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RESUMEN

El cancer cérvicouterino (CaCu) es un problema de salud mundial y en México
ocupa el segundo lugar de neoplasias mas frecuentes en mujeres. El CaCu procede
de lesiones pre-cancerigenas que son interpretadas por la clasificacion de Bethesda
como lesiones Intraepiteliales de bajo grado (LIEBG) y de alto grado (LIEAG). La
generacion de estas lesiones es atribuida a la persistencia de la infeccion con el
virus del papiloma humano (VPH), principalmente los considerados de alto riesgo.
Los multiples mecanismos que usa el VPH para desarrollar el CaCu no han sido
descubiertos en su mayoria. Sin embargo, los mecanismos de crecimiento,
inhibiciébn de muerte celular, proliferacién e invasividad entre otras, estan siempre
activos gracias a cinasas que fosforilan a las proteinas efectoras de estos eventos
celulares. Mediante estudios de western blot en una y dos dimensiones realizado
previamente en nuestro grupo de trabajo se mostré un aumento en el nimero de
proteinas fosforiladas en residuos de serina durante la progresion de la enfermedad.
En este trabajo se identificaron por espectrometria de masas las proteinas
fosforiladas en residuos de serina en muestras de tejido sano, LIEBG y CaCu para
tratar de conocer la relacion que tienen en la progresion del CaCu. En nuestros
estudios se encontraron 149 y 287 proteinas fosforiladas en residuos de serina en
muestras de LIEBG y CaCu, respectivamente, evidenciando que existe una relacion
significativa entre el nUmero de proteinas con esta modificacion posttraduccional y
el desarrollo de CaCu. Ademas, se identificaron 15 fosfoproteinas que estan
presentes en LIEBG y CaCu y que no tienen esta modificacion en el grupo control
(sanas). Las fosfoproteinas que aumentaron durante el desarrollo del cancer se
clasificaron en cinco eventos celulares: diferenciacion celular, regulacién positiva de
la adhesion celular, muerte celular programada, regulacion de la respuesta a estrés
y regulacién de la respuesta inmune. Con base en dichas clasificaciones y a partir
del papel que desempefian en otros tipos de cancer, se eligieron dos fosfoproteinas
para analizar su presencia en lineas celulares provenientes de CaCu y para futuras
investigaciones acerca de su papel en la progresion del CaCu.

Palabras clave: Fosfoproteinas, progresion, VPH, LIEBG, CaCu, bioinformatica



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is a global health problem and in Mexico it ranks as second in
the most frequent neoplasms in women. CC procedes from pre-cancerous lesions
that are interpreted by the Bethesda's classification as low-grade squamous
intraepithelial lesions (LSIL) and high-grade (HSIL). The generation of these lesions
is attributed to the persistence of infection with the human papillomavirus (HPV),
mainly those considered of high-risk (HR). The multiple mechanisms that HPV uses
to develop CC have not been discovered for the most part. However, the
mechanisms of growth, inhibition of cell death, proliferation and invasiveness,
among others, are always active thanks to kinases that phosphorylate the effector
proteins of these cellular events. One and two-dimensional western blot studies
previously carried by out in our work group showed an increase in the number of
phosphorylated proteins in serine residues during the disease progression. In this
work, the phosphorylated proteins in serine residues in healthy tissue samples, LSIL
and CC were identified by mass spectrometry to try to discern the relationship they
have in the progression of CC. In our studies were found 149 and 287
phosphorylated proteins in serine residues were found in LSIL and CC samples,
respectively, showing that there is a significant relationship between the number of
proteins with this posttranslational modification and the development of CC. In
addition, 15 phosphoproteins were identified in LSIL and CC, but that do not have
this modification in the control group (healthy). The phosphoproteins that increased
during cancer development were classified into five cellular events: cell
differentiation, positive regulation of cell adhesion, programmed cell death,
regulation of stress response, and regulation of immune response. Based on these
classifications and from the role they play in other types of cancer, two
phosphoproteins were chosen to analyze their presence in cell lines from CC and

for future research on its role in the progression of CC.

Keywords: Phosphoproteins, progression, HPV, LSIL, CC, bioinformatics



INTRODUCCION

Cancer

El cancer es un amplio grupo de enfermedades diferentes entre si, que pueden
afectar a cualquier parte del organismo y que esta caracterizado por la multiplicacion
rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales,
con capacidad de invadir los tejidos subyacentes del cuerpo y diseminarse a otros
organos (Ferlay J, 2020). Una de las caracteristicas principales de las células
cancerigenas es la capacidad de mantener la proliferacion de manera cronica, a
diferencia de las células normales, que controlan las sefiales de proliferacion y
diferenciacion (Hanahan & Weinberg, 2011). (Hanahan & Weinberg, 2011).
Hanahan y Weinberg (2011) postularon 10 factores distintos involucrados en el
desarrollo del cancer (Figura 1), los cuales constituyen un principio de organizacion
y juntos proporcionan un marco légico para la comprension de las enfermedades

neoplasicas (Moses, Garcia-Bloj, Harvey, & Blancafort, 2018).
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Figura 1. Factores involucrados en el crecimiento tumoral y progresion al cancer
(Tomaday editada de Moses et al., 2018). Los numeros en los corchetes en la figura

indican las referencias citadas por Moses et al. (2018).

De acuerdo con los datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(Chokchaichamnankit et al., 2019), el cancer es la principal causa de muerte en todo
el mundo. En 2020 se atribuyeron a este conjunto de enfermedades 10 millones de
defunciones. Los cinco tipos de céancer que causan un mayor numero de
fallecimientos son los siguientes: Pulmonar, Hepéatico, Colorrectal, Gastrico y
Mamario (Bray et al., 2018).

Factores de riesgo

El cancer se produce por la transformacion de células normales en células
tumorales en un proceso que consta de varias etapas que suele consistir en la
progresion de una lesién precancerosa a un tumor maligno. Estas alteraciones son
el resultado de la interaccién entre los factores genéticos del paciente y tres

categorias de agentes externos (de Martel, Georges, Bray, Ferlay, & Clifford, 2020):

Carcinogenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizantes.

Carcindgenos quimicos, como el amianto, los componentes del humo de tabaco,
las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) y el arsénico (contaminante del

agua de bebida).

Carcinogenos biologicos, como determinados virus, bacterias y parasitos.

Céncer en el mundo

Actualmente, ambos sexos muestran que el cancer de pulmén representa el 11.6%
(2093 876), mama 11.6% (2 088 849), colorrectal 10.2% (1 849 518), prostata 7.1%
(1 276 106), estbmago 5.7% (1 033 701), higado 4.7% (841 080), esofago 3.2%



(572 034), Cérvico-uterino 3.2% (569 847), tiroides 3.1% (567 233), vejiga 3% (549
393) del total de incidencias respectivamente (Figura 2) (Ferlay J, 2020).

Los canceres de pulmdén, mama y colorrectal son los tres grupos mas frecuentes en
nameros de casos y en términos de mortalidad (primero, segundo y tercero,
respectivamente). Juntos representan un tercio de la incidencia y mortalidad por

cancer en todo el mundo (Bray et al., 2018).
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Figura 2. Numero estimado de nuevos casos de cancer en el mundo en 2018.

Tomado y editado de http://gco.iarc.fr/today/online-analysis-

pie?v=2018&mode=cancer&mode population=continents&population =900&

populations=900&key=total&sex=0&cancer=39&type=1&statistic=5&prevalence=0&population group=0

&ages group%5B%5D=0&ages group%5B%5D=17&nb items=15&group cancer=1&include nmsc=1&includ

e nmsc_other=1&half pie=0&donut=0&population group globocan id=.

En 2018, el cancer de pulmén fue el mas mortifero en todo el mundo con 1 761 007
fallecidos (18.4%); seguido por el colorrectal con 880 762 (9.2%), el de estbmago
con 782 685 (8.2%); el de higado con 781 631 (8.2%); el de mama con 626 679
(6.6%), el cual ya cuenta con un prondgstico relativamente favorable, especialmente

en los paises con mayor desarrollo; el de eso6fago con 508 585 (5.3%), el de
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pancreas con 432 242 (4.5%); el de préstata con 358 989 (3.8%); el Cérvico-uterino
con 311 365 (3.3%) y leucemia con 309 006 (3.2%) (Figura 3) (Bray et al., 2018).
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Figura 3. Numero estimado de muertes por cancer en 2018 en el mundo. Tomado

y editado de http://gco.iarc.fr/today/online-analysis-

pie?v=2018&mode=cancer&mode population=continents&population =900&

populations=900&key=total&sex=0&cancer=39&type=1&statistic=5&prevalence=0&population group=0

&ages qroup%5B%5D=0&ages group%5B%5D=17&nb items=15&group cancer=1&include nmsc=1&includ

e _nmsc_other=1&half pie=0&donut=0&population _group globocan_id=

Las muertes debidas a cualquier tipo de cancer han aumentado durante los ultimos
6 aflos y se estima que hasta el 2018 ascendieron a 9.6 millones de personas,
ademas de contabilizarse mas de 18 millones de nuevos casos, segun indica el
Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer, perteneciente a la
Organizacion Mundial de la Salud. Se estima que el niumero total de personas en
todo el mundo que estan vivas después de cinco afios de haberles diagnosticado
cancer es de 43.8 millones El aumento de la incidencia del cancer se debe a varios

factores, entre ellos el crecimiento y envejecimiento de la poblacién, asi como la
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prevalencia cambiante de determinadas causas de cancer vinculadas al desarrollo

social y economico (Bray et al., 2018).

Céancer en México

La magnitud de los efectos del cancer en México no es muy diferente al panorama
mundial, siendo la tercera causa de muerte, después de las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes ("Mexico,"), de acuerdo con calculos de organismos
internacionales, los canceres de pulmon, colorrectal, préstata, mama, estomago,
higado, pancreas y cervicouterino son de los mas recurrentes en la poblacién en
general, en ambos sexos (Tablas 1 y 2) (Bray et al., 2018). De las 756 234
defunciones registradas debidas al cancer, el 51.07% fueron de hombres y el 48.9%
mujeres. Para los hombres, los canceres mas mortales son de préstata, pulmon,
colorrectal, de higado y gastrico, en ese orden, mientras que para las mujeres son

el de seno, cervicouterino, de higado, colorrectal y de ovario (Bray et al., 2018).

Tabla 1. Numero estimado de muertes y nuevos casos de diferentes tipos de cancer

en México en 2018*.

Cancer Mortalidad Incidencia

Pulmén 88 117 (11.7%) 97 583 (6.1%)

Colorrectal 71 750 (9.5%) 142 906 (8.9%)

Prostata 60 713 (8%) 215 434 (13.4%)

Mama 59 442 (7.9%) 227 017 (14.2%)

Estémago 57 948 (7.7%) 74 604 (4.7%)

Higado 43 304 (5.7%) 45 665 (2.8%)

Péncreas 37 786 (5%) 40 119 (2.5%)

Cérvico uterino 32 439 (4.3%) 64 056 (4%)

Leucemia 30 692 (4.1%) 43 210 (2.7%)

BNS 24 975 (3.3%) 32990 (2.1%)
*Tomado y editado de htp:igco.iarc.fritoday/online-analysis-muli-bars?v=2018&mode=cancer&émode_population=countries&
population= 900& populations=904 484&key=asr&sex=0&cancer=39&type=0&stati
stic=5&prevalence=0&population _group=0&ages group%5B %5D=0&ages qroup%5B%5D
=17&nb_items=10&group_cancer=1&include nmsc=1&include nmsc_other=1&type multiple=%257B%2522inc% 2522%

253Atrue%252C%2522mort%2522%253Atrue%252C%2522prev%2522%253Afalse%257D&orientation=horizontal&type sort=0&type nb
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items=%257B%2522top%2522%253Atrue%252C%2522bottom%2522%253Afalse%257D&population_group_globocan_id=#collapse -group-
0-1

Segun dos estudios mexicanos de Gémez-Dantés (2016) y colaboradores (Gomez-
Dantés et al., 2016), y Aldaco-Sarvide y colaboradores (2019) (Aldaco-Sarvide et
al., 2019), de los registros de las muertes por tumores malignos, esta enfermedad
a nivel nacional ha tenido un aumento en los ultimos 20 afios, a partir de 1990,
debido al crecimiento y envejecimiento poblacional. Por otra parte, dos de los tres
analisis epidemiolégicos encontraron que en los estados del norte se registré un
incremento en la mortalidad por cancer (Aldaco-Sarvide et al., 2019), y uno de estos
dos estudios halld6 también un alza en el numero de casos nuevos en la misma
region (Moye-Holz, Dreser, van Dijk, Reijneveld, & Hogerzeil, 2020).

En contraste en las entidades periféricas a la Ciudad de México se reportd un

descenso en el numero de muertes del 30% (Gémez-Dantés et al., 2016).

Tabla 2 Canceres mas comunes en poblacién mexicana, hombres y mujeres en
2018*.

Canceres mas comunes en mexicanos Canceres mas comunes en mexicanas
Prostata Mamario
Colorrectal Tiroides
Testicular Cervicouterino
Pulmonar Cuerpo uterino
Gastrico Colorrectal

* Tomado de Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC).

Fosforilacién en cancer.

Por otro lado, la investigacion en céancer relacionada con cambios por
modificaciones posttraduccionales (MPT) en proteinas se ha enfocado
principalmente en la fosforilacion, la cual participa en varios eventos celulares, como
ciclo celular, crecimiento celular, proliferacion, supervivencia, apoptosis, etc.
(Cohen, 2001).
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La fosforilacion de proteinas es una MPT que regula la expresion de genes a partir
de una importacién nuclear y de la actividad de uniéon al ADN de un namero
significativo de factores de transcripcion (Ramazi & Zahiri, 2021). La funcion de
éstos depende de la fosforilacion o desfosforilacion en residuos de serina, treonina
y tirosina, lo que permite establecer redes de comunicacion entre citoplasma y
nuacleo (Boulikas, 1994). ElI aminoacido que sufre predominantemente la
fosforilacion es serina, posteriormente treonina y hasta el ultimo tirosina (Mann et
al., 2002). Se sabe que por cada residuo de tirosina que se fosforila, se fosforilan

1800 residuos de serina y 200 de treonina (Mann et al., 2002).

