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RESUMEN

Los papilomavirus humanos de alto riesgo, son los agentes causales del cancer cervical y
en el desarrollo del cancer de piel no-melanoma. El HPV16 tiene dos oncogenes de
expresion temprana; E6 y E7 los cuales codifican oncoproteinas que participan en la
transformacion de la célula huésped. E6 es conocida por su capacidad para inactivar a p53
e inducir su degradacién. Interesantemente, en ratones transgénicos del oncogén E6 de
HPV16 (K14E6) se ha reportado que induce hiperplasia epitelial y retardo en la
diferenciacién en la epidermis de la piel independientemente de la inactivacion de p53. El
factor de crecimiento transformante B (TGF[3) es un importante regulador del crecimiento
y diferenciacién celular asi como de la apoptosis, y esta via frecuentemente afectada
durante la tumorigenesis. La exposicion a la UVB es un factor de riesgo importante para el
desarrollo de cancer de piel. La luz ultravioleta B (UVB) comprende una longitud de onda
entre 290-320 nm de la UV, ocasiona diferentes respuestas en la célula, incluyendo dafo
al DNA, perturbacion de vias de sefializacién y apoptosis los cuales son criticos para la
homeostasis del epitelio cutaneo. En el presente estudio, investigamos si el oncogén E6
solo o0 en combinacion con la UVB afecta algunos componentes de la via del TGFJ3 en la
epidermis de los ratones K14E6. Utilizamos ratones K14E6 y no transgénicos de 8 dias de
edad irradiados y no irradiados con una sola dosis de UVB (500 mJ/cm?). Realizamos una
cinética a los 10 min. 2h, 4h 8h y 24 h después de la exposicion a la UVB y analizamos la
expresion de p53, PCNA, los ligandos 1y 2 de TGFp, los receptores TBRI y TRRII y fosfo-
smad2 utilizando inmunohistoquimca y western blot. La expresion del mRNA de los genes
blanco de TGFf se analiz6 por PCR cuantitativo en tiempo real. Encontramos que E6y la
UVB regulan negativamente la via del TGFP en la epidermis del raton K14E6 debido a la
disminucidn de la expresion del TBRI en comparacidn con el ratéon no transgénico (NT). La
disminucién del receptor tipo Il (TRRII) por la presencia de E6 y la UVB, afecta la activacion
de Smad2 y la expresion de los genes blanco como p15, un importante regulador del ciclo
celular. En resumen, la via del TGFP en las células de la epidermis del modelo murino

K14EG6 es inhibida por E6y la UVB.



SUMMARY

High-risk human papillomaviruses (HR-HPVs) are the causative agents of cervical cancer
and they are also associated with a subset of head and neck squamous cell carcinomas. In
addition, HPVs have also been postulated in the development of non-melanoma skin
cancers (NMSC). The HPV16 have two early proteins, E6 and E7 oncogenes which encode
oncoproteins that cause transformation of the host cell. E6 oncoprotein is best known for
its ability to inactivate the tumor suppressor p53, through ubiquitin-mediated degradation
of p53 protein. Interestingly, in transgenic mice for HPV16 E6 (K14E6), it was reported that
E6 alone induced epithelial hyperplasia and delay in differentiation in skin epidermis
independently of p53 inactivation. Transforming growth factor B (TGF) is an important
regulator of cell growth/differentiation and apoptosis and this pathway is often lost during
tumorigenesis. Ultraviolet radiation B (UVB) is the middle-range of UV with wavelengths
between 290-320 nm. UVB exposure activates diverse cellular responses in cells including
DNA damage, gene mutations, perturbation of signal transduction pathways and
apoptosis that are critical for cutaneous homeostasis. In the current study, we
investigated whether the E6 oncogene alone or in combination with UVB dysregulate
some components of the TGF3 pathway in the epidermis of K14E6 mice. We used eight-
day-old K14E6 and nontransgenic mice irradiated and unirradiated with a single dose of
uvB (500mJ/cm2). We analyzed a kinetics at 10 min, 2h, 4h, 8h and 24h after UVB
exposure and we evaluated p53 expression, PCNA, ligands of TGFf 1 and 2, receptors TBRI
and TRRII and phospho-Smad2 using immunohistochemistry and Western blot, the
expression of mRNA of target genes of TGF3 was analyzed by RT-gPCR,. We found that the
E6 oncogene and UVB irradiation impair the TGF3 pathway in epidermis of K14E6 mice by
downregulation of the expression of TBRI in comparison with NT mice, independently of
UVB treatment. TGFp type Il receptor (TBRII) was downregulated by E6 and UVB and this
loss of TPRII prevents downstream activation of Smad2 and target genes as pl5, an
important regulator of cell cycle progression. In summary, the TGFB signaling in cells of
the epidermis is downregulated in our mouse model by both the E6 oncoprotein and the

UVB irradiation.
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INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (HPV)

Los papilomavirus humanos (HPVs) son pequefios virus de DNA que especificamente
infectan a las células epiteliales cutaneas o de mucosas ocasionando lesiones
proliferativas como papilomas o verrugas en la piel, en los genitales y en el tracto
respiratorio superior. El genoma viral puede permanecer como un episoma estable o bien
se integra al genoma de la célula huésped y se replica con el DNA durante la fase S del
ciclo celular, de esta manera el ciclo de vida de los papilomavirus se encuentra altamente
ligada al programa de diferenciacion del epitelio infectado (Miinger K, et al 2004). Se han
reportado vy caracterizado mds de 100 tipos diferentes de HPV basados en secuencias
homologas pero solo un numero limitado de HPV esta asociado con el desarrollo de

cancer.

Trece tipos de HPV de alto riesgo (alpha-HPV) juegan un papel critico en el desarrollo de
cancer cervical y también se le ha asociado a otros tipo de cancer anogenital asi como un
subconjunto de carcinoma de cabeza y cuello (Liang et al 2012; Patel et a/ 2010). Los beta-
HPVs se han ligado al desarrollo de epidermodisplasia verruciforme (EV), la cual es una
dermatosis poco comun que provoca lesiones similares a las verrugas planas y a la
pitiriasis versicolor, los defectos se atribuyen a una deficiencia en la inmunidad celular en
la que existe una mayor susceptibilidad genética a la infeccion por determinados subtipos
del virus del papiloma humano (HPV-EV), como los subtipos 5y 8, y con menor frecuencia
otros como el 9, 10 y el 12, (Underbrink et al 2008, Patel et al 2010;). Ademas se ha
establecido una relaciéon entre la infeccién de los beta-HPVs y el desarrollo de cancer de
piel no-melanoma (NMSC) en personas inmunocompetentes e inmunocomprometidas
segun datos epidemioldgicos y asociados a factores de riesgo como la inmunosupresion
local inducida por la luz ultravioleta (UV) (Massimi et al 2008). Hay una fuerte evidencia de
la asociacion potencial entre la infeccidon de los HPV cutaneos y el carcinoma de células
basales (BCC) (Preston et al 1992; Gallagher et al 1995; lannacone et al 2013).

Interesantemente, el virus de alto riesgo HPV16, el cual es el mas prevalente en el cancer



cervical, se ha sugerido como un factor de riesgo para el desarrollo de NMSC en la

poblacién inmunocompetente (Iftner et al 2003; Reuschenbach et al 2011).

El grupo de virus denominados como “de alto riesgo” pueden estimular el crecimiento e
inducir transformaciéon maligna en el epitelio cervical promoviendo el desarrollo de
cancer, ademas la expresion del genoma viral se ha identificado en biopsias de cancer
anogenital y/o cervical. Algunos ejemplos de HPV de alto riesgo son: 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 52, 58 y 69 (Riley et al, 2003).

HPV16 es el virus que mas prevalece en la poblacion y es el responsable de
aproximadamente el 50% del cancer cervical (Akgil et al 2006). EIl genoma de HPV16
codifica para al menos 6 genes tempranos diferentes y 2 genes de expresion tardia (Akgul
et al 2006). En lesiones cervicales causadas por HPV16, la proliferacién excesiva de células
suprabasales epiteliales se atribuye a la expresion de los oncogenes virales E6 y E7
codificados en la regién temprana del genoma. El estudio tanto de E6 como de E7 ha
revelado que estas son proteinas multifuncionales caracterizadas por unirse e inactivar a
los supresores de tumores p53 y pRb respectivamente, los cuales regulan los procesos de
division, diferenciacion y/o muerte celular, lo que contribuye a la inmortalizacion o
transformacion celular. Sin embargo, los HPV de alto riesgo son necesarios pero no
suficientes para el desarrollo de tumores ya que se requieren de otros eventos

moleculares; (Arbeit JM et al 1994 y Schaeffer et al 2004). (Figura 1)
Oncoproteina E6 de HPV16

La oncoproteina E6 es un pequefio polipéptido de aproximadamente 150 aminodcidos y
contiene dos motivos de dedos de zinc, cuya integridad es esencial para su funcién (Talis
A.L. et al 1998). Estudios in vitro han demostrado que E6 se asocia con p53 y con una
proteina asociada a E6 (E6AP), formando un complejo ternario que promueve la
ubiquitinacion y degradacion de p53 por la via del proteasoma (Scheffner M. et al 1993,
Ciechanover A, 1998 y Huibregtse JM et al 2003). p53 es una proteina supresora de
tumores que es activada por estrés celular lo cual permite el arresto del ciclo celular o la

apoptosis evitando cualquier aberracién gendmica (Camus S et al, 2007). La inactivacion
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de p53 por E6 permite la acumulacién de mutaciones gendmicas en los queratinocitos
infectados contribuyendo a la progresidon de tumores benignos a carcinomas (Mantovani

F. et al, 2001) (figura 2).

Figura 1. Genoma del virus del HPV16.
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N

Figura 2. E6 de HPV16. Regiones involucradas en la interaccidn con proteinas celulares.



La inactivacion de p53 por E6, no es la uUnica funcidn de esta ultima ya que diversos
estudios han demostrado que proteinas mutantes de E6 que no pueden inducir la
degradacion de p53 son capaces de inmortalizar células epiteliales mamarias vy
gueratinocitos ( zur Hausen 2000). E6 también participa como una proteina antiapoptodtica
ya que promueve inactivacién de Bak y Bax (Thomas et al, 1998 y Jackson S et al, 2000).
La induccion de Bak ocurre por UVB de manera independiente de p53. E6 promueve la
degradacion proteolitica de Bak cuando es inducida por la UVB, de manera que esto
representa un mecanismo para inhibir la apoptosis y por consiguiente favorecer la

proliferaciéon celular (Mantovani F. 2001).

Otras proteinas celulares blanco de E6 son las proteinas con dominio PDZ’s: la proteina
supresora de tumores hDIg (El homdlogo humano del disco grande de Drosophila) y
Scribble (Nguyen ML et al 2003 y Simonson S.J. et al 2005). También se ha demostrado
gue interactua con la Paxilina, E6TP1, con la proteina ERc55, el factor transcripcional c-
myc. E6 es capaz de inhibir la actividad intrinseca de p300/CBP, en elementos de
respuesta del promotor p53 y NF-kB para activar la transcripcién (Kumar et al 2002, Riley
et al 2003 y Doorbar J. 2006). Distintos estudios han demostrado que E6 de HPV16 puede
activar la transcripcion de la subunidad catalitica de la telomerasa (hTERT), la cual es
mediada por myc y por elementos cis-Spl. La telomerasa, generalmente no es activa en
células normales adultas lo cual resulta en una pérdida gradual de la telomerasa a través
de la division celular, y su activacion por E6 es suficiente para inducir inmortalizacién en

cultivos primarios de células.

Modelo murino K14E6

La regidon del genoma de HPV16 que comprende los nucleétidos de 79-883
correspondiente al ORF de E6 y E7, fue insertada entre la secuencia del promotor vy la

secuencia de poliadenilaciéon del promotor de la citoqueratina humana 14 (K14), para



dirigir la expresidon de E6 hacia las células de la capa basal de la epidermis. Ademas se
insertd un linker de terminacion de la traduccién (TTL) en el gen de E7 para evitar su
expresion (Figura 3). La generacidn de ratones transgénicos ha permitido caracterizar el
papel de E6, en el proceso de la carcinogénesis de la piel: E6 participa en la promocion, un
paso involucrado en la formacién de tumores benignos y la progresion, la cual se observa

como la conversion maligna de tumores benignos a cancer. (Simonson S.J. et al 2005).

K14 E6 E7 K14 poly A

Figura 3. Construccién que expresa el oncogén E6 de HPV16, dirigida por la citoqueratina 14 (K14)

Una observacién importante en los ratones K14E6 demostré que E6 indujo un
engrosamiento en la epidermis, ademds hubo una expansidon en el numero de capas
positivas para la citoqueratina 14, ya que normalmente el estrato basal de la epidermis
expresa esta proteina. En este mismo estudio, se demostré que hubo un incremento en la
proliferacidn celular y sintesis suprabasal de DNA analizadas por la deteccién de PCNA vy la
incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU), respectivamente, en la epidermis de manera
independiente de la inactivacion de p53, ya que cuando se comparé al raton knockout
para p53 y el ratdn no transgénico no mostraron este fenotipo. Con esto se demostré que
E6 tiene otras actividades que pueden inducir hiperproliferacion, hiperplasia epitelial y
retardo en el proceso de diferenciacidon en la epidermis de manera independiente de p53
(Song et al 1999) . Ademas se observd que estos ratones, en un periodo de 15 meses
desarrollaron carcinoma epidermoide espontaneamente entre el 10 y 14% de la

poblacién, como se muestra a continuacidn.



% de carcinoma en
Genotipo Carcinoma de piel piel
K14E6 26/180 14.4
FVB/N 0/150 0.0

Cuadro 1. Desarrollo espontaneo de cdncer de piel en ratones K14E6 comparado con ratones NT en un

periodo de observacion de 15 meses.

