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RESUMEN

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus de ADN que infecta la capa basal
del epitelio escamoso estratificado, donde uno de sus blancos podrian ser las
células troncales. E2 es uno de los genes virales expresados en la capa basal, y
participa en las etapas tempranas de la infeccion. Sus principales funciones se
relacionan con la regulacion transcripcional, la iniciacion de la replicacion y la
particion del genoma viral, a través de su interaccion con mdultiples proteinas
celulares, la mayoria relacionadas con el proceso de transcripcion. E2 interactla
con la proteina TAF1, parte del complejo de preiniciacion de la transcripcién y a su
vez, este factor interactla con otras proteinas de la maquinaria transcripcional,
permitiéndole reconocer marcas de la cromatina, como H3K27me3, en conjunto con
H3K4me3 forma la cromatina bivalente, altamente representada en células
troncales embrionarias y de adulto, marcando genes cuya transcripcion es muy baja,
pero estan listos para expresarse o silenciarse definitivamente. En este trabajo se
analizé el efecto de la expresion de E2 del VPH16 sobre un grupo de genes con
promotores bivalentes en células troncales embrionarias y cuya expresion es
dependiente de TAF1 y modulada por E2. Se utiliz6 la linea celular HaCaT-E216 en
la que el gen E2 de VPH16 ha sido transducido por infeccion lentiviral. Se separ6
células por citometria de flujo, posterior a su inmunotincién con anticuerpos anti
aGintegrina y anti CD71, recuperandose la subpoblacién a6integrina®CD719m,
determindndose en esta, en el resto de la poblacion (PT-BD) y en la poblacién total,
el perfil de expresion de los genes seleccionados. El analisis de los niveles del
ARNmM reveld que E2 podria ocasionar una salida de la troncalidad de estas células,
indicando la estimulacion de la diferenciacion y causando ademas un dafio en la
estructura celular. Estos cambios son ocasionados probablemente por interacciones
con la maquinaria epigenética celular, ya que la evaluacion de los niveles de
H3K4me3 (marca de activacion) en la poblacién total, indicé que E2 provocé una
disminucién en la abundancia relativa de esta, y por lo tanto, un apagado de la
expresion génica, correlacionando con los datos obtenidos por la medicion de los
niveles de expresion de los genes en la poblacion total celular, sugiriendo que E2

de VPH16 ocasiona un apagamiento generalizado de grupos importantes de genes.



SUMMARY

Human papilloma virus (HPV) is a DNA virus that infects the basal layer of the
stratified squamous epithelium, where one of the targets could be the stem cells. E2
is one of the viral genes that is expressed in the basal layer, and its proteic product
participates in the early stages of infection. The main functions of this protein are
related to transcriptional regulation, initiation of replication and the partition of the
viral genome, activities that are performed through its interaction with multiple cell
proteins, a number of this related to the transcription process. E2 interacts with TAF1
protein belonging to the pre-initiation complex of transcription and, in turn, this factor
interacts with other proteins of the transcriptional machinery, which allows the
recognition of chromatin tags, such as H3K27me3. This mark, in conjunction with
H3K4me3, forms the bivalent chromatin, highly represented in embryonic and adult
stem cells, marking genes whose transcription is very low, but can be rapidly express
or silenced definitively. That is why in the present work the effects of E2 VPH16
expression were measured on a group of genes that have bivalent promoters in
embryonic stem cells and whose expression is dependent on TAF1 and modulated
by E2. For this purpose, the HaCaT-E216 cell line has been used in which the E2
gene of HPV16 has been transduced by lentiviral infection. The separation of cells
was carried out by flow cytometry, after immunostaining with antibodies against a6-
integrin and anti CD71, and the subpopulation a6-integrin®'CD719™ was recovered,
being determined in this, as well as in the rest of the population (PT-BD) and in the
total population, the expression profile of the selected genes. The analysis of the
levels of transcripts revealed that E2 could cause an exit of stemness of these cells,
since this expression profile indicates the stimulation of the differentiation, causing
also a damage in the cellular structure. These changes are occasioned probably due
to interactions with the cellular epigenetic machinery, since the evaluation of the
levels of H3K4me3 (activation mark) in the total population indicates that E2 caused
a decrease in the abundance of this mark, and therefore, a shutdown of gene
expression, which correlates with the data obtained for the measurement of the
expression levels of genes in the total cellular population, suggesting that E2 of

HPV16 causes a generalized decrease of expression in important groups of genes.
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1. INTRODUCCION

1.1. El epitelio

La epidermis es un tejido estratificado, de rapida renovacion en el cual las células
terminalmente diferenciadas se pierden continuamente de la superficie y son
reemplazadas por proliferacion en la capa basal adyacente a la membrana basal.
Se cree que la regeneracion celular se lleva a cabo por una jerarquia de células
proliferativas dentro de la capa basal consistiendo de células troncales y células
transitoriamente amplificadas (TA). En etapas tempranas de la diferenciacion
epidermal, las células basales se despegan de la membrana basal y migran a las
capas suprabasales, en las que pasan por una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos especificos de cada etapa que involucra cambios en la sintesis de las
queratinas K1 y K10 (especificas de diferenciacion). Entonces, las propiedades
adhesivas de los queratinocitos basales estan ligadas a su proliferacion y
diferenciacion (Kaur, P. 2000).

Las células epidermales se adhieren a la membrana basal mediante moléculas de
adhesién conocidas como integrinas, que comprenden una super-familia de
receptores heterodiméricos que consisten de una subunidad a y una B. En la piel
humana normal, la expresion de estas moléculas de adhesién celular esta
restringida a la capa basal de la epidermis siendo a2B1, asB1, y a®B* las integrinas
predominantes. Estas median primariamente la adhesion célula-matriz extracelular,
aunque algunas integrinas tienen un papel importante en la adhesion intercelular.
La integrina asPBs es expresada exclusivamente en la superficie basal de los
queratinocitos en estructuras de adhesidon especializadas denominadas
hemidesmosomas y se una a la laminina-5 en la membrana basal (Kaur, P. 2000;
Li, A. 1998).

Las células troncales epiteliales in vivo son definidas como una subpoblacién menor
de células basales, que se encuentran generalmente en reposo (quiescentes), con
el mayor potencial proliferativo durante la vida del individuo y una capacidad

individual de auto-renovacién. Estas células dan lugar a las células TA, las cuales
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son una poza de células basales proliferando activamente con una esperanza de
vida limitada, y por lo tanto menor potencial proliferativo, que se diferencian y se
pierden rapidamente del tejido (Kaur, P. 2000).

1.2. Marcadores de las subpoblaciones de la capa basal del epitelio

Se ha utilizado a los marcadores de superficie a6 integrina y al receptor de
transferrina CD71 para separar células epidermales primarias provenientes de
epidermis de prepucio de neonatos. Una expresion alta de la integrina sirve bien
como marcador de células basales, permitiendo su separacién de células mas
comprometidas que han iniciado su programa de diferenciacion y de células
suprabasales. CD71 es altamente expresado en mudltiples células proliferando
incluyendo los queratinocitos, por lo que es una buena opcion para separar células
TA de células troncales quiescentes (Kaur, P. 2004; Li, A. 1998).

Se ha logrado distinguir en epidermis humana una pequefia poblacion de
queratinocitos basales que expresan altos niveles de a6 integrina y niveles bajos de
CD71 (a6”CD71%™: Fig. 1) y que cumple con tres criterios muy importantes para
considerarse células troncales mediante estudios in vitro: baja incidencia,
quiescencia relativa determinada por analisis de ciclo celular y una gran capacidad
proliferativa a largo plazo in vitro. En contraste, las células as® restantes que
expresaron niveles altos de CD71 (as”'CD71°"; Fig, 1) cumplieron el criterio
predicho para las células TA: alta incidencia en la capa basal, ciclo celular activo, y
un menor potencial proliferativo, relativo a las células a6P"CD719™. Una tercera
poblacién de queratinocitos humanos primarios que expresan niveles bajos de a6
integrina denominada a69™ también fue observada consistentemente en
preparaciones celulares (Fig. 1); estas células probablemente representen una
mezcla de células basales y suprabasales que exhiben un potencial proliferativo
limitado in vitro y que expresan K10 e involucrina, denominadas células

diferenciadas tempranas (Kaur, P. 2004).



104

e aCD71™
D cells TA cells

10°

10?

CD71 Fluorescence

o, CD71*™
KSC cells

o, Fluorescence

Figura 1. Fenotipo asighado a queratinocitos derivados de un cultivo primario de
células epidermales de prepucio de neonato basandose en dos marcadores de
superficie celular: a6 integrina y el receptor de transferrina/CD71. Células troncales de
gueratinocitos (KSC), células transitoriamente amplificadas (TA) y células diferenciadas
tempranas (D) (Kaur, P. 2004).

1.3. Generalidades de los Papilomavirus.

Los papilomavirus (PV) son virus de ADN de doble cadena circular de
aproximadamente 8000 pares de bases, no envueltos, de estructura icosahédrica
(de 50 a 60 nm de diametro). Esta familia de virus infecta la superficie de tejidos
como la piel o la mucosa, lo cual incluye el tejido de la boca, vias nasales y
anogenital de animales vertebrados. En su genoma (Fig. 2) contiene una region
regulatoria larga (LCR, long control region), que contiene sitios de union a factores
y el origen de replicacién, asi como dos grupos de ORFs, llamados tempranos (E)
y tardios (L). Los genes “L” codifican para las proteinas estructurales L1y L2, siendo
la primera la proteina estructural primaria de la capside y la segunda, la proteina
menor de la misma (Doorbar, J. 2015; Egawa, N. 2015; Galloway, D. A. 2015;
Rogers, A. 2011). Los genes “E” como E1 y E2 codifican para proteinas necesarias
para la replicacion viral, mientras que el resto de los genes virales codifican para las

proteinas tempranas, cuyas funciones principales se describen a continuacion:



El: Helicasa.

E2 Coactivador de la replicacion viral a través del reclutamiento de E1 al origen
de replicacion y factor de transcripcion de E6 y E7.

E4: Proteina de fusion de E1"E4 en las etapas tardias del ciclo viral.

E5: Proteina transmembrana pequefia que interactia con el receptor de factor
de crecimiento epidermal, EGF, y activa vias de sefializaciéon mitogénica.

E6: Conduce la entrada del ciclo celular para permitir la amplificacion del genoma
en las capas epiteliales superiores. En los PV de alto riesgo se une y degrada a
p53, también puede activar la telomerasa y contribuye a la transformacion.

E7: Conduce la entrada del ciclo celular para permitir la amplificacion del genoma
en las capas epiteliales superiores. En los PV de alto riesgo se une y degrada a
retinoblastoma fosforilado (pRb) e induce inestabilidad cromosomica; es

necesaria para la transformacion celular (Egawa, N. 2015).

E2 E2 El SPI E2 E2 TATA PE

- o Il O P
L
”

7

Figura 2. Organizacion gendmica del VPH16. Se especifican en la region larga de control

(LCR) sitios de union a factores de transcripcion (SP1, AP1, Octl) asi como para las

proteinas virales E1y E2. Ademas se especifica el sitio del promotor temprano (PE, también

conocido como p97) y el promotor tardio (PL, p670), asi como PAE y PAL que indican las

posiciones del sitio de poliadenilacion temprano y tardio (Doorbar, J. 2012).
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La infeccidn por este virus en un epitelio estratificado multicapa, como el ectocervix,
requiere la presencia de una micro herida que permita el acceso de los viriones a la
lamina basal. Estas células infectadas forman la reserva de la infeccion y en ellas el
genoma viral es mantenido como un episoma de bajo nimero de copias. Al dividirse,
produce células hijas que son empujadas hacia la superficie epitelial. En lesiones
causadas por VPH de alto riesgo (como el VPH16), las células en las capas
inferiores expresan las proteinas E6 y E7 y son conducidas a través del ciclo celular
y estimuladas para dividirse (Fig. 3, nucleos rojos). En la capa media, se eleva la
concentracion de proteinas necesarias para que suceda la amplificacion del
genoma. En estas células se expresa E4 y se encuentran tipicamente en las fases
S 6 G2 del ciclo celular (presencia de E4 marcada con verde). En las capas
epiteliales superiores, las células abandonan el ciclo celular mientras que en un
subconjunto de células E4 positivas, se sintetizan las proteinas virales L2 y L1,
permitiendo el empaquetamiento de los genomas virales amplificados. Se piensa
que en la zona de transformacion cervical y en el endocérvix, el VPH podria ser
capaz de infectar células columnares epiteliales, células epiteliales de reserva y
células de la union escamo-columnar. La infeccion en estos tipos celulares puede
asociarse con diferentes patrones de progresion de la enfermedad y con el
desarrollo de adenocarcinoma (Doorbar, J. 2012).

Virus Release

Virus Assembly/ ﬁ 8 5
Virus Release i =

Genome
Amplification

Genome Maintenance/
Cell Proliferation

E1,E2,E4,E5
Viral DNA

Genome Mainfenance:

PE PL PL
PAE PAE  PAL

Transformation Zone

Figura 3. Ciclo de vida del VPH de alto riesgo en el epitelio cervical (Doorbar, J. 2012).

Cabe destacar que en casi todas las lesiones cervicales y tumores de alto grado el

ADN viral es integrado en el genoma del huésped. Esta integracion ocurre
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generalmente en sitios fragiles, y los cambios en la expresién de genes en o cerca
del sitio de integracién pueden participar en la oncogénesis. Como se menciond
anteriormente, el producto del gen E2 es responsable de reprimir los oncogenes
virales E6 y E7, por lo que la disrupcion de su marco de lectura en tipos de alto

riesgo, es critico para el desarrollo de la tumorigénesis (Nguyen, H. P. 2014).

1.4. Estructuray funcion de la proteina E2

La proteina E2 tiene un papel crucial en el ciclo de vida de los PV, ya que sirve como
un factor de replicacion, regulador de la transcripcion y factor de mantenimiento. La
proteina completa tiene tres dominios: uno N-terminal de transactivacion (TAD), uno
de “bisagra” interno, y un dominio de union al ADN (DBD) localizado en el C-terminal
(Fig. 4). Tanto el dominio N-terminal como el C-terminal se encuentran relativamente
bien conservados entre PVs. El DBD forma un barril-B dimérico y cada hebra
contribuye con medio barril que contacta y moldea el ADN a través de dos a-hélices
simétricas. La interfase del dimero tiene un centro hidrofébico y usa puentes de
hidrégeno extensivos entre subunidades para mantener una union estrecha. La
estructura del TAD consiste en tres a-hélices y una region hoja- antiparalela. La
secuencia y longitud de la regidén bisagra se encuentra pobremente conservada
entre PV (Centeno, F. 2008; Rogers, A. 2011).

DNA binding
dimerization

| e 11 e

162

transactivation

Figura 4. Dominios de transactivacion, bisagra y de unién al ADN caracteristicos de
la proteina E2 (McBride, A. A. 2013).

E2 como dimero reconoce la secuencia consenso palindromica de 12 pb, 5'-
ACCgNNNNCcGGT-3’, en la cual los nucledtidos 4 y 9 permiten alguna variabilidad.
La secuencia espaciadora de 4 nucleétidos varia por tipo de VPH, y se piensa que
es critica para determinar la afinidad de union de E2, y potencialmente en la
regulacion génica. El homodimero E2 se une al ADN por las hélices alfa de cada



monomero haciendo contacto con dos surcos mayores sucesivos en el sitio blanco
(Centeno, F. 2008; Rogers, A. 2011).

Cuatro sitios de union de E2 a la LCR estan conservados en la mayoria de los PV.
Cada uno es regulado diferencialmente por una afinidad de union variable para la
proteina E2, lo que resulta en una variacion en la replicacion y efectos
transcripcionales durante el ciclo de vida viral, probablemente debidos a estas
diferencias en la afinidad de union de E2, a la ligera variacion de la secuencia asi
como a la metilacion en estos sitios de union. Esta proteina actia como un activador
cuando se une al sitio de unién distal de E2 pero reprime la transcripcion cuando se
une al sitio de unién proximal a la caja TATA del promotor E6/E7, interfiriendo con
factores celulares necesarios para la activacion transcripcional. Esta activacion
transcripcional por E2 involucra interacciones con otras proteinas como el factor de
transcripcion SP1, coactivadores CBP/p300 y AMF-1, y elementos de la maquinaria
transcripcional basal como la proteina de union a TATA (TBP) y el factor de
transcripcion 1IB (TFIIB) (Centeno, F. 2008; Rogers, A. 2011).

Otro papel importante de E2 es su participacién como factor de replicacion auxiliar,
ya que en el origen de replicacion del ADN, E2 interactla y carga a la proteina E1
del VPH, la helicasa de replicacién, reclutando entonces la maquinaria de
replicacion del ADN celular (Dominguez-Catzin, V. 2017; McBride, A. A. 2013).

1.5. Efectos de E2 sobre la maquinaria celular

Como otras proteinas virales, E2 ejerce sus funciones al tener como blanco distintos
factores celulares. La mayoria de las actividades asociadas con E2 han sido
asociadas directamente a su interaccion con factores celulares del huésped, ya sea
para la expresion, segregacion, y replicacion del genoma viral o para proveer
condiciones celulares adecuadas para ello. Estas interacciones se han detectado
con todos los 3 dominios de E2, aunque la mayoria competen al TAD. En 2012,
Muller y Demeret construyeron un interactoma de E2 basado en reportes
bibliograficos (Fig. 5), en el cual obtuvieron cuatro familias funcionales principales

de factores con los que interactua E2: regulacion de la transcripcion, procesamiento
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de RNA, apoptosis y regulacion del ciclo celular; esto proporciona una idea del rango

de funciones de E2 a partir de la interaccion con el huésped.
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Figura 5. Representacién de las cuatro principales familias funcionales blanco de E2.
Las proteinas celulares compartidas por diferentes categorias son multicolor (Muller, M.
2012).

La familia funcional con mayor representacidbn en este interactoma es la de
transcripcion. En esta, una de las proteinas incluidas es la proteina adaptadora de
la cromatina Brd4, ya que E2 interactla con ella estabilizando su asociacion con la
cromatina, permitiendo su unién con los cromosomas mitéticos y el paso del
genoma viral a través de la division celular, teniendo entonces un papel crucial en
la segregacion de genomas virales episomales (Dominguez-Catzin, V. 2017;
McBride, A. A. 2013).

La expresion de E2 también tiene un impacto en el perfil de transcripcion celular,
afectando la expresion de genes involucrados en procesos clave como proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y senescencia. Ademas, se ha demostrado que E2 induce
predominantemente una regulacién a la baja de la expresion génica. Estos cambios
se producen probablemente por interaccién con proteinas celulares como Spl, ya
que E2 pudiera desestabilizar interacciones proteina-proteina entre Spl y

coactivadores, resultando en una regulacion negativa de la funcion de



transactivacion de Spl. Sin embargo, E2 unido a un promotor via Spl, podria
también promover el recultamiento de coactivadores transcripcionales como
p300/CBP y pCAF, llevando en algunos casos a una transactivacion de los
promotores celulares. En general, la expresion de E2 lleva a las células a un
ambiente conveniente para el ciclo replicativo del virus (Dominguez-Catzin, V. 2017;
Ramirez-Salazar, E. 2011).

