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RESUMEN

El cancer cervical, un problema de salud en todo el mundo, ha sido asociado
a la infeccion genital por papilomavirus humano de alto riesgo (HR-HPVs). La
oncoproteina E7 juega un papel central en el ciclo de vida viral, el inicio del
tumor y la induccidon de inestabilidad gendmica; es considerada la principal
proteina transformante dada su habilidad en cultivo de inmortalizar células
epiteliales humanas y en el contexto de ratones transgénicos K14E7, de
inducir tumores cervicales [en cooperacion con 17B-estradiol (E2)], asi como
mantener lesiones precancerosas y cancer una vez que se originan. Las
actividades transformantes de la oncoproteina E7 estan relacionadas con su

union a un gran numero de blancos celulares.

Usando microarreglos, empleamos ratones K14E7 jévenes con el objetivo de
definir cambios en la expresion de genes inducidos por la oncoproteina E7
en tejido cervical y piel que podrian ser cruciales en etapas tempranas del
desarrollo del cancer. En esos tejidos, la oncoproteina E7 alteré el perfil
transcripcional de genes involucrados en varios procesos biolégicos que
incluyen: transduccién de senales, transporte, proceso metabdlico, adhesion

y apoptosis.

Transduccion de sefiales fue el proceso biolégico mas afectado en el cérvix
por E7; por esta razén, decidimos analizar una via de sefializacion
involucrada en el desarrollo del cancer. Sobreexpresién de genes de la via
de senalizacion de Hedgehog (Hh), asi como cambios en la expresién de
genes promotores de transicién epitelial mesenquimal (TEM) fueron
encontrados en el cérvix de ratones K14E7 y K14E7+E2 en etapas
avanzadas de la carcinogénesis cervical. Nuestros hallazgos sugieren que la
via de senalizacion de Hh podria estar activada durante el desarrollo de
cancer cervical y podria modular la expresién de genes de TEM en etapas

tardias del cancer cervical invasivo.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC), a worldwide health problem, has been directly linked to
genital infection by high-risk human papilloma-viruses (HR-HPVs). The E7
oncoprotein plays a central role in the viral life cycle, tumor initiation and
induction of genomic instability; it is considered the major transforming protein
given its ability, in cell culture to immortalize human epithelial cells, and, in the
context of genetically engineered K14E7 mice expressing this oncoprotein to
induce cervical tumors [in cooperation with 173-estradiol (E2)], as well as to
maintain precancerous lesions and cancers once they have arisen. It is well
documented that the transforming activities of the E7 protein are related to

the binding of a large number of cellular targets.

Using microarrays, we employed young K14E7 mice with the goal of defining
gene expression changes induced by the E7 oncoprotein in cervical and skin
tissue that might be crucial to early steps in cancer development. In these
tissues, the E7 oncoprotein altered the transcriptional pattern of genes
involved in several biological processes including signal transduction,

transport, metabolic process, cell adhesion and apoptosis.

We found that signal transduction was the biological processes most affected
in the mouse cervix by E7; for this reason, we decided to analyze a signaling
pathway involved in cancer development. Some Hedgehog (Hh) signaling
molecules were overexpressed. Overexpression of Hh signaling molecules
and altered expression of EMT-related Hh pathway downstream targets were
found in cervix derived from 2- and 7-month-old K14E7+E2 and K14E7 mice
compared with nontransgenic (NT/FvB) mice. Our findings suggest that Hh
signaling could be activated during the development of cervical cancer in the
K14E7 mice, particularly after E2 treatment and may modulate the gene

expression of EMT in late stages of invasive cervical cancer.



I. INTRODUCCION

1.1 Cancer cervicouterino (CaCu) y su relaciéon con el virus del papiloma
humano (VPH)

El cancer cervico-uterino (CaCu) es un problema importante de salud publica
en el mundo, afectando principalmente a los paises en desarrollo. En lo que
respecta a México, las cifras son alarmantes ya que ocupa la segunda causa

de muerte por cancer, desplazado sélo por el cancer de mama [1].

El factor de riesgo mas comun para el desarrollo de CaCu es la infeccion por
papilomavirus humano de alto riesgo (VPH-AR). Se han identificado mas de
50 tipos de VPH que infectan el aparato genital, sin embargo, sélo alrededor
de 15 de ellos son considerados altamente oncogénicos o mas
estrechamente relacionados con el desarrollo de CaCu: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. [2, 3].

Los VPH-AR estan asociados con el desarrollo de casi todos los canceres
cervicales (>99%), la mayoria de los cuales se origina en la zona de
transformacion, asi como con mas del 90% de los canceres que se originan
en la zona de transformacion anal. El mecanismo molecular por el cual los
VPHs causan CaCu se explica principalmente por la acciéon de dos de sus
oncoproteinas virales, E6 y E7, que interfieren en vias celulares clave en el
control de proliferacién y apoptosis. Especificamente E7 se une e inactiva al
supresor tumoral Rb, liberando al factor transcripcional E2F y con esto activa
el ciclo celular de forma descontrolada. E6 interfiere con p53 e inhibe la
apoptosis, la cual normalmente ocurriria en células con proliferacion celular

descontrolada. [4-6].

Los VPHs son virus mucosotrépicos que infectan las células basales del
epitelio cervical, especificamente células madre del tejido epitelial vy
aprovechan el proceso de diferenciacion del epitelio para sintetizar las

proteinas que les permitan ensamblar nuevas particulas virales. [4].



Durante el ciclo de vida viral normal, el genoma del VPH existe en la célula
huésped como un episoma. Sin embargo, el genoma viral puede ser
incorporado en el genoma del huésped en casos raros. La integracion del
genoma viral esta relacionada con el desarrollo de cancer debido a que la
mayoria de los canceres cervicales inducidos por VPH contienen una forma
integrada del genoma del VPH. La ruptura del episoma viral durante la
integracion frecuentemente ocurre en una zona que incluye los marcos de
lectura de los genes E1 y E2. La consecuente pérdida del represor E2 causa
la expresion descontrolada de las oncoproteinas E6 y E7 lo cual incrementa

la probabilidad de carcinogénesis inducida por VPH [5, 7].

1.2 Mecanismos oncogénicos de la oncoproteina E7

Los estudios bioldgicos enfocados principalmente en VPH16 y VPH18 (los
tipos virales mas frecuentemente detectados a nivel mundial) han
demostrado claramente que los oncogenes E6 y E7 estan directamente
involucrados en la transformacion celular y alteran procesos celulares clave,
teniendo como blanco varias proteinas celulares. Las actividades biologicas
de E6 y E7 estan relacionadas con su habilidad de asociarse mediante
interacciones proteina-proteina con sus blancos celulares, muchas veces
esta interaccion desestabiliza la proteina celular y finalmente conduce a su
degradacion. En otras ocasiones, la union de la proteina viral con la proteina

de la célula huésped puede activar la proteina celular [8].

La funcidn mejor estudiada de las proteinas pocket es su habilidad de
bloquear la entrada y progresion a la fase G1/S del ciclo celular, mediante su
asociacion con los factores de transcripcion E2F; estos ultimos, controlan
procesos como son: proliferacion, diferenciacion, apoptosis, entre otros. Los
complejos Rb/E2F especificos de la fase G1, actuan como represores
transcripcionales. En células normales, el rompimiento del complejo represor

Rb/E2F es llevado a cabo por cdk4/6 y cdk2 que fosforilan a Rb en la fase
10



G1 tardia. La oncoproteina E7 se une a la forma hipofosforilada de Rb (forma
unida a E2F) y promueve su degradacién por la via del proteosoma y la
progresion de las células en la fase S. Por lo tanto, la interaccion E7/Rb imita
la fosforilacion por cdks haciendo a la célula independiente de cualquier tipo
de control [8-10].

Por otro lado, E7 de VPH16 puede unirse directamente a E2F1 y aumentar
su actividad transcripcional. E2F1 controla la expresion de E2F6 (proteina del
complejo represor de la transcripcion llamado PRC o polycomb), esta ultima,
promueve la salida del ciclo celular y diferenciacion a través de la represion
de promotores responsivos a E2F1. De interés ha sido observar que E7
también puede asociarse con E2F6 e inhibir su funcion, esto asegura que las
células permanezcan en un estado proliferativo que es necesario para el
ciclo de vida viral. Ademas, dado el posible papel de E2F6 en mantener la
quiescencia, es concebible que la inhibicion de E2F6 por E7 ayude a permitir

que los VPHSs sorteen sefiales de crecimiento negativas [11, 12].

E7 también contribuye a la desregulacion del ciclo celular a través de
mecanismos adicionales. Por ejemplo, las cinasas dependientes de ciclinas
(cdks) son los motores que manejan el ciclo de division celular, su actividad
esta regulada por subunidades reguladoras positivas (ciclinas) y reguladores
negativos (inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas: CKils). La
expresion de las ciclinas E y A esta bajo el control de E2F y ambas ciclinas

se expresan en altos niveles en células que expresan E7 [12].

También se ha demostrado que E7 interactua y anula las actividades
inhibidoras de los CKls, p21¢P! y p27KIP1 los cuales son inducidos por
sefales antiproliferativas, incluyendo activacion de p53. Los niveles de p21
incrementan durante la diferenciacion. Interesantemente, los niveles de p21
estan incrementados por estabilizaciéon de esta proteina en presencia de E7.
Dado que cdk2 permanece activa en células que expresan E7, es posible
que p21 sea inactivada por E7, la cual también puede asociarse
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directamente con los complejos cdk2/ciclina A, cdk2/ciclina E, resultando en

un incremento en la actividad de esos complejos [8, 13].