El factor de crecimiento transformante B (TGFP): Supresor de tumores

El TGFB pertenece a una superfamilia de proteinas integrada por mas de 35 citocinas que
incluye a las activinas, inhibinas, proteina morfogénica de hueso (BMP), hormona anti-
miuleriana vy al factor de crecimiento transformante B propiamente dicho, que regulan una
gran cantidad de actividades bioldgicas (Poniatowski, et al 2015). TGF3 es secretada por
diversos tipos celulares y su papel es multifuncional dependiendo del contexto celular y
del ambiente, debido a que regula una amplia variedad de procesos celulares, incluyendo
la proliferacién, diferenciacion, morfogénesis, adhesion, migracién, produccion de matriz
extracelular y modulacion del sistema inmune (Figura 4). (Schuster N 2002y Kim 1Y, et al

2005).
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Figura 4. Funcion pleiotropica del TGF

El TGFP es secretado de las células como una proteina de alto peso molecular, la cual esta
compuesta de tres proteinas: el dimero maduro, la proteina de latencia asociada (LAP) y la
proteina latente de unién a TGF (LTPB). El TGFP es activado por la disociacidn de LAP del
TGFPB maduro. El TGFP inhibe la proliferacién de la mayoria de las células epiteliales,
endoteliales y linfoides, esta regulacion negativa de la proliferacion por TGF3 constituye

una importante via supresora de tumores (Massagué J 2000 y Bierie B et al, 2006).



S

Figura 5. Via de sefializacion del TGP.

En mamiferos existen tres isoformas de los ligandos, TGFP1, B2 y B3, que son codificadas
por genes separados, pero la sefalizacidn ocurre a través del mismo modo. Se han

descrito al menos tres clases diferentes de receptores de la familia del TGF(, (TBRI, TBRIl'y



TBRII). EI TBRII es el mas abundante de los tres y actia uniendo TGFf y transfiriendo la
citosina a los receptores de tipo | y Il. La via candnica de sefializacion es la siguiente: TGF3
interactta con el ectodominio de TPRII lo que permite la interaccion con TRRI generando
un complejo ligando-receptor formado por un dimero de ligando, dos TBRI y dos TBRIL. El
TBRII es una cinasa que se activa cuando se ha unido el ligando, esta constitutivamente
activa y fosforila el dominio GS del receptor TBRI. TBRI fosforila a las Smads a través de su

dominio catalitico (Akhurst et al 2001) (Figura 5).

Las Smads forman parte de una familia de proteinas, las cuales son mediadoras
importantes en la sefializacion del TGF3 ya que actian como factores de transcripcion.
Generalmente estan localizadas en el citoplasma, en el estado basal de la via. Smad2 y
Smad3 se encuentran unidas a SARA (Anclaje de Smads activadas por el receptor), la cual
presenta a Smad2 y Smad3 (R-Smads) al TBRI activado. TPRI fosforila directamente la
region carboxilo terminal de Smad2 y Smad3, lo cual resulta en un decremento en la
afinidad de SARA y en la heterodimerizacién de las R-Smads con Smad4, la cual no es
fosforilada (co-Smad). La asociacién de las R-Smads con Co-Smad permite la translocacion
al nucleo, via las nucleoporinas dentro del complejo del poro nuclear, donde estos
complejos de Smads interaccionan con otros factores transcripcionales y activan la

transcripcion de genes especificos.

La presencia de cofactores transcripcionales particulares en el nucleo asociados al
complejo de Smads permite la transcripcidn o represion de los promotores de los genes
blanco regulados por la via del TGFB, lo cual depende del contexto celular, como por
ejemplo Fast, el factor de transcripcion E3, Jun, Fos, etc. Muchos cofactores facilitan la
interaccidon de las Smads a diferentes co-activadores los cuales reclutan a las histona-
acetil- transferasas o co-represores que reclutan a las histona- deacetilasas para reprimir

la transcripcién (Ver figura 6).

Por otro lado Smad 6 y Smad 7 (I-Smads) no son fosforiladas por los receptores. Su funcién
es inhibitoria; Smad7 se unen une al receptor tipo |, compitiendo con las R-Smad evitando

asi la fosforilacién y por consiguiente su activacion. TGFf induce la expresién de Smad7
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de tal manera que induce una retroalimentacion negativa en la via de sefnalizacion (Oft et

al 1998).

El papel de TGFp en la carcinogénesis

El arresto de la proliferacion celular por TGF} esta asociado con el incremento de la
expresion y actividad de varios inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CdK), se
sabe que inhibe la actividad de los complejos ciclina D-Cdk4/6 y ciclina E/Cdk2. El
incremento de la expresion y actividad de p15INk4b, p21Waf/Cip vy p27 Kipl resulta en
un decremento de la actividad de las CdK en la fase G1 del ciclo celular, lo cual mantiene
a la proteina retinoblastoma (pRb) en su estado activo hipofosforilado. La
hipofosforilacion de pRb secuestra al factor E2F necesario para la progresion en la fase S
del ciclo celular, deteniendo al ciclo celular en la fase G1. Por otro lado, el protooncogén c-
myc es un potente regulador de la proliferacion celular en eucariontes superiores, puede
activar o reprimir la trascripcion, dependiendo de los factores asociados, la expresién de
c-myc es reducida en células epiteliales en respuesta a TGFP3, se sabe que la vida media
del mRNA vy de la proteina c-myc es corta, por lo que la inhibicidon constituye un evento
critico para la inhibicidn de la proliferacién celular. Otro evento importante es la represion
transcripcional de la fosfatasa Cdc25A debido a que esta promueve la progresion del ciclo
celular a través de la defosforilaciéon y por lo tanto la activacion de las Cdks. Cdc25A
activa a la ciclina E(A)-Cdk2 durante la transicion de la fase G1/S y también parece estar
involucrada en la activacion de Cdk1 en la transiciéon de G2/M. (Busino L et al 2004) (Figura

6)

La transicion epitelio-mesénquima (EMT) ocurre cuando las células epiteliales pierden sus
caracteristicas, incluyendo la disolucion de uniones celulares (tight junctions, uniones
adherentes y desmosomas) y la polaridad apical-basolateral y adquieren un fenotipo
mesenquimal caracterizado por la reorganizacion de actina asi como la migracién e
invasion celular. La EMT es regulada espacial y temporalmente en el desarrollo normal de
los mamiferos, es esencial para numerosos procesos de desarrollo incluyendo Ia
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formacion de mesodermo y la formacion del tubo neural, la EMT también se presenta en
situaciones patoldgicas como el cancer y la fibrosis. En cédncer las células tumorales
epiteliales llegan a ser mas invasivas después de sufrir EMT debido a que su acceso al
sistema circulatorio a través de intravasacion lo que resulta en la diseminacién de las

células cancerigena (Figura 7).

La pérdida de marcadores epiteliales como la E-cadherina, B-catenina, Fibronectina, y
Vimentina, se considera que es un evento fundamental en la EMT. Muchos factores de
transcripcion pueden reprimir la E-cadherina directa o indirectamente. Otro evento
importante es la adquisicion del fenotipo mesenquimal ademas de la pérdida de adhesién
celular, aumento en movilidad e invasividad, resistencia a apoptosis, y cambios
morfoldgicos. Estos eventos son regulados principalmente por tres familias de factores de
transcripcion; las familias de las Snail, ZEB y bHLH, su expresion es inducida en respuesta a
TGFP directamente por las Smads (El caso de las proteinas Snail) o indirectamente a
través de la activacién de otros factores de transcripcion. Una vez activados, estos
factores de transcripcion a su vez reprimen la transcripcion de marcadores epiteliales y se

activa la expresion de genes mesenquimales.

De todos los mecanismos empleados por las células tumorales para evadir al sistema
inmune, la produccién o activacion, TGFf3 es considerado como uno de los mas potentes
(Thomas et al 2005). En primer lugar, la pérdida de la respuesta a este factor favorece la
produccién de factores de crecimiento y la diferenciacion de un fenotipo invasivo durante
los primeros estados de la tumorigenesis. Diversos estudios han demostrado que
TGFB directamente inhibe a las células del sistema inmune debido a que suprime la
proliferacién y diferenciacion de linfocitos incluyendo células T citotoxicas, células NK y
macréfagos, asi como su activacién lo cual a su vez inhibe la presentacién de antigenos en
las células presentadoras de antigenos (Park et al 2009). Las células tumorales producen
grandes cantidades de TGFp, el cual es activado en el microambiente tumoral, de esta
manera evita la vigilancia inmune durante la transformacion, favoreciendo el desarrollo

tumoral y de metastasis.

11



%, Wﬁ

Figura 6. Funcion supresora inhibidora del ciclo celular de TGFp.

En estados iniciales de la tumoriogénesis, un gran nimero de células pierde su respuesta a
TGFP en términos de inhibicion del crecimiento y/o activacion de apoptosis (Schuster et al
2002). El TGFP estimula la promocion del tumor particularmente en células en las cuales
la sefializacidn a través de las Smads permanece funcional. Se ha demostrado que el TGFf
regula la iniciacion de un carcinoma mediante un amplio espectro de interacciones, como
por ejemplo la inmunosupresion, y la sintesis de matriz extracelular lo cual proporciona un
apropiado microambiente para la progresidén y metastasis (Chin D. et al 2004 y Hang et al
2005). La secrecion de elevadas cantidades de TGFPB, aumenta la activacién de las

proteasas.

En muchos tipos de céncer, incluyendo el cancer de piel, la pérdida o resistencia a la via
TGFB/Smad generalmente ocurre como consecuencia de mutaciones, deleciones o
pérdida de la heterocigocidad alélica en alguno de los componentes de la via de

sefializacion, como por ejemplo: TRRII, Smad2 o Smad4. Lo anterior ha sido demostrado
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en varias investigaciones y correlaciona con el desarrollo del cancer. Ademas se ha
reportado represion transcripcional y metilacién de la region promotora del DNA de
TGFBRII. La represion transcripcional de TGFBRII puede ser responsable del desarrollo de

muchos tumores asociados a la resistencia al TGF} (Glick A. 1993).

Células tumorailes

Efecto en la
célula

=

Figura 7. Funcion supresora de tumores del TGFf.

En tumores en etapas tardias, el TGFB no sélo pierde su funcidén supresora de tumores
sino que la sobreexpresién de TGFP es un factor oncogénico, induciendo proliferacion,
invasién, transicion epitelial a mesenquima, (EMT), propagacién de células endoteliales,

en ciertos casos metastasis y angiogénesis (Park et al 1994). TGFP estimula la produccion
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del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el cual es el principal estimulo en la
promocion de la angiogénesis y del inhibidor del activador del plasminogeno (PAI-1) ambos
participan en la remodelacién vascular, promoviendo la neovascularizacion. (Kaminska B
et al 2005). En humanos, la sobre-expresion del TGF1 ha sido asociada con cancer de

mama, colon, gastrico, hepatocelular, pulmonar y pancreatico Copland J. et al 2003).

Esta via tiene por lo tanto dos funciones en el cdncer: supresor de tumores en etapas
tempranas del desarrollo tumoral y activador de la progresion de cancer en estadios

tardios (Derynck R et al 2001).

Luz Ultravioleta B (UVB)

La luz solar estd compuesta de un espectro continuo de irradiaciones electromagnéticas y
se puede dividir en tres regiones de acuerdo a la longitud de onda, ultravioleta (45%),
visible (5%) e infrarrojo (50%). La luz ultravioleta esta dividida en tres categorias UVA
(315-400 nm), UVB (280-315 nm) y UVC (100-280 nm) (Dare et al, 2006). La capa de
ozono eficientemente absorbe la luz ultravioleta arriba de 310 nm por lo que consume el
95% de la luz UVB. Debido al dafio de la capa de ozono una gran cantidad de UVB alcanza

la superficie de la tierra (Laethem et al, 2005).

La principal funcion de la epidermis es proteger al organismo de la deshidratacién, del
dano producido por agentes mutagénicos y de la radiacién de la luz UVB. La UVB es
absorbida por la piel estimulando la induccién de mutaciones somaticas a través de la
formacién de dimeros de timina y otros fotoproductos (Jackson et al 2000). Otros efectos
de la UVB en la piel son la produccién de quemaduras y es considerado como el principal
agente etiolégico promotor e iniciador del cancer de piel (melanoma y no melanoma) (De

Fabo et al 2004).
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La radiacién UVB activa multiples receptores de factores de crecimiento y citocinas en la
superficie celular, los cuales a su vez inician cascadas de sefializacion intracelular, como
por ejemplo la activacidon del gen supresor de tumores p53. Este gen es considerado el
guardian del genoma y es uno de los genes frecuentemente mutados por luz UV en cancer

de piel de humano y de ratén (Dong et al 2005).

La luz UVB vy las radiaciones ionizantes inducen elevados niveles de la proteina p53 que a
su vez activa la transcripcion de genes tales como p21 Waf1/Cipl, involucrado en el
arresto del ciclo celular en la zona de transicion G1/S (pRb hipofosforilado). La proteina
p21Waf1/Cipl se une e inactiva a las cinasas dependientes de ciclinas requeridas para la
progresion del ciclo celular. El arresto del ciclo celular permite la reparacion del DNA, de
tal manera que p53 juega un papel en la prevencion del desarrollo de cancer de piel
inducida por la radiaciéon UVB. Sin embargo, p53 también puede causar apoptosis de
células con excesivo dafio no reparado, a través de la regulacidon positiva del gen bax y

regulacién negativa del gen bcl-2 (Ouhtit A. et al 2001 y Bruins W et al 2004).

La pérdida del tipo silvestre de p53 elimina el control en la tumorigénesis, permitiendo a
las células con dafio en el DNA proseguir a través del ciclo celular, con lo que se propaga

la inestabilidad gendmica y/o dafio en las células.

Diferentes estudios in vivo e in vitro han demostrado que la UVB induce la formacion de
“sunburns” cells (SBCs), las cuales exhiben el nucleo picndtico caracteristico de la
apoptosis. Este mecanismo asegura la eliminacién de células danadas por la exposicion a
la luz UVB, que potencialmente pueden llegar a ser tumorigénicas (Ouhtit et al, 2000 y
Dare et al 2006). Las dos principales vias de apoptosis que participan por efecto de la luz
UVB en queratinocitos son: una via extrinseca mediada por receptores de muerte y una
via intrinseca mitocondrial, las cuales no necesariamente son excluyentes y pueden

actuar como un mecanismo de amplificacidn de las vias apoptdticas (Daher A 2006).
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Alteraciones de la via del TGFf por la luz UVB

Se ha observado un incremento gradual de la expresion de TGFB1 y TGFB3, mientras que
la forma predominante en piel humana TGFB2, mostré una reduccién de
aproximadamente un 70% en su expresion en biopsias de piel de humano, después de ser

irradiadas con luz UVB (Quan et al 2002).