Muchos factores de crecimiento o sus receptores con actividad de tirosina cinasa
(receptor de insulina, EGFR, ENFR, entre otros), asi como otras proteinas con
actividad de serinal/treonina o tirosina cinasa (c-Raf-1, c-Mos, c-Abl, c-Src) son
codificados por los llamados oncogenes (Boulikas, 1994). Estas proteinas
desencadenan cascadas de sefalizacion que van dirigidas a proteinas nucleares
ligadas al ciclo celular para la iniciacion de la replicacion del ADN vy el crecimiento
celular (Boulikas, 1994). Las mutaciones que conducen a la progresion de las
células cancerigenas incluyen cambios en proteinas que potencializan las cascadas

de sefalizacion preexistentes (Irish et al., 2004).

Los cambios en la fosforilacién en ciertas proteinas, por ejemplo, Anexina 1
(Robinson-Bennett et al.,, 2008), mTOR (Sophonnithiprasert, Mahabusarakam,
Nakamura, & Watanapokasin, 2017) y Akt (T. J. Kim et al.,, 2006), entre otras,
pueden estar relacionados con la progresion del cancer y se ha comprobado que la
fosforilacion en residuos de tirosina est4 estrechamente relacionada con la
enfermedad (Rush et al., 2005). La alta ganancia de fosforilacion en residuos de
tirosina se puede deber a la baja abundancia de estos residuos, por lo que es un

proceso mas estrictamente regulado (Mann et al., 2002).

Un estudio que evidencia la importancia de la fosforilacion en la progresion del

cancer se realizo en lineas celulares derivadas de carcinoma de piel escamosa,



donde en un andlisis fosfoproteémico cuantitativo, se identificaron 5 839
fosfopéptidos que correspondian a 2 145 proteinas; en el 86.4% de los fosfopéptidos
se detecté fosforilacion en residuos de serina, mientras que 12.2 % y 1.4 %
correspondieron a péptidos fosforilados en treonina y tirosina, respectivamente
(Tiwari et al., 2017). Por otra parte, las proteinas sujetas a fosforilacion que se
identificaron participan en rutas que regulan la proliferacién, migracién celular y

potencial invasivo (Tiwari et al., 2017).

También la fosforilacion de proteinas esta involucrada en la quimiorresistencia de
las células cancerigenas. Por ejemplo, en un trabajo realizado en lineas celulares
de cancer de mama, mediante técnicas fosfoprotedmicas se compararon células
resistentes a la quimioterapia versus células sensibles (Nascimento et al., 2017).
Los resultados obtenidos evidenciaron que existen cambios en los estados de
fosforilacién en todas las isoformas de la proteina cinasa C (PKC) en las células
guimiorresistentes. Ademas, se encontro que esta quimiorresistencia esta asociada
a la activaciéon de la cascada de sefalizacion JAK/STAT, principalmente por la
fosforilaciéon de JAK2 (Nascimento et al., 2017). De este modo, se sugiere el uso de
inhibidores de esta via de sefializaciébn para combatir la quimiorresistencia en

cancer de mama (Nascimento et al., 2017).

Cancer Cérvico-Uterino

El Cancer Cérvico-uterino (CaCu) es una enfermedad en la que participan diferentes
factores genéticos y ambientales, teniendo una diseminacion con profundidad en el
cuello uterino y en zonas circundantes, el CaCu es la principal neoplasia asociada
a la infeccién con el virus del papiloma humano (VPH) (Olusola, Banerjee, Philley,
& Dasgupta, 2019). El CaCu es el segundo tipo de cancer mas frecuente en las
mujeres de las regiones menos desarrolladas, donde se estima que en 2018 hubo
unos 570 000 nuevos casos (84% de los nuevos casos mundiales) (Arbyn et al.,
2020).
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Factores de riesgo del CaCu.

Existen varios factores de riesgo en la aparicién del CaCu, los cuales no acttan de
la misma manera en los diferentes grupos poblacionales. Entre estos factores, se
destaca como el principal factor de riesgo la infeccién por el virus de papiloma
humano (VPH) (de Martel et al., 2020), siendo el agente etioldgico del CaCu. Otros
factores de riesgo son: la edad al inicio de las primeras relaciones sexuales, la
multiparidad, la inmunodepresion, el tabaquismo, la exposicion a medicamentos
hormonales como Dietilestilbestrol (DES) o Tamoxifeno (Hoover et al., 2011), el
consumo prolongado de anticonceptivos orales (pildoras para la regulacién de la
natalidad) (Moreno et al., 2002), el uso del dispositivo intrauterino, la promiscuidad
sexual, el niumero de comparfieros sexuales y la infeccion por varios agentes
transmisores de enfermedades sexuales, como Trichomonas vaginalis, Gardnerella

vaginalis, Herpes viral tipo Il (HSV-2) y Chlamydia trachomatis (Olusola et al., 2019).

Clasificacion de lesiones precancerosas

El CaCu es precedido por lesiones precursoras, las cuales son catalogadas de
acuerdo con la clasificacion Bethesda, que es una nomenclatura creada para
incorporar los nuevos conceptos citoldgicos y unificar la terminologia. Estas lesiones
precancerosas son clasificadas como Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo
Grado (LIEBG, en inglés LSIL, low-grade squamous intraepithelial lesions) y de Alto
Grado (LIEAG, en inglés HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesions) (Nayar
& Wilbur, 2015). Las caracteristicas de cada tipo, con base en las alteraciones

morfoldgicas en el epitelio endocervical, son las siguientes:

LIEBG: lesion leve, es de minimo riesgo, representa un crecimiento celular anormal.
Existe buena maduracion en las células del epitelio, con minimas anomalias
nucleares y pocas figuras mitoticas (Figura 4). Las cuatro capas de células
indiferenciadas se encuentran en los estratos epiteliales mas profundos (tercio
inferior). Pueden verse algunos cambios citopaticos como consecuencia de la

infeccion por el VPH en todo el espesor del epitelio (Nayar & Wilbur, 2015).
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Figura 4. LIEBG. Célula coilocitica sugestiva de infeccion por VPH (Nayar & Wilbur,
2015).

LIEAG: Lesién con cambios celulares que sugieren una displasia moderada o grave,
como el carcinoma in situ, son anomalias mas graves que tienen una probabilidad
mayor de que se conviertan en cancer si no son tratadas. De alto grado significa
gue hay cambios mas marcados en el tamafio y en la forma de las células anormales
(precancerosas) y que las células se ven muy diferentes de las células normales.
Cuando se examinan en un microscopio, a menudo se encuentra que las LIEAG
tienen cambios mas extensos que pueden clasificarse como displasia moderada o
grave (Figura 5). El analisis microscopico de las LIEAG también puede revelar
carcinoma in situ, en este tipo de lesién, la displasia es severa. La diferenciacién y
la estratificacion del epitelio pueden faltar por completo o existir s6lo en el cuarto
superficial del mismo, con abundantes figuras mitéticas anormales (Figura 5)
(Nayar & Wilbur, 2015; Sanchez-Anguiano, Alvarado-Esquivel, Reyes-Romero, &
Carrera-Rodriguez, 2006).
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Figura 5. LIEAG. Colposcopia principal y practica (Nayar & Wilbur, 2015).

Prevencion y control del CaCu

La OMS recomienda como medidas de prevencion y control del CaCu, la aplicacion
primaria de la vacuna a nifias de 9 a 13 afios, antes de que inicien su vida sexual,
para tratar de evitar la aparicion de la enfermedad, esta vacuna actia contra los
subtipos de VPH 16 y 18, fuertemente asociados con el CaCu (Choi & Park, 2016).
Otras medidas de prevencion son la educacién en materia de practicas sexuales
seguras Yy retrasar el inicio de la vida sexual, promover el uso de preservativos,
advertir sobre el consumo de tabaco (un factor de riesgo importante para el CaCu 'y
cualquier otro tipo de cancer), las mujeres que tengan una vida sexual activa deben
someterse a partir de los 25 afios a pruebas de deteccion referentes para visualizar
cambios anormales de las células o lesiones precancerosas intraepiteliales, o

detectar el cancer en una etapa inicial (Olusola et al., 2019).

En México se expidio la Norma Oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994, para la

Prevencion, Deteccion, Diagnostico, Tratamiento, Control y Vigilancia
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Epidemioldgica del Cancer Cérvico Uterino, para unificar los principios, politicas
estrategias y criterios de operacién relacionados con el Cancer Cérvico-Uterino
(NOM-014-SSA2-1994).

Pruebas de deteccion y diagnéstico

Las pruebas de deteccién o diagndstico presuncional de manera oportuna son la
citologia cervical (Papanicolaou) y la visualizacién directa por Acido Acético
(colposcopia) (NOM- 014-SSA2-1994). Estas pruebas que se realizan en mujeres
gue no tienen sintomas aparentes y de forma periddica, lo que ayuda a la deteccion
de lesiones intraepiteliales que pueden ser tratadas para no llegar a un cancer, o
etapas iniciales del mismo, donde pudieran ser tratadas para un pronoéstico de vida

mejor, reduciendo la tasa de mortalidad.

La citologia consiste en tomar una muestra de las células que se descaman del
cuello uterino en la zona de transformacion (tomada con citocepillos vaginales). Este
estudio permite un examen microscopico directo de las caracteristicas de las células
del epitelio cervical y del canal endocervical, detectando alteraciones en las células,
las cuales indican cambios malignos, como lesiones precursoras antes de que
evolucionen a cancer. Actualmente, los resultados de la citologia cervical son
reportados de acuerdo con la clasificacion de Bethesda, la que también es
mencionada en la Norma Oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994, la cual menciona
gue los resultados citologicos y patolégicos con probable dafno precancerigeno
seran descritos como: Cambios Atipicos en las Células Escamosas del Cuello
Uterino (Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance “ASCUS”), LIEBG
y LIEAG.

Citocepillos endocervicales

En la mayoria de los estudios donde se analizan muestras de pacientes con LIEBG,
LIEAG y CaCu se utilizan métodos invasivos, como son las biopsias, para la toma
de muestra. Sin embargo, actualmente se utilizan los citocepillos endocervicales

para la toma de la muestra como un método menos invasivo. En las muestras
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obtenidas por este método se han podido analizar los cambios en los estados de
fosforilacion de proteinas en residuos de serina entre los diferentes grados de
lesion, para relacionarlos con la progresion de la enfermedad (Padilla-Mendoza,
2017).

Virus del Papiloma Humano

Los virus del papiloma humano (VPH) pertenecen a la familia Papillomaviridae (de
Villiers, Fauquet, Broker, Bernard, & zur Hausen, 2004), son virus pequefios con un
genoma de ADN de doble cadena, teniendo un tamafio de 8 000 pb, en donde se
codifican entre 8 y 9 marcos de lectura abiertos (Figura 6), transcritos como
mensajeros policistronicos (Doorbar, Egawa, Griffin, Kranjec, & Murakami, 2015).
Los llamados “genes tardios” L1 y L2 (L del inglés Late) codifican proteinas de la
capside, mientras que los genes “tempranos”, nombrados como E1 a E7 (E del
inglés Early), codifican proteinas involucradas en la replicacion y transcripcion

dentro de las células del hospedero (Brianti, De Flammineis, & Mercuri, 2017).
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Figura 6. Genoma del virus del papiloma humano. (Tomada de Lelo de Larrea & et

al, 2011).
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Clasificacion de los tipos de VPH

Se han identificado méas de 200 tipos de papilomavirus, que se han dividido en cinco
géneros, clasificados en relacion con la homologia que presentan en el gen L1,
denominados por una letra del alfabeto griego como a, 3, y, y y v (Figura 7) (Doorbar
etal., 2015). Algunos VPHSs del género a tienen un papel bien establecido en cancer,

infectando las mucosas de la zona orofaringea (Brianti et al., 2017).

Alfa-papilomavirus
mucosos y cutdneos,

Mu-papilomavirus

cutaneos

Nu-papilomavirus
AZHPVZY iR — cutdneos

Beta-papilomavirus
cut@neos

Figura 7. Relacion evolutiva de los virus del papiloma humano y su clasificacion.
Tomada de Egewa y Doorbar, 2016.

Tipos de VPH transmitidos sexualmente

Epidemiolégicamente, los alfa-papilomavirus que presentan capacidad para infectar
las mucosas del aparato genital, se han dividido en 3 grupos: uno de Bajo Riesgo
(BR), que esta asociado a verrugas anogenitales y LIEBG en las células cervicales;
otro llamado Probable Alto Riesgo y por ultimo el de Alto Riesgo (AR), ambos grupos
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presentan un alto potencial oncogénico asociado principalmente a displasias de
LIEAG y anal, y a carcinoma invasivo (Brianti et al., 2017). M&s recientemente, se
ha propuesto que los 12 VPHs de BR corresponden a los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44,
54,61, 70, 72,81 y CP6108; tres VPHs de probable alto riesgo, que serian los tipos
26, 53y 66; y 15 VPHSs de AR, los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73y 82 (Tabla 3) en donde este ultimo conjunto esta altamente relacionado

a CaCu (Santos-L6pez, Marguez-Dominguez, Reyes-Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015).

Tabla 3. Clasificacion epidemiologica de los VPH.

TIPOS DE RIESGO TIPOS DE VPH

ALTO RIESGO 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73, 82

PROBABLE ALTO RIESGO 26, 53, 66

BAJO RIESGO 6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,CP6108

Tomada y modificada de Santos-Lopez, et al., 2015.