Estudios recientes han indicado que puede haber mecanismos adicionales
por los cuales E7 contribuye al desarrollo del cancer. Por ejemplo, E7
interactua con desacetilasas de histonas de clase |, las cuales funcionan
como co-represores transcripcionales induciendo remodelado de la
cromatina, a través de la eliminacion de grupos acetilo de residuos lisina de
histonas. E7 también puede asociarse con proteinas del grupo polycomb
tales como Ring1, Bmi1, Mel18, hpc2 y LAMBTL2 para reprimir la expresion
de algunos genes supresores tomorales, asi como con acetiltransferasas de
histonas (HATS), incluyendo p300, pCAF y SRC1 para inducir la expresion de

oncogenes[14, 15].

Hasta ahora, un gran numero de blancos moleculares de E7 han sido
identificados. Muchas de esas proteinas estan involucradas en el control de
procesos fundamentales tales como proliferacion, senescencia, apoptosis,

diferenciacion y respuesta inmune [5].
1.3 Vias de senalizacién inducidas por la oncoproteina E7

La infeccion persistente por VPH-AR es un evento crucial en la
transformacién celular, pero eventos adicionales son requeridos para
completar el fenotipo maligno en cancer cervical. Estd muy documentado que
el oncogén E7 inactiva al supresor tumoral Rb en células infectadas con VPH
y con esto activa la via de senalizacion Rb-E2F. Diferentes estudios de
biologia celular y molecular han revelado que alteraciones en vias de
sefalizacion adicionales son igualmente importantes para la transformacion
de células transfectadas con el oncogén E7 [16]. Por ejemplo, algunas vias
de senalizacion que han sido implicadas en el desarrollo del cancer
relacionado al VPH incluyen la activacion de multiples vias de senalizacion
tales como TGF-B, Hedgehog, Erk/MAPK, Notch, Wnt PI3K/Akt/mTOR, las

cuales estan involucradas en procesos de diferenciacion, sobrevida,
12



proliferacion, progresion del ciclo celular y autorrenovacion de células madre
[16, 17].

1.3.1 La via de senalizacién de Hedgehog (Hh) y su participaciéon en

cancer

Estudios previos han demostrado que la expresion de las proteinas de la via
de sefalizacién de Hh estan significativamente aumentadas en cancer CaCu
y sus lesiones precursoras y dicho incremento esta relacionado con la
progresion de las lesiones cervicales a CaCu [18]. En un reciente estudio
reciente se analizaron los niveles de expresion de componentes de la via de
senalizacion de Hh en lineas celulares de CaCu, detectando alta expresion
de Shh, lhh, Ptch, Smo, Gli1, Gli2 y Gli3 en todas las lineas celulares
analizadas (Hela, SiHa y CasKi), lo que sugiere una activacion constitutiva
de la via de sefalizacién de Hh en cancer cervicouterino [19], ademas, otro
estudio encontraron una asociacion entre la alta expresion de genes Hh y su
relacion con el prondstico de pacientes con CaCu invasivo después de la

quimiorradiacion [20].

La via de senalizacion de Hh es reconocida como un regulador clave durante
la embriogénesis, donde controla procesos tales como, proliferacién,
diferenciacion y patrones de tejido [21]. En vertebrados induce la correcta
formacion de extremidades, esqueleto, musculos, piel, ojos, entre otros
organos. En organismos adultos esta via tiene funciones importantes en el
mantenimiento de las células stem, asi como en la regeneracion y reparacion
de tejido. La inactivacion de esta via causa defectos del desarrollo tales
como haloprocefalia, mientras que su hiperactivacion se ha encontrado en la
mayoria de los carcinomas de células basales y muchos canceres

extracutaneos [22-25].

Los ligandos Hh -uno en Drosophila y tres en mamiferos-, indian (Ihh), Sonic

(Shh) y desert (Dhh), son moléculas secretadas que funcionan como
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morfogenos (sustancias que modifican la forma de un o6rgano o tejido
dependiendo de su concentracion) [26]. El sistema de recepcién de la via de
sefalizacion de Hh consiste de una proteina de 12 dominios
transmembranales, Patched (Ptch), la cual funciona como el receptor Hh y
una proteina de 7 dominios transmembranales, Smoothened (Smo), como el
transductor de sefial a través de la membrana plasmatica (Tabla 1) [27]. En
ausencia del ligando, Ptch esta localizado en la membrana donde inhibe la
actividad de Smo [28], dicha inhibicion se debe a que Ptch induce la
secrecion de vitamina D3, la cual puede inhibir directamente a Smo, de esta
manera, el extremo carboxi terminal de Smo adopta una conformacién
cerrada, enmascarando el dominio de uniéon a cinasas [34]. Cuando Smo
esta inactivo, la familia de factores de transcripcion Gli son procesados
proteoliticamente para generar formas de Gli truncadas que reprimen la
expresion de genes blanco de Hh. Durante el procesamiento proteolitico las
proteinas Gli en un complejo con SuFu (un regulador negativo de la via Hh)
primero son fosforiladas por las proteinas cinasas PKA, GSK3 y CK1g, lo cual
crea un sitio de unidén para la proteina adaptadora B-TrCP. Entonces, el
complejo Gli/B-TrCP sufre ubiquitinacién mediada por la ligasa E3, B-TrCP, lo
que finalmente resulta en degradacion por el proteasoma para dar lugar a
una forma represora truncada (GliR) o degradacion completa. Dicha forma
truncada transloca al nucleo, donde recluta correpresores, tales como SKI o
MSIN3A y desacetilasas de histonas (HDACs) e inhibe la transcripcion de
genes blanco de Hh[29]. (Figura 1)(Tabla 1).
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Genes de la via de seinalizacién de Hedgehog

Gen

Funcién

Sonic (c), indian

(c) y desert (c)

Ligandos de la via de sefalizacién candnica

Ptch (c) y (b)

Proteina de 12 dominios transmembranales encontrada en
la superficie de la célula, donde se une Hh para iniciar la
sefalizacion dependiente de ligando. En ausencia del
ligando, éste mantiene la via apagada por inhibicion de

Smo.

Smo (c)

Proteina tipo GPCR de 7 dominios transmembranales que
transmite la sefial Hh una vez que hay estimulacion,
conduciendo a la activacién de los factores de transcripciéon
Gli.

Gli1 (c, b) y Gli2
y Gli3

Oncogén asociado a glioma. Factor de transcripcion de
dedos de zinc que media la respuesta transcripcional a la
sefializacion Hh. En mamiferos hay tres homodlogos Gli:
Gli1 es exclusivamente un activador de la via, mientras que
Gli2 y GIi3 tienen funciones duales, actuando Gli2
principalmente como un activador, mientras que Gli3 actua

principalmente como un represor transcripcional.

Sufu (c)

(Suppressor of fused) es un regulador negativo de la via de
senalizacion de Hh, que interactua directamente con los
factores de transcripcion de la familia Gli para inhibir su

actividad transcripcional.

Ciclina D1 (b)

Ciclina E2 (b)

Reguladores positivos del ciclo celular.

Tabla 1. Genes componentes(c) y blancos transcripcionales (b) de la via

senalizacion de Hh.

de

En presencia del ligando, el receptor Ptch es internalizado y degradado por

lisosomas, lo cual trae como consecuencia que Smo sea liberado de la

represion y su carboxilo terminal sea altamente fosforilado por el receptor

cinasa acoplado a proteina G (GRK2) en los clusters Ser/Thr, lo que induce

un cambio conformacional en Smo para favorecer su interaccion molecular.
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La interaccion de Smo con la proteina G llamada Gai, conduce a la
activacion de smo como un GPCR, lo que permite su estabilizacién y
acumulacién en la membrana plasmatica [29]. Esto es suficiente para inducir
senalizacion rio abajo, inhibir sufu, PKA, CK1 y GSK3 con lo cual permite la
estabilizacién y activacion del factor de transcripcion Gli que entonces
transloca al nucleo, donde recluta activadores transcripcionales tales como la
acetiltransferasa de histona p300 y estimula la transcripcion de genes de

respuesta a Hh [27]. (Figura 1).
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Figura. 1. La via de sefializacion de hedgehog. En ausencia del ligando, el receptor Ptch
se encuentra inhibiendo la actividad de receptor Smo. Si Smo esta inactivo, los factores de
transcripcion Gli2 y Gli3 son procesados para generar formas represoras truncadas que
translocan al nucleo e inhiben la expresion de genes blanco de Hh, gracias a que son
capaces de reclutar correpresores tales como SKI, mSIN3A y desacetilasas de histonas
(HDACs). Con la union del ligando, se internaliza Ptch y se degrada por lisosomas, Smo se

activa, iniciando una cascada de sefalizacién que permite la estabilizacion y activacion de
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los factores de transcripcion Gli, que translocan al nucleo y reclutan coactivadores tales
como acetiltransferasas de histonas (HATs) con lo cual se estimula la transcripciéon de genes
de respuesta Hh. Modificado de [24, 29, 30].

Al final, la sefalizacion de Hh es transducida rio abajo a los factores de
transcripcion Gli, los cuales pueden regular la expresion de genes blanco por
una asociacion directa con un sitio de union consenso localizado en la region
promotora de los genes blanco (5-tgggtggtc-3) [30, 31]. Hay varias formas de
regular la actividad de los factores de transcripcion Gli. Primero, la
translocacién al nucleo, esta altamente regulada [32]; por ejemplo, la
proteina cinasa A se ha demostrado que retiene la proteina Gli1 en el
citoplasma (a través de un sitio PKA en el péptido sefial de localizacién
nuclear) [33], mientras que la sefalizacibn activa de ras promueve
localizacion nuclear de Gli [34]. Segundo, la ubiquitinacién y degradacién de
las proteinas Gli esta también regulada por varios mecanismos, incluyendo
B-Trcp, cul3/BTB y ubiquitinaciéon de Gli mediada por numb/ltch. Tercero, las
proteinas Gli2 y Gli3, pueden ser procesadas en represores
transcripcionales, lo cual puede ser mediado por la ligasa E3 B-Trcp. Cuarto,
la actividad transcripcional de las moléculas Gli es también altamente
regulada. Sufu no solo evita la translocaciéon nuclear de las moléculas Gli,

sino que también inhibe su actividad transcripcional [32, 35].