1.6. Iniciacién de la transcripcion y TAF1

Se piensa que las proteinas con capacidad de activadoras transcripcionales como
E2 actuan, al menos en parte, influenciando el ensamblaje y/o estabilidad de
complejos de preiniciacion de la transcripcidn. La expresion de miles de genes en
células eucariotes es regulada a nivel de transcripcion. Esta regulacion involucra a
grupos de genes empaquetados en cromatina con complejos multiprotéicos que
controlan la dindmica de su relajamiento, permitiendo el inicio de la transcripcion y
la elongacion de la misma. La inhabilidad de los factores de transcripcion generales
(GTFs) para acceder a la cromatina y el ADN envuelto alrededor de las histonas
H2A, H2B, H3 y H4 en subunidades repetitivas llamadas nucleosomas, implican que
un requisito para iniciar la transcripcion sea la alteraciéon de la estructura de la
cromatina. Dos clases generales de complejo/enzima han sido implicados en
eventos alteradores de la cromatina: Complejos remodeladores de nucleosomas
dependientes de ATP (SWI/SNF, RCS, ACS, CHRAC, NURF y Mi-2/NURD) y
enzimas modificadoras de histonas (histona acetiltransferasas (HATS) e histonas
deacetilasas (HDACSs)). Sus actividades interdependientes preceden y facilitan la
union del factor de transcripcion TFIID, el cual esta compuesto de TBP (TATA-
Binding Protein) y numerosos factores asociados a esta proteina (TAFs). Los TAFs
(Fig. 6) contribuyen a la regulacion transcripcional en mdltiples niveles: como
coactivadores gque acoplan sefiales mediadas por activadores a la maquinaria basal,
como factores que reclutan factores de selectividad que estabilizan a TFIID en los
promotores, aumentando o reprimiendo las interacciones TBP:caja TATA, y en el

caso de TAF1l como una enzima capaz de modificar proteinas vecinas y



potencialmente modular sus actividades (Albright, S. R. 2000; Carrillo, E. 2004;
Wassarman, D. A. 2001).

Figura 6. Funciones de los TAFs. Pueden servir como factores de reconocimiento de
promotores al unirse a las secuencias Inr y DPE y en conjunto con las interacciones caja
TATA:TBP, puede orientar al ADN al TFIID (flechas de una direccién). Ciertos TAFs son
también blancos de activadores que son capaces de unirse a dominios de activacion in vitro
(flechas de doble direccion). Adicionalmente TAF1 (TAF;250) tiene dos actividades
enzimaticas, una cinasay una acetilasa, que pueden modificar proteinas (flechas sinuosas).

La composicion de subunidades mostrada es el TFIID de Drosophila (Albright, S. R. 2000).

TFIID y TFIIB son los Unicos componentes del complejo de preiniciaciéon (PIC) que
pueden unirse especificamente a promotores en el ADN. Se piensa que la funcion
de TFIID comprende distintas actividades como el reconocimiento dependiente de
activadores de los elementos de la secuencia promotora en el ADN, la generacion
de un ambiente de cromatina favorable para el ensamblaje del PIC y la iniciacién de
la transcripcion, y modificaciones estructurales de GTFs para facilitar el ensamblaje
del PIC y la iniciacion de la transcripcion; TAF1 contribuye a cada una de estas
actividades (Carrillo, E. 2004; Wassarman, D. A. 2001).

TAF1 (TAFI250, Fig. 7), la cual se ha demostrado que interactla directamente con
E2, es el componente de mayor peso molecular en TFIID y posee una variedad de
actividades que probablemente contribuyan a los pasos iniciales de la transcripcion

por la ARN polimerasa Il. Algunas de estas incluyen actuar como andamio para el
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ensamblaje de otros TAFs y TBP en TFIID, la union de activadores (como Tat de
VIH, E1A de adenovirus, JUN, Rb, el proto-oncogen MDM2 y la ciclina D) para
reclutar a TFIID en promotores particulares, y la regulacion de la uniéon de TBP al
ADN. TAF1 también tiene la capacidad de unirse a elementos iniciadores del nicleo
(core) del promotor y residuos de lisina acetilados en histonas. Otra caracteristica
de TAF1l es que posee actividad cinasa, activador/conjugador de ubiquitina y
acetilasa que modifican tanto a histonas como a factores generales de la
transcripcion (GTFs). Una vez reclutada al promotor, TAF1 puede participar en el
ensamblaje del PIC al unirse a la subunidad RAP74 (TFlIFa) de TFIIF. Existe un
amplio soporte experimental para el entendimiento del mecanismo por el cual los
activadores transcripcionales modifican las actividades de TAF1 para promover la
formacion o estabilidad del PIC en el promotor. La interaccion competitiva entre
algunos activadores y TAF1 podria controlar la union de TFIID a los promotores, ya
que el N-terminal de TAF1 se une a la superficie de unién al ADN de TBP e inhibe
las interacciones TBP-ADN. Sin embargo, los activadores acidicos JUN y TFIIA
compiten con TAF1 por la unién con TBP, entonces alterando las propiedades de
unién de TFIID al ADN. Ademas, algunos represores inhiben las actividades
enzimaticas de TAF1 (como Tat y RB) que podrian promover el ensamblaje del PIC
al modificar las estructuras de los GTFs y la cromatina. Asi mismo, TAF1 se une a
histonas con multiples acetilaciones a través de 2 bromodominios en tandem
localizados en la region C-terminal de la proteina, especificamente se une la histona
H4 acetilada en las lisinas 5 y 12. Entonces, los bromodominios podrian dirigir a
TFIID a promotores en la eucromatina (Carrillo, E. 2004; Centeno, F. 2008;
Wassarman, D. A. 2001).
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Figura 7. Diagrama esquematico de TAF1l (TAF,250). Localizacion de los dominios
enzimaticos (Dominio cinasa N-terminal (NTK), dominio cinasa C-terminar (CTK), dominio
histona acetiltransferasa (HAT), y un dominio conjugador/activador de ubiquitina (E1/E2)) y
bromodominios (Bromo) son indicados dentro de la proteina linear. Los sustratos de las
actividades enziméticas estan indicados por encima de la proteina TAF1, las proteinas con
las que interacttan se indican por debajo de la proteina. Los sustratos y las proteinas con
las que interactla se abrevian de la siguiente manera: TFIIA (A), TFIIE (E), TFIIF (F),
proteina de unién a TATA (TBP), proteina retinoblastoma (RB), Tat de VIH (TAT) y TFlIFa
(RAP74) (Wassarman, D. A. 2001).

Recientemente se ha reportado que TAF1 forma un complejo con TAF7 (TAF1/7) el
cual contiene una region estructural que forma un “bolsillo” en su superficie, que
reconoce una marca inhibitoria de la cromatina, la lisina 27 trimetilada en la histona
H3 (H3K27me3), especificamente mediante los residuos aroméaticos encontrados
en este. Se ha propuesto que el reconocimiento de H3K27me3 por TAF1/7 podria
ayudar a inducir un arresto transcripcional temporal, el cual puede ser revertido por
una fosforilacion en la serina 28 de la histona H3 (pH3S28) para inducir la iniciacién
de la transcripcion. Asi mismo, se sugiere que el complejo TAF1/7 podria tener un
papel en el reconocimiento de la cromatina bivalente en células troncales
embrionarias, aunado al domino PHD de TAF3 que reconoce la marca activadora
H3K4me3 (Bhattacharya, S. 2014).
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1.7. Promotores bivalentes e islas CpG

El desarrollo apropiado de los organismos superiores es un proceso altamente
regulado en el que las vias epigenéticas son determinantes. Especificamente, una
hipermetilacion aberrante del ADN en islas CpG asociadas a promotores
(CGl/promotor) de genes es una caracteristica bien definida de células
cancerigenas. El fenotipo metilador de islas CpG ha sido caracterizado por una
hipermetilacion concomitante de multiples CGls y ha sido descrito en diferentes
tipos de tumores. Estudios en las bases moleculares de la hipermetilaciéon en CGls
sugieren la existencia de un programa instructivo que se basa en la firma de las

CGils de la cromatina, también en células madre o troncales (Court, F. 2017).

Se ha destacado que genes que se encuentran marcados en células troncales
embrionales o de adulto por las proteinas del grupo represivo polycomb y mas
especificamente por una firma de cromatina considerada bivalente, son propensos
a ser metilados aberrantemente en células cancerigenas. CGls/Promotores con
cromatina bivalente estan marcados concomitantemente por marcas “activas”
H3K4me3 y “represivas” H3K27me3. Se piensa que los dominios de la cromatina
bivalente reprimen la transcripcion de genes a través de H3K27me3, mientras
mantienen a los genes listos para la decision de destinos alternativos, inducidos por
estimulos de desarrollo especificos sobre la diferenciacion de células troncales
(Court, F. 2017).

Aungque multiples dominios bivalentes son resueltos en la diferenciacién, un grupo
de promotores mantiene su estado de bivalencia incluso después de la
diferenciacion terminal. Entonces, la bivalencia podria no reflejar simplemente un
estado transitorio de cromatina flexible durante la diferenciacion, sino una condicion
presente en la mayoria o hasta en todos los tipos celulares. Apoyando esta idea, se
han identificado dominios bivalentes en diferentes tipos celulares no troncales,
como células T humanas diferenciadas, en donde se encontr0 que genes
expresados débilmente poseen marcas adicionales de acetilacion en H3K9 y H3K14
junto con H3K4me3 y H3K27me3 en sus promotores. Consistentemente, se han

reportado superposiciones entre firmas de expresion de genes de células troncales
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y tumores agresivos. En conjunto, estas observaciones llevan a la hipotesis que,
ademas de mediar el silenciamento estable de genes supresores de tumores, la
mayor consecuencia de la hipermetilacion de CGI es mantener aberrantemente a
las células cancerosas en un estado similar al de las células troncales (poca
capacidad de diferenciacion y autorenovacion ilimitada) que contribuye a la

iniciacion del cancer y su progresion (Court, F. 2017; Harikumar, A. 2015).

Andlisis integrativos recientes de todo el genoma, revelaron que la hipermetilacion
aberrante de CGls afecta principalmente a genes que ya estan representados en el
tejido normal, indicando que la mayoria de estos genes no estan involucrados en la
carcinogénesis. Debido a lo anterior se ha propuesto una hipotesis alternativa en la
cual la represion estable provocada por la hipermetilacion aberrante del ADN en
CGls/promotores restringe la plasticidad epigenética de las células cancerosas y su
habilidad de adaptarse después de cambios ambientales, asi como durante la
formacion de metastasis o el tratamiento, actuando entonces como un mecanismo

protector en contra de la progresion del cancer (Court, F. 2017).

Se ha reportado que una gran cantidad de productos de genes con regiones
promotoras bivalentes se encuentran involucrados en procesos de desarrollo y vias
de diferenciacion celular, mientras que en procesos metabdlicos basales, ciclo
celular y vias de reparacion, se encuentran mayormente asociados genes con
promotores que Unicamente poseen la marca H3K4me3. Ademas se ha observado
que componentes del Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2), que media la
deposicion de H3K27me3, estan enriguecidos en promotores bivalentes,
especialmente EZH2 (92.8%). Un estado sin metilacion y transcripcionalmente
inactivo en las islas CpG es suficiente para promover el reclutamiento de PRC2.
Como resultado, la bivalencia es la firma de CGIs transcripcionalmente inactivos
(Court, F. 2017).
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2. ANTECEDENTES

Los efectos biologicos de la proteina E2 del VPH en células de mamifero han sido
estudiados generalmente utilizando lineas celulares cancerosas, transfectadas
transitoriamente. Estudios tempranos en lineas celulares derivadas de carcinoma
cervical que poseen el genoma de algun VPH (VPH positivas), indicaron que una
sobre-expresion transitoria de E2 induce apoptosis en ellas debido a la represion de
la expresion enddgena de los genes E6/E7. Sin embargo, en células negativas para
VPH la sobre-expresion de E2 también induce apoptosis, independientemente de la
transactivacion y mediada por la activacion de la caspasa 8. Por otra parte, se ha
observado que la expresion sostenida de E2 en células VPH positivas, induce un
arresto prolongado del crecimiento e induce senescencia irreversible,
probablemente como una via predeterminada para células que abandonan el ciclo
celular, ya que la mayoria de estas células son incapaces de diferenciarse
terminalmente, como es el caso de las células HelLa (Burns J. E. 2010; Dominguez-
Catzin, V. 2017).

Entonces, los efectos observados de E2 sobre los procesos de apoptosis y
senescencia podrian estar relacionados con su papel en diferenciacion, ya que es
bien conocido que un paso critico para comenzar este proceso, es el arresto en el
ciclo celular seguido de la expresién de genes involucrados en la diferenciacion
temprana. Si estos genes no se expresan correctamente, las células podrian
mantener un estado de senescencia irreversible y progresar a apoptosis o

inmortalizacion (Dominguez-Catzin, V. 2017).

En células HaCaT (queratinocitos inmortalizados espontaneamente) transducidas
con construcciones de E2, en las que se detectaron niveles bajos de esta proteina,
se ha obtenido evidencia de una morfologia diferenciada, incluyendo células
elongadas y colonias multicapa. A la par se ha reportado un aumento en marcadores
de diferenciacion epidermal como involucrina, filagrina y citoqueratinas 1 y 10, asi
como aumento de marcadores de senescencia. En el contexto del ciclo de vida del

virus, esto no es inesperado, ya que aunque el virus requiere que la célula se
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mantenga dentro del ciclo celular para establecer una infeccion y amplificar su
genoma, también necesita que la célula hospedera vuelva a entrar a procesos de
diferenciacion para que se complete el ciclo viral, y asi por ultimo ensamblar las
particulas virales. Por lo tanto la expresion de E2 puede no soélo influenciar la
expresion de E6 y E7 afectando el crecimiento celular, sino también estimular la
diferenciacion, lo cual parece ser un efecto directo de E2 sobre la expresion génica
celular. Cabe destacar que una diferenciacion normal terminal de queratinocitos no
involucra senescencia, sin embargo, las células HaCaT en un cultivo en monocapa
no pueden diferenciarse por completo, por lo que puede esperarse la senescencia

bajo estas condiciones (Burns J. E. 2010).

Nuestro grupo de trabajo demostroé la presencia de una subpoblacion de células con
caracteristicas de troncales en la linea celular HaCaT. Este hallazgo se logré
mediante un procedimiento que incluy6é la inmunodeteccion simultanea de los
marcadores a6-integrina 'y CD71, y la separacion de subpoblaciones por citometria
de flujo (Fig 8. panel a). Esta estrategia permitié identificar la presencia de tres
subpoblaciones con diferentes inmunofenotipos: a6-integrina®™ (8.16 + 0.52%), que
corresponde a las células diferenciadas tempranas; a6-integrina®/CD71" (87.27 +
1.21%), correspondiente a las células transitoriamente amplificadas (TA) y a6-
integrina’/CD71%™ como una subpoblacion menor (1.16 + 0.08%), correspondiente
aparentemente a células troncales. Para corroborar estos resultados se realizaron
ensayos en los que se evalud la capacidad de estas subpoblaciones separadas
mediante citometria (“sort”) después de la tincion y resembradas en placas, para
auto-renovarse regenerando los inmunofenotipos normales en cultivo, su habilidad
de enriquecimiento y la morfologia de colonias en ensayos clonogénicos que
permite distinguir tres tipos: holoclonas, meroclonas y paraclonas, que reflejan su
grado de diferenciacion y capacidad de proliferacion.

La subpoblacién a6-integrina®/CD719™ restauré el inmunofenotipo de la poblacién
celular total, y después de 2 rondas de “sort” y resembrado, la poblacién incrementé
de 2.8 £ 0.54% a 3.9 + 0.33% (Fig. 8, paneles a y b). La resiembra de las
subpoblaciones no-a6-integrina®/CD71%M (a6-integrinad™ y a6-integrina®/CD71P")

16



generd Unicamente células no-a6-integrina®/CD71%™. En un ensayo clonogénico,
el porcentaje de holoclonas derivadas de la subpoblacion a6-integrina®/CD719m
(potencialmente troncales o “stem-like”) después del “sort” y resiembra fue
considerablemente mayor que en aquellos con morfologia de paraclona en ambos
ensayos de enriquecimiento (62 = 2% vs 38 + 3.5% y 68 + 5.5% vs 32 + 3.5%) (Fig.
8, panel c), mientras que la morfologia observada después de resembrar la
subpoblacién no-a6-integrina’/CD719™ fue principalmente de paraclonas (2% vs 98
+ 1% y 0% vs 100%). Finalmente, la evaluacion de los niveles de ARNm de tres de
los mas importantes factores de troncalidad (SOX2, NANOG y OCT4) en las
diferentes subpoblaciones aisladas por “sort” (Fig. 8, panel d y e) indicé que estos
genes son expresados en altos niveles en la subpoblacion a6-integrina®/CD719™,
pero no en la no-a6-integrina®/CD71%™, Estos resultados demostraron que la linea
celular HaCaT contiene una subpoblacion de células progenitoras (Dominguez-
Catzin, V. 2017).

Posteriormente se evaluaron los efectos de la expresion de la proteina viral E2 en
el fenotipo a6-integrina/CD71 en la linea celular HaCaT transducida con E2-VPH16,
por medio de citometria de flujo. Este analisis evidencié cambios en la abundancia
relativa de las tres subpoblaciones que constituyen la linea celular cuando E2-
VPH16 es expresado. Se observd un claro aumento en las células diferenciadas
tempranas (a6-integrina®™) pasando de 8.16 + 0.52% a 54 + 1.34%, mientras que
la subpoblacion “stem-like” (a6-integrina/CD71%™) disminuy6 de 1.16 + 0.08% a
0.55 +0.06%, sugiriendo que la expresion de este gen viral estimula la diferenciacién
temprana de la linea celular HaCaT (Fig. 9). Esto sugiere que la proteina viral tiene
un efecto similar que agentes inductores de la diferenciacion reportados
previamente. Este comportamiento podria deberse tanto a una regulacion
transcripcional directa en vias particulares, asi como a mecanismos indirectos a
nivel epigenético, en regiones que regulan la decision del destino de la célula a
mantenimiento de la troncalidad o hacia diferenciacion (Dominguez-Catzin, V.
2017).
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Figura 8. La linea celular HaCaT posee una subpoblacién de células “troncales”. a)
Analisis de citometria de flujo para la expresion de a6-integrina y CD71 en células HaCaT
exhibiendo tres fenotipos distintos: a6-integrina® (R8), a6-integrina®/CD71"" (R7) y a6-
integrina®/CD719m (R6). Los paneles superiores corresponden a ensayos de
enriquecimiento por “sort” y resembrado unicamente de células de la subpoblacién a6-
integrina®/CD719™, mientras que los paneles inferiores de las subpoblaciones a6-
integrina®™ y a6-integrina®/CD71%". b) Gréfica de barras de dos rondas de enriquecimiento
de la subpoblacion a6-integrina®/CD71%™ en el ensayo de auto-renovacion. c) Grafica de
barras de los ensayos de clonogenicidad de la subpoblacién a6-integrina®/CD71%9m
sembrados después de una ronda de enriquecimiento. d) Andlisis RT-PCR para la
expresion de marcadores de células troncales (SOX2, OCT4 y NANOG) en la
subpoblaciones a6-integrina®/CD719™, no- a6-integrina®/CD719™ y poblacién total de la
linea celular HaCaT. e) Analisis RT-gPCR para la expresion de SOX2, OCT4 y NANOG en
células HaCaT silvestres totales, después de clasificarlas en las subpoblaciones a6-
integrina®/CD719™ y no-a6-integrina®/CD71%™ (Dominguez-Catzin, V. 2017).
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Figura 9. La expresion de E2 de VPH16 modifica el perfil de las subpoblaciones a6-
integrina/CD71 en la linea celular HaCaT. Andlisis de citometria de flujo representativo
para el perfil de subpoblaciones de a6-integrina/CD71 en células HaCaT-VPH16-E2. La
subpoblacién R6 disminuye casi un 50% mientras que la R8 aumenta al menos 5 veces en

estas células (Dominguez-Catzin, V. 2017).

