantes en el analisis de la interferencia de E6 en la
interaccién PDZ-Pls, lo que podria tener consecuencias dramaticas sobre las distintas funciones

que los diferentes Pls desarrollan en la célula.

En conjunto, los resultados discutidos hasta el momento, sugieren que los cambios en
la distribucién de PI(4,5)P2, y de los patrones de interaccion Pls-PAR 3, en el contexto de una
infeccidn por VPH podrian tener consecuencias en el rol de los Pls en la vias de transduccién de
sefiales. Esto ultimo considerando que, como fuera descripto en la seccién 1.4.2, la unién de
PAR 3 a PI(4,5)P2 y PI(3,4,5)P3 es esencial para el reclutamiento de PTEN y su correcta actividad
oncosupresora. Por lo tanto, una deficiencia en dichas interacciones debido a la presencia de E6
18 conllevaria a la desregulacidon de la via PTEN/PI3K, y a una pérdida del control de la
proliferacion celular. Por otro lado, los Pls monofosfatos, en especial PI3P y PI4P, estan
involucrados en las vias de trafico vesicular (lvarsson et al., 2013; Shah et al., 2013). En este caso,
el aumento de la intensidad de interaccion de dichos Pls con PAR 3 en presencia de E6, podria
indicar una funcién de PAR 3 no reportada hasta el momento en cuanto al trafico vesicular,
durante la infeccion por VPH. A partir de este resultado, se desprende la necesidad de
profundizar las actividades de E6 respecto a la distribucion y funcion de los Pls, y de la expresién

de las enzimas involucradas en la regulacion de sus niveles, como aquellas de la via PTEN/PI3K.

Siguiendo con la linea de pensamiento planteada al inicio de esta seccién, analizamos si
cambios en la expresidn de otros blancos de polaridad de E6 indirectamente podrian contribuir
a la deslocalizacion de PAR 3. Asi, investigamos si el silenciamiento de DLG1 y Scribble,
pertenecientes al complejo SCRIB (Pieczynski and Margolis, 2011), ejercia alguna influencia

sobre la localizacidn de PAR 3. Esto ultimo teniendo en cuenta que los complejos de polaridad
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celular estan interconectados entre si, y que Scribble y DLG 1 son degradadas por E6. Mediante
técnicas de IF (Figuras 4.38, 4.39 y 4.40), pudimos comprobar que efectivamente el
silenciamiento de la expresidon de DLG1 o de Scribble tiene un efecto sobre la expresidn de PAR
3. Sin embargo, al silenciar a PAR 3 no observamos alteraciones en la distribucidon de DLG1 o de
Scribble (Figura 4.38). Por lo tanto, si bien las proteinas que forman parte del complejo de
polaridad celular SCRIB estan involucradas en la regulacion de las UA, también tienen una
influencia en la formacién de las UT, al regular la localizacién de PAR 3, elemento fundamental
de dichas uniones. Es importante destacar que este resultado concuerda con los de otros
autores en otros modelos, ya que existen reportes que indican que Scribble estaria involucrado
en la regulacién de las UT, tanto en epitelio intestinal (Ilvanov et al., 2010), como en células
MCF10A (Elsum et al., 2013). Adem3s, se ha reportado que DLG1 es importante en la formacion
de las UT en células CaCo2 (Stucke et al., 2007). Sin embargo, en dichos estudios la distribucidon
de PAR 3 no habia sido analizada. De los datos anteriores se puede especular que en el contexto
de la infeccidn viral, la degradacidn de Scribble o de DLG1 por parte de E6 podrian explicar, en
parte, las alteraciones en la localizacion de PAR 3 observadas. Para completar estos analisis, seria
necesario estudiar si estas proteinas interaccionan entre si, directamente o a través de la
formaciéon de complejos multiproteicos, lo que hasta el momento no fue reportado. Es
importante destacar que nuestros estudios fueron los primeros que reportaron la influencia del

silenciamiento de Scribble o DLG1 sobre la deslocalizacion de PAR 3.