Existen varios loops reguladores de retroalimentacion en esta via. Ptch1, Hip,
Gas1 y Gli1 son componentes de esta via pero también son blancos
transcripcionales. Hip compite con Ptch por la union al ligando y de esta
manera proveen un mecanismo de retroalimentacién negativa para mantener
la actividad de la via en un nivel apropiado. En contraste, Gli1 forma un loop
regulador positivo. Otras moléculas tales como Gas1, Cdo, Boc y Glipican 3
actuan como reguladores positivos, ya que son capaces de unirse al ligando

Hh y aumentar su unién a Ptch [36]. Reguladores positivos de la funcion de
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Gli también incluyen a la cinasa Dyrk1 la cual fosforila a Gli1 para mantenerla

en el nucleo y aumentar su actividad transcripcional [37].

1.3.2 La via de senalizacion de Hh y su relacion con transicion epitelial

mesenquimal (TEM)

La via de sefalizacion de Hh regula un gran numero de eventos durante el
desarrollo embrionario, durante el cual controla el crecimiento y determina el
destino de la célula, actuando como un factor de crecimiento y de sobrevida.
Recientemente, se ha encontrado que esta via se encarga de mantener la
autorrenovacién de células stem somaticas [38, 39]. Evidencia reciente
también sugiere que la activacion de la via de sefializacion de Hh esta
relacionada con tumorigénesis, adhesioén, migracién, invasion, metastasis y
angiogénesis tumoral [40-42]. Shh activa a los factores de transcripcion Gli
para regular la expresion de diversos genes que controlan proliferaciéon
celular, diferenciacion, invasion y migracion. Shh y Gli1 también promueven
metastasis al aumentar la expresion de MMP-2 y 9 [41]. Yoo y colaboradores
reportaron que la via de sefalizacion de Hh esta directamente involucrada en
migracién celular y que la inhibicion de la via bloque6é TEM, la activacion de
MMP-9 y linfangiogénesis [43]. Una correlacién negativa entre la expresion
de Gli1 y E-cadherina ha sido descrita en varios estudios [40]. Ademas, el
silenciamiento en la expresion de Gli1 suprime motilidad, migracion e
invasion y reduce la expresion de MMP-2/9, vimentina y el factor de
transcripcion Snail, mientras que aumenta la expresiéon de E-cadherina [44].
Asi, un gran numero de estudios han demostrado que los principales
mecanismos de la via de sefnalizacion de Hh en células cancerosas

promueven el proceso de TEM y metastasis [45, 46].

Transicion epitelial mesenquimal es el proceso por el que las células
epiteliales pierden su polaridad apical y adoptan un fenotipo mesenquimal,
aumentando de este modo, las propiedades migratorias e invasivas, asi

como la resistencia apoptotica [47, 48].
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La TEM ocurre en estadios tempranos de la invasion tumoral y facilita la
migracion celular [49]. La expresion de marcadores mesenquimales como la
vimentina y la fibronectina, reemplaza los marcadores epiteliales usuales,
incluyendo E-cadherina, citoqueratinas, ocludinas y claudinas (Figura 2).
TEM es fundamental tanto para procesos del desarrollo como para la
metastasis en cancer. La activacion de TEM es mediada por represores
transcripcionales tales como Snail, un factor de transcripcion inducido por la
via de sefalizacion de Hh. El mecanismo primario de induccion de TEM por
Snail es mediante la represion de la expresion de E-cadherina, lo que
provoca una reducida adhesion celular y promueve capacidades migratorias
[49].

célutas en transicion

Cetules
miRsEr

E-cadherina N-cadherina

Citoqueratinas Vimentina

Perdida progresiva de marcadores
2piteliales y ganancia de marcadores
mesenaulmales

Fibronecting
B-catening
ASp1-integrina

Claudings Snail
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I0-1
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Figura 2. Transicidn epitelial mesenquimal. Durante la TEM hay una pérdida progresiva
de marcadores epiteliales y ganancia de marcadores mesenquimales. Existe un estado
intermedio, en el cual existen tanto marcadores epiteliales como mesenquimales, conocido
como células en transiciéon. Una vez completo el proceso, las células pierden todos los
marcadores epiteliales y expresan soélo marcadores mesenquimales. (Modificado de
Lamouille S, 2014 y Jeff H. 2013)

Otros mecanismos de induccion de TEM por la via de Hh incluyen el cruce
con vias de sefializacion que involucran TGFB, PI3K, RAS y Wnt [41, 50, 51].
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1.4 El ratén transgénico K14E7 como modelo de cancer cervicouterino

Mediante el uso de la ingenieria genética se generd el ratén transgénico
K14E7, con el cual se ha logrado entender la contribucion individual de la
oncoproteina E7 a la carcinogénesis cervical [52]. Los ratones K14E7
contienen el transgén Hk14HPV16E7 en el cual la expresion de E7 esta bajo
el control del promotor de keratina 14 humana, un promotor cuya actividad
esta restringida al estrato basal, que es el sitio natural de la infeccidén por
VPH.

Fenotipicamente, los ratones K14E7 presentan retardo en el crecimiento, piel
arrugada y engrosada en cuerpo y piernas que comienza a los 3 dias de
nacidos y persiste hasta la edad adulta. Algunos de esos animales
desarrollaron tumores en piel (media de edad 10.6 meses) con baja

frecuencia, de 0 a 10%, dependiendo del linaje.

La penetrancia de los fenotipos en los linajes multiples de ratones
K14HPV16E7 correlaciona con los niveles de expresion de E7. La hiperplasia
epidermal debida a un incremento en el estado proliferativo es claramente
evidente en estos ratones cuando se evalua la expresiéon de PCNA, (un
componente proteico de la maquinaria de replicacion, especificamente
detectado en el nucleo durante la fase G1 y S del ciclo celular). Mientras que
las células positivas para PCNA estan normalmente restringidas al estrato
basal, (el cual es una sola capa de células epiteliales no diferenciadas que
hacen contacto directo con la membrana basal separando la dermis de la
epidermis) en el ratéon transgénico fue evidente una expansion de células
positivas para PCNA [53-55].

Cuando los ratones K14E7 son tratados con estrogenos por un periodo de 6
meses, se produce displasia cervical de alto grado y cancer cervical invasivo.
Mientras que en los ratones K14E6 tratados con estrogeno por el mismo
periodo, unicamente es evidente displasia cervical de bajo grado sin

progresion neoplasica [52].
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En lo que respecta a piel, el efecto observado en cérvix se invierte, ya que se
observa que E6 de forma individual, sin tratamiento estrogénico, induce el
desarrollo de tumores malignos en etapas tardias en un 7-14 % dependiendo
del linaje y de los niveles de expresion de E6 en ese tejido, mientras que E7
induce tumores benignos en etapas tempranas. Lo cual indica que E6 es un
factor de progresion de estadio tardio y que posee una penetrancia baja
cuando esta expresado solo, pero facilita el desarrollo de un cancer cervical
mas agresivo en conjunto con E7 [52, 56]. La coexpresion de ambas
oncoproteinas en el raton K14E6G:E7, doble transgénico, revel6 que E6
modula el fenotipo maligno producido por E7 y el cancer cervical en estos

ratones fue mas grande y extensivo que el producido por E7 solo [54].
Il. HIPOTESIS

En etapas tempranas de la carcinogénesis cervical, la oncoproteina E7
induce cambios en la expresion de genes que participan en procesos
biolégicos importantes para iniciar y mantener el proceso carcinogénico en

etapas tardias.
lll. OBJETIVOS
Objetivo general

+ Analizar cambios globales en la expresion de genes inducidos por la
oncoproteina E7 de VPH16 en un modelo murino de cancer

cervicouterino

Objetivos especificos

1. Determinar genes desregulados en su expresion en etapas tempranas
del desarrollo del CaCu (1.5 meses) que podrian ser importantes en el

desarrollo de esta neoplasia.
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2. ldentificar procesos celulares afectados por E7 importantes en el

desarrollo del cancer cervicouterino.

3. Con base en el perfil transcripcional afectado, analizar una via de
senalizacion (via de Hh) importante en el desarrollo del cancer

cervicouterino.

IV. Materiales y Métodos

Generacion de los grupos de ratones

Los ratones K14E7 y FvB han sido descritos previamente [54]. Se realizo la
cruza de ratones hembras FvB con ratones machos transgénicos K14E7
heterocigotos. Las crias hembras obtenidas que cumplian con las
caracteristicas fenotipicas (Piel arrugada en neonatos, hiperplasia en las
orejas, presencia de cataratas, etc.) fueron genotipificadas utilizando DNA
extraido de una muestra de cola. Primero se amplificé el transgén mediante
PCR vy posteriormente se realizd la genotipificacion utilizando la enzima de
restriccion Hpa1, la cual reconoce el TTL presente en la proteina E6 (Figura
suplementaria 1 y 2).; posteriormente, para verificar que efectivamente la
proteina E7 se estuviera expresando en los dos tejidos que ibamos a
analizar y asi garantizar que los cambios en la expresidn que se observaran
fueran debidos a la presencia de la oncoproteina y no a otra condicion, se
realiz6 una RT-PCR para verificar la presencia del RNAm de E7 en piel y

Cervix.