Por otra parte en nuestro grupo de trabajo se ha demostrado la interaccion in vitro
de E2-VPH16 y TAF1 por medio de ensayos de unién in vitro (captura), tipo “pull-
down” modificado. En la Fig. 10b se observa como la proteina E2-HPV16 interactta
directamente con TAF1, especificamente por medio del dominio NTK. Esto sugiere
qgue la regién amino terminal de TAF1 (donde se localiza el dominio amino-cinasa)
es responsable de la interaccion directa con E2 in vitro, mientras que la region
carboxilo aparentemente no esta involucrada en esta interaccion. Esta region que
contiene el dominio amino-cinasa es requerida para la interaccion con otros
componentes de la maquinaria de transcripcion basal, incluyendo TBP y la
interaccion y fosforilacion de llaf (subunidad de TFIIA) y RAP74 (componente
mayoritario de TFIIF). Posteriormente se identificé que el dominio de E2-VPH16 con
el que sucede la mayor interaccién con TAF1 es el dominio de union a ADN, aunque
tambien en menor grado se observo su interaccion con proteinas mutantes de E2
gue contienen Unicamente el TAD; sin embargo, la proteina recombinante que
contiene Unicamente la regién bisagra no mostro interaccion (Fig. 10d). Esto indica
que tanto la region amino, como la carboxilo de la proteina E2-VPH16, con actividad

biol6gica importante, estan involucradas en la union a la region amino terminal de
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TAF1, lo que como consecuencia podria modular la actividad transcripcional de E2.
El dominio TAD de E2 ha sido implicado en interacciones con varios cofactores
celulares de transcripcion como CBP/p300 y P/CAF, los cuales estan generalmente
ligados a la funcion activadora transcripcional de E2. Sin embargo, esta region
también ha sido involucrada en la interaccion con Brd4, inhibiendo la activacion de

la transcripcion mediada por E2 (Centeno, F. 2008).
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Figura 10. Evidencia de la interaccion directa de E2-VPH16 con TAF1 in vitro. a)
Representacion esquematica de TAF1 de longitud completa y las mutantes de delecion
usadas en los ensayos de captura 6 “pull-down” modificado, para mapear los dominios que
interactdan con E2. NTK= Dominio cinasa amino-terminal; CTK= Dominio cinasa carboxilo-
terminal; AT= Dominio acetyl-transferasa; RAP= Dominio de unién a Rap74.Todas las
proteinas fueron marcadas con S en un sistema acoplado transcripcion-traduccion. b)
Interaccién directa de NTK de TAF1 con E2-HPV16. c) Representacion esquemética de la
proteina E2-HPV16 y las construcciones GST-E2 deletadas utilizadas para los ensayos de
unién in vitro. d) Mapeo de los dominios de E2 que interactian con TAF1 in vitro (Centeno,
F. 2008).
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Para analizar la significancia funcional de la interaccion E2-TAF1 y el papel de TAF1
en las funciones de regulador de la transcripcion de genes virales de E2, se
evaluaron dos diferentes escenarios con promotores artificiales regulando un gen
reportero de luciferasa “rio abajo”: un promotor artificial de respuesta minima a E2
en el que cuatro sitios de uniéon a E2 (E2BS) fueron colocados a mas de 50 pb
“corriente arriba” de la caja TATA y la secuencia iniciadora TdT (sin otros sitios de
union para factores de transcripcion en el promotor, Fig. 11a, pTi4XE2-Luc), y un
promotor natural de VPH (LCR-HPV18) donde los sitios de unién de E2 estan
localizados tres bases corriente arriba de la caja TATA (Fig. 11c, pl8URR-Luc). Se
observé que la actividad transcripcional del promotor responsivo a E2 pTi4XE2-Luc
aumentdé cuando se cotransfectdé pcDNA3-TAF1, sugiriendo que la interacciéon
TAF1-E2 observada in vitro podria tener también un efecto funcional en la
regulacion de la actividad de transactivacion de E2 (Fig. 11b); probablemente al
reclutar componentes de la maquinaria basal transcripcional al promotor y entonces
activando la transcripcion. Por otra parte, la represion transcripcional inducida por
E2 de la construccion pl8URR-Luc también fue modificada por la sobre-expresion
de TAF1, resultando en el alivio de la represion inducida por E2 (Fig. 11d). La
interacciébn entre estas proteinas podria participar en la modulacion de las
propiedades transregulatorias de E2, con consecuencias biolégicas muy
importantes. Ademas, esta interaccion podria jugar un papel importante en el
reclutamiento de TFIID y en la formacién y estabilizacion del PIC, donde E2 podria

contactar adicionalmente a TFIIB (Centeno, F. 2008).

Aunqgue los primeros efectos observados de la expresion de E2 fueron relacionados
con apoptosis y senesencia celular, estudios mas recientes han demostrado que E2
es capaz de manipular el destino celular con una tendencia a la diferenciacion de
las células. Por lo tanto, es interesante conocer el efecto que tendria la expresion
de esta proteina especificamente en la subpoblacion de células progenitoras de
gueratinocitos y si este efecto se encuentra relacionada con la demostrada
interaccién con la proteina TAF1 y la maquinaria de transcripcién celular, asi como

con las marcas de la cromatina de los genes bivalentes.
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Figura 11. TAF1 modula la actividad transcripcional de E2. a) Representacion
esquematica del promotor de respuesta minima de E2 en pTi4dXE2Luc. Esta construccién
fue generada posicionando cuatro sitios de union de E2 corriente arriba de la caja TATAy
del Inr del vector pTiLuc. b) TAF1 coopera con E2 para activar la transcripcion E2-
dependiente. ¢) Representacién esquemética de la LCR de VPH18 en el vector p18URR
donde la posicién de los sitios de unién de E2 es indicada. Los sitios de unién de E2
localizados cerca de la caja TATA son responsables de la represion mediada por E2. d) La
sobre-expresion de TAF1 alivia la represion mediada por E2 de la LCR de VPH18 (Centeno,
F. 2008).
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3. JUSTIFICACION

Con base en los antecedentes presentados anteriormente es evidente que el papel
de la proteina E2 no se encuentra restringido a la regulacion de la expresion de las
oncogenes virales E6 y E7, sino que interactia funcionalmente con la maquinaria
celular, involucrandose en procesos como ciclo celular, apoptosis, proliferacion y
diferenciacion. Esto podria ser consecuencia de su interaccion fisica con diversas
proteinas celulares, como TAF1, lo cual generaria un cambio en el entorno celular
que provocaria un ambiente favorable para la replicacién del virus. Los datos
obtenidos a través del estudio de los efectos de la expresion de E2 en un ambiente
en el que el resto del genoma del VPH esta ausente, han demostrado la capacidad
de E2 para manipular el destino celular con una importante tendencia a la
diferenciacion. Esto, aunado a la demostrada interaccion in vitro de E2-VPH16 con
TAF1, sugiere que una posible via para que esta regulacién suceda, pudiera ser
mediante el uso de este factor de transcripcion celular, al modificar la unién de este
a promotores de genes particulares a través de sus marcas en la cromatina, y

cambiando los niveles de expresion de sus transcritos.

Pudiera suponerse que la expresion de los genes virales en cada una de las
subpoblaciones de las células epiteliales es distinta, por lo que al ser las células
progenitoras epiteliales un potencial punto de infeccion del VPH y contar con una
mayor abundancia de genes con promotores en estado bivalente, se vuelve muy
atractivo e interesante conocer cudl es la repercusion de la expresion de E2 en esta

subpoblacién.

Es por ello que en este trabajo se analizaron los cambios a nivel transcripcional
causados por la proteina E2 del VPH16 en un ambiente carente del resto del
genoma del virus, en las diferentes subpoblaciones presentes en la linea celular
HaCaT, analizando también si la presencia de E2 en este ambiente celular, provoca
cambios en las marcas epigenéticas de la cromatina, especificamente en la
H3K4me3.
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El conocer con mayor detalle la dindmica que se establece entre la expresion de E2
y la célula epitelial, podria permitirnos entender mejor el papel de este gen en el
ciclo viral, asi como su relacion con los pasos iniciales del desarrollo de la patologia
relacionada con este virus, teniendo como consecuencia la visualizacion de

potenciales herramientas terapéuticas contra su infeccion.
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4. HIPOTESIS

La expresion de E2 de VPH16 en células troncales de la linea celular HaCaT
modifica la actividad transcripcional de ciertos promotores bivalentes debido a

cambios en las marcas epigenéticas de la cromatina.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General:

Conocer el efecto que tiene la expresion de E2 del VPH16 sobre la actividad
transcripcional de genes con promotores bivalentes en células troncales de la linea

celular HaCaT.

5.2. Objetivos Especificos:

-Comprobar la expresion del gen E2 de VPH16 en la linea celular HaCaT-E2-
VPH16.

-Realizar la separacion de células troncales epiteliales de las lineas celulares
HaCaT-LacZ y HaCaT-E2-VPH16, a partir de la tinciébn con a6-integrina/CD71.

-Determinar el nivel de expresién del RNAm de los genes con promotores bivalentes
por RT-qPCR.

-Determinar la presencia de la marcas de la cromatina H3K4me3 en genes cuya

expresion sea modificada por E2 en poblacioén total, por medio de ChlP y gPCR.
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6. MODELO DE ESTUDIO

Células HaCaT: Linea celular de queratinocitos inmoratilzados espontaneamente
transformados proveniente de queratinocitos humanos adultos. VPH negativa, p53
mutada (posee dos mutaciones: H179Y y R282W en alelos separados), competente
a diferenciacion (Boukamp, P., 1988). En este trabajo se utilizaron 2 lineas creadas
por transduccion lentiviral a partir de células HaCaT en nuestro grupo de
investigacion: HaCaT-LacZ y HaCaT-E216.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo de células
HaCaT-LacZ (Control)

Cultivo de células
HaCaT E2-VPH16

\ 4

Cell-sorting
a6-integrina/CD71

\ 4
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(ARNmM) por RT-gPCR
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acoplado a gPCR
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Cultivos celulares

Para la realizacidn de este trabajo se utilizaron dos lineas celulares, HaCaT-LacZ y
HaCaT-E216. Ambas lineas celulares provenienen de queratinocitos inmoratilzados
espontaneamente transformados derivados de queratinocitos humanos adultos.
Ambas contienen un transgeén distinto; la primera de ellas contiene un segmento de
250 pb del gen lac Z perteneciente al operon lac de E. coli, mientras que la linea

HaCaT-E216 contiene el gen que codifica para la proteina E2 del VPH tipo 16.

Ambas se cultivaron en medio DMEM (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 4 mM de L-Glutamina, 1 mM de piruvato, Penicilina y Estreptomicina 100
puL/mL. Ademas, se agrego al medio 0.35 pg/mL de Puromicina por al menos 5 dias,
ya que el transgén de ambas lineas celulares esta acoplado a un gen que codifica
para la resistencia a este antibiotico. Las células se incubaron a 37°C en atmésfera
huimeda con 5% de COs..

8.2. Ensayo de actividad biolégica de la proteina E2 (Transfeccién de LCR y

ensayo de luciferasa)

Para estos ensayos de transfeccion se utilizé un vector pGL4.10 el cual contiene el
gen reportero de luciferasa (luc2) al que se le cloné la region larga de control (LCR)
del VPH tipo 18, generando la construccion pGL4.10LCR18. Se utiliz6 esta regién
debido a que presenta sitios de unién de la proteina E2, y cuando es introducido a
una linea celular que expresa este gen viral, la proteina se unir4 y promovera la
transcripcion del gen reportero, generandose la proteina luciferasa que es por sus

propiedades luminiscentes es facilmente medible.

Para realizar el ensayo de transfeccion, se requirid cierta cantidad de ADN
plasmidico, por lo que se sembraron bacterias DH5a previamente transformadas
con esta construccién. La extraccién de plasmido se llevd a cabo empleando la

metodologia de lisis alcalina. Una de las colonias bacterianas fue inoculada en un
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tubo de ensayo conteniendo 5 mL de medio LB con 100 ng/mL de ampicilina y se
incuban durante 14 hrs a 37°C. Luego el cultivo se centrifug6 por 10 minutos a 2500
rpm a temperatura ambiente en una microcentrifuga con un rotor de 11 cm de
diametro, se decanto el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla de bacterias en
300 pL de Buffer P1 (TrisHCI 50 mM pH 8, EDTA 10 mM, RNAsa A 100 ug/mL)
transfiriéndolo a un tubo cénico de microcentrifuga de 1.5 mL. Se anadié 300 pL de
Buffer P2 (NaOH 200 mm, SDS 1%), se agité suavemente por inversion y se incubo
5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 300 uL de Buffer
P3 (Acetato de Potasio 1 M pH 5.5) con el fin de neutralizar el pH alcalino de la
mezcla, se agitdé suavemente por inversion del tubo y se incub6 20 minutos en hielo.
Los tubos se centrifugaron 30 minutos a 12500 rpm a 4°C, y se recupero el
sobrenadante en un tubo para microcentrifuga nuevo. Se agregd 1 volumen (800
ML) de sPEG y se dejé reposar por 10 minutos a temperatura ambiente, para
después centrifugar a 13000 rpm durante 3 minutos. Se decant6 el sobrenadante y
la pastilla se resuspendié en 200 yL de agua bidestilada. Después se prosiguioé a
realizar la extraccion fendlica afadiendo 200 uL de fenol pH 8, agitando
vigorosamente y centrifugando 5 minutos a 13000 rpm a 4°C. Una vez separada la
fase acuosa (superior) de la organica (inferior), esta se transfiere a un tubo conico
de microcentrifuga de 1.5 mL. Posteriormente, se afiadieron 200 puL de una mezcla
de Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugdé a 13000 rpm por 5 minutos
a 4°C. Nuevamente se transfirié la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL y se afiadi6 la
mitad del volumen de acetato de amonio 5 M (100 pL) y 2.5 volumenes de etanol
absoluto (750 uL) para precipitar los &cidos nucleicos. Se centrifugaron 45 minutos
a 13000 rpm a 4°C, al finalizar se decantdé el sobrenadante y se anadieron 500 uL
de etanol al 70% para retirar sales de la pastilla de ADN. Se centrifugé 15 minutos
a 13000 rpm a 4°C, se decant0 el sobrenadante y se dejo secar la pastilla. EIl ADN
se diluy6 en agua destilada y se determino la concentracion de ADN empleando el
equipo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientefic). El ADN plasmidico se purifico
utilizando el estuche comercial para extraccién de plasmido a gran escala “QIAGEN:

Plasmid Maxi Kit”, siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Para la transfecciéon, se comenz6 sembrando 2.0x10° células HaCaT-LacZ vy
HaCaT-E216 en 4 pozos de 2 cajas de 6 pozos en 3 mL de medio suplementado
(DMEM + 10% SFB) incubandose por 24 horas a 37°C, 5% CO2 y 90% humedad.

Cada caja se marco de la siguiente manera:

Al dia siguiente se elimin6 el medio de las células y se lavo 2 veces con 1 mL de

PBS, se agrego6 1.5 mL de medio Opti-MEM por caja y se regreso a la incubadora.
Se rotularon 2 tubos de 1.5mL como tubo A (Al y A2) y otros dos como tubo B (B1
y B2), utilizandose los tubos “1” para las células HaCaT-LacZ y los tubos “2” para
las HaCaT_E216. En el tubo A se coloco el volumen correspondiente a 1ug del
plasmido LCR-Luc y se ajusté a un volumen final de 100uL con Opti-MEM, dejando
incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. En ambos tubos B se mezclan
2.75uL de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) con 97.25uL de Opti-MEM. Se mezclo el
el contenido del tubo A de 3-5 veces con pipeteo y se transfirio al tubo B (Al con B1
y A2 con B2) evitando la formacion de burbujas, incubandose por 45 minutos mas
a temperatura ambiente. Se retir6 el Opti-MEM de las células y se agreg6 900uL de
Opti-MEM nuevo por las paredes de la caja. Se homogenizé y agregé por goteo por
toda la caja la mezcla de transfeccion (200uL). A los controles se les agregaron
200puL de Opti-MEM. Se incubd por 5 horas a 37°C, 5% CO2 y 90% de humedad.
Finalmente se aspir6 el medio y se colocaron 3mL de medio suplementado para

continuar la incubacion por 48 hrs a 37°C, 5% CO2 y 90% de humedad.

Para el ensayo de luciferasa se comenzé retirando el medio de las células y se lavo
la monocapa con 1 mL de PBS. Después de retirarlo, se agregaron 250 pL de buffer

de lisis pasiva (PLB 5X, Promega) y para cosechar las células se raspo la superficie
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de la caja con un fragmento de hule (gendarme), raspando el lisado hacia el borde
inferior de la caja. Este lisado acumulado se pipete6 a un tubo de 1.5 mL y se
homogenizo en este. Se lavo el gendarme con PBS y se procedio a realizar el mismo
procedimiento en los demas pozos de la caja. El lisado fue sometido a 2 ciclos de
congelamiento-deshielo, colocandose 5 min en un bafio de hielo seco con etanol
absoluto para pasar inmediatamente a 37°C en un termoblock. Después se
centrifugd a maxima velocidad en microcentrifuga por 1 min, se recupero el

sobrenadante y este se almacené a -70°C hasta su procesamiento.

En una placa para Lumindmetro de 96 pozos se dispensaron 100 uL del Reactivo
de Ensayo de Luciferasa Il (LAR I, Promega) en el nimero adecuado de pozos para
realizar los ensayos deseados y a estos se les transfirieron 75 uL del lisado protéico
de cada transfeccion; se mezcld por pipeteo 2-3 veces para finalmente realizar la
medicion de la actividad de luciferasa en el equipo Fluoroskan Ascent FL de
Labsystems.

8.3. Tincidn con anticuerpos anti-a6-integrina acoplado a Pacific Blue y anti-

D71 acoplado a APC/Cy7, y separacion celular por citometria de flujo

Los cultivos celulares HaCaT-LacZ y HaCaT-E216 se lavaron 2 veces con PBS, se
tripsinizaron y centrifugaron para después resuspender en 1 mL de DMEM y realizar
el conteo de células por medio de una tincion de azul de tripano. Las células se
lavaron con PBS y centrifugaron para resuspender la pastilla celular en 1 mL de
solucién de bloqueo (PBS con 2% de albumina de suero bovino y 2% de suero fetal
bovino) por cada millén de células. Después de incubar por 15 min se lavo con PBS
para después centrifugar y resuspender en 100 pL de solucidon de marcaje (PBS con
1% de albamina de suero bovino) por cada millon de células. Se colocaron 100 uL
de esta suspension celular en un tubo de 1.5 mL (equivalente a 1 millébn de células
por tubo) y luego se procesaron para tincion sencilla o doble con los anticuerpos
Pacific Blue anti-humano/raton CD49f o a6-integrina (dilucién 1:100, BioLegend®)
y/lo APC/Cy7 anti-humano CD71 (diluciéon 1:500, BioLegend®) por 45 min a 4°C

utilizando un tubo de células sin tefiir como control. Las células fueron lavadas 2
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veces con 1mL de PBS+ (PBS con 1% de Hepes 1M pH 7.4 y 2% de suero fetal
bovino) a 4°C con centrifugaciones a 3500 rpm por 5 min a 4°C en una
microcentrifuga con un rotor de 11 cm de radio entre cada lavado, siendo
resuspendidas finalmente en 600 pL de PBS+. La separacion celular fue realizada
en el citdmetro de flujo MoFlo XDP (Beckman Coulter) en el que se recuperaron las
poblaciones a6-integrina®/CD719™ y No a6-integrina®/CD71%9™ (una mezcla de las
poblaciones a6-integrina®’/CD71°" y a6-integrina®™), asi como una poblacién
denominada PT-BD, la cual representa a las células de la poblacion total menos la

subpoblacién a6-integrina®/CD719M, todas en PBS+.

8.4. Extraccion de RNA a partir de células separadas

La extraccion de RNA se realizé utilizando un estuche comercial de extracciéon de
RNA especializado para muestras pequefias (Direct-zol™ RNA MiniPrep de Zymo

Research); la metodologia se detalla a continuacion.