ANTECEDENTES

Analisis de proteinas fosforiladas e LIEBG, LIEAG y CaCu

Los estudios relacionados a la expresion diferencial de proteinas fosforiladas en
CaCu se han llevado a cabo previamente a través del estudio prote6mico, el cual
ha sido disefiado con el objeto particular de encontrar biomarcadores de facil rastreo
en las mujeres con esta enfermedad, es por ello que estos estudios se enfocan a
fluidos bioldgicos de facil obtencién a través de estudios clinicos poco invasivos.

Cabe mencionar que la investigacion de proteinas fosforiladas en CaCu solo se ha
enfocado a proteinas de vias de sefalizacion que regulan el metabolismo y el
crecimiento celular, puesto que se ha investigado la fosforilacion diferencial de
proteinas tales como Erk, MAPK, mTOR, IP3k, Akt y JNK, donde buena parte de
estas proteinas (Erk, mTOR, Akt) se fosforilan especificamente en residuos de

serina y que dichas fosforilaciones son llevadas a cabo por estimulos que activan
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sus cascadas de sefalizacion (Feng et al, 2016; T. J. Kim et al., 2006;
Sophonnithiprasert et al., 2017; Yoo, Latifkar, Cerione, & Antonyak, 2017).

Por otra parte, se ha demostrado que los cambios en los estados de fosforilacion en
tirosina estan desregulados en CaCu. En el 2008 se reportd un aumento en la
expresion de la isoforma de 32 kDa de la proteina Anexina 1, una proteina que es
fosforilada en residuos de tirosina, en muestras de pacientes con LIEAG y CaCu
(Robinson-Bennett et al., 2008). El aumento en la expresion de la Anexina 1 generé
un aumento en la fosforilacion de la misma, desregulando las cascadas de
sefializacion MAPK y Erk (Robinson-Bennett et al., 2008).

En nuestros estudios previos de maestria (Padilla-Mendoza, 2017), en ensayos de
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos contra residuos de serina fosforilados se
observo un aumento de esta MPT que correlaciona con el grado de lesion, ya que
encontramos una reaccion mas intensa y en mayor niumero de células en muestras
de CaCu que en LIEBG, LIEAG y muestras sanas (Figura 8). En concordancia, en
ensayos de Western blot en geles uni- y bi-dimensionales de muestras tomadas con
citocepillos de mujeres sanas y de pacientes con diagnostico de LIEBG, LIEAG y
CaCu, encontramos que el niumero de proteinas fosforiladas en residuos de serina
aumentar6 conforme al grado de lesion (Figuras 9y 10). En los ensayos de Western
blot en geles uni-dimensionales de muestras de mujeres sanas se detectaron cuatro
bandas con pesos moleculares aproximados de 72, 55, 45y 28 kDa, observando un
incremento significativo en la intensidad de esas bandas y la aparicion de otras
conforme aumenta el grado de lesién (Figura 9). Estos mismos resultados se
obtuvieron en los ensayos de Western blot en geles bidimensionales, donde el
namero de manchas detectadas por los anticuerpos anti-fosfoserina incrementé de
22 en muestras sanas a 94 en muestras de CaCu (Figura 10). Sin embargo, hasta
ese momento se desconocia la identidad de las proteinas fosforiladas en serina, asi

como el efecto de esta MPT en la progresion del CaCu.
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Figura 8 Deteccion por inmunohistoquimica de células positivas para proteinas
fosforiladas en residuos de serina en una muestra sana y en muestras con
diagnéstico de LIEBG, LIEAG y CaCu. Se observa la tincion de H&E (A, D, G, J) en
muestra sana y las muestras con los diferentes grados de lesion; en B, E, H, K se
observa la deteccion de células positivas para a-fosfoserina; en C, F, |, L se observa
la deteccion de células positivas para el marcador de proliferacién celula pl16
(Padilla-Mendoza, 2017).
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Figura 9. Deteccion de proteinas fosforiladas con los anticuerpos anti-fosfoserina.

Carril 1 M: marcador de peso molecular (kDa), Carriles 2- 5 deteccion de proteinas
fosforiladas en residuos de serina de los extractos proteicos totales de muestras
sanas; Carriles 6- 9 deteccion de proteinas fosforiladas en residuos de serina de los
extractos proteicos totales de muestras con LIEBG; Carriles 10-13 deteccion de
proteinas fosforiladas en residuos de serina de los extractos proteicos totales de
muestras con LIEAG; Carriles 14-17 deteccién de proteinas fosforiladas en residuos
de serina de los extractos proteicos totales de muestras con CaCu; Carril 18
deteccion de proteinas fosforiladas en residuos de serina de los extractos proteicos

totales de células HelLa (Padilla-Mendoza, 2017).
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Figura 10. Inmunoproteoma de proteinas fosforiladas en residuos de serina de

muestras sanas y con diagnéstico de LIEBG, LIEAG y CaCu. 200 ug de proteinas

de un pool de muestras sanas (A) y de muestras con diagndstico de LIEBG (B),

LIEAG (C) y CaCu (D), fueron analizadas por electroforesis bi-dimensional en tiras

de pl3a10de 7 cmy separadas en un gel de poliacrilamida al 12%, posteriormente

electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa e

anticuerpos anti-fosfoserina (1:500) y quimioiluminiscencia.

inmunodetectadas con

Las manchas

inmunodetectadas se indican en circulos de color azul (sanas), rojo (LIEBG),
morado (LIEAG) y verde (CaCu) (Padilla-Mendoza, 2017).
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JUSTIFICACION

La fosforilacion en proteinas es una modificacion postraduccional que regula varios
procesos en la célula, como crecimiento, proliferacion y muerte celular, entre otros.
En el cancer, las vias de sefializacion en las que participa la fosforilacion de
proteinas se encuentran desreguladas, generando una proliferacion exacerbada y
una inmortalizacion celular. La fosforilacién en residuos de tirosina ha sido muy
estudiada en el desarrollo del CaCu. Por el contrario, la fosforilacién de proteinas
en serina o treonina no ha sido investigada en esta patologia. Por lo tanto, seria
importante realizar una investigacion sobre los cambios de fosforilacion de proteinas

en residuos de serina, asi como su funcion en la progresion del CaCu.
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HIPOTESIS

Existe una fosforilacion diferencial de proteinas en residuos de serina que participa

en la progresién del Cancer Cérvico-Uterino causado por infeccion del VPH.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar proteinas fosforiladas en residuos de serina y su posible participacion en

la progresion del Cancer Cérvico-Uterino por infeccion del VPH.

Objetivos particulares

Identificar las proteinas con fosforilacion en residuos de serina en muestras

sanas, con LIEBG y con CaCu.

e Comparar las proteinas fosforiladas en residuos de serina en las diferentes
muestras

e Analizar en lineas celulares derivadas de CaCu, los estados de fosforilacion en
residuos de serina de al menos una o dos de las proteinas identificadas.

¢ Identificar in silico las proteinas que interactian con una de las fosfoproteinas
seleccionadas en el objetivo anterior.

e Analizar bioinformaticamente las fosfoproteinas comunes fosforiladas en

residuos de serina entre el grupo de LIEBG y CaCu, y aquellas fosfoproteinas

exclusivas de CaCu.
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METODOLOGIA

Criterios de inclusion y exclusion

En este estudio se incluyeron muestras de pacientes entre 25 y 65 afos, que
asistieron al Hospital Juarez de México (HJM) para un estudio colposcopico rutinario
y que el Departamento de Patologia del HIM clasificé histopatol6gicamente como
Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado (LIEBG) o Cancer Cérvicouterino
(CaCu), ademas, se tomaron muestras de mujeres sanas. Las muestras
consistieron en raspados vaginales tomados, previo consentimiento informado, con
un citocepillo en la region localizada de la lesidn. Pare ser incluidas en este estudio,
las muestras se analizaron mediante la prueba PCR para la deteccion de infeccion
por VPH, donde las muestras de LIEBG y CaCu debieron ser positivas y negativas
para las muestras sanas; asi mismo, no tener registro previo de lesiones pre
cancerigenas cervicales, siendo este diagnostico de primera vez para las muestras
con lesiones y cancer, y sin diagnoéstico patoldgico; y no haber sido tratadas

previamente estas lesiones.

Los criterios de exclusion para las muestras en el estudio fueron: ser negativas a la
infeccion con VPH mediante la prueba de PCR en caso de las muestras con lesiones
y cancer, y positivas en muestras sanas; también, tener antecedentes de lesiones

pre cancerigenas cervicales y haber sido tratadas previamente estas lesiones.

Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares provenientes de cancer cervical que se utilizaron son: HelLa
(adenocarcinoma cervical que presenta VPH 18), SiHa (carcinoma de células
epiteliales escamosas que presenta VPH 16) y C33 (carcinoma indiferenciado
negativo a VPH), estas células se crecieron en cajas de 25 cm? empleando medio
de cultivo DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% y 1% de
penicilina / estreptomicina en una atmésfera de CO: al 5% y una temperatura de 37
°C.
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Extraccion de proteinas totales de las muestras

Para la obtencion de las proteinas, las muestras de tejido recuperadas mediante
citocepillos y las lineas celulares se lisaron mecanicamente, posteriormente se
realiz6 una precipitacién con acido tricloroacético (TCA) al 20%, agregando el
mismo volumen que el de la muestra. Posteriormente, se incub6 durante 30 min en
hielo y se centrifug6 a 2 000 X g durante 5 min a 4 °C. Después, se realizaron dos
lavados con 500 ul de etanol al 95% y 75%, respectivamente, se centrifugd a 2 000
X g durante 5 min a 4°C. Seguido de esto, la parte acuosa se descarto y la pastilla
se dejo secar para ser resuspendida en 200 pl o mas (dependiendo del tamafio de
la pastilla) del amortiguador de extraccion (Urea 8M, Tris 10mM, SDS 0.1% (w/v),
NaCl 150 mM, 1,4-Dithiotreitol 10 mM y CHAPS (3-[(3-colamidopropil)
dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 2%) en presencia de inhibidores de proteasas
1X (Sigma-Aldrich, USA) y de fosfatasas 1X (Roche, USA). La concentracion de
proteinas se cuantific6 mediante la técnica de Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr, &
Randall, 1951) y luego se realizaron alicuotas para su almacenamiento a -80°C para
su posterior uso. La integridad de las proteinas se verific6 mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 %, los cuales se tifieron con azul de
Coomassie G-250, destifiéndolos con una solucién de &cido acético 10%, metanol
40%.

Digestion de las proteinas y analisis por espectrometria de masas

Con base en los resultados obtenidos mediante Western blot utilizando anticuerpos
anti-fosfoserina (Padilla-Mendoza, 2017) y con la finalidad de identificar las
proteinas con esta MPT, se realizé la mezcla (“pools”) de los extractos proteicos de
tres muestras de tejido con diagnéstico de LIEBG, LIEAG y CaCu, las cuales se
sometieron a electroforesis, por triplicado, en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
al 12 %, permitiendo que las proteinas avanzaran aproximadamente 1cm dentro del
gel. Los fragmentos de gel resultantes se digirieron con tripsina siguiendo el

protocolo previamente descrito (Shevchenko, Tomas, Havlis, Olsen, & Mann, 2006).
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Posteriormente, se agregé 1 pmol-uL™! de alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1) de
Saccharomyces cerevisiae (adhesion Uniprot: P0O0330) (Waters, EE. UU.) a las
muestras de péptidos para obtener una concentracion final de 25 fmol-uL™!
(estandar interno). Luego, se inyectaron 4 uL de péptidos digeridos (100 fmol de
estandar interno) para cada muestra biologica (en triplicados técnicos) en la
precolumna Symmetry C18 Trap V/M (Waters, EE. UU.): 180 um x 20 mm, tamafo
de poro 100 A, tamafo de particula de 5 ym, desalado, usando una fase movil A
(0.1% acido férmico (FA) en H20) y una fase movil B, (0.1% FA en acetonitrilo
(ACN)) bajo el gradiente isocratico seguido: 99.9% fase movil Ay 0.1% de fase B
movil a un flujo de 5 pL-min~* durante 3 min. Enseguida, los péptidos se cargaron y
separaron en una columna HSS T3 C18 (Waters, EE. UU.): 75 umx 150 mm, tamano
de poro de 100 A, tamafio de particula de 1.8 um; utilizando una clase UPLC
ACQUITY M (Waters, EE. UU.) con las mismas fases moviles, bajo el gradiente
seguido: 0 min 7% B, 121.49 min 40% B, 123.15 a 126.46 min 85% B, y 129 a 130
min 7% B, a un flujo de 400 nL-min~!y 45 °C. Los datos de espectros se adquirieron
en un espectrometro de masas con ionizacion por electropulverizaciéon (ESI) y
separacion de movilidad i6nica (IMS) Synapt G2-Si (Waters, EE. UU.) operado en
adquisicion independiente de datos (DIA) utilizando el modo MS/MS multiplexado
de alta definicion (HDMSE) (Waters, EE. UU.). La pagina de sintonia para la fuente
de ionizacion se establecid con los siguientes parametros: 2.75 kV en el capilar del
muestreador, 30 V en el cono de muestreo, 30 V en el desplazamiento de la fuente,
70 °C para la temperatura de la fuente, 0.5 Bar para el gas nanoflujo y 150 L-h™t
para el flujo de gas de purga. Se adquirieron dos cromatogramas (cromatogramas
de baja y alta energia) en modo positivo en un rango de m/z 50-2000 con un tiempo
de escaneo de 500 ms. No se aplico energia de colision para obtener el
cromatograma de baja energia, mientras que para los cromatogramas de alta
energia, los iones precursores se fragmentaron en la transferencia utilizando una
rampa de energia de colision de 19-55 V. Synapt G2-Si se calibré con fragmentos
de [Glul]-Fibrinopéptidos, a través del i6n precursor [M + 2H]2+ = 785.84261
fragmentacion de 32 eV con un resultado inferior a 1.5 ppm en todas las mediciones
de MS/MS.
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Analisis comparativo de proteinas fosforiladas en residuos de serina

Los archivos x.raw generados que contenian espectros MS y MS/MS fueron
desconvolucionados, comparados, identificados (Li et al., 2009), y cuantificados
usando el software Progenesis QI for Proteomics v4.1 (Geromanos et al., 2011)
(Waters, EE. UU.) contra una base de datos de Homo sapiens invertido (descargado
de Uniprot, 73099 secuencias de proteinas, Gltima modificaciéon el 27 de junio de
2018) mas ADH (adhesién P00330) *.fasta (Valentine et al., 2011). Los parametros
utilizados para la identificacion de las proteinas fueron: tripsina como enzima y se
permiti6 una escisibn omitida; carbamidometilo (C) como modificacién fija vy
oxidacion (M), amidacion (N-term), desamidacion (N, Q), oxidacion (M) y fosforilo
(S, T, Y) como modificaciones variables; tolerancia predeterminada al péptido y al
fragmento (distribucion normal méaxima de 10 ppm y 20 ppm, respectivamente); y
tasa de descubrimiento falso < 4%. Las respuestas promedio de senal de
espectrometria de masas (EM) de la proteina de los tres péptidos mas intensos (Hi3)
se utilizaron para la cuantificacion absoluta de acuerdo con el método descrito por
Silva et al. (Silva, Gorenstein, Li, Vissers, & Geromanos, 2006). Los resultados
generados a partir del software Progenesis se exportaron a archivos *.csv para el

siguiente analisis.

