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RESUMEN

El Cancer Cervicoteurino es la 42 causa de muerte en mujeres a nivel mundial,
y la segunda en paises subdesarollados. Los virus de papiloma humano (VPH)
de alto riesgo (por ejemplo, tipos 16 y 18), se han detectado en el 99% de los
casos de cancer cervical. La expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7
altera las principales vias celulares que conllevan a un incremento en
proliferacion, evasion de la apoptosis y la inmortalizacion. El splicing
alternativo es un proceso esencial para la expansion del transcriptoma y
proteoma celular, que toman ventaja algunos virus para diversificar la
expresion de sus proteinas virales. EI VPH de alto riesgo se integra
comunmente en lesiones premalignas y carcinoma cervical, y a partir de la
transcripcion del bicistron de E6/E7, se generan el pre-mRNA de E6/E7 y 3
isoformas de splicing, E6*l, E6*1l y E6E7.

Los factores de splicing, por ejemplo, las proteinas SR y hnRNPs, se encargan
de la regulacién post-transcripcional del mRNA. La expresion en cantidades
elevadas de algunos factores de splicing se ha relacionado con alteraciones
celulares, como control del ciclo celular, proliferacion y evasion de apoptosis,

siendo catalogados como proto-oncogenes.

En este trabajo se analizo el efecto de la transfecccion con el factor de splicing
SRSF1 para incrementar su expresion, en la produccion de los transcritos de
E6/E7 de VPH16 y de algunos factores de splicing que regulan el RNA. Los
factores de splicing analizados fueron detectados unidos al intron | del bicistron
de E6/E7 de VPH16, previamente. Con este fin, se construyd el plasmido
pDsRed2-N1-SRSF1 que fue transfectado en las lineas celulares C-33 A (VPH
negativo) y SiHa (VPH16+). Por medio de RT-PCR se determinaron los niveles
de transcrito de E6/7 en SiHa y de factores de splicing en ambas lineas
celulares, por Western Blot se detectaron sus niveles de proteina. Los
resultados obtenidos mostraron un incremento en los niveles de transcritos de
E6/E7 en SiHa, asi como un aumento diferencial en los niveles de mRNA y de

proteina de los factores de splicing analizados en las lineas celulares
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C-33 Ay SiHa. Nuestros datos sugieren que la expresion de SRSF1 elevada

alterara los niveles de transcritos de VPH16 y de algunos factores de splicing.
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ABSTRACT

Worldwide the cervical cancer is the fourth leading cause of death in women,
being the second in underdeveloped countries. Almost 99% of cases of cervical
cancer have been detected the high risk human papilomavirus (HR-HPV),
including the types 16 and 18. Overexpression of the viral oncoproteins E6 and
E7 alter the major cellular pathways leading to increased proliferation, evasion
to apoptosis and immortalization. Alternative splicing is an essential process
for the expansion of the cellular transcriptome and proteome, which some
viruses take advantage to diversify their viral proteins. The HPV is commonly
integrated in premalignant lesions and cervical carcinoma, and from the
transcription of E6/E7 bicistron, it generates the E6/E7 pre-mRNA and 3
splicing isoforms, called E6*l, E6*Il and E6”E7. Splicing factors, such the SR
and hnRNPs proteins, are responsible for the post-transcriptional regulation of
MRNAs. The overexpression of few of splicing factors has been linked to
alterations such as cell cycle control, proliferation and apoptosis supression,
being cataloged as proto-oncogenes. In this work, we analyzed the effect of
overexpression of the splicing factor SRSF1 over the production of HPV 16
E6/E7 transcripts and some splicing factors that regulate RNA. The analyzed
splicing factors were previously detected linked to intron | of E6/E7 bicistron.
To this end, pDsRed2-N1-SRSF1 was constructed and transfected into the C-
33 A (HPV negative) and SiHa (HPV 16+) cell lines. The transcripts levels of
E6/E7 in SiHa and some splicing factors were determined by RT-PCR in both
cell lines, and their protein levels of some RNA binding proteins were detected
by Western Blot. The results showed an increase in the levels of E6/E7
transcripts in SiHa, as well as an slight increase in the mRNAs and protein
levels of some splicing factors in cell line C-33 A. Intrigungly, the expression
changes were higher in SiHa tan C-33 A. Our data suggest that overexpression
of SRSF1 alter the levels of early isoforms of E6/E7 HPV 16 and some splicing
factors.
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ANTECEDENTES

El Cancer Cervicouterino (CaCU) es el 4° cancer mas comun en
mujeres a nivel mundial. Virtualmente, todos los casos de CaCU son
relacionados a la infeccién de VPH. Se han estimado mas de 500,000 casos y
mas de 250,000 muertes anuales. La infeccion de VPH es también
responsable del riesgo para otros tumores malignos orofaringeos vy
anogenitales, incluyendo una vasta mayoria de carcinomas anales y una alta

proporcién de canceres de vulva, vagina y pene (Lowy D. R., 2016).

Generalmente, aunque las infecciones por Papillomavirus ocasionan
lesiones benignas, se consideran como el principal factor de riesgo en el
desarrollo de CaCU, cancer anal y tumores de cabeza y de cuello. Por ello, se
han clasificado a los Papillomavirus en virus de alto y de bajo riesgo en base
a su potencial oncogénico. Los virus de alto riesgo (VPH-AR) son detectados
en el 99% de los tumores, tales como VPH16, VPH18, VPH31, VPH33 y
VPH35, entre los mas frecuentes (zur Hausen, 2002).

El VPH16 es el virus con mayor riesgo oncogeénico, seguido por el
VPH18. Estos dos tipos virales (VPH16/18) son asociados al 70% de cancer
cervical (el tipo 16 ha sido detectado cerca del 24% de las mujeres con
infeccion de VPH, mientras el tipo 18 ha sido detectado en el 9%) (de Sanjose
S., 2007). Mas del 80% de los canceres no cervicales asociados al VPH, son
atribuidos los dos tipos virales 16/18 (Saraiya M, 2015). Cuando un paciente
exhibe una infeccién persistente con un VPH oncogénico, puede presentar un
riesgo de desarrollo potencial de lesiones precancerosas y cancer invasivo. El
intervalo entre la adquisicion de infeccién y cancer es usualmente entre 15 a
25 afios 0 mas (Schiffman M., 2013).

ESTRUCTURA GENOMICA DE VPH

Las particulas de VPH son no envueltas e icosaédricas, de
aproximadamente de 60 nm de diametro, y se componen de una sola molécula
de DNA de doble cadena circular de cerca de 8,000 pb en tamafio, contenido
entre una cubierta esférica de proteina (capside) (Baker C. C., et al., 1987).
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Una caracteristica de la organizacion gendmica de todos los
Papillomavirus es que todos sus marcos abiertos de lectura (ORFs) estan
localizados en una sola cadena del DNA viral. La cadena codificante contiene
aproximadamente 8 ORFs traducibles, que se clasifican como tempranos (E)
o tardios (L), basados en la expresion de su genoma. La regién temprana de
Papillomavirus codifica proteinas regulatorias virales incluyendo aquellas
necesarias para iniciacion de replicacion de DNA viral (genes exclusivamente
tempranos E6y E7, y los genes tempranos y tardios E1, E2, E4, E5). Los ORFs
exclusivamente tardios, L1 y L2, codifican las proteinas de la cdpside viral y
estan expresadas solamente en células infectadas productivamente. Existe
una region de aproximadamente 1 kb, que no contiene ORFs y ha sido referida
como region larga de control (LCR). Dicha region contiene el origen de
replicacion del DNA viral, asi como elementos importantes en la regulacion
transcripcional (Bernard H. U., 2002).
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Figura 1. Mapa del genoma de la cepa de referencia VPH16 y los principales sitios de splicing
(Tomado de Johansson C., 2013).

CICLO REPLICATIVO DE VPH

El ciclo de replicacion de VPH esta estrictamente enlazado al estadio
de diferenciacion del queratinocito infectado. Comienza en el estrato basal del
epitelio de la mucosa cuando las particulas virales entran en micro lesiones, lo
que permite el anclaje inicial del virion a la membrana basal a través de un

probable receptor (heparan sulfato) (Chow L. T., 2010).
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Las proteinas tempranas E1 y E2 median la replicacién del genoma viral
a niveles bajos. Conforme la célula infectada por VPH en la capa basal se
divide, una célula hija se mueve a la capa superior y empieza a diferenciarse.
Las proteinas E6 y E7 estimulan el crecimiento celular, lo cual crea un
ambiente intracelular que permite la replicacion continua del DNA viral, asi
como una expresion incrementada de genes tempranos. Los altos niveles de
la proteina E2 eventualmente disminuyen los niveles de E6 y E7 y permite a la
célula diferenciarse, entrando al estadio dependiente de diferenciacion del
ciclo de replicacion de VPH. Este cambio esté caracterizado por altos niveles
de la proteina viral E4, la cual se ha propuesto que facilita la liberacion de la

progenie de viriones.