Esta metodologia se realizé a partir de aproximadamente 25,000 células separadas
de la poblacion a6-integrina®/CD719™ provenientes de los cultivos celulares
HaCaT-LacZ y HaCaT-E216, asi como de la poblacién No a6-integrina/CD714my
PT-BD. Estas células se centrifugaron 5 min a 3500 rpm a 4°C y la pastilla celular
se resuspendio en 100 pL de TRIzol (al utilizarse un numero de células menor o
igual que 100000) y se almacend a —70°C hasta su procesamiento. Una vez que se
llevé a temperatura ambiente se le afiadié un volumen igual (100 uL) de etanol (95-
100%) al lisado y se mezclé. Se transfirié la mezcla a una columna Zymo-Spin™ IC
en un tubo de recoleccion y se centrifugd a 9500 rpm por 1 min a temperatura
ambiente. Se transfirié la columna a un nuevo tubo de recoleccion y se descart6 el
fluido. Se agregaron 400 uL del RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugé. Se
mezclaron 5 pL de DNasa | (6 U/uL) y 75 pL de DNA Digestion Buffer y se agrego
esta mezcla directamente a la matriz de la columna, incubandose a temperatura
ambiente por 30 min. Se agregaron a la columna 400 pL de Direct-zol™ RNA
PreWash y se centrifugd. Después de descartar el fluido se repitié el paso anterior.

Se agregaron a la columna 700 uL del RNA Wash Buffer y se centrifug6 a 9500 rpm
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por 2 min para asegurar la eliminacion completa del buffer de lavado. Se transfirio
la columna a un tubo cénico para microcentrifuga de 1.5 mL y se le agregaron 50
pL de agua libre de DNAsas/RNAsas directamente a la matriz de la columna para
eluir el RNA. El RNA se concentré a un volumen de aproximadamente 12 uL
empleando el Concentrator 5301 (Eppendorf) y se almacen6 a -20°C hasta su

procesamiento.

Este método de extraccion se aplicdé también para obtener RNA a partir de células
de la poblacidn total en las que se lavo el cultivo 2 veces con PBS y se le agrego 1
mL de TRIzol a una caja P100, se cosecharon las células con ayuda de un
gendarme y se colocaron en un tubo conico para microcentrifuga de 1.5 mL que se

almacené a -70°C hasta su procesamiento por medio del kit.

8.5. Reaccion de RT PCR y RT-PCR en tiempo real

Para sintetizar el cDNA Unicamente a partir de ARN mensajero (ARNm) se utiliza
un oligonucledtido Oligo(dT), el cual se hibridiza con la cola de poliA del ARNm. En
la reaccién de RT-PCR se empled todo el volumen de la muestra de RNA obtenida
tras la extraccion en el caso de la subpoblacion a6-integrina®/CD719™ o BriDim
(~300ng), mientras que para las demas subpoblaciones se utilizé ~2ug, 1 uL de
Oligo(dT) (500ug/mL, Promega), 5 pL de Buffer M-MLV RT(5X, Promega), 5 uL de
una mezcla de dNTPs (25 mM), 0.5 pL de RNAsin (40 u/uL, Promega), 1 uL de
Retrotranscriptasa M-MLV (1u/pL, Promega) y se llevé a un volumen final de 25 pL
con agua bidestilada estéril. Durante la reaccién de retrotranscripcién primero se
afadio el Oligo(dT) al volumen de ARN, y se incub6 durante 5 min a 70°C, para
luego incubarse 10 min a 4°C y afiadirle el resto de los componentes a la reaccion

e incubar a 42°C por 1:30 hrs. EI cDNA se almacend para su uso proximo a -20°C.

Para las reacciones de RT-PCR se utilizo la siguiente mezcla de reaccion general:
1 yL de cDNA, 1.25 mM de una mezcla de dNTPs, 1X de GoTaq Flexi Buffer, 1.25
mM de MgClz, 0.05 u/uL de GoTaqg DNA Polimerasa, 0.6 uM de oligonucleétido
sentido (Fw) y 0.6 uM de oligonucledtido antisentido o reverso (Rv). Las condiciones
de la reaccion de PCR fueron un ciclo a 96°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos
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de 96°C por 30 seg, 60°C por 1 miny 72°C por 2 min con un ciclo final de 10 min a
72°C. Para visualizar el producto de esta reaccion, este se migrd
electroforeticamente en un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE (Tris base
40mM, acido acético 20mM, EDTA 1mM, pH 8.3).

Las mezclas de reaccion para el ensayo de gPCR se realizaron de la siguiente
manera: 2 pL de cDNA, 1X Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix
(ThermoFisher), 0.2 uM del oligonucleétido Fw y 0.2 uM del oligonucleétido Ry,
llevandose a un volumen final de 15 pL con agua. Se empled un termociclador
“StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)”. El perfil térmico
utilizado en los ensayos consistio en un ciclo de 15 min a 95°C, después una fase
de amplificacion de 40 ciclos a 95°C por 15 seg y 60°C por 60 seg. Al finalizar el
proceso de amplificacion se realiza un andlisis de curvas de disociacién con el fin
de evaluar la especificidad de la PCR. El andlisis de expresion relativa se realizd
utilizando el método de AACt (Livak, K. J. & Schmittgen, T. D., 2001).

8.6. Ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)

Este ensayo tiene como objetivo determinar sitios del ADN en los que se encuentre
unida una proteina en particular, ya sea esta un componente de la cromatina, o bien
un factor de transcripcion. Particularmente en este trabajo pretendemos determinar
regiones genicas en las que se encuentren mas 0 menos presentes algunas
modificaciones de histonas. Para este fin, se emple6 un anticuerpo especifico anti-
Histona H3 (trimetil K4) grado ChIP (ab8580, abcam) y paralelamente un anticuerpo
anti-Histona H3 grado ChIP (ab1791, abcam), ambos generados en conejo. Se
afiadié un control negativo en el cual se realiz6 la inmunoprecipitacion con un
anticuerpo anti-lgG. En este protocolo se utilizaron 3 millones de células como
material inicial de cada linea celular (HaCaT-LacZ y HaCaT-E216), las cuales se

sembraron el dia anterior del inicio del ensayo.

Para comenzar se retird el medio de los cultivos celulares por aspiracion y se lavo
la monocapa dos veces con PBS 1X. Para generar una asociacion permanente de

las proteinas unidas al ADN (entrecruzamiento), se afiadieron 10 mL de medio D-

34



MEM sin suero y 270 mL de formaldehido (37%), para tener una concentracion final
de 1% y se incubd por 13 minutos a 37°C en la incubadora. Transcurrido el tiempo
de incubacion se retiré el medio y se lavé dos veces con PBS 1X frio con inhibidores
de proteasas (1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF y “Complete protease
inhibitor cocktail” 1X (Roche)), se despegd la monocapa con ayuda de un gendarme
y se transfirieron las células a un tubo cénico de microcentrifuga de 1.5 mL. Estas
se centrifugaron a 2000 rpm por 4 min a 4°C en una microcentrifuga con un rotor de
11 cm de radio, se descarto el sobrenadante y se resuspendio la pastilla celular en
300 pL de “SDS Lysis Buffer” (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 8.1) con
inhibidores de proteasas (1 mM de PMSF y “Complete protease inhibitor cocktail”);
la suspension se incubd 10 min en hielo. Las muestras se sonicaron utilizando el
sonicador Bioruptor® Pico (Diagenode) con 10 ciclos de 30 seg de sonicado y 30
seg de pausa, a 4°C, permitiendo obtener segmentos de DNA de entre 200 y 600
pb. Después se centrifugaron las muestras por 10 min a 13,000 rpm a 4°C y se
transfirié el sobrenadante a un tubo eppendorf de 2 mL, descartando el pellet. Las
muestras se llevaron a un volumen de 2 mL con “ChlIP Dilution Buffer” (0.01% SDS,
1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCI pH 8.1, 167 mM NaCl) con
inhibidores de proteasas (1 mM de PMSF y “Complete protease inhibitor cocktail”),
se tomaron 200 uL de la muestra y se almacenaron como muestra “Input” (material
inicial) a -20°C hasta su procesamiento en paralelo con las demas muestras. El resto
de la muestra se utiliz6 para continuar el proceso de inmunoprecipitacion de la
cromatina. Para reducir ruido inespecifico se realizé un preaclarado con 30 uL de
Proteina A-Agarosa (Santa Cruz, Biotechnology) y se incub6 por 30 min a 4°C en
agitacion. Posteriormente se colocd la muestra en el soporte magnético para
precipitar las perlas y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo coénico de
microcentrifuga de 1.5 mL. Se afiadié el anticuerpo inmunoprecipitante (anti-
H3K9me3, anti-H3, o anti-IgG como control negativo) y se incubé toda la noche a

4°C con agitacion.

Después de la incubacion se agregaron 25 pL de Proteina A-Perlas Magnéticas por
una hora a 4°C en agitacion para colectar el complejo anticuerpo/histona y los

inmunocomplejos se precipitaron al colocar los tubos en el soporte magnético. Se
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removid el sobrenadante que contiene ADN no unido, inespecifico y se descarto;
los inmunocomplejos se lavaron por 5 min a 4°C en agitacion de manera secuencial

con cada uno de los buffers siguientes:

-“Low Salt Immune Complex Wash Buffer” (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM
EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH 8.1, 150 mM NacCl), 1 lavado.

-“High Salt Immune Complex Wash Buffer” (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM
EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH 8.1, 500 mM NacCl), 1 lavado.

-“LiCl Immune Complex Wash Buffer” (0.25 M LiCl, 1% IGEPAL-CA630, 1% &cido
deoxicdlico (sal de sodio), 1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 8.1), 1 lavado.

-“Buffer TE” (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0), 2 lavados.

Entre cada lavado se precipité el complejo colocandolo en el soporte magnético y
se descarto el sobrenadante. Una vez terminados los lavados se realizo la liberacion
de los inmunocomplejos resuspendiendo la muestra en 250 uL de “Elution Buffer”
(1% SDS, 0.1 M NaHCOg3), se mezcld con vortex y se incubo 15 min a temperatura
ambiente con agitacion. Al finalizar la incubacion se coloco la muestra en el soporte
magnético y se paso el sobrenadante a un tubo cénico de microcentrifuga de 1.5
mL y se repitié la elusion obteniéndose al final 500 pyL de elusidon. A esto se le
agregaron 25 pyL de NaCl 5 M y se incub6 a 65°C por 4 hrs, con lo que se revierte
el entrecruzamiento proteina-ADN, realizandose lo anterior también en las muestras
“Input”. Una vez transcurrido el tiempo se anadieron 10 yL de EDTA 0.5 M, 20 uL
de Tris-HCI, pH 6.5 1 M, y 20 mg/ mL de Proteinasa K, incubando por una hora a

45°C para asi digerir las proteinas.

La recuperacion del ADN se realiz6 mediante una extraccion con fenol-cloroformo
la cual consiste en agregar un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
a las muestras y centrifugar a 13000 rpm por 5 min a 4°C para separar las fases
acuosa y organica transfiriéendose la fase acuosa (superior) a un tubo de 1.5 mL
limpio. Se le agregé un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamilico y se
centrifugd a 13000 rpm por 5 min a 4°C y se transfirio la fase acuosa (superior) a un

tubo de 1.5 mL limpio. Se le agregaron 100 pL de NaCl 5 M, 1 mL de isopropanol y
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10 pL de glucogeno de Mytilus edulis (Sigma-Aldrich) dejando precipitar a -20°C
durante toda la noche. Al dia siguiente se centrifug6 durante 45 min a 13000 rpm a
4°C, el sobrenadante se decanto y se lavo la pastilla con 500 yL de etanol al 75%.
La pastilla se centrifugé nuevamente por 15 minutos a 13000 rpm a 4°C, se decanto
y se dejo secar. El ADN inmunoprecipitado se resuspendié en 70 pL de agua
bidestilada estéril y se analizé por medio de gPCR, empleando 5 uL del ADN asi

como la concentracion de reactivos descritos anteriormente para esta metodologia.

8.7.0ligonucledtidos

Se emplearon diversos juegos de oligonucleétidos para medir el cambio en los
niveles de expresion de los genes estudiados, asi como para medir en los
inmunoprecipitados de los ensayos de ChIP, la presencia de las marcas de la
cromatina H3K4me3 y H3K4 en sus promotores (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados para RT-qPCR.

Nombre Secuencia Tm
RTCCNA1Fw 5 AGA CCC AAA GCA CAC TACAT 3 60
RTCCNA1Rv 5 TCC CTC TCA GAACAG ACATAC 3 60

RTp27Fw 5 TAACTC TGAGGACACGCAT3 60
RTp27Rv 5 TTCTTC TGT TCT GTT GGC TC3’ 60
RTJunBFw 5 CCCCCCTTCCACTITTITT?Y3 60
RTJunBRv 5 TGCGTGTTTCTTTTCCACA3J 60
RTHRAsFw 5 ACG AAT ACGACCCCACTATY 60
RTHRAsSRv 5 TCATCC GAGTCCTTC ACC 3 60
RTEIF5A2Fw 5 TACCTTTCCCTGCTGACAG?Y 60
RTEIF5A2Rv 5 ATGCCT GATGTTTCCGTTTAJ 60
RTCCND3Fw 5 TAC CCGCCATCCATGATCG Y 60
RTCCND3Rv 5" AGG CAGTCCACTTCAGTGCY¥ 60
RTRNF125Fw 5 TGAGTGTGA CACCCT GGTTT 3 60
RTRNF125Rv 5 CGT TCC GAT CTGTGATGA GT 3’ 60
RTPCOLCE2Fw 5 AAA AGT GTAGACGGACGG G ¥ 60
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RTPCOLCE2Rv 5 TGATGATCGAGACTGTGGC 3’ 60
RTPTTG1IPFw 5 GAG TTG TAACGC TCC ACT GA 3’ 60
RTPTTG1IPRv 5 TTC TGA GAA CAAGCA GCT CC 3’ 60
RTNCAM2Fw 5 GGG GTT GCT TGT CAGTAGC 3 60
RTNCAM2Rv 5 TTC AGG TTC ACC AAT CGC TGT & 60
RTSLC11A1Fw 5 CTG GACGAATCCCACTCTGJ 60
RTSLC11A1Rv 5 CGC GCCACCACATACTCATZI 60
RTCAMK2BFw 5 CAG CAG GCATGG TTTGGT TT 3’ 60
RTCAMK2BRv 5 TGT ACA GGA TCACCC CACAT 3 60
RTSox2FW 5 TCA GGA GTT GTC AAG GCA GAG 3’ 60
RTSox2Rv 5 AGA GGC AAACTG GAATCAGGA 3 60
RTNanogFw 5 GCAATG GTG TGA CGC AGAAG ¥ 60
RTNanogRv 5 ATT GGAAGG TTCCCAGTC GG & 60
RTOct4Fw 5 CTT CGC AAGCCCTCATTTCACC 3 60
RTOct4Fw 5 GGT CCGAGG ATCAACCCAG?J 60
E2AACFWQPCR 5 TGC GGG TGG TCA GGT AAT & 60
E2AACRVQPCR 5 TGG TCG CTG GAT AGT CGT 3 60
ActinaFw 5 GCG GGA AAT CGTGCG TGACAT T 60
ActinaRv 5 GAT GGA GTT GAAGGT AGTTTCGTG 3 60
Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para ChIP-gPCR.

Nombre Secuencia Tm
ChlPelF5a2Fw 5 AGC CTC GGG AAT CTG GTA & 60
ChlPelF5a2Rv 5 TCTTTCTCT CGG TCAGCG 3 60
ChIPCCNA1Fw 5 AAG CGT AGG TGT GTG AGC 3’ 60
ChIPCCNA1RvV 5 ACT GTT TCC GTG ACC CGT 3 60

ChlIPp27Fw 5 AGACTC GCC GTG TCAATC & 60
ChlPp27Rv 5 CCGCTCTCC AAACCTTGC 3’ 60
ChIPJunBFw 5 ACT TCC GTG GCT GAC TAG & 60
ChIPJunBRv 5 CTTTCCTGG CGTCGTTTC 3 60
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ChlP2elF5a2Fw
ChiP2elF5a2Rv
ChlP2CycAlFw
ChlP2CycAl1Rv
ChlP2p27Fw
ChlP2p27Rv
ChlIP2JunBFw
ChlP2JunBRv
ChIPNCAM2Fw
ChIPNCAM2RvV
ChIP2SLC11A1Fw
ChIP2SLC11A1RvV

5 AGA ATG GAT GGG GGAACAGA Z
5 GTAACAGAACCTGGCCAGCAZ

5 ACA TAG AAA GAT AAC GACG GG &

5 GTT ACC TGG AAG ACG AAATCT &
5 CAGACT CGGACGGGCTITG ¥
5 CGG AGC CAAAAGACACAGAC Y
5 GAAGCCTGACAGGGCTITTGJ
5 TCCATT TTAGTG CAC ATC CGG &
5 AGC GAAAGG TTCTCTCTCCA 3
5 CTCCCTCTTTGC CCTCTCTTG &
5 TTC AAT GAC AGG TGA GTAGTG &
5 TCC ACCCAGTGAGATTGAGT &

64
64
60
60
62
62
60
60
60
60
60
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9. RESULTADOS

9.1.Seleccidn de genes a analizar

Para determinar los genes a analizar en este trabajo se emplearon los siguientes
criterios de seleccidon: que contuvieran promotores con reporte de poseer marcas
bivalentes; que contuvieran una isla CpG dentro de su secuencia (ya sea en el
promotor o en el cuerpo del gen); y que su expresion se haya reportado modulada
por TAF1 y modificada por la presencia de E2 de VPH16.

Con este fin, se cotejo6 la informacion reportada por varios grupos de trabajo, sobre
cada uno de estos criterios. Court y Arnauld en 2017 obtuvieron una lista de 5766
dominios bivalentes de alta confianza presente en el genoma de células troncales
embrionarias humanas (hESC), a partir del andlisis por ChlP-Seq de cinco lineas de
hESC: HUES48, HUES64, HUESS, 13 y H1 que ademas, especifica la presencia y
ubicacion o ausencia de islas CpG en estos genes. Por su parte O’Brien y Tjian en
2000 reportaron que a partir de un microarreglo de 6500 genes murinos, alrededor
del 18% de estos eran dependientes de la actividad acetil-transferasa de TAF1 y un
6% del dominio amino-terminal cinasa de este factor, mientras que alrededor de 1%
dependian de ambos dominios, por lo tanto la lista de genes cuya expresion
depende de TAF1 fue tomada de este trabajo. Por ultimo se tomo una lista publicada
por nuestro grupo de investigacion (Ramirez-Salazar y cols.) en 2011, obtenida del
analisis de un microarreglo de expresién que permiti6 conocer el patrén global de
los procesos biologicos regulados por E2-HPV16 en la linea celular C-33A. En este
estudio se encontraron 1048 genes regulados a la baja y 581 a la alta. Al entrecruzar
los datos de estos trabajos, se obtuvo una lista de 12 genes que cumplen con los
criterios mencionados anteriormente y que se presenta en la Tabla 3 (Court, F.
2017; O'Brien, T. 2000; Ramirez-Salazar, E. 2011).
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Tabla 3. Genes a analizar en este trabajo.