La expresion de Smad7 es inducible por la misma via del TGFy esta antagoniza la
expresion de genes mediados por esta via, evitando la asociacién de Co- Smads y R-Smads
o la fosforilacién de las R-Smads. Interesantemente, se ha observado que la induccién de
Smad7 ocurre en respuesta a la luz UV (He et al, 2002). Se ha demostrado también que la
luz UVB promueve la activacion del factor de trascripcién AP-1 y que el promotor de
Smad7 posee el sitio de union a AP1. En fibroblastos de piel humano AP1 interacciona con
el promotor de Smad7, de tal manera que la irradiacion UV a su vez incrementa los
niveles de mRNA y proteina de Smad7, de esta manera la proteina Smad7 interacciona
con el receptor tipo | evitando la asociaciéon y activacion de Smad3 con Smad4 (Quan, et al

2005).

En otro estudio in vivo, Quan et al (2005) demostraron que la luz UV redujo los niveles de
mRNA y de proteina del TBRII en fibroblastos de piel humana pero hubo una recuperacion
del nivel del receptor Il a las 24 horas. En este estudio se observd que la luz UV inhibe la
trascripcion de TBRII, con lo cual la via de sefializacion corriente abajo se bloquea
impidiendo la sintesis de procolageno |, uno de los genes blanco regulado positivamente

por la via del TGFP (Quant et al 2004).

La radiacién ultravioleta en particular el rango comprendido entre 290-320nm (UVB),
representa al 5% de la irradiacidén solar y estd involucrado en la supresidon del sistema
inmune de la piel (Halliday et al 2012) vy es el principal factor de riesgo para el desarrollo
de NMSC. Esto es relevante para el cdncer de piel debido a que la UVB actlia como un
potente carcindgeno capaz de inducir iniciacidon, promocidn y progresion de las células

tumorales (Pfeifer et al 2012) La colocalizacion de las células de carcinoma de piel (SCC) y
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la infeccion por HPV en sitios crénicamente expuestos a la luz solar sugiere que la UVB y el
HPV pueden cooperan en el desarrollo de lesiones de piel (Mouret et al 2012). El efecto
de la oncoproteina E6 y la UVB en la induccidn de lesiones en la piel no se ha reportado.
El objetivo de este estudio fue investigar los efectos de la luz UVB y el oncogen E6 de
HPV16 en la via del TGF en la epidermis de ratones trasngenicos K14E6. En este trabajo
reportamos que la expresion del TBRII es inhibido por la UVB y el oncogen E6, mientras
que el TBRI es inhibido solo por la oncoproteina E6. La inhibicidn de los receptores afecta
la fosforilacion de Smad2 asi como la expresidon de genes blanco regulados por TGF. En
resumen, sugerimos que la infeccién por HPV16 en la epidermis y la exposicidén a la luz
UVB puede cooperar en la carcinogénesis de la piel al menos en parte por la inhibicién de

la via del TGFJ.
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JUSTIFICACION

Los ratones transgénicos para E6 del HPV16 (K14-E6) desarrollan hiperplasia epitelial y
presentan un retardo en la diferenciacién, eventos importantes en cancer. Sin embargo,
este fenotipo no es debido a la inactivacion de p53, y otras vias supresoras de tumor
podrian ser inhibidas por E6.

Ademas es de interés determinar si la luz UVB y E6 pueden cooperar en la alteracién de
componentes de esta via de sefializacion empleando un modelo murino.

uvB
1

%,\ Ciclo celular é? \ T6F- __—~ Ciclocelular
TGF-B / - T~ Apoptosis
T~ Apoptosis : ‘
6
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HIPOTESIS

La oncoproteina E6 de HPV16 sola o en cooperacién con luz UVB puede alterar la
expresion y funcion de componentes de la via de TGFB independientemente de la
inactivacion de p53 en un modelo murino.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar posibles alteraciones de la via de sefializacion del TGF3 por E6y luz UVB en la
epidermis del modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la separacion de la dermis-epidermis para la extracciéon de RNA total.

2. Determinar la expresién de p53 como un control de la respuesta a la luz UVB en la

epidermis de ratones NT y K14E®6.

3. Analizar la proliferacion celular en la epidermis de ratones FBV/n (NT) y K14E6

irradiados y sin irradiar con luz UVB.

4. Comparar la expresidn proteica de las isoformas 1y 2 de TGFP en la epidermis de

los ratones NT y K14E6 irradiados y sin irradiar con luz UVB.

5. Analizar la expresion proteica los receptores TBRI y TRRIl en la epidermis de

ratones transgénicos NT y K14E6 irradiados y sin irradiar con luz UVB

6. Determinar la activacion de la via del TGFP, mediante la expresién de Smad2

fosforilada en la epidermis, en los ratones NT y K14E6

7. Analizar la activacion o represiéon transcripcional de genes blanco (p15, c-myc y

Cdc25A) de la via del TGFp, en ratones NT y K14E6 irradiados y sin irradiar con UVB
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6 ' Ratones K14E6y NT
8 dias de edad

Ratones sin irradiar (Control)

|

Irradiar con UVB 500 mJ)‘cm2

10 min 2 h 4 h 8h 24 h

Sacrificar a los ratones
Tomar muestras de piel de la regién dorsal después de la irradiacién

| '

Fijar muestras de piel en etanol Separacion de la dermis-epidermis
Extraccidn Extraccidn

Inclusidn de tejido en parafinay
realizar cortes de 5um de RNA de proteinas

m T /

Western blot

l Sintesis de cDNA
Inmunohistoquimi~~
gRT-PCR
= PCNA
= p53
= pSmad2

21



Material y métodos

Ratones transgénicos e irradiacion con UVB

Los ratones K14E6 han sido previamente descritos y caracterizados (Song et al 1999).
Todos los ratones (NT y K14E6) fueron tratados de acuerdo a las normas establecidas por
la American Association of Laboratory Animal Care (AALAC). Todos los procedimientos
fueron realizados de acuerdo al protocolo aprobado por la Unidad de produccién vy
experimentacion de animales de laboratorio (UPEAL-CINVESTAV-IPN, México; NOM-062-
Z00-1999). Los ratones fueron alimentados ad libitum con una dieta comercial y agua.
Ratones macho de 8 dias de edad K14E6 y no transgénicos (NT; FVB/N) se expusieron a
una sola dosis de luz ultravioleta B (UVB) de 500 mJ/cm® debido a que esta dosis
corresponde a la dosis dosis de eritema media en ratones, se utilizé una fuente de UV
con un pico de longitud de onda de 310 nm. Después del tratamiento los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical en diferentes tiempos post-irradiacion UVB (10 min, 2

h, 4 h 8 hy 24 h). Un grupo de ratones no irradiados fueron utilizados como control.

Inclusién de tejido en parafina y cortes histologicos.

Las muestras de tejido fijadas en etanol absoluto se deshidrataron para ser incluidas en
parafina, para eliminar la solucidn de etanol se reemplazo por xilol y finalmente los tejidos
se impregnaron en parafina a 60° C. Posteriormente, se prepararon los bloques de
parafina utilizando moldes precalentados en una placa aproximadamente a 60° C, antes
de que la parafina se solidificara se oriento el tejido de la piel dentro de cada molde con
la ayuda de unas pinzas para que los cortes se realizaran de manera transversal, por
ultimo con la ayuda de un micrétomo, se realizaron cortes de 5 um, estos se montaron en

portaobjetos electrocargados.
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Inmunohistoquimica (IHQ)

Los cortes de 5 um de los tejidos se desparafinaron durante 30 minutos, incubandose en
un horno aproximadamente a 60°C, después se rehidrataron en xilol por 10 min. (2 veces)
etanol al 100% por 5 min (2 veces) y lavadas con buffer PBSIX-Tween 20 0.1%. Se realizd
recuperacién de los antigenos inducida por calor durante 20 min. en una solucion de
citratos (acido citrico y citrato de sodio). Para eliminar a la peroxidasa enddgena se
bloqgued en una solucion con H,0, al 3% en metanol absoluto durante 30 min.
Posteriormente, se hicieron lavados con PBS Tween20 al 0.1%. Para eliminar el fondo
inespecifico se incubd el tejido con una solucién de albumina al 10 % diluida en PBS
durante 1 h en cdmara humeda a temperatura ambiente, en seguida se lavd con PBS
Tween 20 0.1%. Finalmente, se incorpord el anticuerpo primario incubandose toda la
noche a 4°C en cdmara humeda (PCNA 1:100, p53 1:100 de Santa Cruz Biotechnology y
PSMAD?2 1:100 de Merck Millipore).

Al dia siguiente se hicieron lavados con PBS Tween 20 0.1%, para acoplar el anticuerpo
secundario durante una hora en camara hiumeda a temperatura ambiente, se lavd de
nuevo con PBS Tween 20 0.1% para incorporar el conjugado por 30 min, se revelé la
reaccion con de acuerdo con las sugerencias del fabricante del kit se detuvo la reaccién
con lavados de PBS Tween 20 y agua bidestilada, y por ultimo las muestras se
contrastaron con hematoxilina y las laminillas se sellaron con permount y se analizaron
en un microscopio 6ptico en aumentos de 20X y 40X. las fotografias se tomaron en un

microscopio Zeiss y Leica a un aumento de 40X.

Separacion de la epidermis

La piel dorsal de cada raton fue retirada inmediatamente después del sacrificio y se cortd
en 3 piezas. Una de las piezas se fijo en formaldehido al 4 % para incluirla en parafina. Las
otras dos piezas fueron tratadas con el método de calor para separar la epidermis de la
dermis. Esto consistid en lavar la piel con PBS en vortex y posteriormente sumergir la piel

en un bafio de agua bidestilada a 58°C durante 55 segundos, finalmente con la ayuda de
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un bisturi se procedié a realizar una separacién mecénica en un bafio de hielo a 4°C. (EI-
Abaseri et al 2006) Una vez separada la epidermis, las muestras se lavaron con PBS IX y se

almacenaron para extraer RNA total y proteinas a -70 oc.

Extraccion de RNA total

La obtencion de RNA total se realizd a partir de las muestras de epidermis de ratones NT y
K14E6. Para esto se triturd la epidermis de cada muestra en nitrégeno liquido utilizando
un mortero de porcelana hasta pulverizarlo y almacenado en 1 mL de TRizol a -70°cC.
Posteriormente se prosiguid con la extraccion de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Invitrogen), descrito a continuacion.

A cada tubo se le agregdé 200 pL de cloroformo por cada mililitro de TRizol, se agité
vigorosamente durante 15 segundos manualmente y después con vortex hasta obtener un
color rosa uniforme, se incubd durante 15 minutos a 4 °c (se agitd con vortex cada 5 min.
y al final 30 seg.), posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se
tomé el sobrenadante vy se transfirid a un tubo nuevo, incorporando 500 uL de
isopropanol por cada mililitro de TRizol, que se utilizo al principio, después se dejo incubar
por 20 min a temperatura ambiente y nuevamente se centrifugé a 13,000 rpm por 20
min. a 4°C. Como resultado se obtuvo una pastilla (RNA total), el sobrenadante se decanté
y la pastilla se lavd con 300 pL de etanol al 80% con agua pretratada con DEPC
(Dietilpirocarbonato) por cada mililitro de TRizol, se agitd con vortex para resuspender la
pastilla y se centrifugd a 7,500 rpm por 10 min a 4° C. Finalmente se dej6 secar el RNA 'y
se resuspendid en 30 uL de agua pretratada con DEPC, finalmente las muestras se
almacenaron a -70 °C.

Para visualizar el RNA obtenido se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa (BIO-
RAD Laboratories, USA) al 2% en buffer TAE que fue tefiido con bromuro de etidio, se
utilizé como buffer de carga el colorante “Orange G” y se visualizaron en un
transiluminador de luz UV, la imagenes se obtuvieron con una camara GeneCam

(SynGene, USA).
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Sintesis de cDNA

Se cuantifico el RNA total extraido de la epidermis de ratones NT y K14E6 y se tomd un
volumen equivalente a 1 pg. A cada muestra se le agregd 1 ul de oligonucleétido de timina
(oligo dT, 0.5 pg /ul) y agua tratada con DEPC al 0.1%, hasta que se obtuvo un volumen
final de 12 pl, posteriormente se incubé a 70°C durante 10 min. Inmediatamente
después las muestras se colocaron en hielo durante un minuto, después se le agregd a
cada muestra 4 pl de buffer 5X (Tris-HCl 250 mM ,KCI 375 mM y MgCl, 15 mM), 2 ul de
ditiotreitol (DTT, 0.1 mM), 1 ul de deoxinucledtidos tri-fosfatados: dATP, dGTP, dCTP y
dTTP ( dNTP’s, 0.2 mM); 1 ul de inhibidor de enzimas que degradan el ARN (RNAse
Cloned, 10 U/ul), se incubé a 42°C durante 2 min y finalmente se incubé con 1 pl
(200U/ul) de la enzima transcriptasa reversa “SuperScript™ Il Rnase H “ a 42°C durante 1
hora y finalmente se incubé a 70°C durante 15 min. El cDNA se almacend a -20°C.

NOTA: los reactivos que se utilizaron pertenecen a la casa comercial Invitrogen, Life

Technologies, USA. La metodologia es la recomendada por el fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se prepararon tubos, con 17.05 pl de agua ultrapura, 1.25 pl de Cloruro de Magnesio
(MgCl,, 2 mM), 1 ul de oligo sentido y 1u de oligo antisentido(100 pg/ul), 2.5 pl de Buffer
10X (tris-HCl 200mMy KCI 500 mM), y 0.2 ul de la enzima Tag DNA polimerasa (5U/ul),con
un volumen de reaccidn final de 25 ul .