Las proteinas L1 y L2 son producidas al final de la infeccion y
ensamblan a los viriones en el estrato mas alto y diferenciado del epitelio. De
manera interesante, las proteinas de union a RNA como las proteinas ricas en
serina-arginina (SR), las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
(hnRNPs) A1, A2/B1, H, HuR, CSTF64 y CUGBP1 estan altamente
expresadas en estratos de células basales y medias del epitelio, pero
disminuyen cuando se inicia la diferenciacion celular terminal (Doorbar J.,
2005; Johansson C., 2013).
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Figura 2. Ciclo replicativo durante la infeccion productiva por VPH y organizacion de su genoma
(Tomado de Crosbie E. J., 2013).
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ONCOPROTEINAS VIRALES E6 Y E7 EN LA CARCINOGENESIS
CERVICAL.

La actividad de transformacion primaria de VPH-AR es proporcionada
por las oncoproteinas E6 y E7. Estas proteinas pequefias, de
aproximadamente 18 y 13 kDa de tamafo, respectivamente, actlan
cooperativamente en el desarrollo de cancer inducido por VPH. Ambas
oncoproteinas se expresan preferencialmente en las células cancerosas, en
donde los genomas de VPH16 estan cromosémicamente integrados y se
encuentran rio abajo del gen E7, pero la integracién elimina la expresion de
E2. En consecuencia, se desregulan los oncogenes virales, contribuyendo a
un fenotipo més agresivo de cancer (Francis D. A., et al., 2000; Tommasino,
M., 2014).

E6 es una proteina basica rica en cisteinas con aproximadamente 150
aminoacidos. Las mayores caracteristicas estructurales de E6 son la presencia
de dos regiones de union a zinc (E6N y E6C) y un dominio de unién a PDZ.
Ambos dominios contienen motivos de cisteina (CXXC), los cuales son
conservados en las proteinas E6 de todos los tipos de VPH. Las proteinas E6
inhiben el arresto de crecimiento y apoptosis dependiente de p53 en respuesta
a proliferaciéon aberrante mediante dos mecanismos: la formacion de un
complejo trimérico (E6-E6AP-p53) resulta en la degradacion de p53, y la
interaccion de E6 con p300, CBP y ADA3 previenen la acetilacién de p53,
inhibiendo la transcripcion de genes de respuesta a p53. Todo ello, resulta en
la induccién de inestabilidad gendmica y la acumulacién de mutaciones

celulares.

La proteina E6 también inhibe la sefializacion apoptética en respuesta
a citosinas de supresion de crecimiento a través de la interaccién con el
TNFR1, FADD y caspasa 8, y mediante la degradacion de las proteinas pro-
apoptéticas BAX y BAK. E6 favorece la degradacion de proteinas PDZ
llevando a la pérdida de polaridad celular e induccion de hiperplasia. La

interaccién de E6 con PAK, paxilina y fibulina previene la anoikis y permite
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el crecimiento celular en ausencia de anclaje a la matriz extracelular. La
interaccion de E6 con SP1, MYC y NFX123 activa a la telomerasa y su
subunidad TERT, previniendo el acortamiento de los telobmeros en
respuesta a proliferacion persistente y promueve la inmortalizacion.
(Huibregtse, J. M., et al., 1991; Howie, H. L., et al., 2009; Moody C.A., et al.,
2010).

E7 es una fosfoproteina acidica de aproximadamente 100
aminoacidos que contiene dominios de union a zinc. Estructuralmente esta
dividida en 3 dominios: regiones conservadas 1-3 (CR1-3). CR2 de varias
proteinas E7 incluyen un sitio de fosforilacion por la cinasa caseina tipo Il
La misma region contiene un motivo LXCXE que media la interaccion el
supresor de tumor pRB1 y sus proteinas relacionadas, p170y p130. Promueve
la inhibicidn de estas proteinas, altera el arresto del ciclo celular en la fase G1-
S y la activacién constitutiva de los genes inducidos por E2F. E7 afecta a la
expresion de genes por medio de la interaccién con las proteinas HDACs y
E2Fe. E7 altera aun mas el control del ciclo celular mediante la inhibicion de
p21ly p27, estimulan la sintesis de centrosoma anormal a través de aumento
de la actividad CDK2 y mediante la interaccion con y-tubulina, lo que lleva a
un mayor riesgo de inestabilidad gendmica. La interaccién de E7 con p600
impide anoikis e interactia con componentes de la respuesta de IFN, como
IRF1y p48, contribuyendo a una infeccion persistente (McLaughlin-Drubin, M.
E., etal., 209; Moody C.A., et al., 2010).
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SPLICING ALTERNATIVO EN VPH16

El splicing alternativo es un mecanismo complejo que involucra la
eliminaciéon de intrones y exones, mediante la seleccibn de exones
alternativos, y requiere la definicion de exdén e intron para llevarse a cabo.
Cerca de ~40-80% de los genes humanos sufren splicing alternativo. Este
proceso permite una amplificacion del transcriptomay el proteoma de la célula,
la produccion de expresion especifica durante el desarrollo y en tejido
especifico (Matlin, A. J., et al., 2005).

En estadios tempranos del ciclo replicativo viral, la transcripcion desde
el promotor p97 genera mMRNAs que codifica todos los genes tempranos, los
cuales son poliadenilados en la sefal temprana de poliadenilacion (pAE).
Estos mRNAs policistrénicos, los cuales estdn compuestos de exones e
intrones, son sujetos a splicing alternativo a través del uso diferencial de varios
sitios tempranos de splicing. Los sitios de splicing SDS880, SDS3632 y
SAS5639 son usados para el splicing de mRNAs tardios. Los sitios de splicing
SDS226, SAS409, SAS526 y SAS742 estan enlazados exclusivamente al p97,
localizado en la LCR. Por lo tanto, los mMRNAs expresados desde p97 tienen
el potencial de expresar las oncoproteinas E6 y E7, asi como E1, E2, E4y E5.
Son cuatro los transcritos generados en la region de los genes tempranos
utilizando alternativamente los sitios de splicing 3' que contiene el intrén 1 (Fig.
5).

SD SAA SAB —
Ee/E7remina |_EG | E7_|
Es\’(:..' ............
BPS (G328)
226 409
E6*VE7 e s T, _
‘0'......526
E6*II/E7 . =
...................... 742
E6NE7 B —

Figura 4. Representacion esquematica de los principales transcritos producidos por AS en VPH16
(Tomado de del Moral O., et al., 2010).
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Cuando la célula infectada se diferencia y el virus se encuentra
episomal, el promotor tardio p670 se activa, y la expresion desde este
promotor sobrepasa los genes E6 y E7 e induce la alta expresiéon de mRNAs
de E1, E2 y E4 usando primariamente los sitios de splicing SDS880, SAS2709
y SAS3358. Estos mRNAs también son poliadenilados en el pAE. Las
proteinas E1 y E2 se unen al origen de replicacion, el cual esta localizado en
la LCR, para replicar el genoma de DNA viral. La diferenciacion terminal de la
célula hospedera desregula la actividad de pAE, resultando en cambio de
lectura dentro de la verdadera region tardia del genoma (codificando L1 y L2)
seguido por la poliadenilacion en la sefal de poliadenilacion tardia (pAL) para
generar mMRNAs de L2. La desrepresion de los sitios de splicing
exclusivamente tardios SDS3632 y SAS5639 genera mRNAs L1 y L2. Cada
sefal de poliadenilacién esta precedida por un UTR que, cuando se transcribe,
contiene elementos de RNA los cuales determinan la eficiencia de
poliadenilacion, traduccion y la vida media del mRNA (Johansson C., &
Schwartz S., 2013).

Los Papillomavirus utilizan el splicing alternativo para varios propésitos.
Muchos de los sitios de splicing son controlados por elementos regulatorios de
RNA que determinan la eficiencia de sitio de splicing. Basados en el modelo
de escaneo para la traducciéon de mRNA, establece que la presencia rio arriba
de codones AUG tiene un impacto negativo en el inicio de la traduccion de
codones AUG rio abajo, en el splicing alternativo genera mRNAs con pocos
codones AUG rio arriba posibles para cada gen de VPH (Graham S. V. 2008;
Johansson C., & Schwartz S., 2013).

PROTEINAS SR

Los factores de splicing ricos en serina-arginina (proteinas SR) son una
familia conservada de proteinas de union a RNA esenciales en la biogénesis
de RNA mensajeros. Estructuralmente, contienen un dominio modular
consistente en uno o dos motivos de unién a RNA (RRM) y un dominio C

terminal rico en repetidos dipéptidos de serina y arginina (SR). Actuan
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seleccionando sitios de splicing para el reconocimiento por el spliceosome por
medio de su unién a elementos enhancer de splicing exoénico (ESE)
promoviendo o desestabilizando las interacciones de proteinas con los
componentes del spliceosome. Las proteinas SR se unen a secuencias
degeneradas largas de 4-8 nucledtidos, su unién favorece sitios de splicing
débiles y fortalece tales secuencias durante el splicing constitutivo (Howard, J.
M., & Sanford, J. R., 2015).