ID del Gen | Simbolo Nombre
NM_003914| CCNAL1 Cyclin Al
Cyclin-dependent kinase
NM_004064 | CDKNIB | iphipitor 1B (p27, Kipl)
Solute carrier family 11
NM_000578 | SLC11A1 member 1
Calcium/calmodulin-dependent
NM_001220| CAMK2B protein kinase Il beta
Ring finger protein 125, E3
NM_017831| RNF125 ubiquitin protein ligase
NM_001760| CCND3 Cyclin D3
NM 006397| JUNB Transciption factor JUNB
Pituitary tumor-transforming 1
NM_004339| PTTGLIP interacting protein
Procollagen C-endopeptidase
NM_013363 |PCOLCE2 enhancer 2
Harvey rat sarcoma viral
NM_005343| HRAS oncogene homolog
Neural cell 41 adhesion
NM_004540| NCAM2 molecule 2
Eukaryotic translation initiation
NM_020390| EIF5A2 factor 5A2
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9.2.Expresion de a6-integrinay CD71 en células HaCaT-LacZ y subsecuente

separacion de células a6-integrina®/CD719m

Con el objetivo de analizar la expresion de los genes mencionados en la tabla
anterior, se realizé la separacion de las subpoblaciones celulares de la linea celular
control (HaCaT-LacZ) que son caracteristicas de la capa basal del epitelio. Esto se
realizd6 mediante citometria de flujo acoplada a separacion de células y
primeramente se busco confirmar la presencia de una subpoblacion progenitora por
medio de una tincion doble con anticuerpos anti a6-integrina y anti CD71. Los
resultados representativos de este analisis se observan en la Fig. 12. La linea
celular HaCaT-LacZ presenta tres subpoblaciones celulares con inmunofenotipos
diferentes: una poblacion a6-integrina®™ (8.44+0.43%, R8) correspondiente a las
células diferenciadas tempranas, otra a6-integrina®/CD71"" (89.00+0.64%, R7)
siendo células transitoriamente amplificadas y una menor subpoblacion de células
a6-integrina®/CD719™ (2.5+0.27%, R6) que corresponde a células troncales. Estas
proporciones son similares a las reportadas en nuestro grupo de investigacion por

Dominguez-Catzin en 2017, empleando la misma estrategia de separacion.
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Figura 12. Analisis de citometria de flujo para la expresién de a6 integrinay CD71 en
la linea celular HaCaT-LacZ. Se representan 3 subpoblaciones: a6-integrina®/CD719m
(R6), a6-integrina®/CD71" (R7) y a6-integrina®™ (R8). La imagen es representativa de 3

experimentos separados.

Para corroborar una seleccion de la poblacion adecuada asi como una correcta
separacion celular, se realiz6 el analisis de los niveles de ARNm por RT-gPCR de
3 de los factores de troncalidad méas importantes, Sox2, Nanog y Oct4 (Fig. 13).
Esto se realiz6 en las subpoblaciones a6-integrina®/CD719™ (BriDim) y No a6-
integrina’/CD71%™ (No BriDim), siendo esta Gltima una muestra representativa de
la subpoblacion a6-integrina/CD71°", especificamente de una seccién mas alejada
de la primera, con el objetivo de observar diferencias mas marcadas entre las
subpoblaciones. En esta figura se observa una mayor expresion relativa de los 3
marcadores de troncalidad analizados en la subpoblacion a6-integrina®/CD71%9™ en
comparacion con las células No a6-integrina®/CD719™, siendo estadisticamente
significativa en 2 de 3 marcadores utilizados, implicando que la primera
subpoblacion presenta un perfil de expresidon mas cercano a la troncalidad. Cabe

destacar que con respecto a los datos de la expresién de Sox2, al obtenerse en un
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ensayo un nivel de expresién alrededor de 6 veces mayor en la poblacion BriDim en
comparacion con la No BriDim, resulté en una desviacion estandar mayor que afecté
importantemente la significancia estadistica, a pesar de observarse una evidente
mayor expresion de este gen en las células BriDim. Los resultados obtenidos
concuerdan con lo esperado y por lo tanto confirman una correcta separacion de la

subpoblacién progenitora.
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Figura 13. Analisis RT-qPCR para la expresion de SOX2, OCT4 y NANOG en células
a6-integrina/CD719™ (BriDim) y No a6-integrina®'/CD71%™, ambas después de la
separacion por citometria de flujo. Los valores son calculados con el método AACt
utilizando B-actina como control. Los resultados son representativos de 3 ensayos

separados expresados como la media +DS. *p<0.05, **p<0.005.

9.3.Confirmacién de la expresion de E2 en la linea celular HaCaT-E216

Previamente a realizar la separacion celular en las células HaCaT-E216 se verifico
la expresion adecuada y exclusiva del gen E2 en esta linea. Para esto se realiz6
una RT-PCR utilizando RNA (cDNA) de las células HaCaT-E216 y HaCaT-LacZ
como control, ya que esta ultima no debe de expresar este gen. En la Fig. 14 se
observa la expresion especifica del gen viral en la linea celular que presenta el

transgen, al obtenerse una Unica banda exclusivamente al realizarse la reaccion con
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el cDNA de la linea que expresa E2 y por lo tanto, nos indica que el transgen de E2
se transcribe activamente. La expresién de actina fue utilizada como control de

carga.
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Figura 14. Expresion del transcrito de E2 en las lineas celulares HaCaT-E216 y HaCaT-
LacZ. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.5% de reacciones de RT-PCR para
el gen E2 y de actina de las células HaCaT-E216 y HaCaT-LacZ. MPM, Marcador de 100pb.
Cada linea celular se analiz6 por duplicado.

Una vez confirmada la expresion del transcrito, se procedid a verificar
indirectamente la expresién y correcto funcionamiento de la proteina E2, al
comprobar su actividad bioldgica. A ambas lineas celulares (HaCaT-E216 y HaCaT-
LacZ) se les transfectd con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) el plasmido
pGL4.10LCR18, el cual tiene clonada en su secuencia la region larga de control del
VPH tipo 18 acoplada a un reportero de luciferasa, que al presentar sitios de unién
para la proteina E2, si esta se encuentra activa y funcional, se unird a estos
promoviendo la transcripcion del gen de la enzima luciferasa. Al agregar el sustrato
de la enzima a los lisados totales de estas células, reaccionara y como producto de
esta reaccion emitira luz que sera detectable por medio de un luminémetro. En la
Fig. 15 se observan los resultados de uno de estos experimentos que indican una
mayor emision de luz en la linea celular con el transgén de E2 que en la linea control,
indicando la presencia de una proteina E2 funcional en las células HaCaT-E216,

por lo que se considerd que contaban con las condiciones adecuadas para su uso
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y poder cumplir los demas objetivos de este trabajo. Cabe destacar que las
diferencias con respecto a la cantidad de luz relativa en ambas lineas celulares no
resultan tan grandes debido a que la linea celular HaCaT-E216 expresa a la proteina
E2 como producto de una transduccion con Lentivirus la cual esta disefiada para

expresar el transgén que se desee a bajos niveles.
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Figura 15. Ensayo de actividad biolégica de la proteina E2. En la figura se observa las
diferencias en la actividad de luciferasa entre las lineas HaCaT-LacZ y HaCaT-E216
transfectadas (LCR) y no transfectadas (Ctrl).

9.4.Expresion de a6-integrinay CD71 en células HaCaT-E216

Una vez corroborada la expresiéon de E2 en la linea celular HaCaT-E216, se
procedio a analizar las subpoblaciones celulares de esta linea celular mediante la
tincion con anticuerpos anti-a6-integrina y anti-CD71, para asi separar las
subpoblaciones BriDim y PT-BD. En la Fig. 16 se observa un grafico tipo dot-plot
representativo de este analisis en el cual se observa que en esta linea celular las
proporciones de las subpoblaciones son las siguientes: células diferenciadas
tempranas o a6-integrina®™ un 29.39+4.09% (R8), células transitoriamente
amplificadas o a6-integrina®/CD71°" un 69.32+3.80% (R7), y por ultimo células

“troncales” o a6-integrina®/CD71%™ un 1.25+0.30% (R6). En esta se puede apreciar
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que la presencia de E2 modifica la abundancia relativa de las subpoblaciones con
una propension al enriquecimiento de las células diferenciadas tempranas (de
8.44+0.43% a un 29.39+4.09%) y con una disminucion de las otras dos
subpoblaciones. Esta tendencia fue reportada previamente en nuestro grupo de
investigacion por Dominguez-Catzin en 2017, sugiriendo que este gen viral estimula

la diferenciacion temprana de las células HaCaT.
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Figura 16. Analisis de citometria de flujo para la expresion de a6 integrinay CD71 en
la linea celular HaCaT-E216. Se representan 3 subpoblaciones: a6-integrina®/CD714™
(R6), ab-integrina®/CD71" (R7) y a6-integrina®™ (R8). La imagen es representativa de 3

experimentos separados.

9.5.Comparacion de niveles de expresion de genes de interés entre la
Poblacién Total de células HaCaT-LacZ y HaCaT-E216

Como primer acercamiento, se analizaron los niveles de expresion de los 12 genes
seleccionados, con promotores bivalentes en la poblacién total (células tomadas

directamente del cultivo celular) de ambas lineas. Los resultados de este analisis
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pueden observarse en la Fig. 17, estos se normalizaron otorgandole el valor de 1 a
la linea celular control, HaCaT-LacZ. En esta figura se observa una tendencia
general a la baja de la expresion de los genes cuando se encuentra presente el gen
viral E2, siendo estos genes celulares p27, JunB, CCNAL, HRas, elF5a2, NCAM2 y
SLC11A1; es decir, 7 de los 12 genes analizados mostraron una disminucion
estadisticamente significativa, mientras que el resto no presenté diferencias. Esta
tendencia a la baja de la expresién génica causada por la proteina E2 ha sido
reportada previamente por Ramirez-Salazar y cols. En nuestro grupo de
investigacion en 2011 y por lo tanto, los datos obtenidos concuerdan con lo descrito

en la literatura.
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Figura 17. Analisis por RT-gPCR de los 12 genes seleccionados en la poblacidn total
de las lineas celulares HaCaT-LacZ (negro) y HaCaT-E2 (blanco). Los valores son
calculados con el método AACt utilizando B-actina como control. Los resultados son
representativos de 3 ensayos separados expresados como la media £DS. *p<0.05,
**n<0.005.

9.6.Comparacion de niveles de expresion de genes de interés entre las
subpoblaciones PT-BD y BriDim de células HaCaT-LacZ y HaCaT-E216.

A continuacion se prosiguio con el analisis de la expresion génica en las

subpoblaciones PT-BD (Poblacién Total-BriDim, es decir, todas las células excepto
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las a6-integrina®/CD719M) y BriDim (células a6-integrina®/CD719™), ambas
separadas por medio de citometria de flujo. En la Fig. 18. se encuentran los
resultados correspondientes a la subpoblacion PT-BD, en la que se normalizaron
los resultados otorgandole el valor de 1 a la subpoblacion PT-BD de la linea HaCaT-
LacZ. En la subpoblacion PT-BD de HaCaT-E216 se mantiene la tendencia a la baja
de la expresion génica observada en la Poblacion Total, ya que en 5 de los 12 genes
(CCNAL, elF5a2, PTTG1IP, PCOLCE2 y CAMK2B) disminuye su expresion por la
presencia de E2, mientras que en unicamente 2 de 12 genes (NCAM2 y SLC11A1)
su expresion aumenta en la linea HaCaT-E216. En el resto de los genes no se
observo una diferencia significativa entre ambas lineas celulares. Esta correlacion
entre los resultados de esta subpoblacién con los de la poblacion total era de
esperarse, ya que las células PT-BD representan la gran mayoria de la poblacién
total (alrededor del 95%).
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Figura 18. Analisis por RT-gPCR de los 12 genes seleccionados en la subpoblacion
PT-BD de las lineas HaCaT-LacZ (naranja) y HaCaT-E2 (violeta). Los valores son
calculados con el método AACt, utilizando B-actina como control. Los resultados son

representativos de 3 ensayos separados expresados como la media £DS. *p<0.05.

Los niveles de expresion de la subpoblacion progenitora (BriDim) se encuentran en

la Fig.19. En esta se utilizd la subpoblacion PT-BD de la linea HaCaT-LacZ para
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normalizar, otorgandole el valor de expresion relativa de 1 (sefialada en la figura
como una linea punteada). Se distingue que, a diferencia de las otras poblaciones
analizadas, en la subpoblacion BriDim la mayoria de los genes tuvo una tendencia
de expresion a la alta, en presencia del gen viral E2, observandose este
comportamiento en 5 de los 12 genes (p27, NCAM2, CAMK2B, CCNALl y elF5a2).
Interesantemente, en los tres primeros se detectaron niveles considerablemente
elevados, con un aumento de alrededor de 5, 22 y 8 veces respectivamente.
Ademas en 4 genes los niveles de expresion se detectaron disminuidos (JunB,
RNF125, PTTG1IP y PCOLCE2, el ultimo con una disminucion de la expresion del
60%) y por ultimo, 3 genes cuya expresion no fue alterada (CCND3, HRAS y
SLC11A1).

Ademas, si comparamos la Fig. 18 y 19 podemos observar que existen algunos
genes en los que aparentemente el efecto de E2 fue similar en ambas
subpoblaciones, ya sea Unicamente aumentando o disminuyendo su expresion,
como es el caso de PTTG1IP, PCOLCE2 y NCAM2, por lo que consideramos que
este efecto fue general en toda la poblacion HaCaT-E216. Por otra parte, vemos
genes como p27, JunB y RNF125 en los que la expresion no resultd
significativamente diferente en la subpoblacion PT-BD tanto en ausencia como en
presencia de E2, mientras que en la subpoblacién BriDim si se observaron
diferencias importantes. En los genes CCNA1, elF5a2 y CAMK2B, la expresion de
E2 tuvo efectos contrarios entre las dos subpoblaciones, mientras que en los genes
CCNDS3 y HRAS no se observaron cambios significativos en ninguna subpoblacion
y el gen SLC11A1, no mostré expresion en la subpoblacion BriDim en ninguna de

las lineas celulares.

Por ultimo, es destacable que los genes NCAM2 y CAMK2B, los cuales no se
expresan en la subpoblacion de la linea control, al encontrarse en un ambiente en
donde la proteina E2 esta presente, se encienden y sucede una alta expresion de
estos en las células BriDim, por lo que E2 aparentemente provoco que pasaran de

un estado apagado a uno encendido. Con lo descrito anteriormente podemos
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concluir que los efectos de E2 sobre la expresion génica son diferenciales y

claramente distintos en cada subpoblacién celular.
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Figura 19. Analisis por RT-gPCR de los 12 genes con promotores bivalentes en la
subpoblacién BriDim de las lineas HaCaT-LacZ (naranja) y HaCaT-E2 (violeta). Los
valores son calculados con el método AACH, utilizando B-actina como control. Los resultados

son representativos de 2 6 3 ensayos separados expresados como la media +DS.

Por otra parte, detectamos que un pequefio grupo de genes tienen como
caracteristica que su expresion es mayor en las células BriDim, independientemente
de la presencia o0 ausencia de E2 en las células. Estos genes fueron HRAS, CCND3
y PCOLCE2 (Fig. 20), siendo el ultimo el que presenta una mayor diferencia entre
las subpoblaciones, expresandose alrededor de 17 veces mas en las células
progenitoras que en la subpoblacion PT-BD. Estos genes, al encontrarse
consistentemente mas expresados en la subpoblacion BriDim, les hemos
denominado como “genes BriDim” y por lo tanto genes designados como asociados

a la troncalidad en nuestra linea de estudio, las células HaCaT.
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Figura 20. “Genes BriDim” de células HaCaT. Comparacion entre las subpoblaciones
PT-BD (gris) y BriDim (azul) de las lineas HaCaT-LacZ y HaCaT-E216 de genes
mayormente expresados en células progenitoras. Los valores son calculados con el método
AACt, utilizando B-actina como control. Los resultados son representativos de 2 6 3 ensayos

separados expresados como la media +DS.

9.7.Analisis de los genes seleccionados de acuerdo a su funcion.

Para tratar de entender mejor el papel de los cambios en la expresién génica de las
subpoblaciones de ambas lineas celulares en el contexto del ambiente del virus, se
clasifico a los genes analizados en diferentes categorias para su analisis: Ciclo
celular (p27, JunB, CCNAl1 y CCND3), oncogenes (HRAS, elF5a2, RNF125 y
PTTGL1IP) y genes cuya expresion es baja en células HaCaT (PCOLCE2, NCAM2,
SLC11A1 y CAMK2B).

El primer grupo de genes, los cuales estan implicados en la progresion del ciclo
celular, pueden dividirse a su vez en tres grupos: uno que arresta el ciclo celular
como p27 deteniéndolo en la transicion G1/S; otro que dependiendo de las
condiciones de la célula, puede tanto promover como arrestar el ciclo, como JunB,

gue detiene el ciclo en G1 al inhibir a la ciclina D1 y también es necesario para una
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progresion rapida en la fase S al promover la transcripcion de la ciclina A2; y por
altimo un grupo de genes que regula positivamente la progresion del ciclo celular,
la ciclina A1 (CCNA1) que actia durante la fase S y la ciclina D3 (CCND3) que
regula la transicion G1/S (Oldak, M. 2010; Ren, D. 2015; Song, W. 2015; Zuo, Q.
2014).

El analisis de los niveles de expresion de este grupo de genes (Fig. 21) nos revela
que en la linea celular control existe una diferencia significativa en la expresion de
todos los genes relacionados con el ciclo entre la subpoblacion PT-BD y BriDim, por
lo tanto el perfil de expresion entre estos tipos celulares es diferente, evidenciando
lo distintas que son entre si las subpoblaciones. En cuanto a la expresion de estos
genes en la subpoblacion PT-BD, no hubo diferencia significativa entre las lineas
celulares, excepto en CCNAL donde hubo una disminucion significativa del 55% en

aguellas células que expresan E2.

Con respecto al comportamiento particular de cada gen, en p27 existe un
incremento del 500% en su expresion en las células BriDim en presencia de E2,
mientras que la expresion de JunB se encuentra disminuida en la subpoblacion
BriDim y esto se potencia en un contexto positivo a E2. El transcrito de la CCNAL
en general es bajo en las células HaCaT, ya que es mas caracteristica de cerebro
y testiculos, y aunque en las células progenitoras de la linea control se apaga por
completo, E2 tiene la capacidad de promover la transcripcién del gen en estas.
Mientras, que el gen de CCND3, clasificado por nosotros como “Gen BriDim” ya que
se expresa abundantemente en estas células, no es afectado en su expresién por

la presencia de E2.

Por lo tanto, el perfil de expresion en células BriDim nos indica que E2
probablemente esta deteniendo el ciclo celular en fase G1/S, lo cual se encuentra
relacionado con un arresto del crecimiento y el comienzo de la diferenciacion

terminal en queratinocitos humanos (Hara, T. 2011).
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Figura 21. Niveles de expresion de genes relacionados al ciclo celular en
subpoblaciones de células HaCaT-LacZ y HaCaT-E216. Comparacion entre
subpoblaciones PT-BD (gris) y BriDim (azul) de ambas lineas celulares. Los valores son
calculados con el método AACt, utilizando B-actina como control. Los resultados son

representativos de 2 0 3 ensayos separados expresados como la media £DS.

Los genes del segundo grupo estudiado se encuentran relacionados con el
desarrollo de cancer. En este grupo se encuentran: la GTPasa HRAS, involucrada
en cascadas de sefializaciéon como la via Raf/MEK/ERK que se encuentra mutada
en el 30% de canceres humanos; el factor de elongacion de la traduccién elF5a2,
que se encuentra sobreexpresado en tumores soélidos; la E3 ubiquitin-ligasa RNF15
que promueve la degradacion de p53 y se ha reportado aumentada en cancer
epitelial de ovario; y por ultimo el proto-oncogen PTTGL1IP, que se encuentra poco
caracterizado y se ha detectado con una expresion elevada en cancer mamario y
de tiroides (Liu, Y. 2014; Membrino, A. 2011; Xang-Peng, W. 2014; Yang, L. 2015).

El perfil de expresibn de los genes descritos anteriormente se encuentra
representado en la Figura 22. Al observar la subpoblacién PT-BD, se encuentran

diferencias significativas en 2 de los 4 genes evaluados, elF5a2 y PTTGL1IP,

54



encontrandose en ambos una disminucion de la expresion (en un 45% y 30%,
respectivamente), mientras que en la subpoblacién BriDim hubo un comportamiento

con tendencia a una menor expresion en los genes RNF125y PTTGLIP.