Para visualizar los productos del RT-PCR correspondientes a la expresion de cada gen, se
realizaron electroforesis en geles de agarosa (BIO-RAD, Laboratories, USA) al 2% en TAE,
los geles se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador de luz
UV. En cada corrida se incluyd un marcador de peso molecular de 100 pares de bases
(Invitrogen, life Technologies, USA) y los geles se analizaron tomando en cuenta el

producto esperado de cada gen, utilizando una cdmara digital (GeneCam SynGene, USA).
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RT-PCR en tiempo real

El ensayo de PCR en tiempo real se llevd a cabo empleando el kit QuantiTect (QIAGEN
USA) de acuerdo con el protocolo recomendado por del fabricante. Se empled el cDNA
de las muestras de los ratones NT y K14E6, asi como los primers utilizados en el PCR
punto final, las cuales fueron disefiadas utilizando el software Primer Express (Cuadro 2)
Todas las mezclas de PCR se realizaron con 12.5 pl de master mix SYBR, 10.5 ml de agua y
1ul de cDNA. Las reacciones se realizaron en un termociclador Applied Biosystems 7500.
Las condiciones del PCR fueron las siguientes: 10 minutos de la pre-incubacién a 95 ° C
seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C y un minuto a 60 ° C. Para la cuantificacion del
MmRNA en las muestras de epidermis a partir del cDNA se empleé el método de
cuantificacion relativa utilizando los valores del ciclo umbral (Ct) que se define como la
fraccion del niumero de ciclo en el que la fluorescencia generada por el SYBR Green
sobrepasa la linea umbral. Los valores Ct obtenidos con los primers especificos de los
blancos de la via del TGFP se compararon con el valor de Ct obtenido para el control
GADPH. Estos datos fueron cuantificados utilizando la ecuacién que reporto Livak y

Schimittgen en el 2001: 2" 4

. Con los valores se procedié a graficar los promedios y la
desviacion estandar (DE), el contenido relativo de mRNA y se realizaron pruebas de
ANOVA donde se consider6 un valor P menos de 0.05 para ser considerado

estadisticamente significativo. Cada muestra fue analizada por triplicado.

Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados en las reacciones de RT-PCR fueron las

siguientes:
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Cuadro 2. Secuencia de oligos

Oligos Secuencias
Cdc25A Sentido 5'-AGTGGCTGGTGTAGGAGTCACA-
3
Antisentido 5'-ATGCCCCCCCTCTTCCA-3'
c-myc Sentido 5'-TGCATTGACCCCTCAGTGGT-3'

Antisentido 5'- TCCGAGGAAGGAGAGAAGGC -

3|
p15 Sentido 5'-TCTGCAGCTGGATCTGGTCC-3'
Antisentido 5'-TCCTGAAAGGTAGAGGGCCC-3'
GAPDH Sentido 5'- CATCTCCTCCCGTTCTGCC-3’

Antisentido 5' -GTGGTG-CAGGATGCATTGC-3’

Western blot

Para la extraccién de proteinas de las muestras de epidermis, estas se trituraron en un
mortero estéril en nitrégeno liquido hasta quedar reducido a polvo, finalmente se
homogeneizaron en un buffer de radioinmunoprecipitacion (RIPA). Las proteinas fueron
almacenadas a -70 °C. Una vez cuantificadas las muestras de proteinas, estas se hirvieron
durante 5 minutos empleando buffer de muestra con la finalidad de desnaturalizar a las
proteinas. Después de enfriar las muestras se centrifugaron por unos segundos,
posteriormente estas se corrieron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) a diferentes
porcentajes (TGFP 1 y2 al 15%, TRRI, TBRII pSmad2 al 12% ), en un carril se cargd marcador
de peso molecular, los geles se corrieron a 200 volts para esto se utilizé buffer de corrida,
por aproximadamente una hora. Cuando las proteinas se separaron de acuerdo al peso
molecular, el gel se transfiri6 en una membrana de nitrocelulosa, para ello se colocé el gel
junto con la membrana y papel filtro en cdmara humeda a 4°C en buffer de transferencia,
durante toda la noche o por 30 minutos segun la proteina a identificar, para corroborar la

transferencia de proteinas se utilizdé rojo de Ponceau posteriormente se lavd la
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membrana con agua bidestilada y continuando con el protocolo se bloqued con leche al
5% o albumina al 5% en PBS durante una hora en agitacién. Posteriormente la membrana
se lavé con TBS-Tween 20% finalmente se incubo con el anticuerpo primario durante
toda la noche (p53 1:100, TGFP1 1:200, TGFB2 1:100, TRRII 1:200, TBRI 1:100 1:150 Smad?2
de Santa Cruz Biotechnology y PSMAD2 1:100 de Merck Millipore). Aproximadamente
después de 24 horas de incubacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween
20% y se incubo durante una hora con el anticuerpo secundario y nuevamente se
realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween 20%. Posteriormente se le coloco a la
membrana 1 mL de sustrato de quimioluminiscente (ECL) y finalmente se revelo en un
cuarto obscuro, una vez fijada la pelicula. Para re-utilizar la membrana con otro
anticuerpo se procedidé a desnudarla colocandola en agua bidestilada por 5 min, NaOH
0.2 M por 5 min, 2 lavados con agua bidestilada durante 5 min y por ultimo con PBS,
volver a bloquear con leche o albumina e incubar con el anticuerpo. Después de tener las
placas con la sefial de la proteina a identificar se realizé densitometria de cada una de las

placas normalizando con actina (control de carga) utilizando el programa Image J.

Analisis estadistico

La comparacién de los valores de proliferacion celular (células positivas a PCNA) en la
epidermis de los ratones NT y K14E6 se realizé utilizando la prueba t de Student y la
comparacion de medias para cada gen blanco del TGFP en cada punto de la cinética
empleada en los ensayos de RT-gPCR se realizd la prueba de ANOVA utilizando los valores

-ACt.

de cuantificacion 2 En ambas pruebas estadisticas se utilizo el programa SPSS 13.0

software package (IBM USA).
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Resultados

Proliferacién celular en la epidermis después de la irradiacion con UVB en ratones NT y
K14E6.

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) esta asociado a la fase S del ciclo
celular por lo cual utilizamos a este marcador para evaluar la proliferacién en los
queratinocitos de la epidermis en ratones de 8 dias de edad no transgénicos (NT) y
transgénicos K14E6, en muestras de piel provenientes de cortes de 5 um los cuales se
obtuvieron 4 horas después de una sola irradiacion con UVB (500mJ/cm2) comparados
con ratones no irradiados (Control) empleando inmunohistoquimica (IHC). Como se
observa en la figura 8, en ratones NT se observd una disminucién significativa en la
proliferaciéon celular en el estrato basal a las 4 horas después de la irradiacion con UVB, lo
cual sugiere un arresto en el ciclo celular debido al dafio provocado por la UVB,
comparado a los ratones no irradiados. En la epidermis de los ratones K14E6 se observo
hiperproliferacion celular en el grupo control y no se observaron cambios después de las 4
h de la exposicién con luz UVB, esto probablemente se debe a la presencia de la
oncoproteina E6 la cual esta presente en el nucleo y el citoplasma en la epidermis de los
ratones K14E6 (figura 8) detectada por IHC.

El andlisis semicuantitativo de PCNA en la epidermis de los ratones NT y K14E6 se realizd
contando el numero total de células en areas especificas y las células positivas a PCNA a
diferentes tiempos después del tratamiento con UVB, estos valores se graficaron, como
puede ser apreciado en la figura 9, principalmente se puede observar una recuperacion en
la expresion de PCNA en las células de la epidermis a las 8 h post-UVB en ratones no
transgénicos. En contraste, en los ratones K14E6 no se observo un arresto del ciclo celular.
Las células positivas a PCNA fueron detectadas en el estrato basal y suprabasal de la
epidermis de los ratones K14E6 y no hubo diferencias significativas entre en control y los
ratones irradiados a diferentes tiempos. Tres laminillas fueron analizadas de cada muestra
de tres ratones y las células positivas a PCNA en la epidermis fueron contadas en 10

campos de cada seccién de la laminilla.
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NT Ctrl NT 4h post-UVB K14E6 Ctrl K14E6 4h post-UVB

E6

Figura 8. Seccidn histoldgica de la piel de ratones de 8 dias de edad de ratones NT y K14E6, los cuales fueron
irradiados con 500mJ/cm2 aproximadamente durante 5 minutos o ratones no irradiados (control). Las
muestras de piel se analizaron por inmunohistoquimica para identificar a PCNA y la oncoproteina E6 y
contrastadas con hematoxilina, la linea punteada representa la capa basal de la epidermis. La sefial obscura
en los nucleos muestra a las células positivas a PCNA (flechas negras). E6 se muestra como una sefial
obscura en el citoplasma y en el nucleo en células de la epidermis, Unicamente en los ratones K14E6 la cual

se muestra en flechas negras.
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Figura 9. La grafica representa el promedio del porcentaje de células positivas a PCNA obtenidas de 10
campos (40X) en el microscopio por ratén. Al menos tres ratones fueron utilizados para calcular el
porcentaje. La diferencia entre células positivas de los ratones KI14E6 y NT fue estadisticamente

significativa (*) determinada por la prueba t student.
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E6 evita la activacion de p53 inducida por la UVB en la epidermis de los ratones

transgénicos K14E6

Después de analizar la proliferacion celular, evaluamos la expresidon proteica del supresor
de tumor p53 en respuesta al tratamiento con UVB en la epidermis de ratones NT y K14E6
debido a la importancia que tiene la activacién de p53 en células con dafo al DNA. Como
se muestra en la Figura 10 después de 4 h de irradiacion con UVB, en la epidermis de
ratones NT se detectd por inmunohistoquimica acumulacién de p53 en el ndcleo. En
contraste, en los ratones K14E6 no se detectaron células positivas a p53 después de la
irradiacion con UVB. Adicionalmente, se realizaron experimentos empleando western blot
y los resultados mostraron que p53 se detectd a los 10 minutos después de la irradiacion
con UVB en ratones NT; la estabilizacién de p53 continuo durante 2 h y 4 h post-UVB y
regreso a los niveles normales a las 8 h 0 24 h post-UVB (Figura 11). Esta acumulacién de
p53 probablemente induce arresto del ciclo celular o apoptosis en el raton NT. En los
ratones K14E6, no hubo inducciéon de p53 en ningun punto de la cinética después de la
irradiacion con UVB, presumiblemente debido a la la degradacidn de p53 por efecto de E6.
Utilizamos como control positivo de la expresidon de p53 a las células C33A (linea derivada

del cancer cervical negativa al HPV).

Control 4h post-UVB

=30

K14E6
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Figura 10. Inmunohistoquimica de p53 en secciones de piel de ratones NT y K14E6, las cuales fueron
contrastadas con hematoxilina. La linea punteada representa la membrana basal de la epidermis. La sefial

obscura en el nucleo (flechas negras) muestra a las células positivas a p53 (ver el recuadro).

Post-UVE

Ctl 10min 2h 4h 8h 24h

p-actin

C33a

53 kDa

42 kDa

Figura 11. Inmunoblot para detectar a p53 en extractos de epidermis en ratones NT (panel superior) y
K14E6 (panel inferior). El total de lisados de epidermis fueron obtenidos en diferentes tiempos después de la
irradiacién de UVB e identificados contra p53. La linea celular de cancer cervical negativa a HPV16 C33A fue
utilizada como control positivo para p53. Las membranas fueron tratadas e incubadas con el anticuerpo
contra PB-actina como control de carga. Estos experimentos fueron repetidos al menos 3 veces con

resultados similares. En la figura se puede observar una placa representativa del revelado del Western blot.

Los ligandos de TGFP1 y TGFP2 son afectados en la epidermis de los ratones K14E6
después de la irradiacién con UVB.

Para investigar la cooperacidén entre la oncoproteina E6 y la irradiacién UVB en la via
supresora de tumor TGFP, realizamos ensayos de Western blot y comparamos la
expresion de los niveles de proteina de las isoformas 1y 2 de TGFB en la epidermis de
ratones NT y K14E6 después de la irradiaciéon con UVB. En la figura 12 se puede observar
que la proteina de TGFB1 fue sobre-expresada en ratones NT no irradiados pero su nivel

se redujo entre las 2 y 4 horas después del tratamiento con UVB y su expresién fue
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recuperada parcialmente a las 8 h. En ratones K14E6 no irradiados se detectd un alto nivel
de TGFP1, pero en este caso hubo una tendencia a reducir los niveles después de la
exposicién a la luz UVB sin que se observara un efecto de recuperacién al menos hasta las
24 horas. Esta reduccidn sugiere que la oncoproteina E6 y la exposicion a la luz UVB
cooperan en inhibir la expresion proteica de TGFB1 en la epidermis. En ratones no
irradiados NT se detectaron bajos niveles de TGFf32 en comparacién con el ligando de
TGFPB1 (Fig. 12); 4h después de la exposicion a la radiacion UVB hubo una induccién
significante de esta isoforma en la epidermis de ratones NT. En ratones K14E6 no
irradiados un nivel similar de TGFB1 y 2 fue observado; sin embargo la disminucién de
TGFP2 ocurrid a las 4 horas post-UVB y después su nivel disminuyo gradualmente sin que
se observara una recuperacidén. Estas observaciones se pueden apreciar en las
densitometrias de los western blot de ambas isoformas (Figura 13), donde se observa una
disminucion significativa de su expresiéon después de la irradiacién con UVB en la
epidermis de los ratones K14E6 sin que se detectara una recuperacion del TGTB1ly 2 en

ratones NT y K14E6.

Figura 12. Western blot representativo de los ligandos de TGFB1 y TGFP2 en epidermis de ratones de 8 dias
de edad NT y transgénicos K14E6. Los lisados epidermales fueron separados por SDS-PAGE, transferidos y
probados para TGF1 y TGFP2. La B-actina se us6é como control de carga. Tres experimentos independientes

fueron realizados conresultados similares.
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Figura 13. Densitometria de las bandas del Western Blot de TGFB1 y TGFB2. Las bandas de western blot
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fueron normalizadas con las bandas de B-actina y cuantificadas comparadas con el grupo control. Las
graficas se muestran como las medias de 3 experimentos separados y cada barra con el valor de la

desviacién estandar.

TBRII es el receptor mas afectado después de la UVB en la epidermis de los ratones
K14E6.