Se conocen 12 miembros candnicos de la familia de proteinas SR que
comparten el mismo dominio, y algunas como SRSF1, tienen un transporte de
nacleo a citoplasma y viceversa. Las modificaciones post-traduccionales
tienen una funcién importante en la localizacién y actividades de las proteinas
SR. La fosforilacion estd regulada por las familias de proteinas cinasas
especificas de SR (SRPK) y otros miembros de la familia de cinasas CMGK
(como CIk/Sty). EI dominio RS sufre constante fosforilacion que incrementa la
especificidad de unién al RNA y es importante para la interaccion especifica
proteina-proteina entre el spliceosome. Las proteinas SR se localizan en
subregiones nucleares denominadas speckles y para liberarse, deben ser
fosforiladas por CIlk/Sty. Una vez ensamblado el spliceosome, pueden ser
fosforiladas por Clk/Sty y SRPK nucleares para rondas adicionales del splicing
de pre-mRNA o ser defosforilado y asociarse con mRNA que sufre splicing. El
transcrito maduro procede al exporte nuclear y traduccion, donde las proteinas
SR son fosforiladas por SRPK citoplasmaticas, facilitando su interaccion con
transportina-SR y regresar al nucleo (Howard, J. M., & Sanford, J. R., 2015;
Aenkoe, M. L., et al., 2014).

Las proteinas SR también facilitan la degradacion mediada sin sentido
(NMD) estimulando la deposicién del complejo de unién a exén (EJC) en un
dominio RS de manera dependiente. Estas proteinas permanecen asociadas
a su RNA blanco después de que el splicing estd completo o puede unirse a
MRNAS que sufrieron splicing para actividades posteriores. Como proteinas

adaptadoras, reclutan a TAP/NFX1 para el exporte nuclear, Unicamente
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cuando se encuentran hipofosforiladas. Ademas, estimulan la traduccion
promoviendo la entrada de mRNAs a los polisomas y el procesamiento de
mMiRNAs. La eliminacién de SRSF1 lleva a la muerte de células de pollo DT40
y es letal durante el desarrollo de gusano y raton, indicando que funciones
esenciales son especificas para una etapa de desarrollo o un tipo celular
(Aenkoe, M. L., et al., 2014; Howard, J. M., & Sanford, J. R., 2015).
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Figura 5. Las modificaciones post-traduccionales en el dominio SR de las proteinas SR dictan su
localizacién y funcion celular (Tomado de Dvinge H., et al., 2016).

1.1 SRSF1: ROL EN CANCER

La proteina prototipo SRSF1 (antes llamada SF2/ASF) es uno de los
factores de splicing mas conservados en su funcién. Estructuralmente en su
dominio N terminal contiene 2 RRMs separados por una regién linker rica en
glicinas, mientras que el dominio C terminal contiene un dominio SR con
alrededor de 30 serinas unidas a prolinas o argininas. Ambos dominios son
importantes para su union especifica al mMRNA vy la interaccion con otras
proteinas, respectivamente (Aubol, B. E., et al., 2013). Participa en la
biogénesis de los mRNAs: favorece el splicing alternativo, estabilidad,
transporte nucleo-citoplasma, regulacion de traduccién, degradacion vy
produccion de miRNAs (Aenkoe, M. L., et al., 2014). Adicionalmente, SRSF1

se autoregula negativamente a través de mecanismos post-transcripcionales

Pagina |9



(Sun et al., 2010). La eliminacion del gen SFRS1 desencadena inestabilidad

gendmica, arresto del ciclo celular y apoptosis (Xu et al., 2005; Li et al., 2005).

RRM1 G RRM2 RS

16 91121 195 248

MSGGGVIRGPAGNNDCRIYVGNLPPDIRTKDIEDVFYKYGAIRDIDLKNRRGGPPFAFVEFEDPRDAEDA
VYGRDGYDYDGYRLRVEFPRSGRGTGRGGGGGGGGGAPRGRYGPPSRRSENRVINSGLPPSGSWABLKDH

MREAGDVCYADVYRDGTGVVEFVRKEDMTYAVRKLONTKFRSHEGETAYIRVKVDGP S A aas
SRSRSRSRSNSRSRSYSPRRSRGSPRYSPRHSRSRSRT

Figura 6. Estructura del dominio modular de SRSF1 (Tomado de Das S. y Krainer, A. R., 2014).

Los niveles de expresion de SRSF1 se han encontrado incrementados
en diversos tumores, como mama, pulmén, colon, prostata, ovario, entre otros.
El gen SRSF1 esta localizado en el cromosoma 17923, un locus comiunmente
amplificado y un incremento en el nimero de copia de DNA correlaciona con
niveles elevados de mRNA de SRSF1. Se demostré que la ligera sobre-
expresion de SRSF1 resulta en transformacion oncogénica de fibroblastos
inmortalizados de ratén y células epiteliales mamarias humanas, las cuales
adquieren alta capacidad proliferativa, resistencia a apoptosis y formacion de
tumores malignos sobre el trasplante ortotrépico en modelos murinos. Estos
datos demuestran su papel como proto-oncogén (Sinclair C. S., et al., 2003;
Das S. y Krainer, A. R., 2014).

El gen SFRS1 es un blanco de MYC, que es un potente oncogén sobre-
expresado en tumores, se une directamente al promotor de SFRS1 y activa su
transcripcion. La proteina Sam68 fosforilada (por la via ERK/cinasa MAP)
promueve la formacion de transcritos, incrementando los niveles de SRSF1.
Ademas, la respuesta a estrés modula la localizacion de SRSF1, cuando el
splicing constitutivo es inhibido pero los eventos de splicing alternativo
contintan. La hiperfosforilacion de SRSF1 es observada durante la respuesta
a dafio al DNA, causando distribucion subnuclear alterada y cambios en los

patrones de splicing alternativo en sus genes blanco (da Silva, M. R, et al.,
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2015).

En un modelo de tumor mamario, se concluyd que SRSF1 ejerce
preferencialmente la activacion de splicing por la union directamente a sus
blancos de pre-mRNAs, mientras que la represion de splicing probablemente
refleja una mezcla de interacciones de union directas e indirectas que
involucran otros reguladores, como las hnRNPs (Anczukéw, O. et al., 2015).
La sobre-expresion de SRSF1 podria contribuir a la tumorigénesis por la
influencia de tasa traduccional de componentes claves de la maquinaria del
ciclo celular, tales como las proteinas de huso mitético, cinetocoro y de fase M
(Maslon, M. M., et al., 2014).

La proteina SRSF1 altera el splicing del receptor tirosina cinasa RON,
promoviendo la omision del exon 11. Las isoformas generadas inducen la
transicion epitelio-mesénquima (EMT) y potencia la motilidad celular (Ghigna
C., et al., 2005). El exceso de SRSF1 promueve un incremento de variantes
de la cinasa S6 1 (S6K1). Estas formas truncas pueden unirse y activar al
complejo mTOR, llevando a la fosforilacion de elF4EBP1, liberandolo de su
efecto inhibitorio en la traduccion dependiente de cap (Iborra S., et al., 2013).
SRSF1 regula el splicing y asociacion del polisoma de transcritos derivados de
los genes SRSF1, PABPC1, NETO2 y ENSA. Adicionalmente, SRSF1
potencia la traduccion de B-catenina a través de la activacion del complejo
MTOR, promoviendo la sefializacion de Wnt, un contribuidor importante de
oncogénesis (Sanford J. R., et al., 2008; Das S. y Krainer, A. R., 2014).

Enhanced translation initiation

Figura 7. Funcién de SRSF1 en promover la traduccién (Tomado de Long J., et al., 2009).
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En fibroblastos embrionicos de raton deficientes en SRSF1 o SRSF2,
se sugirié que el resultado de splicing de un exon en particular, depende de
las actividades de muchos otros reguladores de splicing, incluyendo otras
proteinas SR. Asi, las proteinas SR muestran especificidad, sino también una
cierta redundancia en sus funciones y otras proteinas SR puede compensar la
reduccion de la expresion de uno de los miembros de la familia (Pandit S., et
al., 2013). La disminucion de la expresion de SRSF1, produce una alteraciéon
de los niveles de expresion de otros factores de splicing, por ejemplo, hnRNP
A2/B1, hnRNPAL, hnRNP A, SRSF3, entre otros (Sanford J. R., et al., 2008).