En los experimentos en donde utilizamos la linea celular estable HaCaT-siDLG1 (Figura
4.40) pudimos observar un cambio en la localizacion de PAR 3, con una disminucion del
marcador en los bordes celulares al igual que en los silenciamientos individuales. No obstante,
y sorprendentemente, en esta linea, observamos expresién de PAR 3 en el nucleo, lo que no
habiamos notado en los experimentos en la linea celular HaCaT-siScribble. Demostrandose que
la localizacién nuclear de PAR 3 observada en células que expresan E6 18 y E6 16 puede ser un
efecto secundario de la degradacién de DLG 1 mediada por E6 de alto riesgo oncogénico aunque
los mecanismos que median la translocacion de PAR 3 sean desconocidos. Es importante
destacar, ademas, que la linea celular HaCaT-siDLG1 es la que mas se asemeja a Hela, donde los
niveles de DLG1 son bajos por efecto de la expresion de E6 18. Como se menciond
anteriormente, DLG1 es un blanco preferencial de E6 18 vy, por ello, sus niveles se encuentran

altamente disminuidos ante la expresion de dicha oncoproteina viral.

A partir de lo mencionado anteriormente, surge la necesidad de evaluar si existe
interaccion de PAR 3 con Scribble o con DLG1 en ausencia de E6, lo que podria de alguna manera

esclarecer los resultados.
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En las Figuras 4.39 y 4.40, ademas, pudimos observar que el silenciamiento de Scribble
tenia un efecto sobre el patrén de expresion de DLG1, y en menor medida, DLG1 influenciaria la
expresion de Scribble. Esto indicaria que existe una dependencia entre los dos componentes de
complejo SCRIB en lo que respecta a la localizacidon de cada una de las proteinas. De hecho,
estudios llevados a cabo en Drosophila demostraron que existia una interdependencia entre los
tres componentes del complejo SCRIB en lo que respecta a la localizacién subcelular de sus
miembros (Bilder et al., 2000). Sélo un trabajo ha analizado la interdependencia de las proteinas
gue constituyen el complejo de polaridad celular SCRIB en mamiferos. En dicho reporte, se
observé que el silenciamiento de la expresion de Scribble o de DLG1 tiene como consecuencia
cambios en la localizacién del otro componente (Massimi et al., 2008), en concordancia con las
observaciones realizadas en las Figuras 4.39 y 4.40 de la presente Tesis. En el trabajo de Massimi
y colaboradores, la ablacién de Scribble resultaba en una disminucidn en los niveles de DLG1
asociado a membrana, mientras que la ablaciéon de DLG1 afectaba la localizacién de Scribble,
aunque con un efecto menos marcado, lo que concuerda con nuestros resultados (Figuras 4.39

y 4.40)(Massimi et al., 2008).

Por ultimo, uno de los pasos criticos para el establecimiento de la asimetria celular que
caracteriza a las células polarizadas es la formacién de las UT, por lo tanto defectos en la
formacion de las mismas tendrd como consecuencia defectos en el establecimiento de la
polaridad celular (Aono and Hirai, 2008). Ha sido demostrado que la proteina PAR 3 y otras
proteinas conteniendo dominios PDZ blancos de E6, como MAGI y PATJ, son componentes
importantes para las UT. Entonces en este trabajo de Tesis decidimos evaluar, también, el
rescate de la polarizaciéon celular, mediante ensayos clasicos de cambio en la concentracién de
calcio, utilizando para este objetivo células que expresaban E6 18. Dicha técnica ha sido utilizada
por numerosos autores para evaluar la repolarizacion celular, luego de la sustraccién de calcio
extracelular que media las interacciones celulares (lden et al., 2012; Twiss et al., 2012). En
principio, pusimos a punto la técnica en nuestro laboratorio, y evaluamos el restablecimiento
de las uniones celulares utilizando como marcador a la proteina de UT ZO1. Los resultados
demostraron que las células que expresaban E6 18 presentaban un retraso en la restauracién
de las uniones celulares, comparando con células control (Figuras 4.31 y 4.32). En contraste, la
expresion de ZO1 fue similar en células que expresaban o no E6 18 a partir de 3 horas posteriores
al agregado del calcio extracelular, indicando que E6 18 interferiria sobre factores requeridos
para la repolarizacidon durante las etapas iniciales de la formacion de las UT. Se ha descripto
recientemente que PAR 3 es una de las proteinas que participaria en la formacion temprana de

tales uniones, por lo tanto, la alteracién en su localizacidon podria considerarse un mecanismo
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probable que explique lo observado en los ensayos de cambios de la concentracion de calcio
(Iden et al., 2012). Ademas, nuestros resultados concuerdan con los de otros autores que han
reportado que las UT se disrumpen en células VPH-positivas, coincidiendo en todos los casos
que el efecto esta mediado por EB, si bien en dichos estudios no se habia analizado la formacién
de las mismas en el tiempo (Nakagawa and Huibregtse, 2000; Kranjec and Banks, 2011). Sin
embargo, los distintos trabajos sefialaban como responsables a distintos blancos de E6.
Entonces, para conocer con certeza cual de sus blancos es el responsable del retardo en la
repolarizaciéon celular seria necesario realizar ensayos de cambio en la concentracién de calcio

en células silenciadas para cada una de las proteinas en particular.