Posteriormente, se analizaron los péptidos identificados por espectrometria de
masas para la MPT reconocida. A continuacion, se seleccionaron todos los péptidos
fosforilados en residuos de serina en cada grupo y se reconocieron las proteinas
correspondientes a estos péptidos fosforilados. Ademas, utilizamos el software

Uniprot (https://www.uniprot.org) y Phopsphosite Plus (http:/phosphosite.org) para

confirmar si los sitios de fosforilacion coinciden con los sitios detectados por la
espectrometria de masas (EM) y, posteriormente, buscamos la funcién celular de
cada proteina. Después, comparamos las proteinas fosforiladas de serina de todos
los grupos para detectar fosfoproteinas que coincidieron o no entre los grupos,
principalmente aquellas fosfoproteinas identificadas en LIEBG y CaCu, pero que no

estan fosforiladas en el grupo de tejido sano.
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Inmunodeteccién de fosfoproteinas

Después de verificar la integridad de las proteinas, se realizé la separacion por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%. Al término del corrimiento
electroforético, se realizé la electrotransferencia de las proteinas a membranas de
nitrocelulosa (0.22 micras) a 200 mA durante 30 min y a 300 mA por 1 h, de manera
consecutiva. Posteriormente, la electrotransferencia de las proteinas se verifico
tinendo las membranas con rojo de Ponceau 1% (p/v), luego se destifieron con TBS
1X (NaCl 0.75M, Tris 0.25M) y los sitios de unidn inespecifica a las membranas se
bloquearon con solucién de blogueo (BSA 1% en TBS 1X) durante toda la noche
con agitacion constante a 4 °C. Al término del bloqueo, se realizaron cinco lavados
con TBS 1X durante 10 min cada uno. Después de los lavados, las membranas se
incubaron durante toda la noche a 4°C y agitacion constante con los anticuerpos
primarios de cabra-anti HSP27 (Santa Cruz Biothecnologies, USA) diluido en TBS
1X y leche semidescremada 2% y de ratdén-anti pHSP27 Ser82 (Thermoscientific,
USA) diluido en TBS 1X y BSA 0.5%, los cuales reconocen a la proteina HSP27
total y fosforilada en el residuo serina 82, respectivamente. Posteriormente, se
realizaron cinco lavados con TBS 1X durante 10 min cada uno. Al término de los
lavados, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios (anti-raton o
anti-cabra) acoplados a peroxidasa durante 2 h a temperatura ambiente con
agitacion constante. Al término de la incubacion se realizaron cinco lavados con
TBS 1X durante 10 min cada uno. Las bandas de reconocimiento antigeno-
anticuerpo se revelaron mediante quimioluminiscencia (ECL) utilizando el protocolo
recomendado por el fabricante (Amersham, USA) y se visualizaron utilizando el

equipo Microchemi (DNR Bio-imaging Systems).

Analisis bioinformético de proteinas fosforiladas en residuos de serina

Se analizaron bioinforméaticamente las fosfoproteinas en serina de cada grupo, para
identificar la anotacién de funcion, mediante el Sistema de Clasificacion PANTHER
(http://pantherdb.orq).
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RESULTADOS

Muestras analizadas

Las muestras utilizadas en este trabajo fueron obtenidas del Hospital Juarez de
México (HIM) y clasificadas histopatologicamente por el servicio de Patologia del
mismo hospital. De acuerdo con su diagnostico patolégico, se obtuvieron
inicialmente 13 muestras sanas, 30 muestras con LIEBG y 15 muestras con CaCu.
Para la identificacion de las proteinas fosforiladas en residuos de serina en todos
los grupos mediante espectrometria de masas se usaron 10 muestras sanas, 19
muestras con LIEBG y 7 muestras con CaCu. Debido a que la obtencién de las
muestras de pacientes con LIEAG fue temporalmente nulo al momento de realizar

la identificacion de proteinas fosforiladas, no fueron incluidos en el analisis.

Identificacion de proteinas fosforiladas en residuos de serina

Basados en los resultados obtenidos en la maestria sobre los cambios en los
estados de fosforilacibn cuando comparamos los grupos por tres técnicas diferentes
(Inmunohistoquimica e inmunodeteccibn en 1D y 2D) se decidid realizar la
identificacion de estas proteinas fosforiladas de todos los grupos. El analisis de
identificacion de proteinas se realizO mediante LC-ESI-HDMSE (Liquid
Chromatography- Electrospray lonization- High Definition Mass Spectrometry)
obteniendo en las muestras sanas 2 767 péptidos totales que corresponden a 214
proteinas (Tabla 4). A partir de un analisis manual exhaustivo de los péptidos
obtenidos, se detectd que 84 de ellos se encontraban fosforilados, de los cuales 42
presentaban esta modificacion en residuos de serina y que corresponden a 30
fosfoproteinas (Tabla 4). Por parte de las muestras con LIEBG se identificaron 8
303 péptidos correspondientes a 733 proteinas, ademas se detectaron 512 péptidos
fosforilados, donde 243 estaban fosforilados en residuos de serina y pertenecian a
152 proteinas (Tabla 4). Por otra parte, en CaCu se detectaron 14 804 péptidos de
987 proteinas, donde se encontraron 933 péptidos fosforilados, 507 de los cuales
estaban fosforilados en residuos de serina 'y que corresponden a 289 fosfoproteinas
(Tabla 4).
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Todas las proteinas fosforiladas en serina analizadas manualmente en cada grupo

se encuentran en las Tablas 5,6y 7.

Tabla 4. Numero total de proteinas fosforiladas de serina identificadas por andlisis
LC-ESI-HDMSE.

Total Péptidos Proteinas
Total de Total de _ _
Grupo e 5 péptidos Fosforilados fosforiladas
péptidos proteinas

fosforilados en serina en serina
Control 2,767 214 84 42 30
LIEBG 8,303 733 512 243 152
CaCu 14,804 987 933 507 289

Tabla 5. Total de proteinas fosforiladas en serina identificadas en el grupo de

muestras Sanas.

NCBI-IP Fosfoproteinas en serina Sanas
P51587 Proteina susceptible a cancer de mama tipo 2
Q02224 Proteina E asociada al centromero
Q96A33 Proteina que contiene el dominio en espiral 47
P01024 C3 del complemento

Q96BY6 Dedicador de proteina de citocinesis 10
Q96M86 Proteina 1 que contiene dominio de cadena pesada de dineina
Q08380 Proteina de unién a galectina-3
P69905 Subunidad alfa de hemoglobina
Q9Y6R7 Proteina de union a IgGFc

Q03001 Isoforma 2 de distonina

Q8NF91 Isoforma 2 de Nesprina-1

Isoforma 5 de la proteina 1 que contiene el dominio de tipo
Q86VF2-5 _ _ _ o
inmunoglobulina y fibronectina tipo IlI

32



P13646 Queratina_ tipo | citoesqueleto 13

Q77794 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 1b

P35908 Queratina__tipo Il citoesqueleto 2 epidérmico

P13647 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 5

Q8N1N4 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 78

060282 Proteina similar a la cinesina (fragmento)

Q96Q89 Proteina similar a la cinesina KIF20B

Q8IWI9 Proteina asociada al gen MAX

HOY390 Factor de reticulacion de microtibulos-actina 1__ isoformas 1/2/3/5

(fragmento)

Q86W24 Dominios NACHT_ LRR y PYD que contienen proteina 14
P01833 Receptor de inmunoglobulina polimérico

Q6S8J3 Miembro de la familia del dominio ankyrin POTE E
015652 Probable proteina de desme-:ti.laciér.] de histonas que contiene el

dominio JmjC 2C

P52565 Inhibidor 1 de la disociacion Rho GDP (fragmento)
Q9NZzJ4 Sacsin OS = Homo sapiens

Q8IWY7 Tau-tubulina quinasa 2

O5TIES Proteina 5B1 que contiene el dominio del factor A de von Willebrand

(Fragmento)

Q68DK2 Proteina 26 que contiene el dominio FYVE de dedo de zinc

Tabla 6. Total de proteinas fosforiladas en serina identificadas en el grupo de
muestras con LIEBG.

NCBI-IP Fosfoproteinas en serina LIEBG
[Piruvato deshidrogenasa (de transferencia de acetilo)] cinasa
Q15118 C _ _
Isoenzima 1_ mitocondrial
Q4KWHS8 1-fosfatidilinositol 4_5-bisfosfato fosfodiesterasa eta-1
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Q9C0C2
Q99996
Q01518
P01023
A8K2UO
P12814
Q8N7X0
Q01484
Q12955
P50995
P08758
P04114

Q8WZ64

HOYH81
P13929
Q8TDL5
Q9UBGO
Q8N3K9
000311
Q7Z7A1
P49454
015078
Q00610
075122
P10909
P35606
ASTX70
P01024

Proteina de unién a tanquirasa-1 de 182 kDa
Proteina de anclaje a-cinasa 9
Proteina 1 asociada a adenilil ciclasa
Alfa-2-macroglobulina
Proteina 1 similar a la alfa-2-macroglobulina
Alfa-actinina-1
Androglobina
Anqurina 2
Anquirina 3
Anexina A1l
Anexina A5
Apolipoproteina B-100
Arf-GAP con dominio Rho-GAP_ repeticion ANK y proteina 2 que
contiene dominio PH
Subunidad beta de ATP sintasa (fragmento)
Beta-enolasa
Miembro 1 de la familia B que contiene pliegues de BPI
Receptor de manosa tipo C 2
Proteina 5 asociada a miocardiopatia
Proteina quinasa relacionada con el ciclo 7 de division celular
Centriolina
Proteina Centrémero F
Proteina centrosomal de 290 kDa
Cadena pesada de clatrina 1
Proteina 2 asociada a CLIP
Clusterina
Subunidad beta de coatomero
Cadena de colageno alfa-5 (VI)

Complemento C3
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POCOL5
Q8NEMS
Q96BY6
Q5KSL6
P27487
Q8TDM6
060673
075165
Q9P2D7
Q8IVF4
Q8TD57
Q9C0G6
QBWXX0
Q63HNS
Q5T4S7
E7EMW?7
P11021
P02675
P02679
P02751
B1AHL2
075369
Q08380
P11413
Q13439
Q14789

AOA1IW2PNHS8

Q8IWJ2
PODMVSE

Complemento C4-B
Carboxipeptidasa citosolica 3
Dedicador de proteina de citocinesis 10
Diacilglicerol quinasa kappa
Dipeptidil peptidasa 4
Discos grande homadlogo 5
Subunidad catalitica de ADN polimerasa zeta
Miembro de subfamilia C homélogo de DnaJ 13
Dyneina cadena pesada 1_ axonemal
Dyneina cadena pesada 10_ axonemal
Dyneina cadena pesada 3_ axonemal
Dyneina cadena pesada 6_ axonemal
Dyneina cadena pesada 7_ axonemal
E3 ubiquitina-proteina ligasa RNF213
E3 ubiquitina-proteina ligasa UBR4
E3 ubiquitina-proteina ligasa UBR5
Reticulo endoplasmico chaperén BiP
Cadena beta de fibrinbgeno
Cadena gamma de fibrin6geno
Fibronectina
Fibulina-1
Filamina-B
Proteina de unién a galectina-3
Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa
Golgin subfamilia A miembro 4
Golgin subfamilia B miembro 1

GPI etanolamina fosfato transferasa 1

GRIP y proteina 2 que contiene el dominio en espiral

Proteina 1A de 70 kDa de choque térmico
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P04792
Q9Y4B4
P69905
Q93079
Q03164
Q9Y6R7
P01857
P01859
P01860
P01871

AOA0B4J2B5

P01834
P01593
P11215

Q03001-8

Q03001-9
Q99456
P13646
P19012
P08727
P35900
P04264
Q72794
P35908
P19013
P13647
P02538

Q14CN4

Proteina de choque térmico beta-1
Helicasa ARIP4
Subunidad alfa de hemoglobina
Histona H2B tipo 1-H
Histona-lisina N-metiltransferasa 2A
Proteina de unién a IgGFc
Constante pesada de inmunoglobulina gamma 1
Constante pesada de inmunoglobulina gamma 2
Constante pesada de inmunoglobulina gamma 3
Inmunoglobulina pesada constante mu
Inmunoglobulina pesada variable 3 / OR16-9 (no funcional)
(Fragmento)