RELACION DE LAS PROTEINAS SR EN EL SPLICING ALTERNATIVO DE
VPH16

Son pocos los estudios donde relacionan a las proteinas SR en el papel
de splicing alternativo de VPH16. Los niveles de expresion de las proteinas
SR y hnRNPs es diferencial en estrato de epitelio cervical infectado por VPH
(con una tendencia a disminuir conforme aumenta la capa celular) respecto al
tejido cervical normal. Los niveles de expresion de algunos factores de splicing
incrementaron en lesiones, siendo la mayor expresibn mostrada en cancer
cervical (Fay, J., et al., 2009). Se demostr6 que SRSF1 es regulado
transcripcionalmente por la proteina viral E2, facilitando la expresion de
proteinas tardias de la capside y terminacion del ciclo viral (Mole S., et al.,
2008). Los factores de splicing SRSF1 y SRSF3 se une a un ESE requerido
para el uso eficiente del SAS3358 al inicio del ORF de E4, pero disminuye el
uso de los sitios de splicing tempranos (en E6/E7) (Rush M., et al., 2005;
Somberg M., & Schwartz S., 2010). En un modelo de progresion de tumor
cervical, se encontr6 que SRSF1, SRSF2 y SRSF3 estan especificamente
incrementados en la infeccion de VPH16, indicando un papel oncogénico de
estos factores. Los niveles incrementados de estos factores de splicing,
especialmente SRSF1, podrian ser controlados por la infeccion viral para la
regulacion de expresion de genes virales y predisponer a las células para ser

transformadas (Mole S., et al., 2009). En linea celular de CaSki, se observo
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que el knockdown de SRSF2 disminuyd la proliferaciéon celular, reduccion de
formacion de colonia e incremento en la apoptosis, ademas que SRSF2 podria
mantener la estabilidad de los MRNAs de E6/E7 (McFarlane M., et al., 2015).

ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro laboratorio, se ha descrito que la expresion de algunos
factores de splicing es heterogénea en lineas de tumores de cancer cervical.
La proteina SRSF1 mostré mayores niveles de proteina en las lineas celulares
CaSkiy HelLa, que contienen alto nimero de copias integradas de VPH de alto
riesgo (16 y 18) y resistencia a UV y Cis-platino (datos no publicados). En
contraste, en las lineas celulares SiHa (1-2 copias integradas de VPH16+) y
C-33 A (VPH negativo), se observaron niveles de proteina diferenciales
respecto a CasKiy HeLa. Ademas, los transcritos producidos por el intron 1
del bicistron de mRNA E6/E7 se expresan heterogéneamente en tumores y
lineas celulares de céncer cervical. En este intron existen sitios de splicing
subéptimos, donde el nivel mayor de proteina E7 se produce por el transcrito
menos prevalente (el pre-mRNA E6/E7), y cerca del 80% de este transcrito se
procesa alternativamente (del Moral-Hernandez. O., et al., 2010).

En variantes de VPH16, solamente un SNP es suficiente para alterar el
sitio de unién de al menos algun factor de splicing, cambiando la habilidad de
estas proteinas para unirse al transcrito (L6pez-Urrutia, E., et al., 2012). Por
analisis de espectrometria de masas en extractos nucleares de HelLa, se
encontroé que alrededor de 170 proteinas se unen al intrén 1, de las cuales el
80% fueron proteinas de unién al RNA, incluyendo las proteinas hnRNPAL,
hnRNPA2, SRSF3, PTB1, TIAR, entre otras (Martinez-Salazar, M., et al.,
2014).

Debido a la heterogeneidad de expresion de transcritos de VPH16 en
tumores y lineas celulares, y el perfil diferencial de expresién de factores de
splicing, es importante conocer qué papel tiene SRSF1 sobre los niveles de
transcritos de VPH16 y de otros factores de splicing que se han encontrado

unidos al biscistron de E6/E7.
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Figura 8. Niveles de expresion relativa de factores de splicing detectados por Western Blot en
diversas lineas de cancer cervical (del Moral-Hernandez O., et al., 2010).
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HIPOTESIS

La expresion de la proteina SRSF1 altera los niveles de los transcritos de

E6/E7 de VPH16 y de algunos factores de splicing.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la expresion de SRSF1 en los niveles de los transcritos
de E6/E7 de VPH16 y de otros factores de splicing en lineas celulares de

cancer cervical.

Objetivos especificos

1. Clonary construir un plasmido para la expresion de SRSF1 en las lineas
celulares SiHa y C-33 A.

2. Analizar los niveles de transcritos de E6/E7 en la linea celular SiHa
transfectada con SRSF1-Red.

3. Comprobar la alteracion de niveles de transcritos y de proteina de

factores de splicing que son blancos de SRSF1.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

e Para llevar a cabo la expresion ectopica del factor de splicing SRSF1,
mediante RT-PCR se amplificé el cDNA, posteriormente, se cloné en un
vector intermedio pCloneJetl.2/blunt para células procariotas. Se hizo una
restriccion enzimatica con BamHI y Hindlll y se subclon6 en un plasmido
para células eucariotas pDsRed2-N1 (el mRNA de SRSF1 eliminando su
codon de paro y unido en fase con la proteina roja fluorescente). Se
corroboroé la construccidn por secuenciacion.

e Se procedid a transfectar con el plasmido obtenido en lineas celulares
C-33 Ay SiHa, utilizando el método de fosfato de calcio.

e Se extrajo el RNA para llevar a cabo la reaccion de RT-PCR para amplificar
los transcritos de E6/E7, asi como RNAs blancos de las proteinas SRSF1.
Se detectaron los niveles de proteina de los blancos de las proteinas SR,

mencionados anteriormente, por Western Blot.

Expresion de SRSF1 en lineas de carcinoma cervical

v

Construccion de plasmido pDsRed2-N1-SRSF1

v

Transfeccioén en las lineas C-33 A y SiHa
(método fosfato de calcio)

v

Seleccién con G418 para obtener
células establemente transfectadas

4/\5

Extractos de RNA Extractos de proteina
RT-PCR de transcritos WB para blancos de
E6/E7 (SiHa) SRSF1

!

RT-PCR blancos de
SRSF1
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METODOLOGIA
Disefio y construccion de plasmido pDsRed2-N1-SRSF1

Para llevar a cabo la expresion del factor de splicing SRSF1, se llevo a
cabo la amplificacion del cDNA por RT-PCR de SRSF1 con los siguientes
primers: sentido AAGCTTATGTCGGGAGGTGGTGTGATT vy antisentido
GGTACCCGTGTACGAGAGCGAGATCTGCTAT, con tamafio de producto de
~758 pb, en extractos nucleares de HelLa. Posteriormente, el cDNA se cloné
en el vector de expresion para células procariotas pCloneJetl.2/blunt, que
posee un tamafo aproximado de 3 kb, el promotor T7, y un gen de resistencia
de ampicilina para identificacién de colonias en medio selectivo. Después, se
digirieron con las enzimas BamHI y Hindlll que liber6 el fragmento esperado y
se subclono en el vector de expresion para células eucariotas pDsRed2-N1 en
los sitios antes mencionados. Este vector tiene una variante de la proteina roja
fluorescente (RFP) a la cual se fusiona en fase con el minigen de SRSF1. El
vector de expresion contiene el promotor de citomegalovirus (CMV) y un gen
de resistencia a kanamicina/neomicina como marcador de seleccion para
células eucariotas (figura 8). La clonacion sera verificada por restriccion

enzimatica y posterior secuenciacion.

Stul (1046
DsRed2

pDsRed2-C1
4.7kb

BautSH MCS
(1286-1344)

Stu
(2526)

Figura 10. Representacion esquematica de los vectores pJET1.2/blunt y pDsRed1-N1, muestra los
sitios de clonacion, principales sitios de restriccion y los genes de resistencia a antibiéticos.
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Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares de C-33 A (VPH negativo) derivada de un
carcinoma epiteloide, SiHa (contiene 1-2 copias integradas de VPH16)
derivada de carcinoma epitelial, y HeLa (contiene 400-600 copias integradas
de VPH18) derivada de un adenocarcinoma, se crecieron en medio MEM
adicionado con 10% de SFB y 1% de antibiotico (penicilina/estreptomicina) a
37°C y un 5% de CO¢.. La linea celular CaSki (contiene ~500 copias integradas
de VPH16) derivada de carcinoma epitelial se crecié en medio RPMI con los
mismos suplementos (mas 1% de aminoacidos esenciales) y en las

condiciones mencionadas anteriormente.
Transfeccion con método de fosfato de calcio

Las células se cultivaron en placas de pozos durante 48 hrs o hasta
alcanzar un 80% de confluencia. La transfeccion se efectto por el método de
fosfato de calcio (modificado de Jordan y Wurm, 2004), el cual se basa en la
formacion de un precipitado dado por DNA y fosfato de calcio, adhiriéndose a
las células para facilitar su entrada. Se utilizé a una concentracion de 10 pg/mi
del plasmido debidamente purificado por pozo conteniendo 600,000 células C-
33 A o SiHa. El precipitado de Ca2PO4 fue retirado después de 5 horas por
cambio de medio de cultivo. Se hizo una doble seleccién con G418 (geneticina)
a una concentracion de 50 pg/ml durante 3 semanas, se retird el antibiético

durante 3 semanas y nuevamente se incorporé G418 por 3 semanas mas.
Extraccion de RNA y tratamiento con DNAsa

La extraccion de RNA se hizo con el método de TRIzol, a partir de
cultivos con >80% de confluencia (15x108 de células). Se efectuaron los
lavados con PBS1X, se adicioné 1 ml del reactivo por pozo y procedié con el
raspado de la monocapa. Se agreg6 200 pl de cloroformo, centrifugacién por
15 min a 12,000 rpm a 4°C y se recupero la fase acuosa. Se precipitdé el RNA
con 500 pl de isopropanol y posterior centrifugacion, se lavo con etanol al 70%.