La expresion del gen HRAS no mostro ser afectada significativamente por la
presencia de E2, pues no se observaron cambios importantes entre las
subpoblaciones celulares, pero manteniéndose una expresion alta en las células
progenitoras, caracteristica por la que se le clasific6 previamente como “Gen
BriDim”. La disminucién de la expresion en la subpoblacion PT-BD del gen elF5a2
corresponde a lo detectado previamente en la poblacion total, mientras que la
subpoblacién progenitora tiene una tendencia al aumento en su expresién. Por otra
parte, la expresion del gen RNF125 en la subpoblacién BriDim resulta mayor al
compararse con la subpoblacion PT-BD, y se ve disminuida en un ambiente con E2.
Con respecto al gen PTTGL1IP, el efecto de E2 parece tener una consecuencia
general sobre la linea celular HaCaT, ya que la tendencia a la disminucion de la
expresion se observa en ambas subpoblaciones, siendo mas marcada en las células

progenitoras.

Con base a los resultados anteriores, es notable que este grupo de oncogenes tiene
una tendencia a ser expresados en mayor nivel en la subpoblacion progenitora en
condiciones “normales” (linea celular control), probablemente relacionado con que
las células con el hecho de que las células troncales comparten ciertas
caracteristicas en sus perfiles de expresién génica con las células cancerigenas. A
pesar de que podemos observar una tendencia al apagamiento en dos de los genes
integrantes de este grupo en presencia de E2, el aumento de la expresion del gen
elF5a2 en las células progenitoras podria ser reflejo de una sintesis de proteinas
aumentada en esta subpoblacién, lo que indicaria una salida del estado quiescente

por el efecto de E2.
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Figura 22. Niveles de expresion de posibles oncogenes en subpoblaciones de células
HaCaT-LacZ y HaCaT-E216. Comparacion entre subpoblaciones PT-BD (gris) y BriDim
(azul) de ambas lineas celulares. Los valores son calculados con el método AACH, utilizando
B-actina como control. Los resultados son representativos de 2 ensayos separados

expresados como la media £DS.

Por ultimo, se analiz6 un grupo de genes con funciones diversas pero con la
caracteristica comun de que su expresion es baja en queratinocitos (Fig. 23). Este
grupo incluye al gen PCOLCE2 que es un potenciador de la actividad de la enzima
procoldgeno proteinasa-C, a la molécula de adhesion de células neurales 2
(NCAM2) involucrado en interacciones homofilicas de las células neurales, al gen
SLC11A1 que codifica para una proteina transmembranal transportadora de
metales de transicion divalentes expresada en células de origen mieloide y a la
proteina cinasa dependiente de calmodulina (CAMK2B) que funciona como cinasa
de serinal/treonina y es altamente expresada en el cerebro (Baicu, C. F. 2012; Fang,
M. 2014; Feng, Y. 2013; Takahashi, S. 2010).

En la subpoblacion PT-BD observamos comportamientos distintos en estos genes,

dos en los que su expresiéon aumenté, NCAM2 y SLC11A1 (5y 2.5 veces) y dos que

56



disminuyeron, PCOLCE2 y CAMK2B (65% y 55%). En el caso de las células BriDim
la transcripcion del gen PCOLCE2 disminuy6 alrededor del 60%, mientras que en
los genes NCAM2 y CAMK2B aparentemente su transcripcion se enciende
fuertemente por la expresion de E2 (aumentd su transcripcidon 22 y 9 veces,
respectivamente) y por ultimo SLC11A1 no se ve afectado, manteniéndose en un

estado apagado en presencia o ausencia de E2.

Con respecto al comportamiento particular del gen PCOLCE2, observamos un
efecto similar en ambas subpoblaciones (disminucion de alrededor del 65%) por lo
que en este gen el efecto de E2 es aparentemente general (sobre toda la linea
celular HaCaT). El gen NCAM2 es un caso similar, ya que su expresion se encontrd
aumentada tanto en las células PT-BD como en las progenitoras. Por otro lado, el
gen SLC11A1 mostré un aumento en su expresion en la subpoblaciéon PT-BD,
mientras que en la de la subpoblacion BriDim no se vio afectada, manteniéndose en
un estado completamente silenciado. Por Ultimo es interesante observar que la
presencia de E2 afectd la expresion del gen CAMK2B de manera diferencial en las

subpoblaciones celulares, disminuyendo en la PT-BD y aumentando en la BriDim.

Destaca en este grupo de genes que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en todas las subpoblaciones, tanto dentro de la misma linea celular,
como comparando ambientes en ausencia y presencia de E2. Ademas sobresalen
de manera importante los genes NACM2 y CAMK2B, que fueron aquellos cuya
expresion tuvo el mayor cambio de todos los genes analizados.
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Figura 23. Niveles de expresion de genes cuyos niveles son bajos en la poblacién
total en subpoblaciones de células HaCaT-LacZ y HaCaT-E216. Comparacion entre
subpoblaciones PT-BD (gris) y BriDim (azul) de ambas lineas celulares. Los valores son
calculados con el método AACt, utilizando B-actina como control. Los resultados son

representativos de 3 ensayos separados expresados como la media £DS.

En general, los resultados de la determinacion de los niveles de transcritos de los
genes incluidos en el estudio, nos indican que E2 del VPH16 afecta de manera
diferencial la expresién de la mayoria de los genes analizados en las diferentes
subpoblaciones de las células HaCaT y por lo tanto su efecto es selectivo para
algunos tipos celulares y en muchos casos “enmascarado” si se analiza unicamente

la expresién en la poblacién general.

9.8.Inmunoprecipitacion de la cromatina con aH3K4me3 y aH3 en la
Poblacién Total de células HaCaT-LacZ y HaCaT-E216.

Bajo el supuesto de que E2 modifica la expresion de genes a través de cambios en
la abundancia de las marcas de la cromatina relacionadas a los promotores

bivalentes, se analiz6 la abundancia de la marca H3K4me3, asi como de la histona
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H3 sin esta metilacion, en la poblacion total en las células HaCaT control y con E2
de VPH16, analizando especificamente algunos de los genes en los que el andlisis
de expresion mostro una diferencia significativa; estos fueron p27, JunB, CCNAL,
elF5a2, SLC11A1 y NCAM2 (Fig. 24-26). Para este analisis se utilizaron 2 pares de
oligonucledtidos que amplifican regiones distintas en cada gen, los denominados
TAF1, que permiten amplificar un amplicon que incluye la region promotora y la
secuencia iniciadora (Inr) a la cual se une dicha proteina, y otros que permiten
amplificar una region corriente abajo del sitio de iniciacion de la transcripcion,
incluyendo por lo tanto secuencias codificantes de estos genes (sefalada en las

graficas como CR, Coding Region).

Al analizar las regiones del DNA donde se une TAF1 en los genes relacionados con
ciclo celular (Fig. 24), las diferencias mas evidentes se observan en JunB, en donde
los niveles de H3 sin la metilacion especifica son marcadamente mayores en las
células que expresan E2, mientras que la marca de H3 trimetilada disminuye en la
misma proporcidn en estas células. Para las regiones codificantes en estos genes,
los cambios mas notorios se observan en el gen p27, en el que se detecta un
comportamiento muy similar al observado en la region TAF1 de JunB, encontrando
los niveles de H3 sin la metilacion especifica marcadamente mayores, y la marca
H3K4me3 disminuida en la misma proporcién en las células que expresan E2.
Interesantemente, en el gen CCNAL practicamente no se observaron cambios en la
abundancia de ambas histonas H3 entre las lineas celulares (Lac Z y E2) ni en su
regiéon TAF1, ni en la region codificante analizada.
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Figura 24. Andlisis por qPCR de los ChIP con anti-H3 y anti-H3K4me3 de los genes
del ciclo celular (p27, JunB y CCNA1) en poblacion total de células HaCaT-LacZ
(negro) y HaCaT-E216 (rojo) con oligonucledétidos para sitios TAF1 y CR. Los valores
son calculados con el método AACt, empleando como control endégeno para normalizar el
Input de cada muestra. Los resultados son representativos de 2 6 3 ensayos separados

expresados como la media £DS.

Para el gen elF5a2, se observé un comportamiento peculiar (Fig. 25), ya que se
observaron cambios en la abundancia relativa de las histonas analizadas entre las
lineas celulares, pero estos fueron en sentidos opuestos dependiendo de la region
del gen analizada. Observamos que en la region TAF1 de este gen, en las células
gue expresan E2 el nivel de H3 sin la metilacion particular disminuye, aumentando
la H3K4me3; mientras que en la regién codificante, el nivel de H3 aumenta y el de

H3K4me3 disminuye en estas células.
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Figura 25. Analisis por qPCR de los ChIP con anti-H3 y anti-H3K4me3 del gen elF5a2
en poblacién total de células HaCaT-LacZ (negro) y HaCaT-E216 (rojo) con
oligonucleodtidos para sitios TAF1y CR. Los valores son calculados con el método AACt,
empleando como control endégeno para normalizar el Input de cada muestra. Los

resultados son representativos de 2 ensayos separados expresados como la media £DS.

Por altimo, para los genes SLC11A1 y NCAM2 (Fig. 26), inicamente se analizé la
regiéon codificante, debido a que estos carecen de secuencia Inr en su promotor.
Para el gen SLC11A1 observamos que en las células que expresan E2, los niveles
de H3 sin la metilacion especifica tienden a ser menores, mientras que los de la
H3K4me3 se incrementan (comportamiento similar al observado para la region
TAF1 de elF5a2). Para el caso del gen NCAM2, aunque practicamente no se
observaron diferencias en el nivel de estas histonas tanto en ausencia como en
presencia de E2, la tendencia observada fue hacia una disminucién en la marca
H3K4me3.
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Figura 26. Andlisis por qPCR de los ChIP con anti-H3 y anti-H3K4me3 de los genes
SLC11A1 y NCAM2 en poblacién total de células HaCaT-LacZ (negro) y HaCaT-E216
(rojo) con oligonucleétidos para sitios CR. Los valores son calculados con el método
AACt, empleando como control endégeno para normalizar el Input de cada muestra. Los

resultados son representativos de 2 ensayos separados expresados como la media £DS.

La modificacion en la unidén relativa por consecuencia de E2 tuvo efectos diversos
en los genes analizados; sin embargo, en general estos resultados nos indican la
habilidad de la proteina E2 de modificar la abundancia de la marca de la cromatina
H3K4me3 relacionada a activacién transcripcional, disminuyendo su presencia en
la mayoria de los casos. Esto se correlaciona con la disminucién en los niveles de
los transcritos analizados que se detectd en la poblacion total de las células HaCaT-
E216.
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10. DISCUSION

10.1. E2 apaga de forma general los genes en la Poblacion Total

Como se destaco en la Fig. 17, E2 de VPH16 produjo una disminucion en la
expresion de la mayoria de los genes analizados en la poblacién total en la linea
celular HaCaT. Esto no fue del todo inesperado, ya que este aparente apagado
generalizado de genes habia sido previamente reportado por nuestro grupo de
investigacion en 2011, en donde se encontré que de los genes afectados tras la
expresion del gen E2, aproximadamente el 66% fueron reprimidos en células C-33A
(Ramirez-Salazar, E., 2011).

Una forma mediante la cual E2 podria estar efectuando este apagamiento génico
de forma generalizada es mediante modificaciones epigenéticas (especialmente
metilaciones, ya que estas han sido las mas asociadas a una represion de la
expresion), a través de interacciones de la proteina E2 con la maquinaria
epigenética. A este respecto, se ha reportado en numerosas ocasiones que E2 es
capaz de interactuar con multiples proteinas celulares, siendo la mayoria de estas
relacionadas con la transcripcién. En el trabajo de Jang y cols. en 2015 se
identificaron méas de 200 diferentes proteinas que interactian con E2 por medio de
un método de purificacién por afinidad en tandem acoplado a espectrometria de
masas. En este trabajo, en el que se utilizaron 11 diferentes proteinas E2 de 7
diferentes géneros de Papillomaviridae, que se expresaron establemente en la linea
celular C-33A, se identific6 que las proteinas E2 interactian con multiples
remodeladores de la cromatina como son SWI/SNF (SMARCA4), NuRD (CHD4,
SMARCAS5, HDAC1/2, MTA1/2), WICH (BAZ1B, SMARCA5) y TRRAP/TIP60
(INO80, EP400, TRRAP); asi como con varias proteinas modificadoras de histonas
como acetil transferasas TRRAP/TIP60 (INO80, p400, TRRAP, TIP60);
deacetiltransferasas NCOR1/HDAC; la demetilasa KDM1B; y metilasas WR5,
WHSC (WHSC1, WHSC1L1, SALL4) y PRMT5. Esta extensa variedad y cantidad
de proteinas de la maquinaria epigenética con las que interactia E2, nos lleva a

pensar que, a través de la interaccion con estas (ya sea no permitiendo el
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ensamblaje adecuado de los complejos o dirigiéndolos de alguna forma), podria
modular de manera general la transcripcion de genes al modificar las marcas de la
cromatina y por lo tanto volverla mas o menos permisiva a la transcripcion (Jang, K.
2015, Muller, M. 2012).

10.2. E2 tiene efectos diferenciales sobre la expresién génica en cada

subpoblacion celular componente del cultivo de células HaCaT

Se encontraron mudltiples genes en los que el efecto de E2 fue diferencial
dependiendo de la subpoblacién analizada, esto podria deberse a diferentes
razones. Una de estas es que la estructura de la cromatina de la subpoblacién
progenitora es considerablemente diferente a la de una subpoblacion no troncal. Se
ha descrito que como resultado de eventos epigenéticos, el nivel de compactacion
de la cromatina, su accesibilidad y posicionamiento dentro de dominios nucleares
especializados, sufren cambios dinamicos durante la diferenciacion de células
troncales, demostrado por cambios en los componentes de organizacién de la
cromatina, como la heterocromatina, cuerpos promielociticos de leucemia (PML
NBs) y posicionamiento del centromero. La cromatina de células troncales
pluripotentes se encuentra notablemente sin heterocromatina, sugiriendo que estas
células tienen una estructura de la cromatina abierta o suelta. Una cromatina abierta
correlaciona con un estado transcripcional globalmente permisivo, y se ha
propuesto que contribuye a la plasticidad del desarrollo, o pluripotencia de las
células troncales embrionarias. Mientras la diferenciacion avanza, las células sufren
una reorganizacion global de la cromatina, llevando a la acumulacion de una
heterocromatina mas rigida, conducida por la compactacién de repetidos satélite
mayores Yy regiones pericéntricas de algunos cromosomas, resultando en foci de
heterocromatina concentrados detectables a través de analisis citolégico. Esto
sugiere que la naturaleza pluripotente de las células troncales embrionarias se
vuelve mas restringida transcripcionalmente, debido a la condensacion y
maduracion de la heterocromatina a partir de la diferenciacion (Tollervey, J. R.,
2012).
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Con base a lo anterior, la cromatina de células troncales es mas relajada y dinamica
y por lo tanto mucho més facil de accesar para la maquinaria epigenética en
comparacion con la cromatina de las células diferenciadas; es decir, los efectos que
puede tener la proteina viral E2 al interactuar con las diferentes proteinas que
modifican la cromatina podrian ser mas severos gracias al facil acceso que se tiene
a la cromatina en estas células. Ademas, probablemente la cromatina de las células
troncales se encuentre con un control mas estricto de la maquinaria epigenética, por
lo que un desbalance en esta fina regulacion afectaria la transcripcion génica de

una manera mas evidente.

Por otra parte, se han descrito complejos remodeladores de la cromatina, como
SWI/SNF, que presentan subunidades caracteristicas de la subpoblacién troncal.
Este complejo comprende de 9 a 12 subunidades, de las cuales una o dos son
subunidades cataliticas ATPasa mutuamente excluyentes: BRM (también conocido
como SMARCA2) o BRG1 (SMARCA4), y son expresadas diferencialmente. Las
células troncales expresan las subunidades BRG1, BAF155 y BAF60A, mientras
que tras la diferenciacion, ocurre un switch de expresion de subunidades y estas
son reemplazadas por BRM, BAF170 y BAF60C, respectivamente. Por lo tanto, la
consecuencia de un ambiente en el que E2 se encuentra presente, con respecto a
los complejos remodeladores de la cromatina, podria ser diferente dependiendo de
la subpoblacion que se analice, ya que sus componentes son significativamente
diferentes y por eso, el efecto de E2 puede ser particular para cada subpoblacion
(Tollervey, J. R., 2012).

10.3. Efectos de E2 con base en la funcion de los genes analizados

Para entender mejor el contexto en el cual E2 actla y tener una mejor comprension
de los datos obtenidos, se analizara el efecto de su expresion en los genes
seleccionados clasificandolos por su funcion (como se describié en los resultados)
y relacionandolo con las ventajas que esto puede otorgarle al virus. Cabe destacar
gue estos genes no fueron seleccionados por su funcidn, sino por los criterios de

inclusion mencionados anteriormente. Estos criterios son los siguientes: Genes con
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promotores bivalentes, que contengan una isla CpG dentro de su secuencia, y que

su expresion sea modulada por TAF1 y modificada por E2 de VPH16.

10.3.1. Ciclo celular.

El ciclo celular consiste de una serie de eventos que llevan a la duplicacion del ADN
(replicacion) y division celular para producir dos células hijas. La proliferacion de las
células de mamiferos es estrictamente controlada por la activacion ordenada de
ciclinas dependientes de cinasas (Cdks). El inhibidor de Cdk, p27 es un supresor de
tumores que regula la transicion de la fase del ciclo celular GO a la fase S al unirse
e inhibir la actividad de las Cdks (Song, W. 2015).

En los resultados se observa un aumento de la expresion de p27 en las células
BriDim en presencia de E2, posiblemente relacionado con un proceso de
diferenciacion. Se ha descrito que cambios en la expresién de genes, controlan
diferentes procesos, como son la proliferacién y diferenciacion de queratinocitos. De
estos cambios, una regulacion a la alta de los inhibidores de Cdks p21CPIWAFL y
p27KPl en este tipo de células, se asocia con un arresto en el crecimiento y el
comienzo de la diferenciacion terminal. Por lo tanto, este aumento implicaria la
detencién del crecimiento y la salida de la troncalidad de estas células, lo cual se ve
reflejado en las proporciones de las subpoblaciones en los andlisis de citometria de
flujo. Sin embargo, este arresto no resulta automaticamente en la diferenciacion
terminal, sino que esta debe de ser juzgada por el aumento de marcadores
especificos tanto a nivel transcripcional como protéico (Hara. T. 2011; Imamura, Y.
2014; Kolly, C. 2005).

Por otro lado, la familia del factor de transcripcion AP-1, que integra reguladores
transcripcionales compuestos ya sea por homodimeros de Jun o JunB, o
heterodimeros de una proteina Jun y una Fos, se expresan en la epidermis de una
manera especifica segun el grado de diferenciacion de las células. Estos regulan la
expresion génica en queratinocitos y tienen papeles importantes en multiples
procesos biolégicos, como la proliferacion celular, transformacion, motilidad y

diferenciacion. Los niveles de expresion de varios genes especificos de
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diferenciacion, como loricrina, filagrina, involucrina y transglutaminasa, son

controlados por AP-1 en la epidermis (Oldak, M. 2010).

Uno de los heterodimeros de la familia AP-1 es el de Fra-1 y JunB, el cual se ha
demostrado que se expresa en las células basales in vivo. En esta poblacion se
demostré que JunB/Fra-1 se une al promotor y regula la expresion de B4-integrina
de una manera especifica en la diferenciacion. Esta integrina es detectada en la
capa basal del epitelio estratificado, donde se une a las lamininas de la membrana
basal y mantiene la firme asociacion de la epidermis con la dermis. La pérdida de la
union a la membrana basal es un pre-requisito de los queratinocitos para moverse
a la capas suprabasales, mas diferenciadas, por lo que B4-integrina no se expresa

en las células suprabasales (Oldak, M. 2010).