Es importante destacar que otra forma de evaluar la influencia de E6 18 sobre la
formacion de las UT es mediante experimentos de resistencia transepitelial. Estos experimentos
miden la capacidad de células epiteliales cultivadas en monocapa de formar un sello
impermeable, a través del ensamblado de las UT. Esta metodologia seria complementaria a la
que hemos descrito anteriormente, y nos permitiria cotejar de manera cuantitativa si E6
perturba funcionalmente las UT y la polaridad. Ademas, a pesar de que mediante los andlisis de
cambios en la concentracién de calcio pudimos detectar un retraso en el restablecimiento de las
UT, todavia no podemos afirmar si este efecto depende especificamente de su interaccién con
proteinas PDZ, o si hay otros factores involucrados. Esto se debidé a la imposibilidad de
desarrollar la linea celular que expresara establemente la mutante en el sitio de interaccién con
PDZ (E6 18mut), y que nos permitiera técnicamente completar los ensayos de cambios en la

concentracion de calcio.

En este estudio entonces contribuimos al andlisis general de las consecuencias de la
expresion de E6 18 sobre la repolarizacidn celular y el restablecimiento de las UT. Es importante
destacar que en los ultimos afios han sido reportados una serie de trabajos que sefalan el rol de
las proteinas que conforman las UT en la proliferacion celular, diferenciacién, transformacién y
metastasis, relacionando a las UT con los procesos carcinogénicos (Runkle and Mu, 2013).
Entonces, debido a la participacién de las UT en el control de la proliferacién y diferenciacién
celular, se podria especular que la interferencia de E6 sobre los componentes de las UT, podria

ser requerido para la replicacién viral y la transformacidn celular.

En conjunto, hemos demostrado que la proteina E6 derivada de VPH de alto riesgo es
capaz de interferir con factores importantes para la polaridad celular, como la proteina PAR 3 y
la distribucién de los Pls, entre otros. Nuestros andlisis aportan significativamente al

conocimiento de los mecanismos relacionados a las transformaciones malignas asociadas a las
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infecciones con VPH. Los cambios observados en la localizacién de PAR 3, principalmente su
ausencia en los bordes celulares, pueden tener un efecto dramatico en sus funciones durante la
polarizacién celular. Lo que aun falta dilucidar es el impacto individual de cada uno de los
mecanismos que contribuyen a la deslocalizaciéon de PAR 3 analizados en la presente Tesis, y
resumidos en la Figura 5.2, para lo cual deberian realizarse algunos de los estudios planteados
como perspectivas. Teniendo en cuenta que en los Ultimos afios ha sido descripta la actividad
de PAR 3 como inhibidor de metastasis en cancer de mamay en cancer de piel (Iden et al., 2012;
McCaffrey et al., 2012; Xue et al., 2013), seria relevante analizar el escenario que se presenta en
el analisis de su expresidn en biopsias derivadas de lesiones cervicales asociadas a VPH, y evaluar
su participacion durante los procesos de progresion maligna (Pegtel et al., 2007; Schmoranzer

et al., 2009).
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Figura 5.2: Representacion esquematica de los distintos mecanismos que pueden explicar los cambios
en la localizacion de PAR 3 mediados por la oncoproteina E6. A) Interaccion PAR 3-E6 que pueda mediar
la relocalizacion de PAR 3 a nucleo y/o citoplasma. B) Alteraciones mediadas por E6 sobre la expresion de
otros componentes del complejo PAR. C) Interferencia de E6 sobre la unién P1(4,5)P2-PAR 3, fundamental
para la localizacién de PAR 3 en membrana plasmatica. D) Mecanismo indirecto mediado por la alteracién
de E6 sobre componentes del complejo SCRIB.