Para explorar una posible cooperacidon entre la oncoproteina E6 y la UVB en la via del
TGFP a nivel de los receptores, analizamos la expresion de los receptores TBRI y TRRII en
la epidermis de los ratones NT y K14E6. La expresidon basal del TBRII observada en el
western blot en ambos ratones NT y K14E6 sin irradiacion, pero los niveles de este
receptor en la epidermis de los ratones K14E6 fueron bajos con respecto al ratén NT
(Comparar las bandas de los western blot de la figura 14). La disminucion de la expresion
de la proteina TPRII ocurrié rapidamente después de los 10 minutos del tratamiento con
UVB en ratones NT, pero este efecto fue transitorio porque la expresion TBRII se detectd
nuevamente a las 8 h. En contraste, en ratones K14E6 gradualmente disminuye su
expresion en la epidermis de este receptor como consecuencia del tratamiento con la UVB
sin que se observara una recuperacién evidente (figura 14). Estos resultados nos
proporcionan una fuerte evidencia de la cooperacion entre el oncogén E6y la UVB en la

inhibicién de la via supresora del TGF} a nivel del receptor TBRIl. Por otro lado, la

34



expresion del TBRI fue inhibida en la epidermis de los ratones transgénicos K14E6 sin
irradiar, comparado al grupo control NT no se observaron cambios importantes después
de la exposicion a la UVB en la expresion de los niveles de TBRI en ambos ratones NT y
K14E6 como se puede observar en la densitometria de los western blot (figura 15), los
niveles del TBRI permanecieron sin alteraciones en todos los puntos de la cinética. Esto

sugiere que el TBRII es el principal receptor afectado en la via de sefializacién del TGFJ3 en

la epidermis después de la irradiacién con UVB.

Post-UVB Post-UVB

Figura 14. Andlisis de western blot de los receptores TRRII y TBRI en lisados de epidermis de ratones de 8
dias de edad NT y K14E6 no irradiados (control) e irradiados con UVB. Las muestras fueron separadas por
SDS-PAGE, transferidas y reveladas contra TBRII y TBRI. La B-actina fue incluida como control de carga y fue

revelada después de desnudar la membrana. Tres experimentos independientes fueron realizados con

resultados similares.
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Figura 15. Densitometria de las bandas del Western Blot de los receptores TBRIl y TBRI normalizadas con el
control de carga (B-actina). Las graficas representa la media de tres experimentos independientes, asi como

la desviacion estandar.

Inhibicion de la fosforilacion de Smad2 en la epidermis de los ratones transgénicos

K14E6 después de la irradiacion con UVB

La fosforilacién de Smad2 es un evento clave en la via del TGF} debido a que refleja la
activacion de la via supresora, por este motivo analizamos la fosforilacion de Smad2
(pSmad2) en la epidermis de ratones NT y K14E6 utilizando IHC y western blot antes y
después de la irradiacién con UVB. En ratones NT no irradiados, detectamos un nivel basal
de pSmad2 en los nucleos de la epidermis; 4 horas después de la irradiacion con UVB la
sefial positiva de pSmad2 en los nucleos de las células de la epidermis disminuyeron
(Figura 16). En contraste en la epidermis de los ratones K14E6 no irradiados el nivel de
pSmad?2 es inferior comparado con los ratones NT no irradiados (Figura 16); en el analisis
después del tratamiento con UVB, en las inmunohistoquimicas observamos que la sefal
nuclear de pSmad2 disminuyo y solo se observé una minima sefial en las células de la

epidermis (Figura 16 panel inferior).

Control 4h post-UVB

NT

K14E6
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Figura 16. Andlisis inmunohistoquimico de la fosforilacion de Smad2 en cortes histolégicos de ratones de 8
dias de edad NT y K14E®6, sin irradiar y a las 4 horas post-UVB. La sefial café de fosfo-Smad2 (flechas negras)
se observé en los nucleos de las células de la epidermis, las cuales fueron contrastadas con hematoxilina. La

linea punteada indica la membrana basal que separa la epidermis de la dermis.

Posteriormente, confirmamos estos resultados por Western blot; en extractos
epidermales de ratones NT; pSmad2 disminuyo a las 2 horas y la sefial casi fue
indetectable a las 4 horas después del tratamiento con UVB (Figura 17), este efecto fue
transitorio y solo una ligera recuperacién del nivel de pSmad2 se detectd nuevamente a
las 8 horas post-UVB (Figura 17). En los ratones K14E6, los niveles de pSmad2 fueron bajos
con respecto a los ratones NT; después de la exposicion a la luz UVB los niveles de pSmad?2
en la epidermis de los ratones K14E6 disminuyeron gradualmente e interesantemente el
nivel normal de pSmad2 no se recuperd al menos antes de las 24 horas (Figura 18). Estos
resultados sugierenuna cooperacion entre la oncoproteina E6 de HPV16 y la radiacién UVB

en la inhibicién de la fosforilacion de Smad2 y por lo tanto, el bloqueo de la via del TGFJ.

NT Post-UVE K14E8 Post-UVB

Cl 10 min  2h 4h 8h 24h Chi 10min  2h 4h 8h 24h

Figura 17. Andlisis de Western blot de Smad?2. Lisados de proteinas, obtenidos a diferentes tiempos después
de la irradiaciéon con UVB de la epidermis de ratones NT y K14E6, estos fueron revelados utilizando un
anticuerpo anti-fosfo-Smad2, Smad2 total y anti B-actina la cual fue utilizada como control de carga, se

muestra un western blot representativo.
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Figura 18. Densitometria del western blot de los resultados de la cinética de pSmad2 en la epidermis de
ratones NT y K14E6. Las graficas representan la media de tres experimentos independientes, asi como la

desviacion estandar.

Expresion de los genes blanco de la via del TGFP} después de la irradiacion con UVB en la

presencia de la oncoproteina E6.

La inhibicion de la via TGF3/Smad en la epidermis de los ratones K14E6 después de la
irradiacion con UVB sugiere que la expresion de los genes blanco podria estar modificada.
Para corroborar esta posibilidad, los niveles de los mRNA de los genes blanco de TGFj:
pl5, c-myc y Cdc25A fueron analizados por PCR cuantitativo en tiempo-real. Los niveles de
MRNA de cada gen fueron normalizados al mMRNA de GAPDH. En ratones sin irradiar NT el
gen supresor de tumor p15 es transcripcionalmente activo (Figura 19A); el nivel de mRNA
de p15 disminuyo a las 2 horas y 4 horas post-UVB comparado a los niveles del mRNA del
control, pero se observd una recuperacion de la expresién de p15 a las 8 horas post-UVB.
Es evidente que en los ratones transgénicos la E6 promueve la inhibicion del mRNA de p15
en la epidermis en la ausencia de la irradiacion de la luz UVB comparado con la epidermis
de los ratones NT. En este modelo, la irradiacion UVB provoco una pérdida gradual en el
nivel del transcrito de p15 sin una recuperacién, en contraste a p15, la expresion de los

MRNAs de los oncogenes de c-myc y Cdc25A su expresion fue menor en la epidermis de
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ratones NT comparados a los ratones transgénicos bajo condiciones normales (control). En
ratones NT los niveles del mMRNA de c-myc y de Cdc25A incremento ligeramente a los 10
min después de la irradiacién pero regresaron a sus niveles basales a las 8 horas post-UVB
(Figura 17By C).

En contraste, en los ratones K14E6 c-myc y Cdc25A fueron sobre-expresados en la
epidermis sin tratamiento con luz UVB. Después del tratamiento con luz UVB, la expresion
de c-myc y de Cdc25A disminuyeron a las 2 horas pero el nivel de los mMRNA de ambos
genes fue parcialmente aumentado a las 4 horas y totalmente recuperadas a las 8 horas
post-UVB. Nuevamente estos resultados sugieren que el la via de senalizacion del
supresor de tumor TGFf en la epidermis de la piel es fuertemente afectada por el oncogén

E6 de HPV16 y la luz UVB.
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Figura 19. Expresion relativa de mRNA en la epidermis de ratones NT y K14E6 después de la irradiacion con
UVB. Un total de 3 ratones se evaluaron por cada condicién, los niveles de mRNA de p15, c-myc, Cdc25A
fueron cuantificados utilizando RT-qPCR. Los niveles de expresion de los mRNA se normalizaron con el gen
enddgeno GAPDH en ambos ratones NT y K14E6. Los resultados se muestran como el niumero de veces del
nivel del mRNA. Los niveles de los mRNA de los mRNA oncogénicos fueron sobreexpresados en ratones NT y
K14E®6 sin tratamiento con UVB, mientras que el nivel del mRNA del gen supresor de tumor p15 fue bajo en
la epidermis de los ratones K14E6 comparado a los ratones NT. El asterisco indica que los valores p<0.05

comparado al grupo de ratones NT no irradiados mediante la prueba estadistica de ANOVA.
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Discusion

En el presente trabajo, reportamos que la oncoproteina E6 del HPV16 regula
negativamente la via supresora de tumor TGFB en células de la epidermis en el raton
transgénico K14E6 y que la UVB copera con E6 en la inhibicidn de esta via supresora de
tumores. Estos resultados pueden contribuir a dilucidar los primeros cambios que ocurren

en la carcinogénesis de piel en un modelo murino.

Diferentes estudios han demostrado que la UVB participa como iniciador y en la
promocion de tumores de piel, por ejemplo: Cancer de la piel no-melanoma (NMSC), un
padecimiento diagnosticado principalmente en la poblacion caucasica, debido a la
exposicion continua a la radiacién solar (Chen et al., 2013). Se ha sugerido que el Virus del
Papiloma Humano (HPV) puede tener un papel en el desarrollo del NMSC, en personas
que presentan una rara enfermedad conocida como epidermodisplasia verruciforme (EV).
En pacientes con EV se ha detectado HPVs en lesiones de piel premalignas y NMSC tanto
en individuos inmunosuprimidos e inmunocompetentes. En estudios en pacientes con
NMSC se ha detectado DNA de ambos tipos de HPV cutdaneos y mucosos (Iftner et al.,
2003). Interesantemente, en un estudio se reportd que la infeccidon con el virus de alto
riesgo HPV16 puede representar un importante factor de riesgo para el desarrollo del
NMSC en la poblacidon inmunosuprimida (Reuschenbach et al., 2011). De hecho, en NMSC
se ha reportado la asociacidn entre la UVB y el HPV particularmente en sitios del cuerpo
expuestos a la luz solar (Molho-Pessach et al., 2007). Esta cooperacién probablemente
juega un papel importante en la inmortalizacion durante los primeros estados de la
carcinogénesis de piel (Mouret et al., 2007 y Molho-Pessach et al 2007). Debido a que
se ha reportado la ausencia del HPV en algunos NMSC se ha sugerido que la presencia del
HPV puede ser mas importante en la iniciacion del tumor y no en el mantenimiento del
fenotipo maligno (Molho-Pessach et al., 2007). En este trabajo, utilizamos al ratdn
transgénico K14E6 donde previamente, el papel de E6 ha sido estudiado en un modelo de

cancer de piel (Simonson et al., 2005). Analizamos los efectos tempranos de la luz UVB
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sobre la via supresora de tumor TGFf en la epidermis del modelo K14E6, debido a que es

un importante regulador del ciclo celular asi como de la diferenciacion celular

Estudiamos los cambios hasta las 24 h despues de la exposicién a la UVB en la via del
TGFB en la epidermis del modelo murino K14E6 tratados con una sola dosis de UVB (500
ml/cm?) comparados con los ratones no transgénicos (NT) a los 8 dias de edad. En primer
lugar, observamos que la respuesta en la epidermis a la irradiacién de UVB en ratones NT
promueve defensa celular y esta respuesta se evidencia por la induccion del supresor de
tumor p53, el cual a su vez induce arresto del ciclo celular o apoptosis que permiten
reparar al DNA danado o si este no puede ser reparado inducir apoptosis. En contraste,
en la epidermis de los ratones K14E6, no hubo promocidn del arresto del ciclo celular
inducido por la irradiacion UVB, por lo que, la proliferacién celular es mantenida. Debidoa
que el incremento en la proliferacion celular se ha identificado como un indicador clave de
la susceptibilidad a la carcinogénesis (Mouret et al., 2007; Simonson et al., 2005), es
posible que la ausencia del arresto del ciclo celular en los ratones K14E6 tratados con UVB

podria representar un paso temprano en la carcinogénesis de la piel.

En un trabajo previo, se reportd hiperproliferacion y retardo en la diferenciacién celular
en la epidermis del raton K14E6 como eventos independientes de la inactivacién de p53
por efecto de la oncoproteina E6 de HPV16, lo cual sugiere que otras vias supresoras de
tumor son afectadas por la presencia de E6 (Song et al., 1999). Por otro lado, se reporté
gue E6 juega un papel clave en la carcinogénesis debido a su funcion para promover
proliferacién celular y supervivencia del virus en los queratinocitos (Mantovani et al.,
2003; Lagunas-Martinez et al., 2010). Ademas, Shai et al (2008) demostraron que E6 es el
oncogene mas potente en el modelo murino, el cual contribuye en gran parte a la
promocion y a la progresion de la carcinogénesis de piel. En un estudio realizado en
nuestro grupo, Mendoza-Villanueva et al., (2008) comparron el perfil de expresion
genética en piel y cérvix en ratones hembras K14E6 jovenes y observaron diferentes
procesos celulares afectados, tales como el el ciclo celular, inhibicién de la expresion de

genes proapoptoticos e incremento de la expresion de genes anti-apoptoticos
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principalmente en piel. Estos resultados son consistentes con el potencial oncogénico de

la oncoproteina E6 de HPV16 en la piel (Shai et al., 2008).

En mamiferos, el ligando TGF tiene 3 isoformas (1, 2 y 3), las cuales son potentes
inhibidores del crecimiento, estas tienen funcién autocrina y paracrina en la epidermis y
de esta manera juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
epidermal (Dell'oste et al., 2008). La funcion del TGFP1 es regular el crecimiento y
diferenciacién de células en la capa del estrato basal. La disminucién de TGFP1 se ha
asociado con un aumento en la proliferacion celular de la piel y la disminucién en la
diferenciacién celular (Cho et al., 2004). Por otro lado, el incremento de TGFB2 puede
inducir apoptosis en epitelios (Glick et al, 1993). Después del tratamiento con UVB,

evaluamos la expresion de las isoformas 1y 2 en ratones NT y K14E6.