Se centrifug6 adicionalmente 5 min a 12,000 rpm a 4°C, la pastilla se seco (el
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tubo se colocé destapado y cubierto con una sanita durante 30 min), y se
resuspendio en 50 ul de H20 libre de nucleasas. Se verifico la integridad del

RNA por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1% con TAE1X.

Para el tratamiento con DNAsa para eliminacion del DNA genomico
remanente, se adiciond 5 pul del amortiguador de DNAsa 10Xy 1 uL de enzima
DNAsa. Posteriormente se incubo por 1 hora a 37°C. Nuevamente, se adicion6
1 pl de enzima DNAsa y se incubd por 1 hora a 37°C. Inmediatamente, se
agrego 5 pl de reactivo de inactivacion y se incubd por 2 min a temperatura
ambiente. Se centrifugé 1 min a 10,000 rpm, se tomé el sobrenadante y se
pasoé a un tubo limpio. Finalmente, el RNA se corrié en un gel de agarosa al

1% para verificar su integridad.

Retro-Transcripcién y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR)

La reaccion de retrotranscripcion (RT) se llevo a cabo utilizando el RNA
libre de DNA (10 ug) de las lineas celulares transfectadas y sus controles, en
una mezcla con 3 pl de 10 uM oligo dT, 10 pl de 200 uM dNTPs y se completd
aun volumen de 25 pl con agua libre de nucleasas. Se incubara a 70°C durante
5 min. Posteriormente, se adiciond una mezcla con 10 pl de amortiguador 5X
(250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCl y 15 mM MgCl), 5 uyl de 0.1 M
Dithiothreitol (dTT) y se llevé a un volumen de 50 pl con agua libre de
nucleasas, incubandolo a 42°C 2 min. Se separaron 5 pl (RT-) y se adicion6 2
Ml de la retrotranscriptasa (200 U/ul) (SuperScript Il, Invitrogen). Se incubé la
mezcla a 42°C durante 1 h y 30 min para llevar a cabo la reaccion y a 70°C
durante 5 min para inactivacion. Para la PCR, se utilizé 1 yl de cDNA como
templado para la amplificacién de los transcritos de E6/E7 (E6/E7 E6/E7P™®
mRNA 'E6*I, E6*Il y E6”E7) y los genes blanco de SRSF1, en una mezcla de los
siguientes reactivos: 10 ul de buffer 10X, 2 ul de 50 mM MgCI2, 10 pl de 200
MM dNTPs, 0.25 ul de Tag DNA polimerasa Platinum (Invitrogen), 1 ul de 10
MM oligonucledtido sentido y 1 pl de 10 uM oligonucleétido antisentido (tabla

1), y se llevo a un volumen final de 50 pl con agua libre de nucleasas. Las
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condiciones de la reaccién de PCR fueron: 1 ciclo a 92°C por 2 min, 30 ciclos

de 92°C por 20 seg, 55°C (dependiendo del alineamiento de los primers) por

20 seg y 72°C por 45 seq, finalizando con 1 ciclo de 72°C durante 7 min. La

reaccion se llevé a cabo en el termociclador Thermal Cycler 2720 (Applied

Biosystem). Los productos de PCR se detectaron mediante electroforesis en

geles de agarosa al 2% en TAE1X y se visualizaron en un transiluminador UV.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos (sentido y antisentido) utilizados en el estudio.

Tamafio . Producto
Gen Secuencia %GC | Tm (°C
(pb) § L )
Actina Fw 23 GAAGAGCTACGAGCTGCCTGACG | 60.9 45 309
Actina Rv 20 CACACGGAGTACTTGCGCTC 60
Condiciones 92° por 20s; 45° por 20s; 72° por 45s; 25 ciclos
SRSF1 Fw 27 gﬁ(_?_?TTATGTCGGGAGGTGGTGT 48.1
55 758
GGATCCCGTGTACGAGAGCGAG
SRSF1 Rv 31 ATCTGCTAT 54.8
Condiciones 92° por 20s; 55° por 20s; 72° por 50s; 45 ciclos
. CCACCATGCACCAAAAGAGAACT Full: 776
E6beginFw 27 GCAA 48.1 E6*: 592
E7endR 21 TGGTTTCTGAGAACAGATGGG 47.6 > E6™I: 475
\ : E6"NE7: 270
Condiciones 92° por 20s; 50° por 20s; 72° por 1 min; 45 ciclos
ATGGCAACAAGACGGAATTGGAA
SRSF3 Fw 24 C 46 57 189
SRSF3 Rv 24 CATTCGACAGTTCCACTCTTACAC 46
Condiciones 92° por 20s; 57° por 20s; 72° por 30 s; 30 ciclos
NNRNPAL 23 | TGGTGGTGGATATGGTGGCAGTG | 56.5 A: 225
hnRNPA1 55
Ry 22 GAACCGCCATAGCCACCTTGGT 59.09 B: 381
Condiciones 92° por 20s; 57° por 20s; 72° por 45 s; 25 ciclos
hnRI\IIZI;’VAZBl o éAATCGGGCTGAAGCGACTGAGT 54 A2: 162
55
hnRNRI:’VAZBl o4 gCAGGATCCCTCATTACCACACA 54 B1: 198
Condiciones 92° por 20s; 55° por 20s; 72° por 35 s; 30 ciclos
TIAR E 26 ATGAAAGTGCAGCCCATGCCA 46
TTGTT 50 145
TIAR R o5 ;_CI_BGCTCCATTGGCCCCATTGACT 52
Condiciones 92° por 20s; 50° por 20s; 72° por 30 s; 30 ciclos
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Ensayo de inmunofluorescencia

Para llevar a cabo la inmunofluorescencia, una caja de T25 de las
células transfectadas, se lavdé dos veces con PBS1X, se despegaron y
resuspendieron en 5 ml de medio. Se pasé a un tubo Falcon de 15 ml,
centrifugdé a 1500 rpm 5 min a temperatura ambiente. Se repitid el lavado en
el boton. Se adicioné 2 ml de medio y se contaron 150,000 células en la
camara de Neubauer. Se colocé por goteo el volumen equivalente en un
cubreobjetos colocado en una placa de 12 pozos. Se adicionaron 2 mi
adicionales de medio y se dejaron creciendo 24 h. Al dia siguiente, se lavé con
PBS1X a temperatura ambiente. Se retird y adicion6 PFA al 4% (diluido con
PBS1X a 4°C). Se incubd por 15 min (a partir de este momento, se mantuvo
siempre cubierto de la luz). Se retird el exceso de PFA, se lavé con PBS1X por
5 min. Se elimin6 el PBS1X, se agrego el DAPI diluido 1:1000 y se incubd por
5 min. Se lavo por 5 min con PBS1X. Se tomé el cubreobjetos, se sumergio
varias veces en agua miliQ y se secO el exceso de liquido. Sobre el
portaobjetos previamente etiquetado, se adicioné 5 ul de VectaShield
Mounting y se depositd el cubreobjetos. Se fijé con barniz mezclado con
resellador y guardd a -20°C. Se observaron en el microscopio confocal
Olympus IX7, tomando de 2-3 imagenes en varios campos, con los objetivos
40X y 100X.

Ensayo de Western Blot

Para la obtencion extractos proteicos, 15x108 células se cultivaron en
cajas Petri de 100 mm. Hasta llegar a monocapa confluente, las células se
lavaron dos veces con PBS1X, se elimind el exceso y se adicioné el reactivo
M-PER 1X con inhibidores de proteasas (Complete). Se agité vigorosamente
en el rotor durante 10 min. Se raspé la caja, se homogenizé y el contenido se
transfirio a un tubo Eppendor. Se centrifugoé a 12,500 rpm durante 20 min a
4°C. El sobrenadante obtenido se transfirié a un nuevo tubo y se estimé el nivel
de proteinas por el método de Bradford. Se tomaron aproximadamente 50 ug