En resumen, este trabajo de Tesis Doctoral contribuye al conocimiento integral de los
procesos de progresion maligna asociados a VPH, y, especificamente, al entendimiento de los
mecanismos a través de los cuales la oncoproteina viral E6, mediante la interaccién con
proteinas con dominios PDZ, estimula la pérdida de polaridad celular asociada a procesos

carcinogénicos.
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En el primer Capitulo de este trabajo de Tesis, analizamos la interferencia de la expresién
de la oncoproteina E6 sobre el complejo de polaridad celular PAR, lo cual constituia uno de los
principales objetivos planteados. En particular, decidimos analizar en primera instancia la
interferencia de la oncoproteina E6 sobre la proteina PAR 3, la cual presenta tres dominios PDZ
con los cuales E6 podria interaccionar, y es una proteina clave para el mantenimiento de la
polaridad celular. Los resultados indicaron que en aquellas células expresando E6 16 0 E6 18 la
proteina PAR 3 se encontraba deslocalizada. En dichas células la expresion de PAR 3 en los

bordes celulares estaba disminuida con una redistribucién a lo largo del citoplasma y nucleo.

Comprobamos que dichos cambios dependen del sitio PBM presente en el extremo
carboxilo terminal de E6 18, ya que las mutantes no perturbaron la localizacidon de PAR 3. Esto

indicaria que esta nueva actividad de E6 es PDZ-dependiente.

Optimizamos en nuestro laboratorio cultivos histotipicos para poder estudiar la
interferencia de E6 sobre la localizacién de PAR 3, y llevar a cabo analisis de polaridad celular.
Una vez optimizado el sistema de cultivos histotipicos, pudimos utilizar dicha herramienta para
evaluar el cambio en la localizacién de PAR 3 en el eje apicobasal. Los resultados indicaron que

la expresion de E6 16 o E6 18 alterd la localizacién apical de PAR 3.

Establecimos la importancia del desarrollo de cultivos histotipicos para estudios de
disfunciones de las células epiteliales, lo que nos permitié adquirir experiencia en el andlisis de

la distribucion de proteinas mediante el uso de microscopio confocal.

Comprobamos la interaccién entre PAR 3 y E6 18, de manera PDZ-dependiente.
Demostramos que dicha interaccién no tiene como consecuencia la estimulacién de la

degradacion de PAR 3, como ocurre en el caso de otros blancos de E6.

Por andlisis de fraccionamiento celular constatamos los cambios en la localizacién de
PAR 3 en células que expresan E6 18, los cuales habian sido observados por técnicas de IF,
verificandose la redistribucion de PAR 3 hacia el nucleo y citoplasma en aquellas células que

expresan la oncoproteina viral.

De acuerdo a los resultados de la primera parte de este trabajo de Tesis, postulamos
que los cambios en la localizacion de PAR 3, y su ausencia en los contactos célula-célula podrian

alterar sus actividades funcionales.
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Este trabajo de Tesis ha permitido identificar un nuevo blanco de la proteina E6 de VPH,
una proteina celular con dominios PDZ con importantes roles en el mantenimiento de la

polaridad y mecanismos de traduccién de sefiales.

Teniendo en cuenta que PAR 3 es critico para el establecimiento de las UT, la polaridad
apicobasal, y, ademds, actuaria como un oncosupresor en una amplia variedad de procesos
tumorales, esta nueva funcidon de E6 podria contribuir con la transformacién maligna y los

procesos carcinogénicos asociados a VPH.

La incorrecta localizacién de esta proteina podria contribuir a explicar muchas de las
caracteristicas de las células malignas tales como la ausencia de polaridad, alteraciones en las

uniones intercelulares y la capacidad de migracién.

Analizamos la interferencia de E6 sobre las otras proteinas que componen el complejo
PAR. Demostramos por primera vez para un modelo de oncogénesis asociado a VPH, que en
células derivadas de carcinoma cervical se produce una activacién de aPKC, con un aumento de
su fosforilacion en el residuo Thr 410. Sin embargo, observamos también que dicha activacion
no depende de la presencia de E6, por lo que otros mecanismos presentes en la célula

transformada por VPH estarian implicados en este proceso.

En el Capitulo 2, observamos, que la presencia de E6 18 ocasiona un retardo de la
repolarizacion celular, lo que determinamos por ensayos de cambio en la concentracion de
calcio, optimizados por primera vez en nuestro laboratorio. Ademas, demostramos que la
alteracion mediada por E6 en la restauracion de las UT, se produce en las fases iniciales de dicho
proceso. A partir de este hallazgo, y teniendo en cuenta las funciones de PAR 3, proponemos

que la interferencia de E6 sobre PAR 3 modularia dicho evento.