Para los resultados del capitulo Il. Se generaron 3 grupos de ratones:
FVB/NT, K14E7 y K14E7+E2 de 2 y 7 meses de edad (1 y 6 meses de
tratamiento respectivamente). El tratamiento con estrégenos fue realizado

como se indicé previamente [57]. Una vez que alcanzaron la edad
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establecida, los ratones fueron sacrificados para la obtencion del cérvix el
cual fue colocado en RNA latter para realizar extraccion de RNA, otras
muestras fueron fijadas en buffer formalina y embebidos en parafina como se

describié anteriormente [58].
Extraccion del RNA

Para el analisis del perfil de expresion de genes por microarreglos, las
hembras K14E7 y FvB se sacrificaron a las 6 semanas de edad en la etapa
de diestro del ciclo estral, obteniéndose el cérvix y piel (aprox. 1 cm2) los
cuales se colocaron en un tubo falcon con solucion estabilizadora de RNA,
RNA latter (aprox. 5 volumenes de solucion por 1 volumen de tejido). Las
muestras se dejaron toda la noche a 4°C y al dia siguiente se procedi6 a la
extraccion de RNA por el método del trizol. La calidad de RNA se midio
mediante un corrimiento en gel de agarosa al 1.5 % y la concentracién por el

método espectrofotométrico.

Marcado e hibridacion de RNA complementario (cRNA) para los

microarreglos

Una vez extraido todo el RNA, los microarreglos se realizaron en el Instituto
Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN), donde primero se procedi6 a
medir el numero de integridad del RNA (RIN), mediante el chip RNA nano
Lab (Agilent technologies). Las muestras de RNA con un numero de
integridad mayor a 8 fueron procesadas para el analisis por microarreglos. El
RNA extraido tanto de piel como de cérvix se cuantificd y se hicieron pools
de dos muestras colocando la misma cantidad de cada una. En breve, 3 pl
del pool de RNA fue convertido a cDNA utilizando la transcriptasa reversa
superscript 1l y el oligébmero poly (T). La sintesis de la segunda cadena de
cDNA fue seguida de una reaccion de transcripcion in vitro en la cual se
incorporaron CTP y UTP biotinilados para generar transcritos marcados
(cRNA). Posteriormente los productos de cRNA fueron fragmentados a 200

nucleotidos o menos y 15 ul del producto de fragmentacion fue usado para
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preparar 300 pl de coctel de hibridacién (100mM MES, 1M NaCl, 20mM
EDTA, 0.01% tween-20, 0.1 mg/ml de HS DNA y 0.5 mg/ml de albumina de
suero bovino acetilado). Los cocteles fueron calentados a 95 °C e hibridados
en el Genechip Mouse Exon 1.0 ST Array (Affymetrix Inc.) por 16 horas a 45
°C. Después de la hibridacion, los chips se lavaron a baja (6x SSPE) y alta
(100mM MES, 0.1M NaCl) astringencia y se marcaron con estreptavidina-
ficoeritrina. La fluorescencia fue amplificada adicionando anti-estreptavidina
biotinilada y una alicuota adicional de estreptavidina-ficoeritrina. Se utiliz6 el
equipo GeneChip Scanner 300 7G (Affymetrix, Santa Clara CA) para medir la
sefnal fluorescente con una resolucion de 11 pm después de la excitacién a
570 nm. Se utilizé el software GCOS (Affymetrix, Santa Clara CA) para
obtener la calidad e intensidad de la sefial de los datos obtenidos en la

lectura de los chips.
Cuantificacion de RNAm por RT- PCR tiempo real

Para llevar a cabo la validacion de los microarreglos, nuevamente se verifico
la calidad del RNA mediante corrimiento en gel de agarosa al 1.5 % y
visualizacion del RNA ribosomal con bromuro de etidio. La cuantificacion se
realizd por analisis espectrofotométrico a 260 y 280 nm. ElI cDNA
complementario fue sintetizado utilizando 2.5 ng/ul de RNA total. Los 20 pl de
la transcripcion reversa consisten en 7.5 ul de H20, 4 uyl de Buffer RT 5X, 1
Ml de dNTPs, 1 uM de primers oligo DT (0.5 ug/ pl), 1 ul de inhibidor de
RNAsas y 1 pl de RT super script Il (200U) (Fermentas). La reaccion de
transcripcion reversa fue incubada por 50 min a 42°C y después a 70°C por
17 min. Se realizé un control sin templado para cada experimento para
establecer la ausencia de contaminacion en las muestras. Para la PCR en
tiempo real se utilizé6 SBYR Green, en donde 1 ug/ul de cada producto de
transcripcion reversa fue usado en cada reaccién y la reaccion con SBYR
Green se realizd utilizando el kit de reactivos QuentiTectTM SBYR Green
(QIAGEN, USA) y el protocolo provisto por el fabricante. La especificidad de

cada par de primers fue probada antes de cada experimento de PCR en
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tiempo real, mediante PCR punto final amplificando GADPH como gen
constitutivo y utilizando una muestra sin templado y otra sin la polimerasa
como controles negativos. La secuencia de primers fue disefiada usando el
software primer express 3.0. Cada RNAm fue cuantificado en triplicado y los
niveles relativos al gen constitutivo GAPDH fueron calculados para
estandarizaciéon de los niveles de expresion de las muestras usando el
método 224€T, Se seleccionaron genes involucrados en diferentes procesos y
en una amplia variedad de canceres. Todos los transcritos analizados fueron

consistentes con los datos del microarreglo.
Anélisis estadistico de los resultados

Se analizaron dos réplicas biolégicas por microarreglos de expresion. Un
total de 12 microarreglos fueron utilizados, 6 para cérvix y 6 para piel. El
analisis de datos de los microarreglos ha sido previamente descrito [57]. El
analisis de datos de los microarreglos procesos celulares afectados se hizo
utilizando el software Genecodis 2.0. El analisis de los resultados de la RT-
PCR en tiempo real se realizé con el método 24T, Para la comparacién de
todos los datos se utilizd la prueba t de student. Valores de p > 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
Inmunohistoquimica

Las muestras de cérvix fueron fijadas en paraformaldehido al 4%, embebidas
en parafina y cortadas en secciones de 5 ym. Las secciones seriales fueron
usadas para la tincion con hematoxilina-eosina y para la inmunohistoquimica

de Dmbt1, Gli1 y E-cadherina. La técnica ha sido previamente descrita [58].
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V. RESULTADOS

Capitulo |

La oncoproteina E7 induce cambios en la expresion de genes en etapas

tempranas de la carcinogénesis cervical
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Debido a que no existen estudios sobre los efectos de E7 en la expresion de
genes in vivo, identificamos genes expresados diferencialmente en piel y en
cérvix. Para esto se usaron los microarreglos GeneChip Mouse Exon 1.0 ST

Array que evaluan los niveles de expresiéon de 28,853 genes del raton.

Una vez obtenidos los datos del microarreglo, el primer paso en nuestro
analisis fue ver como se distribuian los datos crudos por microarreglo. Esto
es muy importante, pues nos permitié decidir los métodos de normalizacion
que deberiamos utilizar. Se observé una distribucion uniforme de los datos
crudos de los 12 microarreglos, lo que nos indica que los microarreglos son
comparables entre si, sin embargo, fue necesario ajustar un poco por medio

de la normalizacion.

El Analisis de Componentes Principales (PCA) es una herramienta
estadistica que se utiliza cuando se desea analizar una gran cantidad de
datos; su uso en microarreglos permite (de alguna manera) simplificar todos
los datos obtenidos representandolos por medio de esferas cuya distribucién
en la grafica nos indica las diferencias en los niveles de expresion entre uno
y otro tejido. También nos muestra las diferencias entre cepas de ratones
que se estan comparando. La Figura suplementaria 3 nos muestra las
distribuciones tridimensionales de acuerdo al tipo de tejido y cepa. Se puede
observar que la distribucidn en piel es bastante alejada, lo que indica que las
diferencias en los niveles de expresion de genes son muy marcadas. Las
diferencias en cérvix no son muy marcadas, pero son significativas. Los

porcentajes nos indican la variacidon en la expresion global.

La oncoproteina E7 tiene un mayor efecto sobre el patron transcripcional en

piel que en cérvix.

Se analizo la expresion de 28, 853 genes usando la plataforma de Affymetrix.
Los transcritos considerados en este estudio fueron los que presentaron un
fold change = 1.5 para los transcritos aumentados en su expresién y un fold

change < -1.5 para los transcritos disminuidos en su expresion con un valor
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de p <0.05. (ver lista de genes expresados diferencialmente en GEO ID:
GSE36219). Observamos que los cambios mas dramaticos en la expresién
debido a E7 sucedieron en piel. En cérvix detectamos un total de 324 genes
expresados diferencialmente, 98 aumentados en la expresion y 226
disminuidos. En piel hubo un total de 1889 genes expresados
diferencialmente, de estos, 1275 estuvieron aumentados en su expresion y
614 disminuidos (Figura 3). Al realizar el analisis, nos dimos cuenta de que
varios genes tuvieron expresion sobrelapada en ambos tejidos, por lo que
construimos un diagrama de Venn para identificar genes alterados en su
expresion de forma comun o unicamente en ceérvix o piel. El diagrama
muestra que hubo 55 genes con expresion sobrelapada en piel y cérvix.
Dentro de este grupo hubo 8 genes aumentados o disminuidos en su
expresion de forma coordinada en ambos tejidos. Algunos de estos genes

son blancos transcripcionales de la via Rb-E2F.