Constante de inmunoglobulina kappa
Inmunoglobulina kappa variable 1-33
Integrina alfa-M
Isoforma 2 de distonina
Isoforma 4 de distonina
Queratina__ tipo | citoesquelético 12
Queratina_ tipo | citoesquelético 13
Queratina_ tipo | citoesquelético 15
Queratina_ tipo | citoesquelético 19
Queratina_ tipo | citoesquelético 20
Queratina_ tipo Il citoesquelético 1
Queratina__tipo Il citoesquelético 1b
Queratina_ tipo Il citoesquelético 2 epidérmico
Queratina_ tipo Il citoesquelético 4
Queratina_ tipo Il citoesquelético 5
Queratina_ tipo Il citoesquelético 6A

Queratina_ tipo Il citoesquelético 72
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Q8N1N4 Queratina_ tipo Il citoesquelético 78
P09960 Leucotrieno A-4 hidrolasa

P50851 Proteina de anclaje de tipo beige y sensible a los lipopolisacaridos

Q8NHM5 Desmetilasa 2B especifica de lisina
P14780 Matriz metaloproteinasa-9

P54296 Myomesin-2

Q15746 Cinasa de cadena ligera de miosina_ musculo liso
P35749 Miosina-11

Q9Y5S8 NADPH oxidasa 1

Q9Y2A7 Proteina 1 asociada a Nck

HOY786 Nebulina (fragmento)

Q96TA1 Proteina 1 similar a Niban

Q8N4C6 Ninein

Q14980 Proteina 1 del aparato mitético nuclear
Q6UX06 Olfactomedin-4

Q9GzZU2 Proteina del gen 3 expresada paternalmente
060437 Periplakin

P16885 Fosfoinositido fosfolipasa C

Q6P1J6 Fosfolipasa B1_ asociada a membrana (fragmento)
P05154 Inhibidor de la serina proteasa plasmatica
P13797 Plastina-3

Q15149 Plectina

Q4VXU2 Tipo de proteina 1 de unién a poliadenilato
P01833 Receptor de inmunoglobulina polimérico
Q6S8J3 Miembro de la familia del dominio ankyrin POTE E
Q13029 Proteina 2 del dedo de zinc del dominio PR
P02545 Prelamina-A/C
Q9HAH7 Probable fibrosina-1

H7BZJ3 Proteina disulfuro-isomerasa A3 (Fragmento)
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P30101

AOAO087X2A7

Q9Y6VO
Q8W\VV4

AOA1BOGUSY

Q8TDW7
Q8TDY?2

D6RAO03

Q8IUC4
P31350
Q9Y265
QINZJ4
095171
Q9GZR1
Q13535
P02768
Q13813
P11277
Q01082

Q15772

Q9Y4G6
P49815
B5MCY1
094832
B2RTY4
Q13459
Q9HD67

Proteina disulfuro-isomerasa A3
Proteina FAM184A
Piccolo de proteina
Proteina POF1B
Proteina unc-13 homélogo B
Protocadherina Grasa 3
Proteina 1 en espiral inducible por RB1
Regulacion de la proteina 2 de la exocitosis de la membrana
sinptica
Rhofilina 2
Subunidad M2 de ribonucledsido-difosfato reductasa
Helicasa tipo RuvB
Sacsina
Scielina
Proteasa 6 especifica de Sentrina
Serina / treonina-proteina quinasa ATR
Albumina de suero
Espectrina cadena alfa_ no eritrocitica 1
Espectrina cadena beta__ eritrocitica
Cadena beta de espectrina_ no eritrocitica 1
Proteina quinasa expresada preferentemente en el masculo
estriado
Talina-2
Tuberina
Proteina 15 que contiene el dominio Tudor
Id de miosina no convencional
Miosina-1Xa no convencional
Miosina-1Xb no convencional

Miosina-X no convencional
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P46939 Utrofina

Q727G8 Proteina 13B asociada a la clasificacion de proteinas vacuolares
Q5THJ4 Proteina 13D asociada a la clasificacién de proteinas vacuolares
Q68DQ2 Proteina de anclaje de A-quinasa muy grande

P02774 Proteina de union a vitamina D

A3KMH1 Proteina 8 que contiene el dominio del factor A de von Willebrand

Q8wWY21 Receptor SorCS1 que contiene el dominio VPS10
Q62S81 Proteina 4 que contiene la repeticion WD y el dominio FYVE
A4UGR9 Proteina 2 que contiene repeticion de union a actina Xin

Tabla 7. Total de proteinas fosforiladas en serina identificadas en el grupo de

muestras con CaCu.

NCBI-IP Fosfoproteinas en serina CaCu

Q00722 1-fosfatidilinositol 4_5-bisfosfato fosfodiesterasa beta-2
Q12802 Proteina de anclaje a-cinasa 13

Q13023 Proteina de anclaje a-cinasa 6

Q99996 Proteina de anclaje a-cinasa 9

P68032 Actina_ musculo cardiaco alfa 1

P60709 Actina_ citoplasmica 1

Q01518 Proteina 1 asociada a adenilil ciclasa

P01011 Alfa-1-anticimotripsina

P01023 Alfa-2-macroglobulina

043707 Alfa-actinina-4

P06733 Alfa enolasa

P15144 Aminopeptidasa N

P01019 Angiotensinégeno

Q8N283 Proteina que contiene el dominio de repeticion de anquirina 35
16L894 Anquirina-2
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Q12955
P50995
P12429
P04114
P06576
Q8IZY2

AOAOD9SF53

Q6PL18
Q96QE3
E9PK91
P13929
Q86214
P54132

AOA0G2JJ84

P00915
Q9UKL3
QIBXL7

P08311

P11717
B7WPNO
QINXGO
Q7Z7A1
Q02224
Q66GS9
HOY2V6
015078
Q5VTO06

P00450
Q8TDX6

Anquirina-3
Anexina A1l
Anexina A3
Apolipoproteina B-100
ATP sintasa subunidad beta_ mitocondrial
Miembro de la subfamilia A del casete de union a ATP 7
ARN helicasa DDX3X dependiente de ATP
Proteina 2 que contiene el dominio AAA de la familia de ATPasa
Proteina 5 que contiene el dominio AAA de la familia ATPasa
Factor de transcripciéon 1 asociado a Bcl-2
Beta-enolasa
Beta-klotho
Proteina del sindrome de Bloom
Proteina 2 similar a la butirofilina
Anhidrasa carbonica 1
Proteina 2 asociada a CASP8
Proteina 11 que contiene el dominio de reclutamiento de caspasa
Catepsina G
Receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes
ATPasa transportadora de cationes
Centleina
Centriolina
Proteina E asociada a centromeros
Proteina centrosomal de 135 kDa
Proteina centrosomal de 170 kDa (fragmento)
Proteina centrosomal de 290 kDa
Proteina 350 asociada al centrosoma
Ceruloplasmina

Condroitin sulfato N-acetilgalactosaminiltransferasa 1
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014578
P10909
Q92187
P35606
P23528
Q6TFL3
E9PFBO
Q9Y3X0
Q99715
P08123
P12111
A8TX70
ABNMZ7
K4DI93
Q14004
Q96BY6
Q9H7DO
Q96HPO
Q96N67
QOUGM3
Q5VZ89
Q9Y3Zz3
P32926
P15924
Q07864
P54098
060673
Q02880
Q2KHR?2

Citron Rho-cinasa que interactla
Clusterina
CMP-N-acetilneuraminato-poli-alfa-2_8-sialiltransferasa
Subunidad beta de coatomero '

Cofilina-1
Proteina 171 que contiene el dominio en espiral
Proteina 18 que contiene el dominio en espiral
Proteina 9 que contiene el dominio en espiral
Cadena de colageno alfa-1 (XII)

Cadena de colageno alfa-2 (1)

Cadena de colageno alfa-3 (VI)

Cadena de colageno alfa-5 (VI)

Cadena de colageno alfa-6 (VI)

Cullin 4B __isoforma CRA e
Cinasa 13 dependiente de ciclina
Dedicador de proteina de citocinesis 10
Dedicador de la proteina de citocinesis 5
Dedicador de la proteina de citocinesis 6
Dedicador de la proteina de citocinesis 7
Suprimida en tumores cerebrales malignos 1 proteina
Proteina 4C que contiene el dominio DENN
Desoxinucleosido trifosfato trifosfohidrolasa SAMHD1
Desmogleina-3
Desmoplaquina
ADN polimerasa epsilon subunidad catalitica A
Subunidad gamma-1 de la ADN polimerasa
Subunidad catalitica de ADN polimerasa zeta
ADN topoisomerasa 2-beta

Proteina de unién al ADN RFX7
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QoUJU6
Q9P2D7
Q8IVF4
QOUFH2
Q8TD57
Q9C0G6
Q8WXXO0
QINYC9
Q96M86
P11532
075592
QINS91
Q63HNS
Q149N8
Q9HCED
P29692
P13639
QouUI08
P11021

Q008S8

Q7L775
000418
P52907
P02675
P02679
Q86WI1
P02751
P23142

Proteina similar a Drebrina
Dyneina cadena pesada 1_ axonemal
Dyneina cadena pesada 10_ axonemal
Dyneina cadena pesada 17_ axonemal
Dyneina cadena pesada 3_ axonemal
Dyneina cadena pesada 6_ axonemal
Dyneina cadena pesada 7_ axonemal
Dyneina cadena pesada 9 axonemal
Proteina 1 que contiene dominio de cadena pesada de dineina
Distrofina
E3 ubiquitina-proteina ligasa MYCBP2
E3 ubiquitina-proteina ligasa RAD18
E3 ubiquitina-proteina ligasa RNF213
E3 ubiquitina-proteina ligasa SHPRH
Homologo de proteina 5 de granulos ectopicos P
Factor de alargamiento 1-delta
Factor de alargamiento 2
Proteina similar a Ena / VASP
Reticulo endoplasmico chaperén BiP
Secuencia de transformacién de células epiteliales 2 similar a un
oncogén
Proteina 1 que interactia con EPM2A
Cinasa del factor 2 de elongacion eucariota
Subunidad alfa-1 de la proteina que capsula F-actina
Cadena beta de fibrinégeno
Cadena gamma de fibrin6geno
Fibrocistina-L
Fibronectina

Fibulina-1
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P21333
075369
Q08380
P06396
Q9COE4
Q13439
Q14789
Q8IWJ2
Q4V328
Q86WZ0
P04792
QINRZ9
Q14527
Q9Y663
P22626
Q92794
QIBYW?2
Q96L73
014529
Q9Y6R7
P01880
P01860
P01861
P01619
PODOY?2
Q6PONG
H7BZL6
Q8NF91-2
Q03001-3

Filamina-A
Filamina-B
Proteina de unién a galectina-3
Gelesolina
Proteina 2 que interactia con el receptor de glutamato
Golgin subfamilia A miembro 4
Golgin subfamilia B miembro 1
GRIP y proteina 2 que contiene el dominio en espiral
Proteina 1 asociada a GRIP1
HEAT proteina que contiene repeticiones 4
Proteina de choque térmico beta-1
Helicasa_ isoforma_ linfoide especifica CRA_d
Factor de transcripcion similar a la helicasa
Heparan sulfato glucosamina 3-O-sulfotransferasa 3A1
Ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas A2 / B1
Histona acetiltransferasa KAT6A

Histona-lisina N-metiltransferasa SETD2

Histona-lisina N-metiltransferasa_ H3 lisina-36 y H4 lisina-20

Proteina Homeobox cortada como 2
Proteina de unién a IgGFc
Delta constante pesada de inmunoglobulina
Constante pesada de inmunoglobulina gamma 3
Constante pesada de inmunoglobulina gamma 4
Inmunoglobulina kappa variable 3-20
Inmunoglobulina lambda constante 2

Isoforma 2 de distonina

Isoforma 2 de la proteina 2 que interactta con la vaina fibrosa

Isoforma 2 de Nesprina-1

Isoforma 3 de distonina
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Isoforma 4 de la proteina 6 que contiene el dominio dependiente del

Qo358 calcio C2
086VE2 Isoforma 5.de la proteiné 1 qucl-:' contier\e eI. dominio de tipo
inmunoglobulina y fibronectina tipo Ili
Q5VZ66 Janus quinasa y proteina 3 que interactta con los microtubulos
Q3ZCT8 Repeticion de Kelch y proteina que contiene el dominio BTB 12
P13645 Queratina_ tipo | citoesqueleto 10
P13646 Queratina_ tipo | citoesqueleto 13
P02533 Queratina_ tipo | citoesqueleto 14
P19012 Queratina_ tipo | citoesqueleto 15
P08779 Queratina_ tipo | citoesqueleto 16
P08727 Queratina_ tipo | citoesqueleto 19
Q72320 Queratina_ tipo | citoesqueleto 25
P04264 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 1
Q772794 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 1b
P35908 Queratina_tipo Il citoesqueleto 2 epidérmico
Q01546 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 2 oral
P12035 Queratina__ tipo Il citoesqueleto 3
P19013 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 4
P02538 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 6A
P04259 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 6B
P48668 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 6C
P08729 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 7
Q3SY84 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 71
Q14CN4 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 72
095678 Queratina__ tipo Il citoesqueleto 75
Q8N1N4 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 78
Q5XKES Queratina_ tipo Il citoesqueleto 79
P05787 Queratina_ tipo Il citoesqueleto 8
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Q9H1H9 Proteina similar a la cinesina KIF13A