de proteinas totales y se separaron por electroforesis en geles
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desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 o 12% [H20
desionizada, amortiguador Tris pH 8.8 1.5 M/Tris pH 6.8 1 M, SDS al 10%, mix
de acrilamida 30% (29.2% de acrilamida y 0.8% de N, N’-metileno-bis-
acrilamida), persulfato de amonio al 10% y TEMED)]. Las proteinas se cargaron
con el amortiguador de Laemmli 2X/4X y como marcador se utilizara el
marcador PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).
Las proteinas fueron corridas en una camara de electroforesis MIGHTY
SMALL Il FOR 8X7CM GELS (Amersham Biosciences) con un amortiguador
de corrida, se electrotransfirieron en una membrana de PVDF (Perkin Elmer)
utilizando un amortiguador de transferencia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, 20%
de metanol). Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con
una solucion de TBS1X-Tween-20 con 5% de leche descremada en polvo
durante 1 hora y se incubaron toda la noche a 4°C con los anticuerpos
primarios diluidos. Se hicieron 3 lavados de 5 min con TBS1X-Tween-20y, se
incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa anti-rabbit,
anti mouse (diluidos 1:5,000) y anti goat (diluido1:4,000), segun corresponda
el anticuerpo primario, durante 1 hora y 30 min respectivamente, usando
TBS1X-Tween-20 con 5% de leche descremada en polvo. Se procedié con
tres lavados durante 5 min con TBS1X y se reveld por quimioluminiscencia con
el substrato SuperSignal West Pico/Femto (Sigma Aldrich), utilizando el equipo
ChemiDoc MP Imagen System (Bio-Rad). Los anticuerpos y sus diluciones
utilizadas fueron: anti RFP (AbCam) diluido 1:500, anti SF2 (Life Tecnology)
diluido 1:1000, anti hnRNP Al (Santa Cruz) diluido 1:10,000, anti hnRNP
A2/B1, anti SRp20, anti TIAR (SantaCruz) diluidos 1:200, y anti PTB1 (Zymed)
diluido 1:250 en TBS1X-Tween-20 con 5% de leche descremada en polvo.
Como control de carga, se utilizé anti-actina (amablemente donado por el Dr.
Manuel Hernandez. Biologia Celular-CINVESTAV-IPN) diluido 1:500.
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RESULTADOS
e Construccion de pDsRed2-N1-SRSF1

La construccion del plasmido pDsRed2-N1-SRSF1 se llevo a cabo a
partir de la amplificacion por RT-PCR del ORF de SRSF1, utilizando como
templado el cDNA de Hela. Posteriormente, se cloné en pcloneJetl.2/blunt y
se digiri6 con las enzimas BamHI y Hindlll. El fragmento recuperado se
subclond en pDsRed2-N1 (el ORF de SRSF1 queda en fase con la RFP, es
decir, se elimina el codén de paro de SRSF1 y el extremo C terminal de la
proteina SR va unido al N terminal de la RFP). El plasmido construido se
someti6 a digestion con las enzimas anteriormente mencionadas y se
corroboré por secuenciacion (ver anexo 1).
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Figura 11. Construccion de pDsRed1-N1-SRSF1. a. RT-PCR de cDNA de SRSF1; b. Restriccion
enzimatica de pDsRed2-N1; c. Restriccion enzimética de pDsRed2-N1-SRSF1; d. electroforesis del
pDsRed2-N1-SRSF1

Se procedié a transfectar las células C-33 A y SiHa. Las células se

mantuvieron bajo seleccidon con el antibiético Geniticina (G418) durante 9

semanas. Una vez que las cajas con las células estuvieron confluentes, se

procedié a extraer RNA y proteina.

e Inmunofluorescencia de RFP y SRSF1-RFP en lineas de carcinoma
cervical transfectadas

Para comprobar la presencia de RFP y SRSF1-RFP in vivo, la
microscopia confocal de flourescencia mostré en C-33 A y SiHa transfectadas

con pDsRed2-N1 (A y C), una expresion de RFP con diferentes intensidades

Pagina | 23



en el nacleo y citoplasma. Se calculé un porcentaje de transfeccion de 30 y
40%, mediante el uso de FACS, para C-33 A y SiHa transfectadas con
pDsRed2-N1-SRSF1 (B y D), respectivamente. A pesar de que los niveles de
expresion de la proteina de fusion (SRSF1-RFP) fueron bajos, se observo
expresion predominante en el citoplasma de las células, en un patrén

puntiforme, siendo mas acentuado en SiHa.

C-33A
pDsRed

C-33A

pDsRed-
SRSF1

SiHa
pDsRed

SiHa

pDsRed-
SRSF1

Figura 12. Fluorescencia para la localizacion in vivo de RFP y SRSF1-RFP. Las lineas celulares C-
33 A y SiHa transfectadas establemente con el vector pDsRed y pDsRed-SRSF1 mostraron una
notable intensidad de la RFP, a pesar de tener bajos niveles de eficiencia de transfeccion (~30-40%).
Los nucleos se tifieron con DAPI.
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e Expresion de RFP y SRSF1 por Western Blot en lineas de carcinoma
cervical transfectadas

Para observar la expresion de la RFP y la proteina de fusion in vitro, se
efectu6 un Western Blot para RFP y SRSF1. Los resultados muestran los
tamafios aproximados de 27 kDa para RFP y 27/33 kDa para SRSFL1. La fusion
presentd un tamafio de ~64 kDa, esto es debido a que la extraccion de
proteinas totales se hizo directamente con solucién de Laemmli 2X y conservé
posiblemente la forma hiperfosforilada de la proteina (37 kDa). Ya que
previamente, no fue detectada en extractos solubles, lo anterior sugiere que la
proteina de fusién se encuentra en particulas de gran tamafo, y posiblemente

se pierde en la fraccion membranal al preparar los extractos solubles.

A C-33A C-33A SiHa SiHa _
HaCat ppsRed SRSF1 pDsRed SRSF1  CaSki
RFP e ™ . J— " & 27 kDa
SRSF1 : @ = |+ 33kDa
- -l o> i < 27kDa

ACTINA | womime sssss s S  sageer wssssee | <4 43 kDa

B SiHa SiHa C-33A
pDsRed SRSF1 SRSF1

< 130 kDa

< 64 kDa

et uu H*?ﬂkoa

Figura 13. Niveles de proteina de RFP, SRSF1y SRSF1-RFP por Western Blot. A) Niveles de proteina
endogena de SRSF1 y RFP en las lineas celulares estudiadas. B) Niveles de proteina de fusion en las
células transfectadas utilizando el anticuerpo anti-SF2. El tamafio esperado de la fusién era 54 kDa
para C-33 Ay 60 kDa para SiHa. Sin embargo, se observé un tamafio de 64 kDa. La banda de 130
kDa es inespecifica del anticuerpo. Los anticuerpos utilizados fueron anti-SF2 (Life Tecnology) y anti-
RFP (AbCam). Como control de carga, se utilizd actina con una imagen representativa.
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e La expresion de SRSF1 incrementa los niveles de transcritos de E6/E7 en
SiHa

Para analizar los niveles de transcritos del bicistron de E6/E7 (E6/E7P™
mRNA "E6*I/E7, E6*II/E7 y E6”E7) en la linea celular SiHa, se llevé a cabo una
RT-PCR utilizando los primers que amplifican el inicio del ORF de E6 y el fin
del ORF de E7. Se observé un ligero incremento en E6/E7P EG/E7PeMRNA
E6*I/E7, E6*II/E7 en SiHa transfectada con SRSF1 en comparacion con el
Mock. Sin embargo, no fue posible observar E6ME7, aunque este nunca ha
sido detectado en SiHa y se expresa en niveles bajos en CaSki (del Moral O.,
et al., 2010)

SiHa  SiHa )
pDsRed srspy CasSki (ViYY;

<«— 1000 pb

pre-mRNA
E6/E7 (776 pb) =P
<— 700 pb
E6*I/E7 (592 pb) —p
( Pb) 500 pb

400 pb

EGMIET (475 =P «

< 300 pb

< 200 pb

=

F 111

<+ 75pb

ACTINA —>|_- R |<- 309 pb

Figura 14. Niveles de transcritos de E6/E7 de VPH16 detectados por RT-PCR en las lineas
celulares SiHa establemente transfectadas. Como control positivo, se utiliz6 cDNA de CasKi.
Los primers utilizados y las condiciones de PCR se muestran en la tabla 1. Como control de
carga se utilizd actina. Para cada reaccion de PCR se utilizé 1 pl de cDNA.