A B
1400 m Expresidn sumentsds O Cérvix
O Expresion disminuida @ PFiel
1200 4
1000 -
BOO
600 +
400 4
200
I_| - .
Ceérvix Piel

Figura 3. Genes expresados diferencialmente en el ratén K14E7 comparado con
ratones FVB/NT. (A) En cérvix, 98 genes mostraron expresion aumentada y 226 expresion
disminuida. En contraste, en piel, 1275 genes mostraron expresién aumentada y 614
disminuida. (B) Relacién de genes alterados en su expresion en piel vs cérvix. 47+*8

representa genes con expresion diferencial sobrelapada en ambos tejidos. *8 representa
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genes aumentados o disminuidos coordinadamente en ambos tejidos. Fold change 1.5y p-
value < 0.05

La expresion del transgén E7 es mas alta en piel que en cérvix

Una explicacion para las diferencias en la expresion de genes entre piel y
cérvix en ratones transgénicos K14E7 podria ser diferencias en la expresion
de la oncoproteina E7 en dichos tejidos. Para determinar la expresion del
RNAm del transgén, realizamos RT-PCR en tiempo real usando oligos que
amplifican E7. Al comparar la expresion en ambos tejidos, encontramos que
la expresion del RNAm de E7 fue 3 veces mayor en piel comparada con
cérvix (Figura 4). Este resultado puede explicar de forma parcial el mayor
cambio en la expresién observado en piel. Sin embargo, otras implicaciones

al respecto seran discutidas mas adelante.
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Figura 4. Cuantificacion de la expresion del gen E7 usando RT-qPCR en tejido cervical
y piel. La expresion del gen E7 fue evaluada en un total de 6 ratones de cada grupo. Los

datos representan el fold change del nivel del mRNA normalizado con el GAPDH. Las barras
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de error representan la SD. La expresién del mRNA de E7 en piel vs cérvix fue

estadisticamente significativa, p-value < 0.05.

Para clasificar genes expresados diferencialmente con base en su
participacion en procesos celulares, realizamos un analisis de la ontologia
génica usando el software Genecodis 2.0. En la Figura 5 se muestran los 20
procesos mas afectados en los dos tejidos. En cérvix, los procesos bioldgicos
con mayor numero de genes alterados fueron transduccion de sefales,
transporte, metabolismo, procesos de 6xido reduccion, apoptosis, respuesta
inflamatoria y ciclo celular, mientras que en piel, los procesos bioldgicos con
mayor numero de genes afectados fueron transduccion de sefiales,
regulacion de la transcripcidn, transporte, proceso metabdlico, desarrollo,
adhesion celular, etc. Estas categorias contienen una amplia variedad de
genes que incluyen los que codifican interleucinas, ciclinas, polimerasas, asi
como también genes de la familia MCM, relacionadas al inicio y elongacion
de la horquilla de replicacién que estuvieron aumentados en su expresion en
ambos tejidos. Encontramos cambios en la expresion en genes que ya han
sido reportados en cancer cervical, asi como en genes que no han sido
reportados en este tipo de cancer y que podrian representar marcadores

tempranos de transformacioén celular.
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Figura 5. Procesos bioldgicos afectados en piel y cérvix de ratones transgénicos
K14E7. Para conocer los procesos bioldgicos involucrados en la carcinogénesis temprana
de ratones K14E7, se realizé un analisis de los genes expresados diferencialmente usando
el software Genecodis 2.0. Se muestran las 20 categorias GO con mayor nimero de genes

alterados.

Validacion de los resultados del microarreglo

Se realiz6 RT-PCR en tiempo real para validar los datos del microarreglo,
seleccionamos genes involucrados en diferentes procesos bioldgicos,
algunos previamente reportados en una variedad de canceres, 11 genes que
mostraron expresion alterada en cérvix (4 disminuidos: DMBT1, SESNS3,
HSD17B32 y PPARYy, y 7 aumentados: ATAD2, MCM2, MCM3, MCM4, MCM5,
MCM6 y LEF1) (Figura 6).
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Figura 6. Validacion por RT-gPCR de genes seleccionados expresados
diferencialmente en tejido cervical de ratones K14E7 comparados con FvB/NT. La
expresion de cada gen fue evaluada en un total de 6 ratones de cada grupo (transgénicos y
controles). Los datos representan el fold change del nivel del RNAmM normalizado con el
mRNA del GAPDH (control enddégeno). Las barras de error representan la SD. La tabla

compara diferencias en los fold change entre microarreglos y RT-qPCR.

De igual manera, en piel fueron validados 5 genes que mostraron expresiéon
alterada (Todos aumentados en su expresion: MCMG6, IRF1, MCM4, CASP8 y
MMP2) (Figura 7) y que han o no sido relacionados con neoplasia cervical.

Los resultados de la RT-PCR en tiempo real fueron consistentes con los

resultados del microarreglo
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Figura 7. Validacion por RT-gPCR de genes seleccionados expresados
diferencialmente en piel de ratones K14E7 comparados con FvB/NT. La expresion de
cada gen fue evaluada en un total de 6 ratones de cada grupo (transgénicos y controles).
Los datos representan el fold change del nivel del RNAm normalizado con el RNAm del
GAPDH (control enddgeno). Las barras de error representan la SD. La tabla compara

diferencias en los fold change entre microarreglos y RT-gPCR.

Anédlisis de la expresion de la proteina DMBT1

Debido a la importancia de DMBT1 como un gen supresor tumoral en varios
tipos de canceres y dado que fue el gen mas fuertemente disminuido en el
resultado del microarreglo y PCR en tiempo real, decidimos analizar si la
expresion del RNA mensajero de DMBT1 correlacionaba con la expresion de
la proteina en cérvix. Como se muestra en la Figura 8, observamos una

fuerte expresion de DMBT1 en citoplasma y nucleos en cérvix de ratones no
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transgénicos FVB/NT, mientras que una expresion débil de DMBT1 fue

detectada en citoplasma celular de ratones transgénicos K14E7.

Figura 8. Inmunohistoquimica de la proteina DMBT1 en tejido cervical. Fuerte expresion
de DMBT1 en citoplasma y nucleos (flechas) de ratones FvB/NT (A), mientras que débil
expresion fue detectada en el citoplasma de ratones K14E7. La inmunohistoquimica fue
realizada en ratones K14E7 de 1.5 meses de edad comparada con ratones no transgénicos.
Esos experimentos son representativos de tres experimentos independientes (magnificacion
40x). BM: Membrana basal.
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V. RESULTADOS

Capitulo Il

La oncoproteina E7 induce cambios en la expresion de genes inducidos
por la via de senalizacion de Hh asociados a EMT en el modelo murino
K14E7
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Debido a que el proceso de transduccion de sefiales fue el que presentd
mayor numero de genes afectados en su expresion en ambos tejidos,
decidimos analizar de forma mas profunda cambios transcripcionales en vias
de senalizacion que podrian ser importantes durante la progresion del cancer
cervicouterino. Interesantemente, en cérvix de ratones K14E7 de 1.5 meses
de edad, encontramos un aumento en la expresion de genes componentes y
blancos transcripcionales de la via de sefalizacion de Hh (Ptch y Gli1), asi
como de blancos transcripcionales, aunque no directos (Ciclina E2 y ciclina
D1) de la via de sefializacion de Hh. Al analizar la informacion disponible
respecto a la via de sefalizacion de Hh en CaCu. En un reporte previo
demostraron que la expresion de genes de la via de sefalizacién de Hh esta
aumentada en CaCu, en este trabajo sugieren que la activacion de la via de
sefalizacion de Hh podria ser importante en el desarrollo de esta
enfermedad [18, 20]. Al realizar RT-PCR en tiempo real de estos genes Hh
encontramos que el resultado era consistente con el del microarreglo (Tabla

2).

Gen Funcién Fold change | Fold change
Microarreglo | RT-gPCR
PTCH Supresor tumaral, &n ausencia del ligando, mantiene lavia | 2.1 25
apagada por inhibicidn de Smo
Gl Factor de franscripcion de dedios de Zinc gue media la 18 6.2
respuesia franscrpeional de |a via Hh
Clclina E2 17 48
Ciclina 01 Requladores posdives del cick celular 17 47

Tabla 2. Genes de la via de sefnalizacién de Hh alterados en el microarreglo en cérvix
de ratones K14E7 de 1.5 meses de edad.

Decidimos analizar si estos cambios en la expresion de genes Hh se
mantenian en grupos de ratones K14E7 y K14E7+E2, comparados con
ratones FVB/NT de dos meses de edad, y si otros genes de la via de
la expresion.

sefalizacion de Hh también mostraban cambios en
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Interesantemente, la oncoproteina E7 aumento los niveles de expresion de
genes Hh (SHH, PTCH, SMO, GLI1 y GLI2) en ambos grupos de ratones a la
edad de 2 meses. El estrogeno parece contribuir ligeramente a un aumento

en la expresion de dichos genes (Figura 9).

Expresion relativa de mRNA (ceérvix, 2 meses)

K14E7+E:

K14E7

Fold Change

Figura 9. Expresion de genes componentes de la via de senalizaciéon de Hh en ratones
K14E7 y K14E7+E; de 2 meses de edad comparado con ratones NT/FvB. La expresion
de cada gen fue evaluada por RT-qPCR en un total de 6 ratones de cada grupo
(transgénicos y controles). Los datos representan el fold change del nivel del RNAm
normalizado con el RNAm del GAPDH (control endégeno) y comparado con muestras de
NT/FvB. La expresion relativa fue determinada por la ecuacion 2-44Ct | os datos son
expresados como la media + la SD de tres analisis independientes. Las barras de error

representan la SD.