AOA1BOGV47 Proteina similar a la cinesina KIF21A (fragmento)
P22079 Lactoperoxidasa
P02788 Lactotransferrina
P25391 Subunidad alfa-1 de laminina
Q16787 Subunidad alfa-3 de laminina
P30740 Inhibidor de elastasa de leucocitos
Q86WAS8 Lon proteasa homélogo 2_ peroxisomal
F5H070 Desmetilasa 3A especifica de lisina
Q9BY66 Desmetilasa 5D especifica de lisina
Q99698 Regulador del trafico de lisosomas
Q81Y33 Proteina tipo MICAL 2
015021 Serina / treonina-proteina quinasa 4 asociada a microtubulos
P12882 Miosina-1
P35580 Miosina-10
Q9UKX3 Miosina-13
Q72406 Miosina-14
P11055 Miosina-3
Q9Y623 Miosina-4
A7E2Y1 Miosina-7B
P13535 Miosina-8
HOY786 Nebulina (fragmento)
Q86VF7 Proteina de anclaje relacionada con la nebulina
P18615 Factor de alargamiento negativo E
Q77494 Nefrocistina-3
P12036 Polipéptido pesado de neurofilamento
P07197 Polipéptido medio de neurofilamento
Q96TA1 Proteina 1 similar a Niban
P43490 Nicotinamida fosforribosiltransferasa
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C9J066
QSTAT6
075147

AOA1BOGUHO

095428
015018
P30044
P42356
P98198
Q13835
P13796
P13797

Q9HB21

Q61Q23

Q9H7P9
Q15149
Q53GL7
Q658J3
P20742
P02545
Q8ly21

Q07954

P20618
P02760
13L2J0
P07237
Q6P995

Nineina
Homologo de la proteina 4 de localizacién de proteinas nucleares
Proteina 1 similar a la obscurina
Proteina 1 regulada por oxigeno
Papilina
Proteina 2 que contiene el dominio PDZ
Peroxiredoxina-5_ mitocondrial
Fosfatidilinositol 4-quinasa alfa
ID de ATPasa transportadora de fosfolipidos
Plakofilina-1
Plastina-2
Plastina-3
Miembro 1 de la familia A que contiene el dominio de homologia de
pleckstrina
Pleckstrin homology domain-containing family A member 7
(Fragment)
Pleckstrin homology domain-containing family G member 2
Plectina
Polimerasa de poli [ADP-ribosa]

Miembro de la familia del dominio anquiring POTE E
Proteina de la zona de embarazo
Prelamina-A/C
Probable ARN helicasa DDX60 dependiente de ATP
Proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de densidad
prolongada
Subunidad del proteasoma beta tipo 1
Proteina AMBP
Homodlogo de proteina capicua
Proteina disulfuro-isomerasa

Proteina FAM171B

46



Q13045
Q5TBA9
Q6IES1
Q92597
Q86WI3
Q9Y6VO
Q5JSZ5
AOA1BOGUS7
Q8N2C7
Q9UMO7
P00734
Q14517
H7BZ55
Q96N53
Q6WKZ4
014715
Q8Iz41
QOUJF2
P10586
043566
Q8N264
Q13464
Q13206
Q5TZA2
P21817
QINZJ4
095171
Q9UQ35
Q13535

Homodlogo de proteina no voladora-1

Homologo peludo de proteinas
Proteina Jade-1
Proteina NDRG1

Proteina NLRC5 (Fragmento)

Piccolo de proteina

Proteina PRRC2B

Proteina unc-13 homélogo B

Homologo de proteina unc-80

Proteina-arginina deiminasa tipo 4
Protrombina
Protocadherina Grasa 1
Proteina en espiral en espiral de la raicilla ciliar putativa 2
Proteina putativa no caracterizada codificada por LINC00167
Proteina 1 que interactta con la familia Rab11
Proteina 1 similar a RANBP2 y que contiene dominio GRIP
Proteina que contiene el dominio de mano Rasy EF
Proteina activadora de Ras GTPasa nGAP
Tirosina-proteina fosfatasa de tipo receptor F
Regulador de la sefializacién de proteina G 14 (Fragmento)
Proteina activadora de Rho GTPasa 24
Proteina quinasa 1 asociada a Rho
Helicasa de ARN
Boletin raiz
Receptor de rianodina 1
Sacsina
Scielina
Proteina de matriz repetitiva de serina / arginina 2

Serina / treonina-proteina cinasa ATR

47



P20794
P30153

QoUIVS
P29508
P35237
Q562F6
043166
Q1XH10
Q92673
P02549
Q13813
Q9H254
Q9P2P6
P38646
P04179
095425
Q8IWZz8
QoUMZ2
P61266
Q8IWY7
G5E9W1

QIONYBO

Q96AY4
P63313
Q07157
AGH8Y1
P29401

Serina / treonina-proteina cinasa MAK
Serina / treonina-proteina fosfatasa 2A 65 kDa subunidad reguladora

A isoforma alfa

Serpina B13
Serpina B3

Serpina B6

Shugoshina 2
Proteina 1 similar a 1 asociada a la proliferacién inducida por sefiales
Proteina 1 que contiene el dominio SKI/ DACH
Receptor relacionado con sortilina
Espectrina cadena alfa__ eritrocitica 1
Espectrina cadena alfa_ no eritrocitica 1
Cadena beta de espectrina_ no eritrocitica 4
Proteina de transferencia de lipidos relacionada con StAR 9
Estrés-70 proteina_ mitocondrial
Superoxido dismutasa [Mn] _ mitocondrial
Supervilina
SURP y proteina 1 que contiene el dominio del parche G
Sinergia gamma
Sintaxina-1B
Tau-tubulina quinasa 2
Polimerasa de poli [ADP-ribosa] inducible por TCDD (fragmento)
Proteina 1 que interactta con el factor de unién a repeticion
telomérica 2
Proteina repetida tetratricopeptide 28
Timosina beta-10
Proteina de union estrecha ZO-1
Factor de transcripcion TFIIIB componente B " homélogo

Transcetolasa
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Q86UB9
Q2LD37
P40939
QIHBWS5
Q9H4B7
P18031
Q9UPUS5
Q86TW?2
P69891
B2RTY4
Q5THJ4

Q9P253

P08670
P18206
A3SKMH1

095876

A4UGRO
C9J6P4
P15822
Q86XN6

Proteina transmembrana 135
Proteina transmembrana KIAA1109
Subunidad enzimatica trifuncional alfa_ mitocondrial
Proteina que contiene motivo tripartito 45
Cadena de tubulina beta-1
No receptor de tirosina-proteina fosfatasa tipo 1
Hidrolasa 24 de ubiquitina carboxilo terminal
Proteina quinasa 1 no caracterizada que contiene el dominio aarF
Proteina no caracterizada
Miosina-1Xa no convencional
Proteina 13D asociada a la clasificacion de proteinas vacuolares
Homologo de la proteina 18 asociada a la clasificacion de proteinas
vacuolares
Vimentina
Vinculina
Proteina 8 que contiene el dominio del factor A de von Willebrand
Homalogo de fritz de proteina efectora de polaridad celular plana 'y
gue contiene repeticiones WD
Proteina 2 que contiene repeticion de unién a actina Xin
Proteina antiviral tipo CCCH tipo dedo de zinc 1
Proteina de dedos de zinc 40

Proteina de dedos de zinc 761

Posible funcion de las fosproteinas identificadas

A partir de la identificaciobn de todas las proteinas fosforiladas en el residuo de

serina, se decidio realizar un analisis bioinforméatico para conocer las caracteristicas

de cada una de ellas. Por este motivo, analizamos la anotacién de la funcién de las
mismas, mediante el Sistema de Clasificacion PANTHER. Ademas, se realiz6 el

analisis de ontologia genética (GO por sus siglas en inglés Gene Ontology),
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seleccionando tres aspectos: funcion molecular, componente celular y proceso

bioldgico.

Con base en el sistema de clasificacion PANTHER, las 30 fosfoproteinas en serina
identificadas en el grupo de muestras sanas se clasificaron en 9 clases (Figura 11
A), de éstas, las que contenian el mayor nimero de fosfoproteinas fueron proteinas
del citoesqueleto, enzimas de interconversion de metabolitos y moduladores de
actividad de union de proteinas (Figura 11 A). Por otra parte, en el analisis de GO
por funcion molecular, las fosfoproteinas en serina del grupo de muestras sanas
estan relacionadas principalmente con funciones de unién y actividad catalitica
(Figura 11 B). El andlisis GO por componente celular determind que las
fosfoproteinas en serina de las muestras sanas se encuentran en entidad anatomica
celular, intracelular y en complejos proteicos (Figura 11 C). Los resultados
obtenidos mediante el andlisis GO por proceso biolégico sefalaron que las
fosfoproteinas en serina identificadas estaban relacionadas principalmente con
procesos celulares, regulacion biolégica, respuesta a estimulos y localizacion
(Figura 11 D).

A Clase de Proteinas B Funcién Molecular

a

Proteina del Citoesqueleto .
M Unién

Actividad Catalitica
M Regulacidon de Funcién Molecular

I Proteinas de Defensa Inmune

. M Regulador Trasncripcional Especifico de genes
|

M Molécula de Sefial Intercelular

B Proteina de Tréfico de Membrana Actividad de Transduccién Molecular

. " Actividad de T rt
M Enzima de Interconversion de Metabolitos Widad de Transporte

M Modulador de Actividad de Unidn de Proteina
Receptor de Sefial Transmembranal
M Transporte

C Componente Celular D proceso Biolégico

Regulacién Bioldgica

M Proceso Celular

™ Proceso de Desarrollo

M Localizacion

M Proceso Metabdlico
Proceso de Organismo Multicelular
Respuesta a Estimulos

M Sefializacién

Entidad Anatdmica Celular
M Intracelular
Complejo Proteico

Figura 11. Anotacion de funcion de las fosfoproteinas en serina identificadas en el
grupo de muestras sanas. (A) Clases de proteinas de acuerdo con el Sistema de

Clasificacion PANTHER. (B) Analisis de ontologia genética (GO) por funcion
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molecular. (C) Analisis GO por componente celular. (D) Analisis GO por proceso

bioldgico.

Posteriormente, realizamos el analisis considerando los mismos criterios en las
fosfoproteinas en serina identificadas en el grupo de muestras con LIEBG (Figura
12). Basandonos en el Sistema de Clasificacion de PANTHER, las 152
fosfoproteinas en serina identificadas en el grupo de muestras con LIEBG fueron
clasificadas en 42 clases diferentes (Figura 12 A). Las clases de proteinas del
citoesqueleto, enzimas de interconversion metabdlica, enzimas modificadoras de
proteinas y moduladores de actividad de unién de proteina fueron las cuatro clases
més abundantes (Figura 12 A). El andlisis GO por funcion molecular revel6 que las
fosfoproteinas en serina de las muestras de LIEBG estan relacionadas
principalmente en unidn, actividad catalitica y reguladores de la funcion molecular
(Figura 12 B). El andlisis GO por componente celular determind que las
fosfoproteinas en serina de las muestras con LIEBG se encuentran en entidad
anatomica celular, intracelular y en complejos proteicos (Figura 12 C). Mediante el
analisis GO por proceso biolégico se observd que las fosfoproteinas en serina
identificadas estaban relacionadas principalmente con procesos celulares,

regulacion bioldgica, procesos metabdlicos y localizacion (Figura 12 D).
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Molécula de Adhesion Celular
Proteina del Citoesqueleto
A Clase de Proteinas ™ Proteinas de Defensa Inmune B Funcién Molecular
B Molécula de Sefal Intercelular
M Proteina de Trafico de Membrana
M Enzima de Interconversién de Metabolitos
Enzima Modificadora de Proteinas
M Modulador de Actividad de Unién de Proteina
M Proteina Adaptadora de andamiaje
Proteina de Estructura
W Proteina Acarreadora/Transferencia
M Proteina traductora
M Transporte
Proteina de Elemento Viral o Transponible

M Unidén
Actividad Catalitica
M Molécula de Actividad Adaptadora
M Regulador de la Funcién Molecular
M Actividad de Molécula Estructural
Actividad de Transporte

c Componente Celular D proceso Biolégico ” )
B Comportamiento

¥ Adhesion Bioldgica

W Regulacién Bioldgica
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M Intracelular
W Complejo Proteico

Figura 12. Anotacion de funcion de las fosfoproteinas en serina identificadas en el
grupo de muestras con LIEBG. (A) Clases de proteinas de acuerdo con el Sistema
de Clasificacion PANTHER. (B) Andlisis de ontologia genética (GO) por funcién
molecular. (C) Analisis GO por componente celular. (D) Anélisis GO por proceso

biologico.

Finalmente, las 289 fosfoproteinas en serina del grupo de muestras con CaCu
fueron clasificadas en 93 clases diferentes, segun el sistema de clasificacion
PANTHER (Figura 13). Las clases mas abundantes en este grupo fueron proteinas
del citoesqueleto, enzimas de inteconversion metabdlica, modificadores de
proteinas y proteinas de elementos virales o transponibles (Figura 13 A). Las
fosfoproteinas en serina del grupo de muestras con CaCu, analizadas por funcion
molecular mediante GO, estan relacionadas principalmente con unién, actividad
catalitica, regulador de la funcion molecular y actividad de transporte (Figura 13 B).
A partir del analisis GO por componente celular observamos que las fosfoproteinas
en serina de las muestras con CaCu fueron encontradas en entidad anatomica
celular, intracelular y en complejos proteicos (Figura 13 C). Cuando las
fosfoproteinas en serina identificadas en el grupo de muestras con CaCu fueron

analizadas por proceso bioldégico se encontré6 que éstas estaban relacionadas
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principalmente con procesos celulares, regulacion bioldgica, procesos metabdlicos,

respuesta a estimulos y localizacién principalmente (Figura 13 D).

Este analisis bioinformatico realizado para cada grupo nos aport6 hacia adonde se
polarizan las fosfoproteinas durante el desarrollo del CaCu. De forma general, las
fosfoproteinas de los tres grupos se encuentran enfocadas en proteinas de
andamiaje y del citoesqueleto, con funciones de union y actividad catalitica, y con

procesos celulares y regulacion biolégica.