e La expresiéon de SRSF1 en SiHa incrementa los niveles de transcritos y de

proteinas blanco de algunos factores de splicing

Dado el papel de SRSF1 en favorecer el splicing alternativo y la
traduccion de mRNAs, se analizaron los niveles de transcrito y de proteina por
las técnicas de RT-PCR y Western Blot, de algunos factores de splicing blanco

gue se han asociado al intron 1 del bicistron de E6/E7 de VPH16. En la linea
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celular SiHa, se observo un incremento de transcrito y proteina de todos los

factores de splicing analizados con respecto al Mock. De manera intrigante, en
C-33 A transfectada con SRSF1-RFP, por RT-PCR no se observo diferencia

entre los niveles de mMRNA (excepto TIAR, presentd niveles menores) con

respecto al mock. Por Western Blot, en C-33 A transfectada con SRSF1-RFP,

se observé un ligero incremento de niveles de proteina de hnRNP Al, hnRNP

A2/B1 y SRSF3, en comparacion al mock. Estos datos sugieren que SRSF1

aumenta niveles de transcrito y de proteina de algunas proteinas de union a

RNA involucradas en el splicing alternativo de VPH16, en las células SiHa,

pero solo los niveles de proteina en las células C-33 A.
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Figura 13. Niveles de expresion de algunos factores de splicing en las lineas celulares derivadas de
Céncer Cervicouterino. A) Analisis cualitativo de niveles de transcritos por RT-PCR de algunos
factores de splicing en las lineas celulares HaCat (ho maligna), C-33 A (VPH-) y SiHa (VPH16+)
establemente transfectadas con pDsRed y pDsRed-SRSF1, y CasKi (VPH16+, resistente a
apoptosis). Se utilizd 1 pl de cDNA de las lineas celulares. B) Analisis semicuantitativo de niveles de
proteina por Western Blot de algunos factores de splicing en las lineas celulares HaCat, C-33 Ay
SiHa establemente transfectadas con pDsRed y pDsRed-SRSF1, y CasKi. Como control de carga se
utilizé actina en ambos ensayos. Para el Western Blot, se utilizé una imagen representativa de control

de carga.
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DISCUSION

El Cancer Cervicouterino ocupa el 4to lugar de canceres comunes en
mujeres al nivel mundial, siendo de mayor impacto en paises
subdesarrollados, donde continua el aumento de nuevos casos y muertes, a
pesar de mejoras en deteccion de lesiones premalignas y del genoma de virus
de papiloma humano (VPH) (de Sanjose S, 2007). Se han clasificado los VPHs
en base a su potencial oncogénico en VPH de bajo y alto riesgo, siendo el
VPH16 el tipo viral mas oncogénico y el méas frecuentemente detectado. Se ha
demostrado que VPH de alto riesgo es el agente casual necesario para el
desarrollo de lesiones precancerosas y cancer invasivo. Esto esta dado por la
capacidad de integrarse aleatoriamente al genoma celular y perder la
expresion de la proteina E2, represor de las oncoproteinas E6 y E7. Estas
dltimas son las encargadas de generar la actividad transformante primaria en
queratinocitos infectados. La sobre-expresion de E6 y E7 se ha observado en
tumores de diferentes estadios de evolucion de carcinoma cervicouterino.
Estas oncoproteinas alteran varias vias celulares como inestabilidad
gendmica, arresto del ciclo celular, evasion de apoptosis y la inmortalizacion
(McLaughlin-Drubin, M. E., 2009; Howie, H. L., et al., 2009; Moody, C. A., et
al., 2010), haciendo necesario estudiar los mecanismos de su regulacién en el

desarrollo de tumores anogenitales, de cabeza y de cuello.

El splicing alternativo es un proceso esencial en las células eucariotas
para permitir expandir su transcriptoma y diversificar su proteoma. Muchos
virus toman ventaja de este proceso para poder codificar mediante mMRNAS
policistronicos mas de 3 proteinas, debido al bajo potencial codificante de sus
genomas (Johansson C., & Schwartz S., 2013). Bajo este supuesto, es
importante identificar los factores involucrados en la regulacion de la expresion

de transcritos virales de VPH16 en la célula infectada.

Los factores de splicing son proteinas de unién a RNA (RBP) que
participan en la regulacién post-transcripcional de muchos pre-mRNAs. Se

conocen dos principales familias de RBPs: las proteinas SR y las
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ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs). Las proteinas SR
actian como activadores de splicing uniéndose a elementos enhancer de
splicing exoénicos (ESE) y esto facilita el reconocimieto de exon por el
spliceosome, llevando a la inclusién del exon. Por su parte, las hnRNPs actian
como represores de splicing uniéndose a elementos silenciadores de splicing
intrénicos/exdnicos (ISS/ESS), y eliminando el exdn del pre-mRNA (Busch A.
y Hertel K. J., 2012). Enfocandonos en las proteinas SR, es importante recalcar
que estructuralmente poseen un dominio N terminal con 1 0 2 motivos de unién
a RNA (RRM) y un dominio C terminal rico en dipéptidos serina-arginina (SR),
importantes en la union especifica a elementos del mMRNA y la interaccion con
otras proteinas, respectivamente (Howard, J. M., & Sanford, J. R., 2015). Las
proteinas SR se describieron inicialmente por restaurar la actividad de splicing
un extracto deficiente de splicing S100 de células HelLa y fueron detectadas
por el anticuerpo mAb104 que reconoce el fosfoepitopo en presencia de
cloruro de magnesio (Dignam, J. D., et al., 1983). Inicialmente intervienen en
la activacion de sitios de splicing débiles, definicién y la seleccion positiva de
un exén, la union del complejo de unién a exén (EJC), transporte del nucleo al
citoplasma, regulacion de traduccion del transcrito y degradaciéon (Das S. y
Krainer, A. R., 2014).

La proteina SR prototipo es SRSF1 (anteriormente denominada
ASF/SF2), ha demostrado ser un potente proto-oncogén altamente expresado
en diversos tumores y es regulado por c-Myc (Das, S., et al., 2012). Reconoce
secuencias ESE rico en purinas, promoviendo la seleccion de un sitio de
splicing 5’ débil, entre diversas funciones mencionadas anteriormente. La
sobre-expresion de SRSF1 promueve incremento de isoformas que favorecen
la transicion epitelio-mesénquima (Ghigna C., et al., 2005), la traduccion
dependiente de cap (Iborra S., et al., 2013) y evasion de apoptosis (Anczukow
O, et al., 2012). En cancer cervical, se sabe que se encuentra incrementado
en tumores y se liga a la diferenciaciéon del queratinocito (Fay, J., et al., 2009).
Sin embargo, es poco lo que se ha investigado con respecto a estabilidad y

traduccién de transcritos y el papel de SRSF1 en el carcinoma cervical.
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En este estudio, se analizo la expresion de la proteina SRSF1 en lineas
de carcinoma cervical C-33 A (VPH negativo) y SiHa (1-2 copias integradas de
VPH16). Estas lineas celulares poseen la caracteristica de ser sensibles a
muerte con Cis-platino o UV (datos no publicados), y presentan bajos niveles
de proteina de SRSF1. Por lo cual, nos sirven como modelos para estudiar
alteraciones celulares con respecto a dos lineas cervicales mas malignas y
resistentes a muerte, como CaSki (500 copias integradas de VPH16) y HelLa
(~600-800 copias integradas de VPH18+), ambas con niveles elevados de la
proteina SRSF1 (Yee, C.,.1985; del Moral O., et al.,, 2010). SRSF1 se ha
asociado como un factor anti-apoptético importante en tumores mamarios y de
pulmén (Kedzierska, H., & Piekietko-Witkowska, A., 2017) que podria
indicarnos el mecanismo de resistencia a apoptosis presente en estas Ultimas

lineas celulares.

Para la expresion de SRSF1, se utilizé el plasmido para células
eucariotas pDsRed2-N1. Este vector posee la caracteristica de expresar un
inserto unido en fase con la proteina roja fluorescente (RFP). Las células
C-33 Ay SiHa transfectadas no presentaron un cambio de morfologia visible
ni incremento en proliferacion. Sin embargo, consideramos que experimentos
adicionales, por ejemplo, ensayos de formacion de colonia y/o crecimiento
independiente de anclaje, mostrarian cambios en proliferacién y fenotipo de
transicion epitelio-mesénquima (Karni R., en el 2007).

La expresion de la RFP y proteina de fusibn SRSF1-RFP nos permite
observar su localizacién por microscopia de fluorescencia. A pesar de tener
bajos niveles de transfeccién (~30-40%), fue posible observar la expresion de
la RFP en las lineas y observar la proteina de fusién a niveles bajos. La
proteina SRSF1 se ha encontrado principalmente en ndcleo (confinado en
speckles) y citoplasma, en base a su papel como regulador de mRNAs
(Tripathi, V., et al., 2012). Nuestros datos indican que el factor de splicing se
organiza en forma puntiforme, posiblemente en cuerpos P (donde se

almacenan y degradan mRNAS) y que se encuentran en cercania con la
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maquinaria de traduccion (ribosomas) (Anderson, P., et al.,, 2015). Sin
embargo, es necesario utilizar marcadores de estas regiones para definir su
localizacion. Adicionalmente, se debe llevar a cabo la inmunofluorescencia con

la proteina SRSF1 enddgena para descartar deslocalizacion por RFP.

La deteccion de la expresion in vitro de RFP y SRSF1-RFP se hizo
mediante Western Blot, observando un tamafo de 27 kDa y 64 kDa,
respectivamente. Esto nos indicd que la secuencia se expresa en las lineas
celulares y los niveles de proteina son altos, a pesar de la baja eficiencia de
transfeccion (Yarbrough, D., 2001).