En ratones NT el nivel de TGF1 en la epidermis disminuyé después del tratamiento con la
exposicién a UVB pero este efecto fue transitorio, mientras que la isoforma 2 incremento
su expresion en respuesta a la UVB. En contraste observamos que las isoformas 1y 2
disminuyeron por efecto de la UVB en la epidermis de los ratones K14E6, sin una
recuperaciéon en su expresion en comparacion con los grupos no tratados. Estos resultados
sugieren que en la presencia del oncogen E6 en la epidermis y la UVB reprimen la
expresion proteica de las isoformas estudiadas de TGF[. Similarmente Ness et al (2000)
reportaron que la oncoproteina E6 de HPV16 por si sola puede disminuir la expresiéon
proteica de ligando TGFB2 en queratinocitos primarios humanos; esta disminucion
confiera una ventaja selectiva de crecimiento en células con bajo nivel de p53 que
probablemente contribuye a la progresion maligna (Ness et al., 2000). También se ha
reportado que la disminucién de la expresion del TGFB2 en Neoplasia Intraepitelial
Cervical (CIN) puede contribuir al fenotipo maligno (El-Sherif et al., 2000). Tomando en
cuenta que la baja expresion de TGB1 y TGFP2 se ha asociado con la hiperproliferacion
celular y un riesgo en el incremento de la progresién maligna en el modelo murino (Gold

et al., 2000), es posible que el bajo nivel de ambas isoformas observada después del
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tratamiento con UVB en la epidermis de los ratones K14E6, puede representar un paso

temprano en la carcinogénesis del raton.

La funcion citostdtica de TGFP es frecuentemente inhibida o bloqueada en Ila
carcinogénesis como resultado de mutaciones o de la inhibicién del receptor TBRII.
Algunas mutaciones han sido detectadas en diferentes lineas celulares derivadas de
cancer y la perdida de la funcidn de este receptor es considerado como un evento clave
para la progresion del cancer en estados tardios (Drabsch et al., 2012). En HNSCC el gen
que codifica al TBRIl es frecuentemente deletado (Lu et al., 2006), estas observaciones
correlacionan con la progresion maligna en nuestro modelo murino. Importantemente, la
irradiacion UV en piel de humano in vivo y en fibroblastos cultivados provenientes de piel
de humano puede inhibir la via de sefializacién del TGFP3 debido a la desregulacion de la
expresion del TBRII (Quan et al., 2004). De acuerdo con nuestros resultados, encontramos
que en ratones NT, la expresion del TBRII rapidamente fue inhibida en la epidermis, 10
minutos después de la irradiaciéon con UVB; en este caso se observd una recuperacion
hasta 8 horas post-irradiacion. También observamos que la oncoproteina E6 por si sola
inhibe la expresion del TBRII en la epidermis del ratén transgénico y el tratamiento con
UVB resulto en una disminucién del TBRIl a las 4 y 8 horas sin una recuperacion

significativa por lo menos hasta las 24 horas post-irradiacién con UVB.

Nuestros resultados confirman un reporte previo donde los oncogenes E6 y E7 de HPV16
regulan negativamente la actividad del promotor del TBRI y TBRII en un modelo in vitro
(Hypes., et al., 2009). Ademas, previamente observamos una disminucién en el mRNA del
TBRII en ratones K14E6 utilizando microarreglos y este efecto fue también evidente en el
cérvix del raton K14E7 (Mendoza-Villanueva et al., 2008; Diaz-Chavez et al., 2008). Por
otro lado, en este estudio encontramos una disminucidn en la expresion del TBRI en la
epidermis de ratones K14E6 comparado con el ratén NT pero este nivel no cambio en
ambos ratones después de la irradiacion con UVB. Consistente con nuestros resultados,
Mi vy colaboradores en el 2000 reportaron que en queratinocitos humanos transfectados

con HPV16 se adquirio resistencia al efecto supresor del TGF3 durante la progresion en un
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modelo in vitro lo cual puede mediar en parte la transformacion celular y esto se debid a
la pérdida de la expresidn receptor TRRI (Mi et al., 2000). Hypes y colaboradores (2009)
también encontraron una la disminucién en la actividad del promotor del TBRI y esta fue
atribuida a la expresién de las oncogenes E6 y E7 en etapas tardias de la transformacion
en gueratinocitos humanos (Hypes et al., 2009). Estos resultados indican una vez mas que
E6 juega un importante papel en la inhibicién de la funcién supresora de tumores del

TGFp en la epidermis del raton K14E6.

En la via candnica de sefializacion del TGF[3, una vez que los receptores TBRI'y TRRII han
sido activados por el ligando inducen la fosforilacion de la proteina Smad2 la cual forma
un complejo heterodimerico con Smad4, de esta manera translocan al nucleo para activar
o reprimir genes y asi mantener la funcidn supresora de tumor (Massagué et al., 2008).
Poco se conoce acerca de la alteracién de la via del TGF[3 durante los primeros estadios de
la carcinogénesis en piel; la fosforilacion de Smad2 (pSmad2) es un evento critico como
mediador del TGFp. La presencia de pSmad2 en la epidermis puede ser utilizada como un
indicador de la actividad de la via del TGFP (Massagué et al., 2008). En este trabajo,
observamos que en respuesta a la UVB los niveles de p-Smad2 en la epidermis de ratones
NT disminuyeron a las 2h y no se detectd después de las 4 horas, alcanzando niveles
normales entre las 8 y 24 horas post-irradiacidon. En contraste, observamos bajos niveles
de pSmad2 en la epidermis de los ratones K14E6 en comparacién a los ratones NT sin el
tratamiento con UVB, es decir la oncoproteina E6 por si sola inhibe la fosforilacion de
Smad2, los niveles de p-smad2, disminuyeron drasticamente, después del tratamiento
con UVB. Este hallazgo sugiere que E6 y la UVB cooperan para inhibir la actividad

supresora de tumor del TGFf en la epidermis de ratones transgénicos K14E6.

Tomando en cuenta nuestros resultados, se sugiere que la expresion de los genes blancos
de la via del TGFP pueden ser modificada a nivel transcripcional en el modelo murino
K14E6 y adicionalmente son afectados por la irradiacién UVB. Entonces comparamos el
nivel del mRNA de los genes blanco (p15, c-myc y Cdc25A) utilizando RT-gPCR en la

epidermis de ratones NT y K14E6 con y sin el tratamiento con UVB. Es bien conocido que

45



en condiciones normales la funcién supresora de tumor del TGFJ, inhibe a c-myc y p15 es
activado transcripcionalmente. c-myc ha sido identificado como un proto-oncogen ya que
tiene la habilidad para promover la progresién del ciclo celular y varios estudios reportan
un incremento de este transcrito en tumores de piel en modelos de rata y ratén (Waikel et
al., 1999). La sobre-expresidon del factor de transcripcién c-myc en la epidermis induce
proliferacion celular, inhibe la diferenciacion y disminuye la sensibilidad de los
gueratinocitos a inducir apoptosis después del tratamiento con UVB, ademas del mRNA de
c-myc como gen blanco de la via del TGF (Waikel et al., 1999), se encuentra el gen de
Cdc25A que es transcripcionalmente reprimido en respuesta al TGFf, el cual es un factor
critico para la progresién del ciclo celular (Galaktionov et al., 1996). La proteina Cdc25A es
una fosfatasa que se encarga de defosforilar y de este modo activa a la ciclina
dependiente de cinasa 2 (Cdk2). Esta cinasa es importante para la actividad de los
complejos ciclina A/Cdk2 y de la ciclina E/Cdk2, los cuales juegan un papel critico en la
transicion G1-S de la progresién del ciclo celular (Boutros et al., 2007). La sobre-
expresion del oncogén Cdc25A se ha asociado con una evasion de los puntos de control y
con inestabilidad genética (Aressy et al., 2008) y se ha visto sobre-expresado en varias

enfermedades malignas incluyendo el cancer de piel (Boutros et al., 2007).

En ausencia de luz UVB, observamos que en la epidermis de los ratones K14E6 hay una
sobreexpresion de c-myc y de Cdc25A, esta activacidn puede ser explicada por el dafio en
algunos componentes de la via del TGFf, como anteriormente reportamos en este
trabajo; baja expresion de los receptores TBRI y TPRII, asi como el bajo nivel de
fosforilacion de Smad2 detectados en el raton K14E6 comparados con los ratones NT. Esta
observacion soporta fuertemente la idea que la actividad funcional supresora de tumor

del TGFP es bloqueada por la oncoproteina E6 de HPV16.

En contraste, el tratamiento con UVB inhibié la expresiéon del mRNA c-myc y Cdc25A en
los ratones K14E6, pero solo por pocas horas, ya que la expresion de los transcritos de c-
myc y Cdc25A se recuperaron a las 8 horas después de la irradiacion con UVB. Se ha

reportado que los niveles del mMRNA de c-myc disminuyen después de la irradiacion con
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UVB en queratinocitos humanos e interesantemente esto correlaciona con la induccién de
apoptosis. Recientemente, se reportd que la UVB induce degradacion del mRNA de c-myc
en células de roedor y humano, esto puede ser parte de la respuesta celular global
producida por el dafio inducido por la UVB y como parte de un mecanismo para mantener
la estabilidad gendmica (Britton et al., 2008). Por ptrp lado, se ha demostrado la
funcionalidad de la respuesta de los microRNAs inducida por la luz UVB?, se ha
identificado a miR-16 el cual disminuye al transcrito de Cdc25A vy este participa en la
regulacién del ciclo celular. Interesantemente, los guardianes del genoma (p53, p63 y p73)
regulan diversos miRNAs supresores de tumor (como es el caso de miR-34/miR-145/let-7,
los cuales son capaces de disminuir los niveles de mRNA de c-myc (Boominathan et al.,,
2010); por ejemplo, p53 reprime a c-myc a través de la induccién del supresor de tumor
miR-145 (Sachdeva et al., 2009). En ratones NT, después de un ligero incremento de los
MRNAs de c-myc y Cdc25A (a los 10 minutos post-irradiacion con UVB) el nivel de estos
transcritos gradualmente disminyd y no se observd ningun efecto de recuperacion. De
acuerdo a nuestros resultados, es posible que en ratones NT la via del TGFP es
transitoriamente inactivada por efecto de la UVB (Gambichler et al., 2007), ocasionando
una rapida activacion en la expresion de c-myc y Cdc25A. La recuperacion de la via del

TGFP en los ratones NT puede disminuir y a su vez la expresién de ambos oncogenes.

Otro gen blanco regulado por la via del TGFP es el inhibidor de la ciclina dependiente de
cinasa pl15. En lineas celulares epiteliales este gen es rdpidamente expresado en
respuesta al TGF y bajo condiciones normales de crecimiento, este supresor de tumor
contribuye de manera importante al funcionamiento citostatico del TGFP. Nuestros
resultados, evidenciaron que la inhibicién del nivel de expresion del mRNA de p15 en los
ratones K14E6 y el efecto de la irradiacion UVB en la epidermis, evitan la recuperacion y
gradualmente el transcrito de p15 pierde su expresidon, sin que haya un efecto de

recuperacion.

En conclusidn, la sefializacién del TGF} en células de la epidermis es afectada en nuestro

modelo por la oncoproteina E6 como por irradiacion UVB (Figura 20), los resultados de
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este estudio sugieren que los queratinocitos de la epidermis infectados con HPV16 y la
repetida exposicién a la luz UVB podria contribuir a la carcinogénesis de la piel en el

modelo murino K14E®6.
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Figura 20. Participacion de E6 del HPV16 y la UVB en la inhibicién de la via del TGFP
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Conclusiones

La proliferacién celular en la epidermis de ratones NT disminuye con el tratamiento de
UVB, mientras que en los ratones KI14E6, este proceso no se ve afectado
significativamente.

En la epidermis de los ratones NT se indujo la activacion de p53 en respuesta a la UVB
mientras que en los ratones K14E6 no se detectd la expresidon de p53.

La UVB inhibe la expresién de TGFB1 en la epidermis de ratones NT, con un efecto de
recuperacién y a suvez es un estimulo para la expresion de la isoforma 2.

La UVB y la oncoprotein E6 cooperan en la inhibicion de la expresidn de ambas isoformas
de TGFp.

La UVB disminuye la expresion del TRRII a los 10 minutos, mientras que el TBRI no
disminuyo la expresion con el mismo tratamiento.

El oncogén E6 disminuyo la expresion del TBRIl y TRRI y coopera con la UVB en la
disminucién del receptor TBRII.

La UVB inhibid la fosforilacion de Smad2 con un efecto de recuperacion y coopera con E6
en la inhibicion de la fosforilacion de Smad?2.

La UVB disminuyo los niveles de mRNA de pl5 en los ratones NT con un efecto
recuperacion.

El oncogén E6 por si solo disminuye la expresion del mRNA de p15 y con la irradiacién UVB
se observd una inhibicidn sin recuperacién

El tratamiento con UVB promueve la inhibicién de c-myc y Cdc25A.

E6 promueve la sobreexpresion de c-myc y Cdc25A en la epidermis y la UVB induce una
inhibicién pero un efecto de recuperacion de los mRNA.
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Perspectivas

Disefiar un protocolo para estudiar el papel de la UVB en repetidas exposiciones por un

periodo prolongado.

Identificar el tipo de lesiones en la piel como resultado de una exposicidn crénica asi

como la alteracion de otras vias supresoras de tumor

Analizar el mirNoma en la epidermis del ratén K14E6 comparado con el NT con y sin

irradiacion con UVB.