Ha sido descripto que PAR 3 es capaz de interaccionar con Pls mediante sus dominios
PDZ, lo que contribuye a la localizacion de PAR 3 en membranas celulares. Por lo tanto decidimos
analizar si E6 podria interferir en dicha interaccion. Utilizando biosensores fluorescentes que
permiten analizar la distribucion celular de PI(4,5)P2, comprobamos que aquellas células que
expresaban E6 18 presentan un cambio en el patrén de distribucidn de dicho Pls, de una manera
PDZ-dependiente. Por lo tanto, si bien los resultados son preliminares, se podria especular que
E6 18 también estaria alterando los mecanismos que regulan la localizacion y los niveles de
dichos lipidos. Los Pls, ademas de ser importantes en los procesos de polaridad celular, estan

involucrados en mecanismos de traduccién de sefiales, trafico vesicular y control de la
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proliferacion celular por lo que la alteracién de su distribucion mediada por E6 podria tener

efectos dramaticos en sus funciones.

Determinamos, a partir de ensayos de interaccion in vitro, que la presencia del sitio PBM
de E6 18 o de la proteina E6 18 completa, provocan un cambio en el patrén de interaccion PAR
3-Pls, lo que podria traer como consecuencia la alteracion de la localizacion de PAR 3 y/o de los

Pls o bien de sus actividades especificas.

Por dltimo, analizamos si la ablacion de DLG 1 o Scribble, blancos de E6, tienen

consecuencias sobre la localizacién de PAR 3. Esto ultimo considerando que los complejos de
polaridad celular son complejos dindmicos interconectados entre si. Por lo tanto, si se producen
cambios en la localizacién o niveles de alguno de los componentes esto podria tener
consecuencias sobre los demas. Demostramos entonces que, la ablacion de DLG1 o Scribble
provocan cambios en la expresion de PAR 3, con una disminucidn en los bordes celulares. Asi,
describimos por primera vez en este estudio, la influencia de las proteinas del complejo de
polaridad SCRIB sobre la localizacidn de PAR 3. Este resultado fue interesante a la luz de que

DLG1 y Scribble son blancos de E6, y su degradacidn en el contexto de la infeccién por VPH,

podria ocasionar la redistribucién de PAR 3.

Como conclusién general de este trabajo podemos indicar que hemos caracterizado a
PAR 3 como un nuevo blanco de E6. Ademds, contribuimos a la profundizacidn del conocimiento
integral de las causas que conllevan a la pérdida de la polaridad celular durante los procesos de

progresion maligna asociados a VPH y observada, en general, en diferentes tumores.
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Resumen

Los VPH de alto riesgo, como VPH 16 y 18, se asocian con el desarrollo de carcinomas de
cuello de Utero y de las lesiones neoplasicas precursoras. Dado que el cancer cervical representa,
después del de mama, el segundo cancer mas frecuente entre mujeres de todo el mundo, VPH
es considerado un importante agente carcinogénico (http://www.msal.gov.ar). Las funciones
oncogénicas de VPH residen en las proteinas virales E6 y E7 que interfieren con proteinas
celulares regulatorias. Entre los blancos celulares de E6 se encuentran proteinas con dominios
proteicos especificos denominados PDZ (PSD-95, DLG1, ZO-1) (Thomas et al., 2008b). Los
dominios PDZ son motivos conservados y especificos de reconocimiento proteina-proteina que
permiten el reclutamiento de péptidos y la formacion de complejos multiproteicos en sitios
especializados de la membrana, con funcidn en la transmisién de sefiales (Javier and Rice, 2011).
Muchas de estas proteinas son componentes de las uniones intercelulares y participan del
mantenimiento de la polaridad celular. La interaccion entre E6 y proteinas PDZ involucra la
region C-terminal (T/SXV/L) altamente conservada de E6, que constituye un sitio de unidn
consenso a dominios PDZ (PBM), y se ha demostrado que en algunos casos esta interaccion
resulta en la degradacidn de las proteinas PDZ (Gardiol et al., 1999; Thomas et al., 2002). Por
otro lado, la pérdida de polaridad celular es un evento clave en el desarrollo de carcinogénesis

y su regulacion depende, en parte, de la integridad de las UT (Aranda et al., 2008).