En queratinocitos indiferenciados humanos normales con alta expresién de [(4-
integrina, el promotor de este gen se encontr6 fuertemente unido por el
heterodimero JunB/Fra-1, mientras que tanto la expresion B4-integrina como la
ocupacion de su promotor por JunB/Fra-1 disminuye gradualmente durante la
diferenciacion. Los resultados de Oldak y cols. en 2011 demostraron una
disminucién cuantitativa en la unién de JunB/Fra-1 en queratinocitos humanos
(células NHK) tanto en la diferenciacién, como por la expresion de E2 de VPH8
(hasta un 84%), ya que E2 compite por el sitio de union en el promotor por medio
de su sitio de union al ADN. Cabe destacar que la unién de JunB/Fral al promotor
de B4-integrina fue corroborada en células HaCaT en este mismo trabajo (Oldak, M.
2010).

Nuestros resultados reflejan una disminucién en el transcrito para el gen JunB en
las células progenitoras. Esta baja en los niveles del mMARN de este gen puede tener
como consecuencia una disminucién en la eficiencia del factor para formar
heterodimeros y unirse a diversos promotores blanco, o bien un desplazamiento de
JunB/Fra-1 de los promotores, entre ellos el de p4-integrina. Si E2 es capaz de
unirse a la secuencia blanco del heterodimero JunB/Fra-1 en el promotor de este
gen, podria implicar su union a otros blancos de JunB/Fra-1, que como se menciond

anteriormente, son genes relacionados a procesos de proliferacion celular,
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transformacién, motilidad y diferenciacion. Esto tendria como consecuencia la
diferenciacion de los queratinocitos de la capa basal, dato que de nuevo
corresponde con lo encontrado en los andlisis de citometria de flujo, donde el
cambio de la distribucion de las subpoblaciones celulares indica una diferenciacion

temprana de las células.

Las ciclinas son una familia de proteinas involucradas en la regulacion del ciclo
celular. La ciclina A1 (CCNAL1) contribuye a la progresion de la fase G1 a la S del
ciclo en células somaticas y juega un papel en el mantenimiento de la proliferacion
celular; su sobre-expresion promueve la entrada a la fase S. Esta ciclina se expresa
mayormente en testiculo y cerebro y se piensa que su funcion principal es el control
del ciclo celular meidtico de la linea germinal. Ademas, la CCNAL1 se ha reportado
como gen supresor de tumores en multiples tipos de cancer incluyendo el cancer
cervico-uterino, y se ha correlacionado una alta metilacion de su promotor con el

desarrollo de cancer cervical invasivo (Zuo, Q. 2014)

Aungue se ha reportado un nivel de expresion de CCNA1 mayor en muestras con
genomas virales en forma episomal (que expresan E2) que en forma integrada
(pérdida de E2), y esto se ha relacionado con un menor nivel de metilacion del
promotor de CCNA1 en las muestras E2 positivas, nuestras observaciones sobre el
efecto diferencial en la expresion de esta ciclina tras la expresion de E2 en las
diferentes subpoblaciones componentes de cultivos de la linea celular HaCaT,
sugieren que en el ciclo replicativo del virus, CCNA1 podria jugar algin papel
(Yanatatsaneejit, P. 2015; Zuo, Q. 2014).

Se ha demostrado que en lesiones cervicales, la metilacion del promotor de CCNA1
es modulada por la presencia del VPH, lo que podria estar relacionado con el papel
de esta ciclina en la via de reparacion de rupturas de doble cadena del ADN, en la
gue interactia con el complejo Ku70/Ku80, especificamente, fosforilando a Ku70.
Lo anterior concuerda con publicaciones que describen una reparacion de rupturas
de doble cadena deficiente en lineas celulares de carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello VPH positivas, por lo que el virus podria estar afectando esta via
de reparacién (Muller-Tidow, 2004; Rieckmann, T. 2013).
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Por lo tanto, al encontrarse disminuida la expresion de la CCNA1 en un 55% en la
subpoblacién PT-BD que representa la gran mayoria de la poblacién celular (95%),
este defecto en la reparacion de dafios al ADN desencadenaria una mayor
inestabilidad gendmica y asi contribuiria a la progresion del cancer. Por otra parte,
en la subpoblacion BriDim encontramos un aumento en la expresion de este gen,
que se enciende gracias a la presencia de E2. La sobre-expresion de CCNA1
promueve la entrada a la fase S del ciclo celular, lo cual es consistente con la salida
de la quiescencia de las células BriDim, correspondiendo con la tendencia descrita

anteriormente

La ciclina D3 (CCND3) es una de las 3 ciclinas tipo D que forman un complejo y
funcionan como subunidad regulatoria de las cinasas CDK4 o CDKG6, cuya actividad
es requerida para la transicion de la fase G1/S del ciclo celular. Se ha demostrado
que esta proteina interactia y esta involucrada en la fosforilacién de la proteina
supresora de tumores Rb promoviendo el inicio del ciclo celular. Entre las ciclinas,
CCND3 ha sido detectada sobre-expresada en multiples tipos de cancer, como
cancer endometrial, tumor estromal gastrointestinal, cancer del tracto aerodigestivo,
carcinoma de células renales y cancer de prostata, pero disminuido en cancer de

seno y en adenocarcinoma ovarico (Huang, B. 2015).

Nuestros datos indican diferencias significativas en la expresion de esta ciclina,
entre las poblaciones PT-BD y BriDim de ambas lineas celulares (LacZ y E2), por lo
que designamos a este como un “Gen BriDim”. Dada la funcién de la ciclina D de
promover el inicio del ciclo celular, esta designacién podria resultar contradictoria,
sin embargo se ha reportado la expresion de esta ciclina en células troncales
hematopoyéticas quiescentes (HSC), especificamente de las ciclinas D2 y D3. Una
posible razén es que la progresion estocastica al ciclo celular depende de
combinaciones permisibles de activadores e inhibidores del ciclo celular, generadas
por fluctuaciones (aleatorias) de niveles y actividades de proteinas individuales.
Ademas, en células troncales hematopoyéticas (HSC) se ha demostrado que la
entrada al ciclo celular depende de exceder un limite de sefales activadores y/o
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atenuantes con muchas diferentes combinaciones posibles de eventos que

desencadenan el mismo resultado (Ruscetti, F.W. 2004).

Es bien sabido que las células de la capa basal del epitelio estratificado dividiéndose
activamente, son el blanco de la infeccion por el VPH; sin embargo una buena parte
del ciclo de vida viral tiene lugar en las células suprabasales que se encuentran
diferenciandose. La replicacion de este virus depende criticamente de la
coexistencia de la maquinaria de replicacion celular y de eventos de diferenciacion
en los queratinocitos. Sin embargo, en gueratinocitos normales este proceso se
encuentra separado y confinado ya sea a las células basales o al compartimiento
de células suprabasales diferencidndose. Por lo tanto es interesante que la
consecuencia principal observada de la expresion de E2 del VPH16 en los genes
relacionados con el ciclo celular sea un comienzo de la diferenciacion terminal de
los queratinocitos, que implica una salida del estado de troncalidad de las células
BriDim. Esto resulta muy conveniente en cuestion del ambiente viral ya que, como
se menciond anteriormente, la replicacion del virus depende de la diferenciacion de
los queratinocitos, por lo que E2 seria capaz de generar un ambiente celular mas
adecuado para dar lugar a la amplificacion del genoma viral en etapas iniciales de
la infeccion, en el que las células se encuentren diferenciandose activamente
(Oldak, M. 2010).

10.3.2. Oncogenes

Los oncogenes son genes que han mutado y cuyos productos se asocian a la
transformaciéon neoplasica, en su estado normal se les conoce como proto-
oncogenes. Un ejemplo de estos es la proteina Ras, que funciona como un switch
de GTPasa regulado, a través de un proceso conocido como transduccion de sefial,
en el cual la proteina H-Ras retransmite un espectro diverso de sefales del
ambiente extracelular (incluyendo mitégenos y factores de diferenciacion) al nucleo,
gue instruyen a la célula a crecer o dividirse. La funcién méas descrita de Ras es
activar la cascada de cinasas citoplasmicas Raf-MEK-ERK, aunque también Ras

activado estimula una multitud de cascadas de senal “rio abajo” como la via Akt/PKB
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gue promueve la supervivencia celular. Ademas activa al factor de transcripcion NF-
kB el cual juega un papel anti-apoptético. Los genes Ras son expresados en una
manera tejido-especifica: HRas es altamente expresado en la piel y musculos
esqueléticos (Membrino, A. 2011; Shields, J. M. 2000).

Nuestros resultados sobre la expresion de este gen indican que no existen
diferencias significativas entre las lineas celulares analizadas, pero si observamos
una alta expresion de este gen en las células progenitoras, por lo que este gen
también fue clasificado como “Gen BriDim”. Aparentemente E2 no afecta la
transcripcion de este gen, aunque se observa una tendencia a su aumento en la
subpoblacién BriDim. Es dificil esclarecer el rol de este gen en nuestra linea celular
ya que Ras media acciones en formas mecanisticamente distintas, dependiendo
tanto de la especie como del tipo de identidad celular. Frecuentemente, la
cooperacion de multiples efectores es requerida para causar acciones especificas
de Ras. Por ejemplo, la progresiéon por Ras a través de la fase G1 del ciclo celular
es mediada, en parte, por el aumento de la expresion de la ciclina D1 por Raf,
RalGDS y PI3Ky la activacién transcripcional de E2F. Entonces, probablemente Ras
utiliza distintos grupos de efectores y en diferentes combinaciones para efectuar
diversas acciones biolédgicas. Podria especularse, debido a los resultados obtenidos
en general en los genes del ciclo celular, que en la subpoblacion BriDim cuando E2
se expresa, la transcripcion del gen HRas se encuentra ligeramente aumentada,
probablemente propiciando la progresion del ciclo celular y la consecuente salida
de la troncalidad de estas células (Vaughan, M. B. 2009).

Por otra parte, el factor ecuariético de iniciacion de la traduccién 5A2 es esencial
para la viabilidad de las células eucaribticas ya que actla principalmente como un
factor de elongacion durante el paso de la traduccién del RNAm y es requerido para
el establecimiento de la polaridad de la actina. La disminucién de la expresién de
este factor en la subpoblacion PT-BD refleja una caida en la traduccion de un
namero de genes, estando de acuerdo con una caida generalizada de la expresion
ya reportada por la presencia de E2. Con respecto a las células progenitoras,

observamos un aumento de la expresion de este gen en esta subpoblacién. El
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aumento de la expresion de elF5a2 ha sido relacionado con un mal prondstico en
melanomay en otros tipos de cancer. Tratdndose de un regulador de la homeostasis
de poliaminas, su desregulacién puede alterar el crecimiento celular e inducir
tumorigénesis (Bao, Y. 2015; Khosravi, S. 2016; Liu, Y. 2014).

RNF125 es una proteina del tipo E3 ubiquitin-ligasa, cuya funcién mas estudiada es
participando como regulador positivo de la via de sefializacion del receptor de
células T. Sin embargo, interesantemente, también promueve la degradacion de
p53, reprimiendo sus funciones que incluyen la transactivacion p53-dependiente y
la inhibicién del crecimiento celular, mediante la promocién de su degradacién via
ubiquitin-proteosoma. Es interesante remarcar la tendencia de expresion a la baja
de este gen en las células progenitoras, en presencia de E2, ya que podria implicar
una disminucion en la degradacion de p53 y por consiguiente un aumento de esta
proteina que podria traer como consecuencia un aumento de la apoptosis celular.
Por lo tanto, esto podria representar una forma de defensa de la célula al dafio
causado por la presencia de la proteina viral. (Liu, Z. Y. 2017; Yang, L. 2015).

Por ultimo, la proteina interactuante del gen transformante de tumores de pituitaria
1 (PTTGL1IP por sus siglas en inglés, también denominada factor de unién a PTTG1
o PBF) es un oncogén, detectado originalmente como una proteina de 22 kDa unida
a la securina, que es expresado fuertemente en células epiteliales de todo tipo. La
securina, el producto proteico del gen PTTG1, en cambio, es un proto-oncogén
descrito primeramente en células tumorales de pituitaria de rata. Ambas proteinas
tienen un papel importante en la compleja red regulatoria responsable de la
liberacion controlada de las cromatides hermanas durante la transicion
metafase/anafase del ciclo celular. PTTG1IP promueve la activaciéon de la securina
al facilitar el cambio de la securina del citoplasma celular al ndcleo, permitiendo la
interaccidn entre la separasa y la securina. Ademas de este papel en la transicion
metafase/anafase, se ha reportado que PTTGL1IP interactla con la securina en la
transactivacion de FGF-2 (factor de crecimiento de fibroblastos 2) y en la regulacion

del simporter de sodio humano en células tiroideas. Sin embargo, no se conoce el
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espectro completo de funciones de PTTGLIP, por lo que se encuentra poco
caracterizado (Repo, M. L. 2014; Xiang-Peng W. 2014).

Existe evidencia contradictoria sobre la relacion de este gen con el cancer. Se ha
reportado que su sobre-expresion aumenta la capacidad de invasion celular
independientemente del incremento en la proliferacion, tanto en cancer de seno
como cancer colorectal. En contraste, en el material reportado por Repo y cols. en
2014 que comprende todos los subtipos de carcinoma de seno, con un seguimiento
de las pacientes hasta durante 22 afios, fue muy baja o nula presencia de PTTGL1IP
la que se asocid con un incremento de 1.5 veces del riesgo de muerte por cancer
de seno. Este subgrupo negativo para PTTGL1IP, contenia la mayoria (78%) de
carcinomas de seno triple negativo, donde esta nula expresion de PTTGL1IP se
combinaba con una expresion alta de securina, localizada en el citoplasma de
células cancerosas. Este descubrimiento estd de acuerdo con literatura previa en la
que se indica que la falta de PTTGLIP restringe la nuclearizacion de la securina
(Repo, M. L. 2014).

La presencia de E2 provoca una caida de los niveles de expresion de PTTGLIP en
ambas subpoblaciones celulares estudiadas. De acuerdo a la funcién de este gen,
esto implicaria un desplazamiento de la securina en el citoplasma entorpeciendo la
transicion metafase/anafase provocando probablemente una falla en la separacion
de las cromatides hermanas en la mitosis. Hay que destacar que no se conoce
mucho de las funciones de este gen y por lo tanto especular sobre su papel en el

contexto de la expresion de E2 y del ciclo replicativo viral, resulta dificil.

En conjunto, el analisis de los cambios en la expresién de oncogenes generados
por E2, nos indica un estado con alteraciones en algunos de los procesos celulares
fundamentales, como el control del ciclo celular y la proliferacion. Resulta
interesante sugerir que en las células progenitoras, estos cambios podrian resultar
de un reconocimiento de dafio y debido a esto cambiar su destino hacia la

diferenciacion celular.
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10.3.3. Genes con baja expresion en células HaCaT-LacZ

El producto del gen PCOLCE2 es un potenciador funcional de la procolageno
proteinasa-C. Este gen se expresa abundantemente en corazén de humano adulto
y ademas se expresa en menor medida en la glandula pituitaria, vejiga, glandulas
mamarias y traguea. Se ha reportado que esta proteina se une en un nimero de
sitios de la triple hélice de colageno. Aunque observamos expresion de este gen en
niveles alrededor de 16 veces mayores en las células BriDim de la linea celular
control, la expresion de E2 provoco6 una reduccion por igual de la expresion de este
gen en ambas subpoblaciones. La disminucion de la expresion de este gen ha sido
relacionada con cambios estructurales en el colageno dérmico en la piel,
especificamente en muestras de piel de pacientes humanos con diabetes tipo 2.
Cabe destacar que el colageno es la proteina mas abundante de la piel y que por lo
tanto, la presencia de la proteina viral podria dafar la estructura celular y esto
facilitar subsecuentes infecciones. También es posible que la deteccion de este
dafio lleve a una disminucion de la auto-renovacion celular y al comienzo de la
diferenciacion, proceso que se encuentra evidentemente favorecido en las células
HaCaT-E216. Ademas resulta evidente que esta proteina poco caracterizada, es de
suma importancia para la estructura celular de las células progenitoras, debido a la
alta expresion detectada en esta subpoblacion en las células HaCaT-LacZ (Steiglitz,
B. M. 2002; Wu, C. 2017).

Por otro lado, las moléculas de adhesién celular (CAMs) modulan la transduccion
de sefial intracelular a través de interacciones mediadas por sus dominios
citoplasmaticos o a través de interacciones entre su parte extracelular y receptores
de factores de crecimiento. La molécula de adhesion de células neurales 2 es un
homélogo cercano de la molécula de adhesién de células neurales 1 (CD56) y

forma trans-interacciones homofilicas (Takahashi, S. 2010).

Durante el desarrollo embrionario humano, NCAM2 es expresado en distintos
tejidos, incluyendo pulmdn, higado, y riidn con una mayor expresion en el cerebro.

El nivel de expresion de NCAM2 llega a su maximo en el dia 21 postnatal y se
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mantiene en la adultez, sugiriendo que la proteina es necesaria tanto durante el

desarrollo como en cerebros adultos (Leshcyns’ka, I. 2015).

Con respecto al analisis realizado en este trabajo, en este gen se encontré un
aumento en su expresion en ambas subpoblaciones estudiadas siendo mas
marcado en las células BriDim, aumentando 22 veces, siendo este el mayor cambio
registrado en este estudio; ademas es muy interesante la observacion de que este
gen paso de un estado totalmente apagado, a una expresion tan importante. Aunque
la funcion de NCAM2 ha sido asociada principalmente a actividades de transduccion
de sefal en el cerebro, pareciera tener una alta importancia en el ciclo viral en este
modelo de queratinocitos, debido al aumento tan significativo de su expresion. Esto
podria estar relacionado a que se ha descrito que las CAMs que pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, tienen un papel en el control de la
proliferacion y diferenciacion de las células troncales neurales embrionarias y de
adulto, especificamente que NCAM y sus ligandos inhiben la proliferacién e inducen
la diferenciacién de las células progenitoras neurales del hipocampo. Si realizamos
una extrapolacion a las células progenitoras del linaje epitelial analizadas en este
trabajo, en el que ademas se han descrito multiples genes alterados relacionados
con procesos de proliferacion y diferenciacion, podriamos deducir que este gen
podria estar desarrollando una funcion muy similar a la que se le atribuyé en células
neurales, induciendo a la diferenciacion (Amoureux, M. C. 2000; Deleyrolle, L.
2015).

El miembro 1 de la familia de acarreadores de soluto 11 (SLC11A1), antes conocido
como la proteina de macréfagos asociada a resistencia natural 1 (NRAMP1), es una
proteina transmembranal implicada previamente en enfermedades autoinmunes y
en la defensa del huésped contra enfermedades infecciosas. Su expresion
normalmente es detectable sblo en células de origen mieloide (monocitos,
macrofagos y células dendriticas), por lo que es de esperarse su baja expresion en
la linea celular HaCaT (Feng, Y. 2013).

Este gen codifica una proteina integral de membrana que media el transporte de

iones divalentes, activando macréfagos y ejerciendo otros efectos pleiotropicos en
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el sistema inmune innato. Los datos disponibles indican que esta proteina protege
al huésped contra patdgenos intracelulares como Salmonella spp. al controlar la
homeostasis del hierro dentro de macréfagos, limitando el acceso del patégeno a
este elemento esencial dentro del hospedero, y al mismo tiempo promueve un
aumento en la produccion de moléculas efectoras antimicrobiales (Petrucelli, M. F.
2018).