La via de senalizacion de Hh regula la transcripcion de un gran numero de
genes implicados en el crecimiento y diferenciacién de la célula embrionaria,

37



mantiene la autorrenovacién de células madre somaticas y también ha sido
ampliamente implicada en la induccion de EMT por mecanismos directos e
indirectos en varios tipos de canceres, induciendo la expresion de genes que
regulan este proceso [40, 41, 45, 59-61]. Una correlacion negativa entre la
expresion de Gli1 y E-cadherina ha sido descrita en varios estudios [40, 62],
sin embargo, el papel de la via de senalizacion de Hh en la regulacion de
TEM no ha sido evaluada en CaCu, por esta razon, analizamos la expresion
de genes blanco transcripcionales de la via de sefalizacion de Hh que han
sido reportados como reguladores de TEM en otros tipos de cancer [62-65].
Un aumento en la expresion de 5 genes reguladores de TEM inducidos por
Hh fue evidente en los grupos de ratones K14E7 y K14E7+E2 comparado con
el grupo control FVYB/NT de 2 meses de edad (Figura 10). Otros genes
reguladores de TEM responsivos a Hh tales como Twist2 y Slug fueron
evaluados, sin embargo, no mostraron cambio en el nivel de expresion (datos
no mostrados). Contrario a lo que esperabamos, observamos un aumento en
la expresion del gen que codifica para E-cadherina en los ratones K14E7 y
K14E7+E2 de 2 meses de edad, el cual ha sido previamente reportado como
disminuido en su expresiéon por E7 en lineas celulares transfectadas por este
oncogeén [66, 67] y en cancer cervical avanzado [68, 69]. Detalles al respecto

seran abordados en la seccién de Discusion.

38



10 — K14El_r"+ E-

Fold Change

HEETE SIS

<&

Figura 10. Expresion de genes asociados a EMT inducidos por la via de sefializacion
de Hh en ratones K14E7 y K14E7+E; comparados con NT/FvB de 2 meses de edad. RT-
gPCR de genes asociados a EMT expresados en tejido cervical. Todos los datos de la RT-
gPCR fueron normalizados con GAPDH. La expresion relativa fue determinada con la
ecuacién 2-28Ct | os datos son expresados como la media + la SD de tres experimentos

independientes. Las barras de error representan la SD.

Decidimos analizar si los cambios transcripcionales en estos genes se
mantenia en etapas avanzadas de la carcinogénesis cervical, para lo cual se
utilizaron los mismos grupos de ratones, K14E7 y K14E7+E2 (ambos de 7
meses de edad, el segundo con 6 meses de tratamiento con Ez). Los ratones
K14E7+E2 han sido caracterizados previamente y desarrollan CaCu invasivo

a los 6 meses de tratamiento con estrogenos [54]. Un aumento en la
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expresion de genes componentes de la via de sefalizacion de Hh fue
evidente en los grupos de ratones K14E7 y K14E7+E2 de 7 meses de edad
(Figura 11). El tratamiento con estrogenos parece tener un efecto aditivo
ligero sobre el aumento en la expresién inducido por E7 en genes como SHH
y GLI2.
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Figura 11. Expresion de genes componentes de la via de sefalizacion de Hh en
ratones K14E7 y K14E7+E; de 7 meses de edad comparado con ratones NT/FvB. La
expresion de cada gen fue evaluada por RT-qPCR en un total de 6 ratones de cada grupo
(transgénicos y controles). Los datos representan el fold change del nivel del RNAm
normalizado con el RNAm del GAPDH (control endégeno) y comparado con muestras de
NT/FvB. La expresion relativa fue determinada por la ecuacion 222Ct | os datos son
expresados como la media + la SD de tres analisis independientes. Las barras de error

representan la SD.
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Los genes reguladores de EMT blanco transcripcionales de Hh, también
mostraron cambios en los niveles de expresion cuando fueron analizados por
RT-gPCR en los ratones K14E7 y K14E7+E2 de 7 meses de edad (Figura
12). Es importante notar que genes como el de E-cadherina y CD44 que
habian mostrado una expresion aumentada en los ratones K14E7 vy
K14E7+E2 de 2 meses de edad, a los 7 meses de edad mostraron
disminucién en la expresion, detalles al respecto seran tratados en la seccion

de Discusion.
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Figura 12. Expresiéon de genes asociados a EMT inducidos por la via de sefalizacién
de Hh en ratones K14E7 y K14E7+E; comparados con NT/FvB de 7 meses de edad. RT-
gPCR de genes asociados a EMT expresados en tejido cervical. Todos los datos de la RT-
gPCR fueron normalizados con GAPDH. La expresion relativa fue determinada con la
ecuacién 2-28Ct | os datos son expresados como la media + la SD de tres experimentos

independientes. Las barras de error representan la SD.

41



La localizacion nuclear de Gli1 se considera una caracteristica de la via de
sefalizacion de Hh activa [37, 70], debido en parte a que Gli1 no realiza
funciones de represion transcripcional por la carencia del dominio de
represion N-terminal en su estructura, por lo cual su localizaciéon nuclear
indica actividad transcripcional [71-74]. Para analizar si la via de sefalizacion
de Hh se encuentra activa, usamos la técnica de inmunohistoquimica para
valorar los niveles de expresion del factor de transcripcion Gli1 en los ratones
FvB, K14E7, K14E7+E2 de 7 meses de edad (Figura 13). Expresion basal de
Gli1 fue observada en cérvix de ratones NT/FvB, mientras que en el epitelio
cervical de ratones K14E7, se observo una fuerte expresiéon de Gli1 en

nucleos y moderada expresion en citoplasma. También se observé una

fuerte expresion de Gli1 en citoplasma y nucleos en cérvix de ratones
K14E7+Eo.

Figura 13. Inmunohistoquimica de la expresion de Gli1 en cérvix de ratones NT/FvB,
K14E7 y K14E7+E; de 7 meses de edad. Expresion basal de Gli1 en cérvix de ratones
NT/FvB, fuerte expresién en nucleos y moderada expresion en citoplasma de ratones K14E7
y fuerte expresion de Gli1 en nucleos y citoplasma de ratones K14E7+E.. Estos

experimentos son representativos de tres experimentos independientes (magnificacion 40x).

La alta expresion de Gli1 en nucleos nos indica que la via de sefalizacion de

Hh podria estar activa en el cérvix de los ratones K14E7 y K14E7+E2 de 7
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meses de edad y debido al patrén transcripcional observado en los genes
promotores de EMT responsivos a Hh (Figura 12), decidimos analizar los
niveles de expresion de un gen responsivo de la via de Hh activa, en este
caso elegimos el marcador EMT, E-cadherina para evaluar su expresion en
el cérvix de ratones de 7 meses de edad (Figura 14). Detectamos moderada
expresion de E-cadherina en membrana del epitelio cervical de ratones
NT/FvB, mientras que muy fuerte expresion fue observada en el epitelio
cervical de ratones transgénicos K14E7. Interesantemente, observamos una
expresion muy débil de E-cadherina en epitelio cervical de ratones con
cancer cervical invasivo (K14E7+E2). Esta pérdida en la expresién podria

indicarnos que el proceso de EMT esta establecido en este grupo de ratones.

Figura 14. Analisis inmunohistoquimico de la expresion de E-cadherina en epitelio
cervical de ratones NT/FvB, K14E7 y K14E7+E, de 7 meses de edad. Se muestra
moderada expresion de E-cadherina en cérvix de ratones NT/FvB, mientras que muy fuerte
expresion de E-cadherina en ratones K14E7 y muy débil expresiéon de E-cadherina en
ratones con cancer cervical invasivo (K14E7+E2). Estos experimentos son representativos de

tres experimentos independientes (magnificacion 40x).

Los resultados obtenidos en la Figura 14 nos sugieren que el proceso de
TEM podria estar establecido en el cérvix de ratones K14E7+E2 a la edad de
7 meses debido a la marcada disminucion en la expresién del marcador de

EMT, E-cadherina, lo cual concuerda con el analisis de su expresion a nivel
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transcripcional (Figura 12), sin embargo, a la edad de 2 meses, este mismo
grupo de ratones (K14E7+E2) mostré6 una expresion aumentada en los
niveles del transcrito que codifica para E-cadherina (Figura 10), por lo
anterior, decidimos analizar la expresion de esta proteina en los ratones de 2
meses de edad (Figura 15). Se observa una moderada expresion de E-
cadherina en membrana del epitelio cervical de ratones NT/FvB, mientras en
epitelio cervical de ratones K14E7 se observa una fuerte expresién de E-
cadherina y en epitelio cervical de ratones K14E7+E2 la expresion de E-
cadherina es aun mas fuerte. Esto nos indica que la via de sefalizacion de
Hh podria estar activa en etapas tempranas en el raton K14E7+E2, pero
dicha actividad podria estar polarizada para inducir proliferacion celular, no
TEM. En el caso del raton K14E7, la via también podria estar activa y su
funcion también podria ser la de inducir proliferacion celular tanto en etapas
tempranas como tardias debido a la presencia de E7, dado que estos

ratones no desarrollan CaCu por la falta del estimulo estrogénico.

Figura 15. Analisis inmunohistoquimico de la expresion de E-cadherina en epitelio

cervical de ratones NT/FvB, K14E7 y K14E7+E; de 2 meses de edad. Se muestra
moderada expresion de E-cadherina en membrana del epitelio cervical de ratones NT/FvB,
fuerte expresidn de E-cadherina en epitelio cervical de ratones K14E7 y K14E7 + E,. Estos

experimentos son representativos de tres experimentos independientes (magnificacion 40x).
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VI. Discusion

La oncoproteina E7 es considerada la principal proteina transformante del
VPH16 debido a su habilidad de inmortalizar células epiteliales humanas [75]
y en el contexto de ratones transgénicos K14E7 [76] en los cuales induce
lesiones epiteliales escamosas de alto grado y CaCu (en cooperacion con
17B-estradiol (E2)) [77]. Multiples linajes de ratones que expresan E7
exhibieron hiperplasia epitelial con alta penetrancia y una fraccion de estos
animales desarrollé tumores en piel en etapas tardias de la vida [54]. Estos
hallazgos recalcan el papel potencial de E7 como un oncogén en piel y en

Cervix.

Debido a que no existian estudios sobre los cambios en la expresion de
genes inducidos por la oncoproteina E7 in vivo, quisimos evaluar los
patrones de expresion inducidos por esta oncoproteina de forma individual y
sin tratamiento con 17B-estradiol en ratones transgénicos K14E7, con el
objetivo de definir cambios transcripcionales que podrian ser cruciales en

etapas tempranas del desarrollo del cancer.