Basados en esta informacién y con el objetivo de analizar la interferencia de la proteina
E6 de VPH sobre con la estructura de las UT, en el Capitulo 1 analizamos la expresién de uno de
los componentes del complejo de polaridad celular PAR, la proteina PAR 3. Dicha proteina
contiene tres dominios PDZ con las cuales potencialmente las proteinas E6 de VPH de alto riesgo
podrian interaccionar; ademas, otros autores sefialaron una interaccién débil en ensayos in vitro
de PAR 3 con E6 18 (Tomaic et al., 2008). PAR 3 es un elemento clave para la conformacién de
las UT, por lo tanto el estudio de la interferencia de E6 sobre ella podria explicar la pérdida de la
arquitectura celular observada en carcinomas asociados a VPH. Mediante ensayos de IF
observamos que la expresién de E6 16 o de E6 18 altera la localizacion de PAR 3, tanto utilizando
cultivos convencionales como en cultivos histotipicos, los cuales fueron optimizados por primera
vez en el Laboratorio. Asimismo, pudimos comprobar que el PBM de E6 18 es fundamental para
dicha funcidn, ya que la expresién de una mutante en el PBM de E6 18 no altera la localizacién

de PAR 3.

Por otro lado, pudimos comprobar interaccion in vivo entre PAR 3 y E6 18, de una
manera PDZ-dependiente. Comprobamos que dicha interaccidn no tiene como consecuencia la

degradacién proteica de PAR 3, como ocurre con otras proteinas blanco de E6 conteniendo

129
Florencia Natalia Facciuto-2014- Tesis Doctoral


http://www.msal.gov.ar/

Resumen

dominios PDZ, como Scribble y DLG1 (Gardiol et al., 1999; Nakagawa and Huibregtse, 2000). Por
ensayos de fraccionamiento celular, demostramos la relocalizacién citoplasmatica y nuclear de

PAR 3 en aquellas células que expresan E6 18.

Estos datos sugieren que los cambios en la ubicacidn subcelular de PAR 3, y su ausencia
en el contacto célula-célula podrian contribuir con la transformacidon maligna y los procesos
carcinogénicos en general, ya que para llevar a cabo sus funciones regulatorias, PAR 3 necesita
adquirir una localizacién asociada a membrana en la regién apical (Pieczynski and Margolis,
2011). Para explicar las diferencias de localizacion de PAR 3 observadas, investigamos los
probables mecanismos celulares que puedan mediar dicho cambio. Para lo cual analizamos en
primera instancia, la interferencia que pudiera tener E6 sobre otros componentes del complejo
PAR, como aPKC (Joberty et al., 2000). Los resultados indicaron que la proteina aPKC se
encuentra activada en lineas celulares derivadas de carcinoma cervical, como Hela o CaSki, lo
que podria tener consecuencias sobre las proteinas que aPKC fosforila. Sin embargo, E6 no

contribuye a dicha activacién siendo desconocidos los mecanismos implicados.

Asimismo, la polaridad celular también requiere la correcta distribucién de lipidos de
membrana de tipo Pls, que a su vez estdn involucrados en los mecanismos de traduccién de
sefiales importantes para el control de la proliferacion celular (Martin-Belmonte and Mostov,
2007). La proteinas celulares PDZ presentes en las UT interaccionan con este tipo de lipidos y
esta interaccion es relevante para la correcta distribucidn de Pls (lvarsson et al., 2013). Por ello,
investigamos si la unién PDZ-E6 podria interferir con la localizacion y funcion de tales lipidos.
Con este propésito, analizamos las diferencias en la distribucién de Pls en presencia o ausencia
de las proteinas E6 usando un biosensor fluorescente de PI(4,5)P2, el dominio pleckstrina de la
fosfolipasa C conjugado a GFP (Varnai and Balla, 2006). Demostramos que la expresion de la
proteina E6 induce una redistribucidon de PI(4,5)P2, reduciendo su presencia en los bordes
celulares. Mas aun, esta alteracion no se observé para el caso de la proteina E6 derivada de un
tipo de VPH no oncogénico el cual carece de la capacidad de interaccionar con dominios PDZ.
Ademds, células derivadas de carcinomas asociados a VPH mostraron un patréon totalmente
alterado respecto a la localizacion de PI(4,5)P2, con una distribucién tipo puntillado en el
citoplasma. Para analizar si E6 interfiere en la interaccion PDZ-Pls optimizamos andlisis de
interaccion lipidos-proteinas in vitro utilizando tiras comerciales conteniendo Pls (Echelon,
EE.UU.). Luego de poner a punto la técnica, pudimos demostrar que la presencia del PBM de E6
18, o de la proteina completa, interfiere en el patrén de unién Pls-PAR 3. Esto ultimo podria

implicar cambios en la localizacién en membrana de dicha proteina, asi como también podria