Molécula de Adhesién Celular
W Proteina de Regulacién o Unién a la Cromatina
Proteina del Citoesqueleto

A Clase de Proteinas M Proteinas de Defensa Inmune B Funciéon Molecular
M Regulador Transcripcional especifico de genes M Unién
B Molécula de Sefial Intercelular Actividad Catalitica
M Proteina de Trafico de Membrana B Molécula de Actividad Adaptadora
M Enzima de Interconversion de Metabolitos

M Proteina de Metabolismo de Acidos Nucleicos W Regulador de la Funcién Molecular

Enzima Modificadora de Proteinas Actividad de Transductor Molecular
W Modulador de Actividad de Unién de Proteina M Actividad de Molécula Estructural
M Proteina Adaptadora de andamiaje Actividad de Transporte
W Proteina Acarreadora/Transferencia
M Proteina traductora

Receptor de Sefial Transmembrana

I Adhesion Bioldgica
W Regulacién Bioldgica
M Transporte D proceso Biolégico m Proceso Celular
Proteina de Elemento Viral o Transponible M Proceso de Desarrollo
M Proceso del Sistema Inmune
\ M Interaccién entre Interespecies de Organismos
B Localizaciéon
B Locomocién
M Proceso Metabélico
M Proceso Multiorganismo
Proceso de Organismo Multicelular
M Reproduccién
W Proceso Reproductivo
Respuesta a Estimulos
B Sefializacién

C Componente Celular

Entidad Anatémica Celular
M Intracelular
W Complejo Proteico

Figura 13. Anotacion de funcion de las fosfoproteinas en serina identificadas en el
grupo de muestras con CaCu. (A) Clases de proteinas de acuerdo con el Sistema
de Clasificacion PANTHER. (B) Analisis de ontologia genética (GO) por funcion
molecular. (C), Analisis GO por componente celular. (D) Anélisis GO por proceso

bioldgico.

Analisis comparativo de las proteinas fosforiladas en residuos de serina en
las diferentes muestras

Después de analizar las posibles funciones de todas las fosfoproteinas en serina

identificadas en los diferentes grupos, se decidi6 comparar la presencia de
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fosfoproteinas en serina entre todos los grupos, obteniendo solamente 10 de ellas
gue se encontraron en todos los grupos (Figura 14). Entonces, se realizé un analisis
para identificar las proteinas que presentaban fosforilacién en residuos de serina en
muestras con LIEBG y CaCu pero que en las proteinas de muestras sanas no

presentaban esta MPT.

Control

1 87

10

223

Figura 14. Analisis comparativo de las fosfoproteinas en serina entre todos los grupos

mediante el Diagrama de Venn.

Los datos obtenidos en este nuevo andlisis comparativo mostraron que 16 proteinas
se superponian en los tres grupos (proteinas no fosforiladas en el grupo sano, pero
fosforiladas en residuos de serina en los grupos con LIEBG y CaCu) (Figura 15).

Las proteinas con esta caracteristica se enlistan en la Tabla 8.

Con la finalidad de obtener una mayor cobertura para analizar las interacciones
proteina-proteina mediante la herramienta de STRING y conocer los eventos donde
las fosfoproteinas en serina diferenciales participan, se decidio incluir 45 proteinas
para dicho analisis. Las proteinas seleccionadas fueron aquellas que no estaban

fosforiladas en el grupo control, pero si estaban fosforiladas en serina en el grupo
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de CaCu, ademas se incluyeron las 15 proteinas que se superponian en los tres

grupos, pero que no estaban fosforiladas en el grupo de tejido sano (Figura 16).

124 75

29 46

198

Figura 15. Andlisis comparativo de las fosfoproteinas en serina de los grupos de LIEBG y

CaCu y las proteinas no fosforiladas del grupo sano mediante el Diagrama de Venn.

Tabla 8. Proteinas con fosforilacion en residuos de serina en los grupos LIEBG y CaCu,

pero no fosforiladas en el grupo de muestras sanas.

NCBI-IP Proteinas no fosforiladas (Sanas) y fosforiladas
en serina (LIEBG y CaCu)

Q01518 Proteina 1 asociada a Adenylyl ciclasa
P04114 Apolipoproteina B-100

P13929 Beta-enolasa

P10909 Clusterina

A8TX70 Cadena alfa-5 (VI) de colageno

Q8IVF4 Cadena pesada de Dineina 10_ axonemal
Q8TD57 Cadena pesada de Dineina 3_ axonemal
P02675 Fibrinbgeno cadena beta

P04792 Proteina de Choque Térmico beta-1
P19012 Citoqueratina 15 de tipo |
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P08727 Citoqueratina 19 de tipo |
P04264 Citoqueratina 1 de tipo Il
P19013 Citoqueratina 4 de tipo Il
P02538 Citoqueratina 6A de tipo Il
Q15149 Plectina

AOA1BOGUS

- Proteina homologa B de unc-13

Respuesta a virus.

Regulacion de procesos apoptoticos
-Regulocic'm de vias de senalizacion apoptdtica.
-Regulocién negativa de vias de senalizacion

apoptoéticas

Figura 16. Analisis de interacciones proteina-proteina de las fosfoproteinas en serina de
los grupos de LIEBG y CaCu y no fosforiladas del grupo sano. Los circulos rojos indican

las proteinas candidatas por estar presentes en los 4 eventos evaluados.

De acuerdo con los datos obtenidos a partir del andlisis de interaccién proteina-
proteina, los eventos en los que participan esas proteinas son respuesta a virus,
regulacion de procesos apoptéticos, regulacion de vias de sefializacion apoptética
y regulacion negativa de vias de sefalizacion apoptoéticas (Figura 16).

Interesantemente, los datos mostraron la presencia de tres proteinas que estaban
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involucradas en todos los eventos evaluados, HSP27, Clusterina y Beta-Enolasa
(Figura 16). Estas 3 fosfoproteinas fueron seleccionadas para los analisis
posteriores de acuerdo con sus posibles participaciones dentro de la carcinogénesis
del CaCu.

Analisis bioinformatico de las fosfoproteinas en serina seleccionadas

Al seleccionar las tres fosfoproteinas candidatas de los andlisis anteriores,
decidimos realizar un andlisis de los fosfositios de cada proteina conocidos o
predichos. Las tres fosfoproteinas seleccionadas se analizaron mediante el

programa Phosphosite.org (https://www.phosphosite.org/homeAction.action). El

andlisis realizado para HSP27 mostro 32 sitios putativos de fosforilacion, 14 de los
cuales pertenecen a residuos de serina (Figura 17). Cuando comparamos los datos
obtenidos por Phosphosite y los obtenidos mediante la identificacion por

espectrometria de masas, solamente detectamos la fosforilacién en serina 82.

450 -
400 —
350 . ..
YFosforilacion
300 Acetilacion
Ubiquitinacion
Otras

250 —

200
S15

Total number of references

7 SgP%8s 5199
q

sa- S9 365 574I 86 S135 S176 s187
526 S98
o o#% ofe o o %o * T\%g * ﬂ o HTS%,EOJ u_é_o_y_%_};'

T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Residue number

Figura 17. Deteccién de los sitios de fosforilacion en HSP27.

Los sitios putativos de fosforilacion en Clusterina son 15, donde 11 son residuos de
serina (Figura 18), nosotros identificamos mediante espectrometria de masas la
fosforilacion en los residuos serina 161 y 184. Interesantemente, hasta donde
hemos revisado, la fosforilacion de serina 184 que detectamos por espectrometria

de masas no ha sido reportada.
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Figura 18. Deteccion de los sitios de fosforilacion en Clusterina.

En el mismo analisis para Beta-Enolasa detectamos 21 sitios putativos de
fosforilacion, de los cuales 13 son fosforilaciones en residuos de serina (Figura 19).
Nosotros obtuvimos mediante espectrometria de masas la identificacion de la
fosforilacién de los residuos de serina 83, 115 y 353; interesantemente, el residuo

serina 115 no esta reportado con esta MPT en la plataforma de Phosphosite.
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Figura 19. Deteccion de los sitios de fosforilacion en Beta-Enolasa.
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En resumen, para HSP27 identificamos al fosfositio 82, que es el mas predominante
de esta proteina; mientras que en clusterina y beta-enolasa detectamos fosfositios
ya identificados anteriormente e identificamos fosfositios (S184 para clusterina y
S115 para beta-enolasa) que hasta el momento no han sido reportados. Estos sitios
podrian participar en el desarrollo del CaCu; sin embargo, es necesario probar

experimentalmente esta posibilidad.

Inmunodeteccién de la expresion de HSP27 y su fosforilacién en S82

De acuerdo con los datos anteriormente obtenidos mediante el andlisis de
phosphosite.org, se seleccion6 a HSP27 para conocer la expresion proteica asi
como los estados de fosforilacion en S82 en las lineas celulares HelLa
(adenocarcinoma cervical que presenta VPH 18), SiHa (carcinoma de células
epiteliales escamosas que presenta VPH 16) y C33 (carcinoma indiferenciado

negativo a VPH) para la inmunodeteccion.

Primero se observo la integridad de los extractos proteicos totales de las lineas
celulares en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% tefidos con el colorante
azul de Coomassie. Este analisis mostrO un patron de bandas con pesos

moleculares desde < 11 kDa hasta >245 kDa sin degradacién aparente (Figura 20).
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Figura 20. Patron electroforético de proteinas totales de lineas celulares
provenientes de CaCu. Los extractos totales de las lineas celulares C33, HelLa y
SIHa se separaron mediante SDS-PAGE al 12% y se tifieron con azul de

Coomassie. M: marcadores de masas moleculares (kDa).

Después de obtener una adecuada integridad de los extractos proteicos de las
lineas celulares, se realiz6 el andlisis de inmunodeteccion de HSP27 total y
fosforilada en serina 82, ademas de la enzima GAPDH, la cual se utiliz6 como un
control interno de carga, la cual mostré6 una cantidad similar en los diferentes

ensayos (Figuras 21y 22),

a- HSP27

k]%(slw M C33 Hela SiHa

75~ m—
63-=

48— —
35—

2 gm — a— w {27 kDa

20w

17 -8
11—

— a e {o- GAPDH

Figura 21. Inmunodeteccion con los anticuerpos contra HSP27. Los extractos
totales de las lineas celulares C33, HelLa y SiHa se sometieron a ensayos de
Western blot utilizando anticuerpos contra HSP27. M: marcador de masas
moleculares (kDa). En la parte inferior se muestra la inmunodeteccién de GAPDH,

utilizada como control interno de carga.
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Figura 22. Inmunodeteccion con los anticuerpos contra HSP27 fosforilada en serina
82 (pHSP27 ser 82). Los extractos totales de las lineas celulares C33, HeLa y SiHa
se sometieron a ensayos de Western blot utilizando anticuerpos contra HSP27
fosforilada en el residuo de serina 82. M: marcador de masas moleculares (kDa). En
la parte inferior se muestra la inmunodeteccion de GAPDH, utilizada como control

interno de carga.

Con base en los resultados de inmunodeteccion de HSP27 no fosforilada vy
fosforilada en serina 82 y normalizada con la inmunodeteccion de GAPDH, se
realizd un andlisis densitométrico para evaluar la existencia de cambios
significativos entre las lineas celulares. Los resultados obtenidos indicaron que
habia una mayor expresion de HSP27 en células HeLa y en menor medida en
células SiHa y en células C33 (Figura 23). Por otra parte, en los estados de
fosforilacidon de HSP27 en serina 82 se encontrd que existia una mayor fosforilacion
del residuo serina 82 en células C33 y células HeLa que en células SiHa, donde se
observo una inmunodeteccion bastante débil, que no correspondié al nivel de
expresion de la proteina. Estos resultados confirman la fosforilacion, aunque en
diferente grado, del residuo Ser82 de HSP27 en células provenientes de CaCu, lo
gue sugiere que la fosforilaciobn de este residuo podria tener un papel en el
desarrollo de esta enfermedad, aunque falta verificar si existe la ausencia o0 menor

cantidad de esta MPT en células sanas.
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Interactoma in silico de HSP27

HSP27 es una proteina chaperona que ha sido reportada por interaccionar con
diferentes proteinas, promoviendo diversas funciones para sus proteinas blanco y
para ella. Para conocer a las proteinas asociadas a HSP27 se creé en la base de
datos STRING 11.5 una red de interaccion proteina-proteina con HSP27 (Figura
24). Los resultados obtenidos mostraron a 10 proteinas que pueden crear posibles
interacciones con HSP27. Posteriormente, buscamos a las 10 proteinas en aquellas
gue se identificaron por espectrometria de masas, donde solamente dos de esas
proteinas estaban presentes en el interactoma: HSPA8 (Proteina asociada a
choque térmico 71KDa) en el grupo de LIEBG y CaCu sin fosforilar; y HSPA1A
(Proteina 1A de choque térmico de 70 kDa o HSP72) en los tres grupos, pero solo

en el grupo de LIEBG se identifico fosforilada.
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Figura 24. Interactoma in silico de HSP27. Mediante STRING 11.5 se cre6 una red
de interacciones proteina-proteina con HSP27. Los circulos rojos indican las
proteinas presentes en nuestra base de datos obtenida por la identificacion

mediante espectrometria de masas.

Ppor otra parte, para conocer las cinasas que fosforilan a HSP27 en actividades
normales dentro de la célula, realizamos un analisis mediante la base de datos
Signor 2.0 (The SIGnaling Network Open Resource). Los resultados obtenidos
mostraron 9 cinasas diferentes (Figura 25) que pueden interaccionar con HSP27 y
realizar una fosforilacion en cuatro diferentes residuos. Los sitios de fosforilacion de
HSP27 y las cinasas que lo realizan, asi como su efecto se describe en la Tabla 9.
Interesantemente, todas las fosforilaciones de HSP27, incluidas las del residuo de

serina 82, tienen un efecto de inhibicién o desconocido (Tabla 9).