Identificar posibles marcadores moleculares en el inicio de la carcinogénesis del ratén

K14E6.
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Abstract

High-risk human papillomaviruses (HR-HPVs) are the causative agents of cervical cancer and they
are also associated with a subset of head and neck squamous cell carcinomas. In addition, HPVs
have also been postulated in the development of non-melanoma skin cancers (NMSC). In these
cancers, the oncogene E6 is best known for its ability to inactivate the tumor suppressor p53
protein. Interestingly, in transgenic mice for HPV16 E6 (K14E6), it was reported that E6 alone
induced epithelial hyperplasia and delay in differentiation in skin epidermis independently of p53
inactivation. Transforming growth factor B (TGFB) is an important regulator of cell
growth/differentiation and apoptosis and this pathway is often lost during tumorigenesis.
Ultraviolet radiation B (UVB) exposure activates diverse cellular responses, including DNA damage
and apoptosis. In the current study, we investigated whether the E6 oncogene alone or in
combination with UVB dysregulate some components of the TGFf} pathway in the epidermis of
K14E6 mice. We used eight-day-old K14E6 and nontransgenic mice irradiated and unirradiated
with a single dose of UVB. We found that the E6 oncogene and UVB irradiation impair the TGF3
pathway in epidermis of K14E6 mice by downregulation of the TGFP type Il receptor (TBRII). This
loss of TRRIl prevents downstream activation of Smad2 and target genes as p15, an important
regulator of cell cycle progression. In summary, the TGFB signaling in cells of the epidermis is

downregulated in our mouse model by both the E6 oncoprotein and the UVB irradiation.

Key words E6 oncoprotein, UVB, TGF3, HPV16, Transgenic mice



Introduction

Human papillomaviruses (HPVs) are strictly epitheliotropic small DNA-containing viruses that
infect keratinocytes at a wide range of body sites (1). Although more than 100 different HPVs have
been characterized based on sequence homologies, only a limited number were shown to be
associated with cancer development. Thirteen so-called high-risk types of the alpha genus HPVs
(alpha-HPV) play a critical role in the development of cervical cancer and have been implicated in
other anogenital cancers and a subset of head and neck carcinomas (2, 3). In addition, cutaneous
beta-HPVs have been linked to development of epidermodysplasia verruciformis (EV) (3,4).
Furthermore, a causative relationship between beta-HPVs infection and the development of non-
melanoma skin cancer (NMSC) in both immunocompetent and immunocompromised people is
suggested by epidemiologic data and associated risk factors such as UV-mediated local
immunosuppression (5). There is also a strong evidence for the potential association between
cutaneous HPV infection and basal cell carcinoma (BCC) (6, 7, 8).

Interestingly, the high-risk HPV16, which is the most prevalent in cervical cancer, was also
suggested as a risk factor for NMSC in the non-immunosuppressed population (9, 10). HPV16 E6
and E7 oncogenes are the principal factors responsible for initiation and progression of cancer (11,
12). The HPV16 E6 oncogene is one of the earliest viral genes expressed after HPV infection; it is
well known that E6 has the ability to degrade p53 and to interact with a number of different
proteins that contribute to the promotion of HPV oncogenicity (11, 13). The in vivo properties of
the E6 oncoprotein from HPV16 have been evaluated through the generation and characterization
of a HPV16 transgenic mouse strain (K14E6) that contains the E6 oncogene linked to the human
keratin 14 promoter (hK14) targeting its expression to the basal layer of the stratified epithelium
(14, 15). Interestingly, in the epidermis of these mice it was observed that E6 alone induced

epithelial hyperplasia and delay in differentiation independently of p53 inactivation (16). Even



though data linking HPV16 with human skin cancer are limited (9, 10, 17-19; for review see 20) the
K14E6 transgenic mice spontaneously develop malignant skin tumors, and with increased
incidence when treated with chemical carcinogens (21). Moreover, in this model E6 was shown to
be a potent oncogene in the skin inducing both promotion and progression (16, 22). This effect
could be partially due to E6-induced inactivation of both p53 and TGFP pathways (23, 24).
Transforming growth factor B (TGFP) also regulates biological processes such as cell growth,
differentiation, apoptosis, extracellular matrix formation, inflammatory/immune response and
angiogenesis (25). TGFP is a potent growth inhibitor in epithelial tissues because it promotes cell
cycle arrest and induces apoptosis acting as a tumor suppressor (25, 26). TGFJ ligands signal
through receptors that are members of the serine/threonine receptor kinase superfamily. TGF
signaling is initiated when TGFB binds the TGFB receptor type Il (TBRIl) and induces its
serine/threonine kinase activity. The binding of TGF3 to TBRII promotes the recruitment of TGF3
receptor type | (TBRI) which is activated via transphosphorylation by TBRIl on multiple serine
residues. Activated TBRI phosphorylates and activates Smad2 and Smad3 transcription factors.
Phosphorylated Smad2 and/or Smad3 then bind their common partner Smad4 to form a
heteromeric complex, which then translocates to and accumulates in the nucleus, where it acts as
a transcription factor (25, 27). In cancer, tumor cells tend to escape from the TGFP
antiproliferative effect by either acquiring mutations in the components of the TGFPB signal
transduction pathway or by epigenetic alterations in the expression of pathway components (28).
TGFB not only loses its anti-tumoral function but can also become an oncogenic factor inducing
epithelial-mesenchymal transition, proliferation, angiogenesis, invasion, metastasis and immune
suppression (29, 30).

Ultraviolet radiation, in particular the mid-wavelength range 290-320nm (UVB), that represents

5% of the solar radiation, is involved in the suppression of the skin immune system and is the



major risk factor for the development of NMSC, especially the Basal cell carcinoma (31, 32). This is
relevant to human skin cancer because UVB radiation acts as a potent carcinogen capable to
induce tumor cell initiation, promotion and progression of the tumor cell (33). The preferential
colocalization of skin squamous cell carcinoma (SCC) and HPVs infection to chronically sun-
exposed body sites suggests that UVB and HPV may cooperate in the development of skin lesions
(34). Recently, it was reported that HPV18 E6 and E7 oncogenes and UVB irradiation upregulate
proinflammatory cytokines such as interleukin-6 and 8 in BBC supporting the etiological role of
HPV infection in skin cancer (35). Interestingly, it has been reported that HPV16-infected
keratinocytes are resistant to UVB-induced oxidative stress and cell death (34, 36); however, the
combined effect of E6 oncoprotein and UVB on induction of skin lesions is unclear yet.

The aim of this study was to investigate the early effects of UVB and the HPV16 E6 oncoprotein on
the TGFP pathway in skin epidermis of K14E6 mouse. We found that the expression of the TBRII is
inhibited by both UVB and E6, while TPRI is inhibited only by the E6 oncoprotein. These effects
lead to downstream alterations in both the phosphorylation of Smad2 and the expression of target

genes regulated by TGFp.

Materials and Methods

K14E6 transgenic mice and UVB irradiation. The K14E6 transgenic mouse has been previously
described and characterized (15). All mice were housed and treated according to the American
Association of Laboratory Animal Care (AALAC) regulations. All procedures were performed as
reported (37). Eight-day-old K14E6 and nontransgenic (NT; FVB/N) mice were exposed to a single

dose of 500mJ/cm?2 of ultraviolet light using a UVB source with a peak wavelength of 310 nm. Mice



were euthanized by cervical dislocation at different time points after UVB exposure. Unirradiated

mice were used as controls.

A detailed description of all Materials and Methods can be found in Supplementary Material.

Results

Cell proliferation in epidermis of non-irradiated and UVB-irradiated K14E6 transgenic mice.
Since PCNA is associated with the S phase of the cell cycle, we assessed cell proliferation in mice
skin samples by immunohistochemical detection of this nuclear antigen. For this, we analyzed
epidermis from eight-day-old K14E6 and NT mice at 4h after a single dose (500mJ/cm2) of UVB
irradiation. In NT mice there was a significant decrease in cell proliferation in the stratum basale at
4h post-UVB as compared with the NT mice without irradiation (Fig. 1A upper panel). On the
contrary, we observed hyperproliferation in the epidermis from K14E6 mice without irradiation
(control) and no changes were observed 4h after UVB treatment (Fig. 1A upper panel). In the same
sections we identified the E6 oncoprotein as a faint brown nuclear and cytoplasmic signal by
immunohistochemical stain; this signal was detected in the basal and suprabasal layers of the skin
epithelium only in K14E6 mice (Fig. 1A lower panel). Semiquantitative analysis of PCNA in the
epidermis of both NT and K14E6 mice was performed by counting the total number of cells in
specific areas, and those PCNA-positive cells at different times after UVB irradiation. As indicated
in Figure 1B, a recovery in the expression of PCNA in cells of the epidermis was observed in NT
mice at 8h post-UVB. In contrast, the UVB effect was abrogated by the E6 oncoprotein in
irradiated K14E6 mice PCNA-positive cells were detected in the basal and suprabasal layers of the

K14E6 mice epidermis with or without UV radiation, and no significant difference was found



between control and irradiated mice. Three slides were obtained from each sample from three

mice and PCNA-positive cells were counted in 10 fields for each slide section.

E6 prevents UVB-induced activation of p53 in epidermis of K14E6 mice. Under our experimental
conditions we evaluated the expression of the tumor suppressor p53 protein following UVB
irradiation in the epidermis of NT and K14E6 mice because p53 activation is a hallmark of the DNA
damage response. As shown in Fig. 2A, after 4h of UVB irradiation, the epidermis of NT mice
accumulated nuclear p53. In contrast, no p53-positive cells were observed by
immunohistochemistry in K14E6 mice epidermis after UVB-irradiation. Further analysis with
Western blotting indicated that p53 was detected 10 min after UVB irradiation in NT mice; the
stabilization of p53 continued during 2h and 4h post-UVB and returned to normal levels in 8h or
24h post-UVB (Fig. 2B). This accumulation of p53 probably induces either cell growth arrest or
apoptosis in NT mice. In K14E6 mice, however, there was no induction of p53 at any time point
analyzed after UVB irradiation, presumably because E6 led to efficient degradation of the p53
protein. We detected a high level of p53 in C33A cells (HPV-negative cervical cancer cell line) used

as a positive control for this tumor suppressor protein (Fig. 2B).

TGFPB1 and B2 ligands are downregulated in K14E6 mice epidermis after UVB exposure. We
compared in epidermis derived from NT and K14E6 transgenic mice the protein levels of TGFf1
and TGFP2 isoforms, after UVB irradiation by Western blot. In Figure 3A it can be observed that
the TGFB1 protein was highly expressed in unirradiated NT mice, but its level was reduced from 2
to 4h after UVB exposure and partially recovered at 8h. In unirradiated K14E6 mice there was also
a high level of TGFB1, but in this case there was a tendency towards reduced levels of this ligand
after UVB exposure without a recovery (Fig. 3B). This reduction suggests that the E6 oncoprotein

and UVB exposure cooperate to inhibit TGF1 protein expression in epidermis. On the other hand,



unirradiated NT mice showed very low levels of TGFB2 in comparison with TGFB1 ligand (Fig. 3A);
4h after exposure to UVB radiation there was a significant induction of this isoform in epidermis of
NT mice (Fig. 3A). In unirradiated K14E6 mice a similar level of TGFB1 and 2 was observed;
however, TGF2 downregulation occurred at 4h post-UVB irradiation and thereafter its level
gradually decreased without a recovery (Fig. 3B). These observations can be better appreciated in
the densitometric analyses of TGFP1 and 2 protein levels (Figs. 3C and 3D), providing evidence
that both isoform ligands were reduced after UVB irradiation in epidermis of the K14E6 mice and

that no recovery of TGFP31 and 2 proteins was detected in these mice.

TBRIl is the main TGFP signaling pathway receptor affected after UVB in the K14E6 mice
epidermis. We determined the TBRI and Il expression in NT and K14E6 mice epidermis by Western
blot. Basal expression of TBRII was observed in both unirradiated NT and K14E6 mice, but the level
of this receptor was lower in the epidermis of the transgenic mice (compare Figs. 4A and 4B). In
addition, downregulation of TBRIlI protein expression occurred rapidly after 10 min of UVB
irradiation in NT mice, but this effect was transitory because TPRII expression was detected again
at 8h. In contrast, in K14E6 mice a gradual disappearance of this receptor after UVB treatment was
observed with no evidence of recovery (Fig. 4B). These results provide strong evidence of the
cooperation between the E6 oncoprotein and UVB in the TGFP3 pathway inhibition at the level of
TBRII. On the other hand, TPRI expression was inhibited in unirradiated K14E6 epidermis
compared to NT control; however following irradiation, the levels of TBRI in both NT and K14E6
mice remained unaltered at any point of the kinetics (Figs. 4C and 4D). This suggests that TRRII is

the main receptor affected in the TGFJ signaling pathway after UVB in the K14E6 mice epidermis.

Smad2 phosphorylation is inhibited in epidermis of K14E6 mice after UVB irradiation.

Phosphorylation of Smad2 reflects the activation of the TGFJ tumor suppressor pathway. We



examined Smad2 phosphorylation (pSmad2) in NT and K14E6 mice epidermis using
immunohistochemistry and Western blot before and after UVB irradiation. In unirradiated NT
mice, we detected high basal levels of pSmad2 in the nucleus of skin epidermis; 4h after UVB
irradiation pSmad2 positive staining was reduced in cells of the epidermis (Fig. S1A; upper panel).
In contrast, in the epidermis of unirradiated K14E6 mice the level of pSmad2 was lower compared
with unirradiated NT mice (Fig. S1A); following UVB treatment, immunohistochemical analysis
showed that the signal of pSmad2 decreased and minimal nuclear signal was observed in
epidermal cells (Fig. S1A; lower panel). We confirmed these results by Western blot; in epidermal
extracts from NT mice pSmad2 was reduced at 2h and almost undetectable 4h after UVB (Fig.
S1B). This effect was transitory since a slight recovery of the pSmad2 level was detected again at
8h post-UVB (Fig. S1B). In K14E6 mice, pSmad2 basal levels were lower than in NT mice; after UVB
light exposure the level of pSmad2 in K14E6 mice is gradually reduced, and interestingly, the
normal level of pSmad2 was not recovered, at least not before 24h as shown in the densitometric
analysis of Figure S1C, suggesting cooperation of the E6 oncoprotein and UVB irradiation in the

inhibition of Smad2 phosphorylation and thus in the inhibition of the TGF pathway.