Para la primera parte de este estudio, evaluamos el perfil de expresion global
de genes en tejido cervical y piel de ratones transgénicos K14E7 adultos
jévenes de 1.5 meses, sin lesiones histopatoldgicas aparentes, por lo que los
resultados obtenidos reflejan los cambios transcripcionales de lo que

consideramos el inicio hacia un proceso carcinogénico.

Interesantemente, el resultado del microarreglo mostré mayores cambios en
la expresidn de genes en piel cuando se comparé con cérvix, esta
observacion puede ser explicada por dos razones: 1) La expresion de la
oncoproteina E7 es mas abundante en piel que en cérvix (Figura. 2). Esto
puede explicase por el hecho de que la expresidon del RNAmM de E7 en la
epidermis de la piel no esta limitada a la capa basal, sino que es expresada
en capas suprabasales como resultado de la hiperplasia e hiperqueratosis

[76]. 2) La mayor heterogeneidad en tejido cervical podria ser otra de las
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razones de los relativamente pocos cambios transcripcionales observados en
este tejido. Usamos tejido cervical de ratones estadificados citolégicamente
en la etapa de diestro para minimizar la influencia de los estrégenos
endogenos sobre el patron de expresion de genes, sin embargo, durante
este estadio se han reportado cambios morfoldégicos tales como utero
atrofico. Esto podria conducir a heterogeneidad en los niveles relativos de
RNAm entre diferentes muestras cervicales y dar por resultado pocos genes
con disminucion/incremento significativo sobre el promedio de genes
evaluados. Otra explicacion podria deberse a que no usamos microdiseccion
laser, el RNA fue extraido del cérvix completo, incluyendo el estroma, sin
embargo, existen cambios transcripcionales que correlacionan con la
presencia de E7. Algunos trascritos identificados en este trabajo podrian
provenir del estroma, sin embargo, existe evidencia de que el microambiente
estromal es importante en el desarrollo del cancer y que genes expresados
en etapas tempranas en epitelio y estroma podrian cooperar durante la

transicion a estadios tardios del cancer cervical[78].

Observamos unicamente 55 genes con expresion sobrelapada en ambos
tejidos a pesar de que los procesos bioldgicos afectados por E7 fueron
practicamente los mismos en ambos tejidos (Figura 3). Esto indica que E7
afectd procesos comunes, pero en diferente conjunto de genes en los dos

tejidos.

Muchos de los cambios transcripcionales sucedieron en genes responsivos a
la via Rb-E2F, tales como la familia del complejo de mantenimiento de
minicromosoma (MCM) que participan en el inicio y en la elongacion de la
horquilla de replicacion. Las proteinas MCM2-7 constituyen el complejo pre-
replicativo que se forma en el origen de replicaciéon [79, 80]. Yukio Ishimi en
2003 encontré que el mMRNA de mcm2 estuvo aumentado en células Hela
aproximadamente 4 veces el nivel de células normales [81]. Estudios
inmunohistoquimicos de material surgido de cérvix uterino humano mostraron

que MCM3 y MCM4 estan ubicuamente expresadas en células cancerigenas
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y se sugiere que estas proteinas pueden ser usadas como marcadores para
distinguir dichas células [81]. En concordancia con estos resultados, nosotros
encontramos una alta expresion de transcritos MCM4 y MCM6 en piel, asi
como de MCM2, MCM3, MCM4, MCM5 y MCM6 en cérvix. Por lo cual, los
cambios en la expresion de estos genes son de gran utilidad, ya que podrian
sugerirse como marcadores de diagnostico temprano, incluso antes de la
aparicion de lesiones en una mujer VPH positiva. Otro gen blanco
transcripcional de E2F afectado fue ATAD2, cuya expresion es alta en varios
tumores humanos. ATAD2 se une a la oncoproteina C-MYC y estimula su
actividad transcripcional propiciando un posible link con el proceso de
carcinogénesis [82]. En nuestro estudio, encontramos un aumento en la
expresion de ATAD2 en ratones transgénicos K14E7, cuando se comparé
con FVB/NT y previamente fue demostrado que C-MYC esta también
sobreexpresado en nuestro modelo [83]. Es importante mencionar que
aunque muchos genes responsivos a E2F fueron identificados en nuestro
analisis de microarreglo, no detectamos expresidn incrementada
estadisticamente significativa del gen P16INK4A (el transcrito incrementé 1.7
veces, pero el valor de p fue 0.273). P16INK4A es un marcador de
progresion muy conocido de cancer cervical cuya expresion resulta de la
activacion transcripcional de la desmetilasa de lisina de histona, KDM6B por
E7, dicha desmetilasa controla la activacion transcripcional del promotor de
P16INK4A al eliminar la marca de trimetilacion de la lisina en posicion 27 de
la histona H3 (H3K27me3), la cual inhibe la transcripcién[84]. Este
incremento no significativo podria deberse a cuestiones explicadas
anteriormente en cuanto a la heterogeneidad del tejido cervical o bien,
debido a que los ratones usados para este estudio son adultos jévenes sin
lesiones aparentes, sin embargo, previos estudios en ratones K14E7 que ya
presentan CaCu, han reportado un incremento en la expresién de la proteina
P16INK4A similar a patrones observados en muestras cervicales malignas

humanas [85].
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La via de sefalizacion WNT-B-catenina regula la expresion de varios proto-
oncogenes tales como C-MYC, asi como también otros genes importantes
para el crecimiento y progresion tumoral [86]. La acumulacion de B-catenina
citoplasmica durante la activacion de la via conduce a su localizacidon
nuclear, donde se une a la familia de factores de transcripcion TCF/LEF,
resultando en la activacion transcripcional de genes de la via [87].
Recientemente se demostré que la oncoproteina E7 esta involucrada en la
acumulacién nuclear de B-catenina [88]. En este estudio, observamos una
incrementada expresion de LEF1, sugiriendo que E7 induce la via de
sefalizacion WNT, no sélo por acumulacién nuclear de [B-catenina, sino

también por una incrementada expresion de LEF1.

Genes con funciones en metabolismo también fueron alterados en sus
niveles de expresion, entre estos HSD173-2, el cual cataliza la conversion de
la forma activa del estrégeno, 17B-estradiol, a una forma inactiva, la estrona
[89]. E7 podria incrementar los niveles de estrogeno enddgeno a través de la
disminucién de la expresion de HSD17B-2, lo cual, como se ha mencionado
anteriormente, tiene un efecto co-carcinogénico en el cérvix en este modelo
murino de cancer. PPARy es otro gen involucrado en metabolismo y
recientemente se le ha relacionado con proliferacién, diferenciaciéon y
apoptosis [90]. Nosotros encontramos disminucién en la expresién del RNAm

de este gen, lo que indica que E7 puede regular su expresion.

Otro proceso celular afectado transcripcionalmente por la oncoproteina E7
fue la respuesta inmune; especificamente el gen DMBT1 fue el gen mas
disminuido en su expresién en cérvix de ratones K14E7, con niveles de
RNAmM 16 veces mas bajos en relacion con ratones FVB/NT. Dmbt1 se ha
demostrado que juega un papel contra infecciones bacterianas y viricas [91,
92]. También se ha propuesto como un gen supresor tumoral candidato para
cancer de cerebro, prostata, pulmén, esofagico, colorrectal, de piel y mama,
dada su disminucion tanto a nivel de proteina como de mensajero en esos

tipos de cancer [93-95]. La inactivaciéon de Dmbt1 inhibe la diferenciacion de
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las células epiteliales y esto conduce al crecimiento del tumor [91]. La
disminucién en la expresion de DMBT1 en muestras con cancer de prostata
ha sido recientemente atribuida a la metilacion del promotor [93]. En nuestro
estudio se encontré una notable disminucion en su expresion, esto sugiere
que DMBT1 podria ser un nuevo biomarcador de etapas tempranas de la
carcinogeénesis cervical, sin embargo, se requieren estudios mas a fondo
para saber si este gen podria funcionar como un supresor tumoral y si la

expresion disminuida es debida a cambios epigenéticos.

Tomando en cuenta que el proceso de transduccidén de senales fue el mas
ampliamente afectado en la expresidn de genes en piel y en cérvix,
decidimos analizarlo mas a fondo, buscando cambios transcripcionales en
una via de sefalizacion importante en el desarrollo del cancer.
Interesantemente, al analizar los datos del microarreglo, encontramos un
aumento en la expresion de genes componentes y blancos transcripcionales
de la via de senalizacion de Hh. Previamente se ha demostrado que la via de
sefalizacion de Hh se encuentra activa en cancer cervicouterino y lesiones
premalignas [18]. Interesantemente, al evaluar varios componentes de la via
de senalizacion de Hh (SHH, PCTH, SMO, GLI1 y GLI2), observamos
cambios en la expresién de estos genes en los grupos de ratones K14E7 y
K14E7+E2 de dos meses de edad. El estrégeno parece contribuir, aunque de

forma ligera a este aumento en la expresion.