En nuestro modelo de estudio, encontramos que SLC11A1 se expresa Unicamente
en la subpoblacion PT-BD y que esta expresion aumenta en un ambiente en el que
E2 se encuentra presente. La expresién aumentada de este gen ha sido reportada
en queratinocitos de pacientes con quemaduras severas, sugiriendo que participa
en la respuesta inmune innata como consecuencia a la presencia de heridas en el
tejido, por lo que la expresion aumentada de este gen refleja quiza un mecanismo
de defensa celular, al encontrarse una proteina extrafia en el ambiente y que lo
modifica de manera generalizada. El gen SLC11A1 puede ejercer algunos efectos
en la sefalizacion del sistema inmune como son la activacion de macrofagos, la
regulacion de interleucina 1-B, y la induccidén de iNOS, moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) clase I, y el factor de necrosis tumoral a
(TNFa), entre otros. Sin embargo, se requieren estudios mas profundos para
elucidar de manera completa el posible mecanismo de defensa (Petrucelli, M. F.
2018).

Por ultimo, los miembros de la familia CAMK2 son esenciales para la plasticidad
sinaptica y el aprendizaje normal en el hipocampo, cértex y cerebelo. La proteina
cinasa dependiente de calmodulina 2B (CAMK2B), es una cinasa de serina/treonina
altamente conservada con diferentes funciones fisiolégicas en diferentes tejidos. Es
altamente expresada en el cerebro y juega un papel enzimatico y estructural en la

plasticidad del hipocampo y el cerebelo (Fang, M. 2014; Kool, M. J. 2016).

CAMK2B es un sensor de calcio expresado ubicuamente, regula funciones celulares
diversas, incluyendo la regulacion del citoesqueleto de actina y la transcripcion
dependiente del factor CREB. Interesantemente, en nuestro analisis encontramos

un incremento de la expresion de este gen en las células BriDim, pasando de un
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estado apagado a una expresion alrededor de 9 veces mayor. El analisis de Konig
y cols. en 2010 nos brinda una idea de lo que pueda estar sucediendo en estas
células, ya que en este reportaron a esta cinasa como un regulador de la
transcripcion del ARN del virus de influenza A y que el uso de un inhibidor especifico
de CAMK2B (KN-93), es capaz de inhibir el crecimiento de este virus. Por lo tanto,
aunque existen diferencias obvias entre los virus (influenza tiene un genoma de
ARN y papilomavirus de ADN) pero con células blanco similares (células epiteliales),
esta proteina regula la transcripcion de genomas virales, por lo que podria tener un

papel similar en el contexto de E2 (Kénig, R. 2010).

Debido a que este grupo de genes se distinguid por su baja expresion en las células
HaCaT y por consiguiente, su funcion se lleva a cabo preferentemente en diferentes
tipos de células (piel, cerebro y células del sistema inmune, principalmente), sus
funciones son muy diversas. Por los cambios en la expresion de estos genes
podemos inferir que E2 podria modificar la estructura de colageno celular y activar
vias de defensa contra patdgenos intracelulares, como es el VPH. Ademas, modifica
la expresion de algunos genes que podrian ayudar a la transcripcion viral y por
altimo, los datos discutidos en esta seccion reafirman la idea de que la principal
consecuencia de la expresion de E2 en las células progenitoras es la induccién a la
diferenciacion celular. La mayoria de los genes de esta categoria se encuentran
pobremente estudiados en queratinocitos, por lo que resulta dificil establecer de
manera concreta las consecuencias bioldgicas de los cambios en su expresion

generados por la presencia de E2.

10.4. E2 modifica la abundancia de la marca de cromatina H3K4me3

Una vez que se determin6é que E2 es capaz de modular la expresién de diversos
genes, tanto en la poblacion total como en las distintas subpoblaciones, se decidio
evaluar si esto sucedia mediante modificaciones epigenéticas, especificamente
mediante la eliminacion de la marca de activacién transcripcional H3K4me3, en

poblacién total.
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Al analizar la union relativa de la histona H3 y de la histona trimetilada en la lisina
cuatro, en la region del promotor (donde se une TAF1) para los genes del ciclo
celular, observamos una clara tendencia a la disminucion de H3K4me3 siendo
significativa anicamente en el gen JunB. Esto quiere decir que en general en los
genes implicados en ciclo celular, los niveles de la histona H3 con la marca de
activacion analizada, no tienen un cambio marcado en esta region. Sin embargo, si
analizamos los resultados del gen p27 en la region codificante, podemos observar
una disminucion de la marca H3K4me3, lo que corresponde perfectamente con el
estado esperado, ya que una disminucion de las marcas de activacion reflejarian un
estado en el que en presencia de E2, la cromatina se encuentre mas condensada.
El andlisis de estas marcas epigenéticas en el gen de CCNAL no mostré diferencias
en su estado, ya sea en ausencia o presencia de E2, lo que sugiere que los efectos
gue la proteina viral provoca sobre su expresion son debidos a otros mecanismos.
Interesantemente, para el gen elF5a2 el comportamiento de estas marcas
epigenéticas fue dual, observandose un ligero incremento en el nivel de H3K4me3
en la region de TAF1, pero una disminucidn de esta en la region codificante. Esta
observacion sugiere que el aumento en esta marca epigenética en la regiéon TAF1
es mas decisiva para la actividad transcripcional de este gen, ya que sus niveles de
ARNmM fueron mayores en presencia de E2. Por ultimo, tenemos los genes NCAM2
y SLC11A1, en los que se evalud el nivel de unidon Unicamente en la region
codificante. Para el gen SLC11A1 se observo un patrén muy similar al de la regién
TAF1 de elF5a2, con un claro incremento en la marca H3K4me3, lo que correlaciona
con el incremento en su expresion observado en las células en la que E2 esta
presente. Para NCAM2, no se encontraron diferencias importantes en la abundancia
relativa de estas marcas epigenéticas, lo que sugiere, al igual que para el gen
CCNA1, que el efecto que E2 ejerce sobre su expresion, podria deberse a
mecanismos distintos a esta modificacion de la histona H3, como por ejemplo
cambios en la metilacion en la regién de islas CpG en su promotor, o bien

mecanismos no epigenéticos.

En general los resultados de las marcas de la cromatina corresponden a lo esperado

para los genes analizados, los cuales tuvieron una expresiéon significativamente
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menor en la poblacion total cuando se encontraba presente E2, y por lo tanto se
esperaba una disminucion de la marca de activacion transcripcional H3K4me3. En
mamiferos, la metilacion de H3K4 es catalizada por SET1-SETD1A, SETD1B,
MLL1, MLL2, MLL3 y MLL4. Estos complejos comprenden las subunidades
cataliticas de SETD1/MLL, junto con 4 subunidades centrales: WDR5, RBBPS5,
ASH2L y DPY30, asi como otras subunidades especificas. Como se menciono
anteriormente, E2 del VPH es capaz de interactuar con WDRS5, y mediante esta
unidén podria modificar la capacidad del complejo SETD1/MLL de efectuar esta
metilacion y por lo tanto, disminuir la abundancia de esta marca de manera
generalizada, provocando una disminucion de la transcripcién (Jang, M. K. 2015;
Zhang, T. 2015).

Se ha descrito que la distribucion de H3K4me3 se encuentra altamente acoplada a
la presencia de islas CpG, esto mediante la region de dedo de Zinc (CxxC) que se
encuentra presente en las subunidades MLL1/2 y CFP1 de SETD1A/B y mediante
la cual se une especificamente a islas CpG no metiladas. Estos motivos de unién
actian reclutando complejos SETD1/MLL a los templados de cromatina
promoviendo el reconocimiento del sitio blanco. Se ha relacionado esta habilidad
para reconocer los promotores y ademas unir H3K4me3, con el mantenimiento de
esta marca en genes activos, sugiriendo que una vez establecida, esta marca
refuerza positivamente su propia deposicion. La retroalimentacion de la deposicion
podria ser otro paso en el que E2 podria afectar la abundancia de H3K4me3
(Harikumar, A. 2015; Zhang, T. 2015).

Con respecto a los diferentes juegos de oligonucledtidos empleados en la
realizacion de este trabajo destaca el hecho de que los resultados al medir la zona
que abarca mas la region rio abajo del inicio de la transcripcion (oligos CR) reflejan
cambios mas contrastantes en ella, por lo que a pesar de que esta se distribuye a
lo largo del promotor y de sitios de inicio de la transcripcion, podriamos inferir a partir
de los resultados que E2 afecta principalmente a unos sitios 0 que aunque se

encuentren las marcas a lo largo del gen y de los sitios de inicio, esta distribucion
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no es homogénea, sino que se encuentra una mayor abundancia en la region mas

cercana a la region codificante (Zhang, T. 2015).

Esta habilidad de E2 de disminuir de manera generalizada la expresion de genes
celulares podria estar ligado al hecho de que el virus necesita utilizar la maquinaria
transcripcional de la célula para transcribir sus propios genes, y posteriormente
sintetizar las proteinas virales para finalmente formar viriones completos,
terminando asi el ciclo replicativo. Al encontrarse la transcripcion génica celular
disminuida, la maquinaria transcripcional y de sintesis de proteinas tendria una
mayor disponibilidad para utilizar como molde los genes virales y por la tanto tener

una produccion viral mas efectiva.

10.5. E2 interactua con la maquinaria epigenética de células progenitoras

Las células troncales de todo tipo se caracterizan por sus estados estables y
heredables, permitiendo su salida hacia multiples vias de desarrollo. Durante el
desarrollo embrionario, la potencia de las células troncales se reduce con el tiempo
de totipotentes (moérula) a pluripotentes (células troncales embrionarias) a
multipotentes (células troncales fetales y de adulto) a omnipotentes (células
precursoras) debido a un silenciamiento génico progresivo de genes y a la
adquisicion de compromiso de diferenciacion a un linaje especifico. Genes activos
en progenitores tempranos son gradualmente silenciados en etapas posteriores
durante el desarrollo, y a su vez, subgrupos de genes especificos de un tipo celular
se encienden. El mantenimiento de la auto-renovacion de las células troncales
embrionarias depende de dos eventos igualmente importantes: la represion de
genes de linaje especifico mediado por los complejos PcG y la actividad
transcripcional de genes de auto-renovacion como OCT3/4, SOX2 y KLF, que es

mediada por el grupo de modificadores de histonas Trithorax (Tollervey, J. R., 2012).

Como se menciond anteriormente, la proteina E2 es capaz de interaccionar con
multiples proteinas celulares encargadas de la maquinaria epigenética, las cuales
podrian tener una relacion con la diferenciacion observada en las células

progenitoras de la linea celular HaCaT-E2. Entre estas proteinas destacan las
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siguientes, debido a su estrecha relacién con las modificaciones epigenéticas en
células troncales: las subunidades p400 y TRRAP del complejo histona acetil-
transferasa TRRAP/TIP60, la metil-transferasa de histonas WDR5 y la proteina
SMARCA4 (BRG1) del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF (Jang, M.
K., 2015).

Las subunidades p400 y TRRAP forman diferentes subcomplejos que tienen
funciones diferentes con respecto a las modificaciones de histonas y por lo tanto se
discutiran por separado. Tip60-p400 es un complejo remodelador de la cromatina
de 17 subunidades con dos actividades remodeladoras de la cromatina: la
subunidad Tip60 (también conocido como Kat5) acetila la cola N-terminal de las
histonas H2A, H4 y un numero de factores de transcripcién, mientras que la
subunidad p400 media el intercambio de los dimeros H2A-H2B por dimeros H2AZ-
H2B dentro de los nucleosomas. Tip60-p400 funciona mayormente como un co-
activador transcripcional que funciona con numerosos factores de transcripciéon
secuencia-especificos para activar la expresion génica. En contraste, mientras
Tip60-p400 promueve la expresion de algunos genes requeridos para la
proliferacion celular y regulacion del ciclo celular en células troncales embrionarias,
su funcién mas importante es silenciar genes que se encuentran activos durante la
diferenciacion. Ademas, se ha descrito que Tip60-p400 integra sefiales de Nanog y
H3K4me3 para regular la expresion génica en ESCs. Es por esto que al ser p400
parte de un complejo, su interaccién con E2 podria llevar a una formacion incorrecta
de este y por lo tanto perder la funcion de inactivar genes y llevar a diferenciacion a
las células. Aparentemente el mantenimiento de niveles adecuados de acetilacion
de histonas es esencial para perpetuar el estado pluripotente (Chen, P. B., 2013,
Fazzio, T. G. 2008).

Como se mencion6 anteriormente, Tip60 es una HAT y TRRAP es un cofactor de
esta, importante para el reclutamiento de complejos HAT a los factores de
transcripcion en la cromatina. Un estudio realizado por Murr y cols. en 2005
demuestra que TRRAP-Tip60 participa en la reparacion de rupturas de doble

cadena de ADN por recombinacion homdloga, mediante la modificacion o

81



remodelamiento de la cromatina. Proponen un modelo en el que la induccion de una
ruptura de doble cadena en el ADN, resulta en el reclutamiento de la actividad HAT
mediada por TRRAP acetilando la cromatina que rodea el sitio de ruptura en el ADN.
Las histonas acetiladas facilitan el acceso y la union de la maquinaria de reparacion
al ADN de la cromatina. Una vez que la reparacion del ADN se completa, las
histonas son deacetiladas por una HDAC y se restaura la cromatina. Basandose en
este modelo, la interaccion de E2 con TRRAP, impediria que esta Ultima realice
correctamente su funcion de reclutar la actividad HATSs al sitio de la ruptura de doble
cadena de ADN y por lo tanto dificultaria la reparacion del genoma dando lugar a

dafios que pueden culminar en la progresion a cancer (Murr, R. 2005).

Otra proteina de la maquinaria epigenética con la que interacciona E2 es la proteina
WDRS5, que es parte del complejo Trithorax (TrxG) el cual media la deposicion de
marcas post-traduccionales (PTMs) de histonas que marcan la transcripcion activa,
como es H3K4me3. Se ha demostrado que WDR5 es indispensable para el
ensamblaje de SET/MLL (metiltransferasas de histonas que catalizan la metilacién
de H3K4) y para la transicion de H3K4me2 al estado trimetilado. Los niveles de
expresion de WDRS5 correlacionan positivamente con el estado indiferenciado de las
células troncales embrionarias, sugiriendo una funcién especifica de esta proteina
en el mantenimiento de este estado. La disminucion o pérdida de la funcién de
WDRS5 debido a su interaccion con la proteina viral E2, ocasionaria la diferenciacion
de las células progenitoras. Ademas, se ha demostrado que esta proteina es critica
para el mantenimiento global y localizado de H3K4me3, asi como para la activacion
transcripcional de blancos especificos en las células troncales embrionarias
(Tollervey, J. R., 2012).

Por dltimo, E2 interactia con la proteina BRG1, también denominada SMARCA4,
gue es una subunidad con actividad ATPasa del complejo SWI/SNF. En células
troncales embrionarias de humano, el complejo SWI/SNF que contiene BRG1 es
requerido para la habilidad de células troncales embrionarias para mantener la auto-
renovacion y permanecer pluripotentes. La uniéon de BRG1 se sobrepone mas con

H3K4me1 que con H3K4me3, sugiriendo que ocupa “enhancers” o potenciadores y
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elementos reguladores en vez de sitios de transcripcion activa. El complejo
SWI/SNF se une a potenciadores y promotores de genes que codifican reguladores
de pluripotencia importantes, y coopera con los reguladores de pluripotencia
maestros, como OCT3/4 y SOX2 para el control del circuito de troncalidad. También
actian como represores transcripcionales en un niamero de genes especificos de
diferenciacion en células troncales embrionarias. Ademas, se ha demostrado que la
adicion del complejo SWI/SNF a la mezcla de pluripotencia maestra, usada en la
reprogramacion de células somaticas a células troncales pluripotentes inducidas,
incrementa la eficiencia de reprogramacion dramaticamente, destacando su
importancia en el mantenimiento de la pluripotencia de estas células. Por lo tanto,
si la interaccion de E2 con BRGL1 impidiera la correcta formacion del complejo
SWI/SNF en las células troncales, esto llevaria a una pérdida de la habilidad de

auto-renovacion de estas, propiciando su diferenciacion (Tollervey, J. R., 2012).

Independientemente del mecanismo epigenético por el cual lo lleve a cabo, los
resultados encontrados en este trabajo indican claramente que la expresion de E2
genera un dafio en la estructura celular, que aunado a mdultiples factores,
desencadena una salida de la “troncalidad” de las células progenitoras de la linea
celular HaCaT. En el contexto del ciclo viral, pasos iniciales hacia la diferenciacion

de las células epiteliales permitirian la expresion de los genes virales, permitiendo
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11. CONCLUSIONES

Se confirmd que el principal efecto de E2 del VPH16 sobre la expresion génica
celular, es un decaimiento generalizado de este proceso en la poblacion total
celular. Una posible causa de esto podria ser la disminucion de la abundancia de la
marca de activacion transcripcional H3K4me3 a causa de diferentes interacciones
de la proteina E2 con componentes protéicos de la maquinaria epigenética

encargada del posicionamiento y mantenimiento de esta.

Ademas E2, tiene la capacidad de cambiar los niveles de expresion de genes de
forma diferencial dependiendo de la subpoblacién celular, muy probablemente como
consecuencia de las diferencias que presentan estas células en la estructura de su
cromatina, asi como la composicién de los complejos multiprotéicos que la

modifican.

En este trabajo se demostrd que la proteina E2 es capaz de promover la salida de
la troncalidad de las células HaCaT a6-integrina®CD719™, |as cuales se comprob6
previamente en nuestro grupo de trabajo, tienen caracteristicas de células
progenitoras. Interesantemente, se encontré posible evidencia de dafio tanto
estructural (disminucién del colageno celular) como del genoma (rupturas de doble
cadena), lo cual podria desencadenar una detencion de la division horizontal (auto-
renovacion) y llevar a las células a diferenciaciéon. Esta salida del estado troncal es
notoria por los cambios en la expresién de distintos genes del ciclo celular que
evidencian la diferenciacion temprana de estas células, lo que en el contexto viral,

serviria para comenzar con las etapas tardias del ciclo infectivo del virus.

Por ultimo, los cambios particulares que se observan en la subpoblacién “BriDim”
pueden estar relacionados con la capacidad de E2 de interactuar con las proteinas
p400 y TRRAP, WDR5 y BRG1, todas relacionadas con procesos de cambios
epigenéticos especificamente en células troncales, aunque es necesario realizar

mas estudios para comprobar esto.
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12.

PERSPECTIVAS

Realizar ensayos de inmunoprecipitacién de la cromatina con anticuerpos anti-
H3K27me3 para corroborar los resultados obtenidos, asi como realizar esta
inmunoprecipitacion en células a6-integrina®CD719™ y comprobar si los genes
analizados tienen un estado de bivalencia en las células progenitoras de esta
linea celular, ademas de observar los cambios en estas marcas epigenéticas por
la presencia de E2-VPH16.

Analizar si existen cambios en la metilacion de las islas CpG de los genes
analizados, tanto en la poblacion total como en las diferentes subpoblaciones,
para comprobar si el apagamiento de los genes estudiados, también es
consecuencia de su metilacién en alguna de estas subpoblaciones.

Corroborar si los cambios en la expresion de estos genes son debidos a la
interaccibn de E2 con componentes de la maquinaria epigenética, como
metilasas y desmetilasas de histonas, y complejos remodeladores de la
cromatina, utilizando inhibidores especificos de estas, tanto en poblacién total
como en las células progenitoras. Especificamente en la subpoblacién “BriDim”,
analizar si la funcion de las proteinas p400, TRRAP, WDR5 y BRG1 se ve
afectada por la presencia de E2.

Evaluar la expresion génica y cambios en las marcas de cromatina a tiempos de
expresion mas cortos de E2, con células recién transducidas, para evaluar si el

efecto de E2 es distinto en el comienzo de la infeccion.
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