The expression of TGFf} pathway target genes after UVB irradiation is altered by the presence of
the E6 oncoprotein. The downregulation of TGFf/Smad pathway in K14E6 mice after UVB
irradiation suggested that the expression of target genes could be modified. To test this possibility,
p15, c-myc and Cdc25A mRNA levels were measured by real-time quantitative PCR. In NT mice the
p15 tumor suppressor mRNA decreased at 2h and 4h post-UVB as compared to control mice, but a
recovery of its expression was observed at 8h post UVB (Fig. S2A). It is evident that in transgenic
mice the E6 oncoprotein promoted the downregulation of p15 mRNA in the epidermis in the
absence of UVB irradiation, as compared with NT mice epidermis; in this model, the UVB

irradiation provoked a gradual loss in the level of the p15 transcript without a recovery (Fig. S2A).
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In contrast to p15, the mRNA expression of c-myc and Cdc25A oncogenes was lower in the
epidermis of NT mice as compared to transgenic mice under normal basal conditions (control); in
NT the level of c-myc and Cdc25A mRNA increased slightly 2-4h after UVB irradiation but returned
to their basal levels at 8h post UVB (Figs. S2B and S2C). In contrast, in K14E6 mice these genes
were highly upregulated by the E6 oncoprotein alone (Figs. S2B and S2C). Following UVB
treatment, the expression of c-myc and Cdc25A decreased at 2h but the mRNA level of both genes
was partially upregulated at 4h and fully recovered at 8h post-UVB. Again, these results suggest

that the tumor suppressor TGF pathway in skin epidermis is highly affected by both E6 and UVB.

Discussion

In the present study, we found that in mice epidermis the UVB irradiation cooperates with HPV16
E6 oncoprotein in the inhibition of the TGFB signaling pathway. These results could shed light on
the mechanism involved in the early steps of K14E6 induced skin carcinogenesis. It is well
established that UVB induces skin tumors; for example NMSC is dependent on cumulative sun
exposure (33, 39). In fact, in NMSC it has been reported the cooperation between UVB and HPV in
particular body sites exposed to sunlight (40). This cooperation likely plays a role in the early
immortalization stage of carcinogenesis (36, 40). To study the effects of UVB on the TGFf pathway
and E6 from HPV16, we used the K14E6 transgenic mice because it has been useful in dissecting
the functions of E6 (21); in particular, we analyzed the early effects of UVB on the TGFB pathway in
this model.

We observed that the response to UVB in NT mice epidermis promotes cellular defense processes
leading to p53 induction; this in turn induces cell-cycle arrest or apoptosis to allow repair or
elimination of the damaged cells, respectively. In contrast, K14E6 mice epidermis did not promote

cell-cycle arrest induced by UVB irradiation, but instead we found that cell proliferation is
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maintained. Since increased proliferation is a key indicator of carcinogenesis susceptibility (36, 41),
it is possible that the lack of cell-cycle arrest in the K14E6 mice could represent an early step in
skin carcinogenesis. Previously, the hyperproliferation and related delay in differentiation in the
epidermis of K14E6 mice were reported as a p53-independent activity of E6 (15). On the other
hand, it was reported that E6 plays a key role in carcinogenesis because it is crucial for the
proliferation and survival of HPV-infected keratinocytes (42-44).

We analyzed the expression of TGFB1 and TGFB2 ligands in the epidermis from NT and K14E6
mice, observing that in NT mice there was a decrease of TGFB1 post-irradiation and a recovery,
whereas the isoform 2 level increased in response to UVB without a decrease at least for 24 hours.
These findings are consistent with Glick et al, 1993, reporting that TGFB1 loss correlates with basal
cell hyperproliferation, and that elevated levels of TGFB2 can induce apoptosis, as we observed in
NT mice (45). A decrease of TGFB1 has been also previously associated with skin proliferation and
a decrease in cellular differentiation (46). In contrast, for K14E6 we observed a decrease of TGFB1
and 2 without a recovery after UVB treatment in epidermis, suggesting that in the presence of E6,
UVB repressed at the protein level the expression of both TGFB isoforms and the TGFB pathway
activity. Similarly Nees et al (2000) reported that HPV16 E6 decreased TGFB2 protein in
keratinocytes, which confers a selective growth advantage on cells with low p53 levels that
probably contributes to malignant progression (47). It has also been reported that decreased
epithelial expression of TGFB2 in HPV16-positive CIN (Cervical Intraepitelial Neoplasia) may
contribute to a malignant phenotype (48). Taking into account that lower expression of TGFB1 and
TGFB2 is associated with hyperproliferation and an increased risk of malignant progression in
murine skin (49).

The normal cytostatic function of TGFp is frequently inhibited or blocked in carcinogenesis as

result of mutations or downregulated TPRIl receptor (50, 51). Importantly, UV irradiation of



12

human skin in vivo and cultured human skin fibroblasts inhibits TGFB signaling by downregulating
TBRIlI expression (52). A previous work indicates that E6 and E7 from HPV16 decreased the
promoter activity of TBRI and TBRIl in an in vitro model (53). In addition, we previously observed a
decrease of TBRII mRNA in skin from K14E6 mice by microarray analysis (44, 54). In agreement
with these reports, we found that in NT mice the expression of TRRII was quickly inhibited in the
epidermis, 10 minutes after UVB irradiation; in this case the recovery was observed until 8 h post-
UVB. We observed that the E6 oncoprotein alone impairs the expression of TBRII in epidermis, and
the treatment with UVB resulted in further decrease at 4 and 8 h without a significant recovery for
at least 24 h post-UVB. We also found diminished expression of TBRI in the epidermis of K14E6
mice compared with NT mice, but this level was unchanged after UVB irradiation, indicating
cooperation between E6 and UVB to reduce the TBRII level and an inhibition of TBRI by E6 alone.
Consistent with our results, Mi et al (2000) reported that human keratinocytes acquired TGFB
resistance during in vitro progression of HPV16-mediated transformation as a result of loss of
TGFP receptor type | expression (55). Hypes et al (2009) also found that the decrease in promoter
activity of TBRI was attributed to the expression of the HPV16 E6 and E7 oncogenes, at late stages
of transformation in human keratinocytes (53). These results indicate that E6 plays an important
role in TGFB pathway decreasing the expression of both receptors in the epidermis of the K14E6
mice.

The presence of phospho-Smad 2 in the nucleus can be used as an indicator of fully active TGFB
pathway (26). Densitometry analyses of total Smad2 protein and phosphorylated Smad2 levels in
epidermis were compared in NT and K14E6 mice after UVB irradiation (Fig. S1 C). The levels of
nuclear phospho-Smad2 in NT mice epidermis decreased at 2h and were not detectable after 4h
reaching normal levels between 8h and 24h post-treatment. In contrast, we observed low pSmad2

levels in the epidermis of K14E6 in comparison to NT mice without UVB treatment; this reduced
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pSmad2 level was markedly lower after UVB treatment. This is the first report suggesting that E6
from HPV16 and UVB reduce the pSmad2 level, probably as result of low levels of TBRII receptor,
and suggests again cooperation between E6 oncoprotein and UVB to inhibit the tumor suppressor
activity of TGFp signaling in K14E6 mice.

As it is known, in the normal tumor suppressive TGFB pathway, c-myc and Cdc25A are
downregulated and p15 is upregulated. The c-myc proto oncogene has the ability to promote cell
cycle progression and is upregulated in UVB induced skin tumors in both mouse and rat models
(56); in addition, c-myc increases transcription of the potential Cdc25A oncogene (57). High
expression of the Cdc25A gene has been reported in various human malignancies including skin
cancer (58).

In the absence of UVB irradiation we observed in K14E6 mice epidermis a strong activation of c-
myc and Cdc25A mRNA expression that could be partially explained by the mentioned defects in
the TGFPB pathway. In contrast, the UVB treatment inhibited both c-myc and Cdc25A expression in
K14E6 mice but only for a few hours; then c-myc and Cdc25A mRNA levels were recovered by 8 h
after UVB. Levels of c-myc mRNA were reported to be decreased in cultured normal human
keratinocytes in response to UVB irradiation, and this was found to correlate with induction of
both p53 and apoptosis (59). More recently, it was found that UVB induces a rapid degradation of
c-myc mRNA in rodent and human cells; this could be part of the global cell response to UV
damage and safeguard mechanisms maintaining high apoptosis levels and genome stability (60,
61). The rapid recovery of c-myc and Cdc25A expression after UVB irradiation could be an effect of
E6, representing an early step towards skin carcinogenesis in K14E6 mice by decreasing apoptosis.
In NT mice, after an initial slight increase of c-myc and Cdc25A mRNAs post UVB, the level of these
transcripts gradually decreased and no recovery was detected; it is possible that in NT mice the

TGFPB pathway is transiently inactivated by UVB (62), causing a minor but fast activation of c-myc
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and Cdc25A expression. The recovery of the TGFB pathway in NT mice will decrease in turn the
expression of both oncogenes.

INK48 is normally upregulated by TGFB to induce cell

The cell-cycle dependent kinase inhibitor p15
cycle arrest in G1 (63) and this contributes to the antiproliferative effect of TGFB. The
upregulation of p15 mRNA expression observed in NT mice is inhibited after UVB but this effect is
transient; in contrast, in K14E6 mice cooperation of E6 oncoprotein and UVB in the inhibition of
TGFPB pathway results in downregulation of the p15 target gene without recovery.

In conclusion, the TGFp signaling in cells of the epidermis is downregulated in our mouse model by
both the E6 oncoprotein and the UVB irradiation; it would be interesting to demonstrate if HPV16-

E6-expressing keratinocytes in epidermis and the repeated exposure to UVB could contribute to

induce skin carcinogenesis in our mouse model.
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Figure Legends

Figure 1. PCNA expression in skin from NT and K14E6 mice after UVB irradiation. (A) Histological
cross-sections of skin from 8-day-old NT and K14E6 transgenic mice were irradiated with
500mJ/cm2 during 5 minutes or unirradiated (Control). Samples of skin were subjected to
immunohistochemistry for PCNA and E6 oncoprotein at the same sections and counterstained
with hematoxylin (See Material and Methods), the black dotted line represents the basement
membrane that separates the epidermis from the dermis. The brown staining in the nucleus
indicates PCNA-positive cells (black arrows); E6 shows a faint brown nuclear and cytoplasmic signal
in the epidermis of K14E6 mice (black arrows). (B) The graph represents the average percentage of
PCNA-positive cells obtained from 10 microscopic fields (40X) per mouse. At least three mice were
used to calculate the percentage. Differences between the PCNA-positive cells in the K14E6
transgenic mice versus the NT mice were statistically significant (*) as determined by Student’s t-

test.

Figure 2. E6 prevents p53 accumulation in irradiated skin epidermis from K14E6 mice. (A)
Unirradiated and UVB-irradiated epidermis cross-sections from 8-day-old mice were done as in
Figure 1. Indicated sections from NT and K14E6 transgenic mice were immunostained for p53 and
counterstained with hematoxylin. The black dotted line represents the basement membrane that
separates the epidermis from the dermis. The brown staining in the nucleus (black arrows) shows
p53-positive cells; see inset. (B) Immunoblot for the p53 expression in NT (upper panel) and K14E6
(lower panel) mice skin; total cell lysates were obtained at the indicated times after UVB
irradiation and blotted with p53 specific antibody and appropriate secondary antibody (see

Material and Methods). HPV16-negative cervical cancer cell line C33A was used as positive control
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for p53. Blots were stripped and reprobed with anti-B-actin as loading control. These experiments

were repeated at least three times with similar results. A representative gel is shown.

Figure 3. TGFB1 and B2 expression is diminished in K14E6 transgenic mice epidermis after UVB

irradiation. A representative Western blot analysis of TGF1 and TGFB2 in 8-day-old NT (A) and
K14E6 transgenic mice (B) is shown. Irradiation conditions were as indicated in Figure 1. Epidermis
lysates were separated by SDS-PAGE, transferred and probed for TGF31 and TGFB2 after stripping
as indicated in Materials and Methods. B-actin blot is included as a loading control. Three
independent experiments were performed and showed similar results. Western blot bands were
normalized to B-actin bands and quantified (C and D) by comparing with those of control mice.

Data are shown as the means of three separate experiments; bars, £ S.D.

Figure 4. Expression of TBRI and TPRII in epidermis from K14E6 mice is downregulated after UVB
irradiation. Western blot analysis of TBRII and TPRI in 8-days-old NT (A) and K14E6 mice (B). NT
and transgenic mice UVB irradiation was done as in previous figures. Epidermis lysates were
separated by SDS-PAGE, transferred and probed using specific antibodies for TBRII and TBRI. B-
actin blot is included as a control and was obtained after striping as indicated in Materials and
Methods. Three independent experiments were performed with similar results. The graphs show
the densitometry results of the TBRII bands (C) and TBRI bands (D) normalized for the loading

control (B-actin). Data represent mean of triplicate samples + S.D.

Figure S1. The E6 oncoprotein and UVB cooperate to diminish pSmad2 protein. (A)
Immunohistochemical analysis of pSmad2 in unirradiated and irradiated skin cross-sections from8

day-old NT and K14E6 mice was performed 4h post-UVB as indicated in Materials and Methods.
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Brown nuclei (black arrows) shows phospho-Smad2; the skin sections were counterstained with
hematoxylin. The black dotted line represents the basement membrane that separates the
epidermis from the underlying dermis. (B) Protein lysates, obtained at different times after UVB
irradiation from the epidermis of NT and K14E6 mice, were immunoblotted with anti-phospho-
Smad2 antibodies, as well as with anti-Smad2; anti B-actin was used as loading control. A
representative Western blot is shown. (C) The graphs show the densitometry results of the kinetics
for pSmad2 bands in both NT and K14E6 epidermis. Data represent mean of triplicate samples +

S.D.

Figure S2. Kinetics of TGF[} target genes expression in epidermis from NT and K14E6 mice after
UVB irradiation. Relative mRNA expression in epidermis of NT and K14E6 mice after UVB
irradiation. In a total of 3 mice for each condition the mRNA level of p15, c-myc, Cdc25A ( A, B, C
respectively) was evaluated using RT-qPCR. The mRNA expression level was normalized to the
endogenous GAPDH control gene in both NT and K14E6 mice. The results are shown as fold
change relative to non-irradiated NT mice, as described in Material and Methods. Note that
oncogenic Cdc25A and c-myc mRNA levels were higher in K14E6 than in NT mice, whereas tumor
suppressor pl5 was downregulated in K14E6 compared to NT mice. Asterisks indicate p<0.05

compared to control unirradiated NT mice.
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