130
Florencia Natalia Facciuto-2014- Tesis Doctoral



Resumen

explicar los cambios en la localizacion subcelular de distintas proteinas PDZ en células VPH-

positivas, que dependen de la interaccion con Pls para su correcta distribucion.

También es importante destacar que es posible que dichos cambios en la localizacién de
PAR 3 se deban a interferencias de E6 sobre otros blancos celulares que forman parte de otros
complejos de polaridad. Esto ultimo considerando que existe una interdependencia entre los
distintos elementos que conforman el network de proteinas que regulan la polaridad en células
epiteliales (Coradini et al.,, 2011). Es por ese motivo que en el presente trabajo de Tesis
analizamos la intercomunicacién que existe entre los componentes del complejo de polaridad
SCRIB [proteinas Scribble y DLG1, blancos PDZ de E6 (Pim et al., 2012)] y PAR-3. Por técnicas de
silenciamiento pudimos corroborar que la ablacién de DLG1 o de Scribble afecta de manera
significativa la distribucién subcelular de PAR 3 en la linea celular HaCaT. Por lo tanto, los
cambios observados en la localizacion en células que expresan E6 derivado de VPH de alto riesgo
podrian deberse, en parte, a la interferencia de E6 sobre componentes del complejo SCRIB. Es
importante destacar también, que es la primera vez que se describe una dependencia en la

localizacién de PAR 3 mediada por DLG1 y/o Scribble.

Por ultimo, teniendo en cuenta que mucho de los blancos de E6 son proteinas que
pertenecen a complejos de polaridad y a las uniones intercelulares, decidimos analizar la
interferencia de E6 sobre la formacion de las UT y la polarizacidn. Para tal fin utilizamos ensayos
de cambio en la concentracidn de calcio (McNeil et al., 2006). En primer lugar, optimizamos por
primera vez la técnica en el laboratorio, y analizamos la relocalizaciéon celular de ZO1 en células
gue expresaban o no E6 18. Los resultados indicaron que la presencia de E6 produce un retardo
en la localizacién de ZO1, proteina clave para las UT. Por lo tanto, un retardo en la reformacion
de las uniones intercelulares indicaria una disfuncidn de los mecanismos que regulan la
polaridad celular en células que expresan E6 18. El retardo observado en la repolarizacién celular
puede deberse a lainteraccion de E6 con algunos de los blancos que regulan la polaridad celular,
los cuales fueron descriptos anteriormente. Es importante mencionar que el retardo en la
repolarizacion se observa en estadios tempranos de la formacién de las uniones celulares. Se ha
descripto recientemente que PAR 3 es una de las proteinas que participa en la formacién
temprana de tales uniones (lden et al., 2012); por lo tanto, la alteracidn en su localizacion podria
considerarse un mecanismo probable que explique lo observado en los ensayos de cambios de
la concentracién de calcio. Los datos obtenidos sugieren que los VPH oncogénicos tienen la
capacidad de interferir con elementos claves de las UT, con probables implicancias en el

mantenimiento de la polaridad celular.
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En resumen hemos demostrado que E6 es capaz de alterar la localizacidn subcelular de
PAR 3, sin producir cambios en los niveles de dicha proteina. Los cambios de localizacién pueden
tener efectos dramaticos en la polaridad apicobasal que es regulada por PAR 3, entre otras
proteinas. Es importante destacar que la expresién de PAR 3 se encuentra alterada en una
amplia variedad de tumores (Facciuto et al., 2012) y que se ha demostrado su funcién como un
inhibidor de metastasis en modelos de cancer de mama (lden et al., 2012; McCaffrey et al.,
2012). De esto se desprende que los hallazgos presentados aportan significativamente al
conocimiento de los mecanismos relacionados a las transformaciones malignas asociadas a las
infecciones con VPH, ya que alteraciones en los patrones de expresion de PAR 3, como los

descriptos en esta Tesis podrian contribuir a la progresion maligna de las lesiones cervicales.
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