La via de sefalizacion de Hh regula la expresion de un gran numero de
genes que controlan crecimiento, diferenciaciéon, mantiene la autorrenovacion
de células madre y ha sido ampliamente implicada en transicion epitelial
mesenquimal (TEM). TEM es un proceso en el cual la célula pierde su
caracter epitelial y adquiere un fenotipo migratorio mesenquimal [47-49]. El
papel de la via de sefalizacion de Hh en la regulacion de TEM no ha sido
evaluado en cancer cervicouterino, sin embargo, una correlacion negativa
entre la expresién de E-cadherina y Gli1 ha sido descrita en varios estudios

[44, 45]. Nosotros evaluamos la expresion de 5 genes reguladores de TEM
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responsivos a la via de sefalizaciéon de Hh. La pérdida de la molécula de
adhesion E-cadherina es la principal determinante de TEM [69]. La represion
de la expresion de E-cadherina es debida a la unién a su promotor de
represores transcripcionales tales como Snail [96, 97]. Nosotros observamos
un aumento en la expresion de Snail en ambos grupos de ratones K14E7 y
K14E7+E2 de 2 y 7 meses de edad; sin embargo, los niveles de expresion de
E-cadherina son altos en los grupos de ratones K14E7 de 2 y 7 meses de
edad, este resultado no correlaciona con reportes previos que indican una
disminucién en la expresion de E-cadherina en lineas celulares transfectadas
con E7 [66, 67, 98-100]. De interés fue observar que al efectuar el analisis de
la expresion de E-cadherina tanto por RT-gPCR como por
inmunohistoquimica (Figuras 12 y 14), sus niveles de expresion estan
disminuidos en el grupo de ratones K14E7+E2 de 7 meses de edad; este
resultado sugiere que en este grupo de ratones con cancer cervical invasivo,
el proceso de TEM podria estar establecido debido a esta drastica
disminucién en la expresion de esta proteina de uniones adherentes. El
aumento en la expresion de E-cadherina en los grupos de ratones K14E7 y
K14E7+E2 de 2 meses de edad (Figura 10) podria ser explicado tomando
en cuenta que a esa edad, los ratones transgénicos K14E7 y K14E7+E2 no
presentan lesiones histopatolégicas y su expresion aumentada podria
constituir una respuesta celular que intenta contrarrestar el efecto mediado
por E7 en esta etapa en la que aun no se ha establecido como tal el proceso
de TEM, la via de sefalizacion de Hh podria estar activa, pero su funcién en
ratones a los 2 meses de edad podria estar polarizada para inducir
proliferacion en lugar de TEM. Otra explicaciéon es que el aumento en la
expresion de E-cadherina en los ratones K14E7 y K14E7+E2 de 2 meses de
edad podria reflejar la hiperplasia debida a la hiperproliferaciéon celular
ocasionada por E7, por lo cual, la expresién del RNAm y proteina de E-
cadherina es mas abundante en el tejido cervical de los ratones K14E7 que

en los FVB/NT, esto puede ser constatado por el hecho de que en los cortes
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de imunohistoquimica existen zonas con marcada disminucién en la

expresion de E-cadherina en los ratones K14E7+E2 de 2 meses de edad.

CD44 es otro gen inductor de TEM responsivo a la via de sefializacion de
Hh, que fue evaluado en nuestro estudio. CD44 codifica para una
glicoproteina transmembranal, multiestructural y multifuncional que participa
en procesos patolégicos y fisioldgicos, incluyendo adhesion celular,
angiogénesis, inflamacion y desarrollo del tumor. Estudios recientes han
evaluado a CD44 como uno de los biomarcadores clave para el aislamiento y
caracterizacion de células madre cancerosas. Los transcritos del gen CD44
sufren splicing alternativo, lo que resulta en isoformas de CD44.
Generalmente, la molécula estandar (CD44s) es expresada en epitelio
normal, mientras que las isoformas variables (CD44v) son principalmente
expresadas en células durante la inflamacion o en células tumorales. Al
evaluar los niveles del transcrito para CD44s observamos un aumento ligero
en la expresion en los ratones K14E7 y K14E7+E2 a la edad de 2 meses. De
interés fue observar que este comportamiento en la expresion se invirtid
cuando se analizé la expresion en los mismos grupos de ratones a los 7
meses de edad. Esto concuerda con estudios previos que reportan una
expresion reducida de CD44s durante el desarrollo y progresion del cancer
CaCu [101, 102], por lo que su baja expresion podria considerarse como un
indicador de invasividad del tumor debido a las funciones en adhesion celular
de CD44. CIR61 es una proteina asociada a matriz extracelular, funciona
como un factor de crecimiento que aumenta proliferacion, invasién,
migracion, angiogénesis, sobrevida, TEM y stemness en cancer, gracias a su
afinidad a varios factores que incluyen proteinas de superficie celular y
proteinas de matriz [103-105]. Al analizar los niveles de expresion de CYR61
encontramos niveles aumentados del transcrito en ratones K14E7 vy
K14E7+E2 de 2 y 7 meses de edad, lo cual concuerda con reportes previos
que indican que CYR61 es un gen de respuesta temprana y que su

expresion se intensifica con la progresién del cancer.
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FBN2 es una glicoproteina de matriz extracelular involucrada en la estructura
y funcion de las microfibrillas, la pérdida de su expresién debida a metilacion
del promotor ha sido reportada en cancer de pulmdn, hepatico y
colorrectal[106-108]. En nuestro analisis, la expresion de FBN2 es alta en
grupos de ratones K14E7 y K14E7+E2 de 2 meses de edad. A la edad de 7
meses, el aumento en la expresion se mantiene en los ratones K14E7, sin
embargo, en ratones que ya presentan CaCu debido a tratamiento con
estrogenos (K14E7+E2), la expresién de FBN2 se encuentra disminuida. No
existen estudios sobre el efecto de los estrogenos en la expresion de FBN2,
sin embargo, la disminucion en la expresion en ratones K14E7+E2, podria
indicar que este gen funciona como un supresor tumoral en este tipo de

cancer.

VII. Conclusioén

La oncoproteina E7 induce cambios en la expresidon de genes en etapas
tempranas del desarrollo del CaCu que podrian ser cruciales en etapas mas
avanzadas. Entre los procesos mas afectados por la oncoproteina E7 se
encontré transduccion de sefales; especificamente la via de sefalizacién de
Hh mostré cambios en la expresidn de genes, asi como actividad en la via.
La activacion de esta via podria ser importante para inducir EMT en etapas

avanzadas de la carcinogénesis cervical.
VIIl. Perspectivas

1. Evaluar la expresion de otros marcadores de TEM (Snail y N-
cadherina) en tejido cervical de ratones FvB, K14E7 y K14E7+E2de 2

y 7 meses de edad.

2. Analizar la expresién de Gli1, E-cadherina, N-cadherina y Snail en

biopsias de mujeres en diferentes etapas del CaCu (Epitelio normal,
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lesidn de bajo grado, lesidn de alto grado, cancer in situ y cancer

invasor).

3. Evaluar la expresién de marcadores de EMT en biopsias de mujeres
(E-cadherina, N-cadherina y Snail) y correlacionarlos con la expresion

de proteinas de la via de senalizacion de Hh (Gli1, Shh).

4. Escribir el articulo y publicarlo
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IX. Figuras suplementarias

Genotipificacion de las hembras K14E7
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Suplementaria 1. Deteccion del transgén K14E6/E7 mediante PCR. Corrimiento
electroforético en gel de agarosa 1.5% de los productos de PCR para el transgén E6/E7 de
VPH-16. Linea 1, marcador de 100 pb; linea 2-7, DNA de ratones K14E7; linea 8, SiHa; linea
9, C33A; linea 10, DNA humano y linea 11, H20.
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Suplementaria 2. Tipificacién de ratones K14E7. Corrimiento electroforético en gel de
agarosa 1.5% de los productos de PCR digeridos con Hpa1 para el transgén E6/E7 de VPH-
16. Lineas 1, marcador de 100 pb; linea 2-6, K14E7 y linea 7 SiHa.
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Introduction targeted tw the basal cells of the squamous epithelium under the

“High nsk” human papillomaviruses (HPVs) genotypes of
greatest frequency, HPVT6 and HPV1E, are the causative agents
af the majprity of cenvical and other anogenital cancers and a
subset of head and neck cancers (Munoz et al., 2003; zur Hausen,
1906] The transforming potential of oncogenic HPV: Is dsaly
linked to the expression of the wiral BS and ET genes, which
enoode oncoproteins best kmown for their ability to inactivate the
cellular tumor suppressors p53 and RE, respectively (McLaughlin-
Drubin and Munger, 2009). These viral oncoproteins also are
known ta bind to and modify the activity of many other cellular
proteins, thereby compromising multiple processes invelved in
cellular homeostasis and transformation (McLaughlin-Drubin and
Milnger, 2008; Munger o al, 2001).

Extensive studies on the oncogenic properties of HFV1E EG and
E7 hawe been camied owr in vive using genetically engineered
HPY16 transgenic mice, in which expression of ES and for E7 were
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! These guthors coneritred equally
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contmol of the human keratin 14 (K14) transcriptional promoter
(Herber et al, 19%5h). E6 and ET oncoproteins, tegether, induced
cancers in multiple epithelial rissues in which they were
expressed, Including sguamous cell caminoma of the skin
(Herber et al_ 19%6a; Song et al. 1999), the cervix (Arbeit ef al.
1984; Riley et al, 2003), the headineck region (Strati et al., 2006)
and the anus (Stelzer et al, 2010; Thomas et al, 2011] Impor-
tantly, in the cervix, head fneck and the anus, thee sites in which
HPW16 causes cancer in humans, E7 was clearly the mare potent
wviral oncogene { Shai et al, 2007, Strati etal. 2008; Thomaset al,
ot

Based on this knowledge, we st out to define the global
changes in the expression of cellular genes caused spacifically by
E7. We used high-density oligenucleotide microarrays to compare
the expression profile in the cervix and skin of K14E7 transgenic
compared te that of nentransgenic mice. We focused cur analyses
on young adult mice in which neoplastic progression had yet @
have oocumed, thereby attempting to define acute effects of E7
that might contribute early on to the process of carcinogenesis.
Among the biological pmocesses thar we found mest affected by
H 16 E7 in both tissues were signal mansduction, fransport
metabolic process, cell adhesion, apoptesis, cell differentiation
immune response and inflammatory response.
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