Con respecto a los niveles de transcritos de E6/E7, se observé un
incremento de E6/E7Pe-mRNAE6*| y E6*1I, en la linea celular SiHa transfectada
con SRSF1-RFP con respecto al mock. Este dato resulta interesante, debido
gue anteriormente, Rosenberger, S., et al., 2010 y McFarlane, M., et al., 2015,
reportaron independientemente que mediante el knock down de SRSF1 no se
afectaba la produccién de transcritos de E6/E7. Sin embargo, el efecto que
observan podria ser compensado por otro factor de splicing como hTRA2-31,
el cual reconoce secuencias similares a SRSF1 y se ha encontrado sobre-
expresado en tumores cervicales (Gabriel, B., et al., 2009). Ademas, nosotros
al expresar a SRSF1-RFP, nos aseguramos que exista un incremento en la
concentracion del factor y evadir la competencia entre factores de splicing por
seleccién de elementos en el pre-mRNA del bicistron (Singh, R., & Valcarcel,
J., 2005). Por lo tanto, se sugiere que SRSF1 incrementa los niveles de
transcritos de E6/E7 posiblemente por unién directa a los transcritos o por
incrementar los niveles de otros factores de splicing que si se han encontrado
unidos al intron | de VPH16. Seria importante validar la primera aseveracion

con experimentos adicionales.

Se sabe que SRSF1 por la plasticidad de unibn a mRNAs, regula
diversos blancos como proteinas del ciclo celular, de apoptosis, factores de
transcripcion y factores de splicing. En un estudio llevado a cabo por Sanford,

J. R., et al., 2008, analiz6 SRSF1 unido a diversos mensajeros enddgenos en
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diferentes compartimentos subcelulares, encontrando a hnRNP A1,
hnRNPA2/B1 y SRSF3 como blancos de este factor de splicing. Sin embargo,
no validé por alguna técnica el dato obtenido, y es de nuestro interés estudiar
su regulaciéon en presencia de VPH16. Adicionalmente, se analizaron 2
blancos de otra proteina SR, SRSF2, PTB1 (hnRNP 1) y TIAR. Estos factores
de splicing se han catalogado como proto-oncogénes (hnRNP Al, A2/Bl y
SRSF3) y sobre-expresados en tumores de mama, de colon, de pulmén, de
higado y gliomas. Los mMRNA de estas proteinas de union a RNA sufren
splicing alternativo y severas modificaciones post-traduccionales importantes
para su regulacion. La proteina TIAR se propone que participa como gen
supresor de tumores y es un factor de splicing que estabiliza muchos
transcritos y favorece traduccion de algunos mensajeros virales (David, C. J.,
et al., 2010; Venables, J. P., et al., 2008; Corbo, C., et al., 2013; Sanchez-
Jiménez, C., & Izquierdo, J. M., 2015).

En relacion con la regulacion del splicing alternativo de transcritos
tardios de HPV16, hnRNP Al ha mostrado unirse especificamente a un
elemento silenciador de la region codificante de L1, suprimiendo el sitio de
splicing 3’ tardio SA5639, y también se une a un elemento negativo regulatorio
en la region 3° UTR de transcritos tardios. hnRNP A2/B1 se une a elementos
silenciadores de splicing rio arriba del sitio de splicing 5’ tardio SD3632. La
proteina PTB1 se une a una region rica en uracilos en el UTR temprano de
HPV16, y su sobre-expresion causa un cambio de lectura dentro de la region
tardia del genoma del virus. La proteina SRSF3 se une a secuencias ricas en
AC distintas de SRSF1 rio abajo del sitio de splicing SA3359, inhibiendo su
activacion. Sin embargo, con respecto a la produccion de transcritos
tempranos de VPH16, especificamente aquellos que codifican a las
oncoproteinas E6 y E7, se ha estudiado muy poco. Se sabe que SRSF1
favorece la seleccion del sitio de splicing 3° SA3358 que permite la expresion
de transcritos tempranos. Los factores de splicing hnRNP A1y hnRNP A2/B1
promueve el splicing de mMRNAs tempranos de VPH16 uniéndose

especificamente entre los sitios de splicing SD226 y SA409, lo cual conlleva a
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una mayor expresion de E6*l, bajo un estimulo con EGF (Rosenberger, S., et
al., 2010; Somberg, M., & Schwartz, S., 2010; Kajitani, N., & Schwartz, S.,
2015).

Por RT-PCR, analizamos los niveles de transcrito de los factores de
splicing blanco de SRSF1. Observamos en SiHa transfectada con SRSF1 un
incremento en los MRNAs de los factores de splicing, en comparacion al mock.
Sin embargo, en C-33 A transfectada con SRSF1-RFP no observamos un
efecto diferencial con respecto al mock. Estos datos sugieren que SRSF1 en
SiHa se encuentra en estado hiperfosforilado (el cual activa el splicing
alternativo tras el reclutamiento de U1 snRNP a los sitios de splicing 5’ y
estabiliza transcritos), mientras que en C-33 A se encuentra en su forma
hipofosforilada (se mantiene confinada en speckles nucleares o se disocia de
pre-mRNAs) (Misteli, T.,et al.,1998; Bjork P, et al., 2009; Risso, G., et al.,
2012). Sin embargo, debemos confirmar el estado de fosforilacién en ambas

lineas celulares y requieren una futura investigacion mas profunda.

Los niveles de proteina de los factores de splicing se observaron por
Western Blot. En SiHa transfectada con SRSF1 se mostré6 un incremento
considerable de todos los factores de splicing, excepto de TIAR, con respecto
al mock. Sin embargo, para C-33 A transfectada con SRSF1, los niveles de
proteina detectados estuvieron ligeramente incrementados de hnRNP A1,
hnRNP A2/B1 y SRSF3, en comparacioén al mock. Estos datos sugieren que
las formas hipo o hiperfosforiladas de SRSF1 tienen diferencias importantes
en sus mecanismos de accién, a nivel de estabilizacion de mensajeros o
incremento de la traduccién de los MRNAs, lo que se refleja como el aumento
de expresion de estos factores de splicing. Ademas, habra que explorar el
papel en el que participan cada uno de los factores de splicing, incluyendo las
formas hipo e hiperfosforiladas de SRSF1, en la produccion de transcritos de
E6/E7 de VPH16 (Rosenberger, S., et al., 2010; Somberg, M., & Schwartz, S.,
2010). También habra que investigar el papel de E6/E7 en los niveles de

fosforilacién de SRSF1, por ejemplo, en las células C-33 A transfectadas con
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E6/E7 determinar si se altera la fosforilacion de SRSF1 y de SRSF1-RFP.

En resumen, la expresion de SRSF1-RFP en células SiHa incrementa
los niveles de los transcritos de E6/E7 de VPH16 y de los factores de splicing
hnRNP Al, hnRNP A2/B1, TIAR, SRSF3 y PTB1, tanto a nivel de mensajero
como de proteina, mientras que su expresion de las células C-33 A (VPH
negativo) incrementa solo ligeramente los niveles de proteina de los factores

de splicing anteriormente mencionados.
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CONCLUSIONES

* Laexpresion de SRSF1 en la linea celular SiHa favorece un incremento
en los niveles de transcritos de E6/E7 de VPH16.

* La expresion de SRSF1 incrementa los niveles de transcritos y de
proteina de algunos factores de splicing que previamente fueron

encontrados asociados al bicistréon E6/E7 de VPH16.
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PERSPECTIVAS

-Identificar las regiones citoplasmaticas en las que se encuentra la proteina
SRSF1-RFP.

-Determinar que cinasa hiperfosforila en las lineas celulares SiHa, CasKi y

HelLa, comparada con C33 A.

-Co-transfectar a C-33 A gque establemente expresan SRSF1-RFP con una
construccion que exprese el biscistron de E6/E7, para comprobar cambios en
los niveles de transcritos y de fosforilacion de SRSF1, o bien, transfectar
C-33 A que ya expresa E6/E7 de HPV-16 establemente, con SRSF1-RFP

-Utilizando fosfatasa A, observar si se restringe la presencia de la forma
hiperfosforilada de SRSF1 en SiHa y CaSKi, y evaluar alteraciones de
transcritos de E6/E7 o blancos de la proteina SR, en las C-33 A células
transfectadas Con E6/E7 de HPV-16.

-Comprobar alteraciones de transcritos y de proteina de proteinas pro-
apoptoéticas/anti-apoptéticas que regula SRSF1, como caspasa 2, caspasa 9,

Bcl-x, survivina, entre otras.

-Analizar el papel de SRSF1 en la estabilidad de los niveles de transcritos de
E6/E7 mediante un ensayo de actinomicina D, es decir, determinando su vida

media.

-Determinar la cinasa responsable de las diferencias de fosforilacion en
SRSF1 en C-33 A, es decir determinar a cinasa que activa HPV-16, de las que
se conocen que fosforilan SRSF1(CIk/Sty o o SRPK), o bien, si se trata de una

fosfatasa muy activa en C-33 A.

-Determinar si SRSF1 se encuentra unido a los transcritos de E6/E7 mediante

los ensayos de CLIP o RIP.
-Disefio de la construccion pDsRed2-N1-SRSF2 (en proceso).

-Efectuar RNA-seq en las lineas C-33 Ay SiHa que expresan SRSF1-RFP.
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