——
—

MAPKAPKS :

Figura 25. Interaccion de HSP27 con cinasas. La busqueda de las cinasas que

interaccionan con HSP27 se realizé mediante Signor 2.0. Las lineas rojas muestran
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la interacciébn con HSP27 inhibiendo su funcion; las lineas rojas segmentadas

muestran la interaccion de HSP27 inhibiendo proteinas blanco; la linea azul

segmentada muestra la interaccibn de HSP27 para la sobreexpresion de una

proteina blanco y la linea gris segmentada muestra una interacciéon de HSP27 con

funcién poco conocida.

Tabla 9. Sitios de fosforilacion de HSP27 y las cinasas que la fosforilan.

HSP27

Residuo Secuencia Modificador Efecto Modificacion
RPS6KB1 Inhibicidn Fosforilacion
PRKG1 Inhibicion Fosforilacion

Ser78 PAYSRALSRQLSSGV MAPKAPK3 | Desconocido | Fosforilacién
MAPKAPK2 | Inhibicion Fosforilacion
PRKG2 Inhibicion Fosforilacion
PRKG2 Inhibicion Fosforilacion
AKT1 Inhibicion Fosforilacion
MAPKAPK2 | Inhibicion Fosforilacion

Ser82 RALSRQLSSGVSEIR MAPKAPK3 | Desconocido | Fosforilacion
PRKG1 Inhibicion Fosforilacion
RPS6KB1 Inhibicion Fosforilacion
AKT2 Inhibicion Fosforilacion
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AKT3 Inhibicién Fosforilacion

AKT Inhibicién Fosforilacion

MAPKAPK2 Inhibicién Fosforilacion
Serl5 FSLLRGPsWDPFRDW | MAPKAPKS3 Desconocido | Fosforilacion

RPS6KB1 Inhibiciéon Fosforilacion

PRKG1 Inhibicién Fosforilacion
Thr143 RCFTRKYt{LPPGVDP

PRKG2 Inhibicién Fosforilacion

Los datos obtenidos con este analisis bioinformatico nos generan una idea de cuales
proteinas puede estar interaccionado con HSP27, aunque es necesario realizar
experimentos para confirmar varias de estas interacciones o nuevas en condiciones

patolégicas como CaCu.

Analisis bioinforméatico de las fosfoproteinas en serina superpuestas entre los
grupos de LIEBG y CaCu

Posteriormente, se observd que existian un namero interesante de fosfoproteinas
gue se superponian en los grupos de LIEBG y CaCu, y probablemente pudieran
participar en la progresion entre las lesiones pre cancerigenas hasta desarrollar al
Cancer Cérvico-uterino. Por este motivo, con base en los datos obtenidos en el
analisis comparativo de la EM de los tres grupos (Proteinas no fosforiladas en el
grupo sano entre fosfoproteinas en serina en los grupos con LIEBG y CaCu), se
decidi6 analizar a las fosfoproteinas en serina que se superponian en los grupos de
LIEBG y CaCu.

las 46

fosfoproteinas, mediante el Sistema de Clasificacion PANTHER. Ademas, se realizo

En estos andlisis se consideraron las anotaciones funcionales de

el andlisis de ontologia genética (GO por sus siglas en inglés Gene Ontology),
seleccionando tres aspectos: funcion molecular, componente celular y proceso

biolégico.
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Basado en el Sistema de Clasificacion de PANTHER, las fosfoproteinas en serina
superpuestas entre el grupo de muestras con LIEBG y CaCu fueron clasificadas en
24 clases diferentes (Figura 26 A). Las clases de proteinas del citoesqueleto,
proteinas de trafico de membrana, moléculas de sefalizacion intracelular y
moduladores de actividad de unién de proteina fueron las cuatro clases mas
abundantes (Figura 26 A). Mediante el analisis GO por proceso biolégico se
observé que las fosfoproteinas en serina superpuestas entre las muestras de LIEBG
y CaCu estaban relacionadas principalmente en procesos celulares, localizacion,
regulacion bioldgica y de respuesta a estimulos (Figura 26 B). El analisis GO por
funcién molecular, revel6 que las fosfoproteinas en serina superpuestas entre las
muestras de LIEBG y CaCu estan relacionadas principalmente en unién, actividad

catalitica y actividad de adaptador molecular (Figura 26 C).

M Proteinas de unidn a calcio
Proteinas del citoesqueleto

Clase de proteina

Proteinas de defensa/ inmunidad
Proteinas de matriz extracelular
B Molécula de sefial intracelular
I Proteinas de trafico de membrana
B Metabolismo de dcidos nucleicos

C

Funcién Molecular

Enzimas modificadoras de proteinas
M Modulador de actividad de unidn a proteinas

M Transporte
Proteinas de union
Actividad Catalitica
Proceso Biolégico Regulacién bioldgica
Proceso celular

Proceso de desarrollo Actividad de transporte

Procesos del sistema inmune

Interaccién entre especies entre organismos
for Localizacién
Proceso metabdlico

Proceso de organismo multicelular

Respuesta a estimulos
Sefalizaciéon

Figura 26. Anotacion de funcion de las fosfoproteinas en serina identificadas en el
grupo de muestras con LIEBG y CaCu. (A) Clases de proteinas de acuerdo al
Sistema de Clasificacion PANTHER. (B) Andlisis de ontologia genética (GO) por

proceso biologico. (C) Andlisis GO por funcion molecular.
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A partir del andlisis realizado, se seleccionaron 11 fosfoproteinas con base en el

namero de apariciones entre eventos presentes en el analisis de anotacion de

funciones mediante la Sistema de Clasificacion PANTHER. De estas fosfoproteinas

seleccionadas, se buscaron los sitios de fosforilacion totales, los sitios fosforilados

en residuos de serina, diferenciando si estos sitios estaban reportados o si eran

nuevos (Tabla 10). Interesantemente, en varias de estas proteinas identificamos

nuevos fosfositios (Tabla 10), los cuales podrian tener un papel en la progresién de

la enfermedad, aunque, de nuevo, esto se debe probar experimentalmente.

Tabla 10. Fosfoproteinas en serina seleccionadas superpuestas entre los grupos
de LIEBG y CaCu.

_ |Fosfositio
~ |Fosfositios| -
5 : Fosfositios ~lidentificado
NCBI-IP [Fosfoproteinas en serina (LIEBG/CaCu) en serina
reportados (LIEBG/ CaCu)
reportados
por EM*
Q99996 |Proteina 9 de anclaje a la cinasa-A (AKAP9) 87 58 4(1, 1/ 2)
P50995 Anexina A11 15 4 4(1/ 3)
060673 | DNA polimerasa subunidad catalitica zeta 52 30 5(3/2)
Q63HNS8| Proteina ubiquitina-ligasa E3 RNF213 57 29 6(1/5)
P11021| Chaperona BiP del reticulo endoplasmico 49 29 2(1/1)
P02751 Fibronectina 38 8 2(2/ 2)
HOY786 Nebulina 155 47 6(1, 3/ 2)
Q8N4C6 Nineina 43 30 2(1/1)
Q9NZJ4 Sacsina 34 12 2(1/1)
095171 Sciellina 48 26 2(1/ 1)
Q13535 Proteina serina/treonina cinasa ATR 30 16 4(1, 1/ 2)

*Fuera de los paréntesis se indica el nimero de fosfositios identificados sumando

ambos grupos en cada proteina de nuestro estudio. Los niumeros en el paréntesis

indica el nimero de fosfositios identificado en LIEBG (lado izquierdo) y en CaCu
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(lado derecho). Los numeros en negritas entre los paréntesis indican que son

fosfositios nuevos no reportados.

Analisis bioinformatico de las fosfoproteinas en serina exclusivas de CaCu

Del mismo modo que se analizaron las fosfoproteinas superpuestas entre los grupos
de LIEBG y CaCu, se examinaron las fosfoproteinas en serina exclusivas del grupo
de CaCu (proteinas no fosforiladas en el grupo sano, pero fosforiladas en serina en
CaCu), donde se observd que existia un namero interesante de fosfoproteinas
exclusivas en el grupo de CaCu, y que probablemente pudieran participar en el

desarrollo al Cancer Cérvico-uterino.

Asi, se investigaron las anotaciones funcionales de las 198 fosfoproteinas, mediante
el Sistema de Clasificacion PANTHER. Ademas, se realiz6 el analisis de ontologia
genética (GO por sus siglas en inglés Gene Ontology), seleccionando tres aspectos:

funcién molecular, componente celular y proceso biolégico.

Con base en el Sistema de Clasificacion de PANTHER, las fosfoproteinas en serina
exclusivas del grupo de CaCu fueron clasificadas en 51 clases diferentes (Figura
27 A). Las clases de enzimas modificadoras de proteinas, moléculas de
interconversiéon de metabolitos, proteinas del citoesqueleto y moduladores de
actividad de unién de proteina fueron las cuatro clases mas abundantes (Figura 27
A). El analisis GO por funcién molecular, revelé que las fosfoproteinas en serina
exclusivas del grupo de muestras con CaCu fueron relacionadas principalmente en
union, actividad catalitica y regulador de la funcion molecular (Figura 27 B).
Mediante el analisis GO por proceso biologico se observo que las fosfoproteinas en
serina exclusivas del grupo de muestras con CaCu estaban relacionadas
principalmente en procesos celulares, procesos metabdlicos, regulacion bioldgica y

de respuesta a estimulos (Figura 27 C).
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Figura 27. Anotaciéon de funcion de las fosfoproteinas en serina exclusivas
identificadas en el grupo de muestras con CaCu. (A) Clases de proteinas de acuerdo
con el Sistema de Clasificacion PANTHER. (B) Analisis de ontologia genética (GO)

por funcion molecular. (C) Analisis GO por proceso biolégico.

Con los datos obtenidos se seleccionaron 10 fosfoproteinas con base en el nimero
de apariciones entre los eventos presentes. De estas fosfoproteinas seleccionadas,
se buscaron los sitios de fosforilacion totales, el total de sitios fosforilados en
residuos de serina y posteriormente, se detectd la localizacion de los fosfositios
identificados de cada proteina, diferenciando si el fosfositio estaba reportado o si
era nuevo (Tabla 11). Nuevamente, en nuestro analisis por EM encontramos
fosfositios no reportados previamente, los que podrian participar en el desarrollo del
CaCu.

69

Actividad de adaptador molecular
M Regulador de la funcidon molecular
Actividad molecular de transduccién
W Actividad de molécula estructural
Actividad de regulador de traduccién

" |nteraccién entre especies entre organismos

Proceso de organismo multicelular



Tabla 11. Fosfoproteinas en serina seleccionadas exclusivas del grupo de CaCu.

5 _ _ ~ |Fosfositios | Fosfositio
Fosfoproteinas en serina exclusivas de |Fosfositios | -
NCBI-IP en serinalidentificado
CaCu reportados
reportados | por EM*
Q14004 Cinasa dependiente de Ciclina 13 91 75 1(2)
QI9NS91 Proteina ubiquitina-ligasa E3 RAD18 28 23 1(2)
Q9uI08 Proteina tipo-Ena/VASP 31 26 1(1)
Q92794 Acetiltransferasa de histonas KAT6A 46 32 2(2)
Q9BYW2 N-metiltransferasa de lisina SETD2 125 84 3
N-metiltransferasa especifica de lisina-36 de la

Q96L73 H3y lisina-20 de la H4 64 43 1(2)
Q9Y4C1 Demetilasa especifica de lisina 3A 32 20 2(1/1)
Q6P995 Proteina FAM171B 16 7 1(2)
Q5JSZz5 Proteina PRRC2B 113 90 3
Q9UIV8 Serpina B13 2 0 1(2)

*El nimero fuera de los paréntesis indica el numero de fosfositios identificados en
el grupo de fosfoproteinas exclusivas de CaCu de nuestro estudio. Los niumeros
afuera del paréntesis indica el numero de fosfositios de los péptidos identificados
CaCu. Los numeros en negritas entre los paréntesis indican que son fosfositios
nuevos no reportados, los numeros simples dentro de los paréntesis indican que

son fosfositios ya reportados.

Estos datos obtenidos del analisis bioinformatico para las fosfoproteinas exclusivas
del grupo de CaCu, dieron indicios de como pueden participar en el desarrollo del
CaCu, al tener fosfoproteinas con actividad catalitica y que participan en procesos
celulares, como, por ejemplo, en la regulacion del ciclo celular.

Por ultimo, se destacaron cuatro fosfoproteinas: SETD2, RAD18, KAT6A y NSD1,
gue se encontraban en un mayor numero de eventos, por lo que se realiz6 una
basqueda de la participacién de estas fosfoproteinas en los diferentes tipos de

cancer.
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DISCUSION

El CaCu es una enfermedad causada por multiples alteraciones generadas por la
infeccion con el VPH (Arbyn et al., 2020). Estas desregulaciones se llevan a cabo
en las células epiteliales del cérvix, principalmente manifestandose por el
crecimiento descontrolado, la alteracién en el ciclo celular por la inhibicion de la
proteina pRb y la inmortalizacion celular dada por la degradacion de la proteina p53
(Balasubramaniam, Balakrishnan, Oon, & Kaur, 2019), todos estos procesos son

inducidos de forma crénica.

Existen diferentes estudios que evallan las alteraciones en el ciclo celular para la
proliferacion descontrolada y la inmortalizacién celular a niveles cronicos en el
CaCu, los cuales son inducidos por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH (Brianti et
al., 2017). Dichas alteraciones pueden ser causadas por modificaciones
postraduccionales (MPT) en ciertas proteinas, principalmente por la fosforilacion
(Singh et al., 2017). Esta MPT es esencial para los procesos celulares normales,
mientras que la fosforilacién anormal es una de las principales causas de alteracion
de muchas proteinas estructurales, funcionales y reguladoras en condiciones de
enfermedad (Ramazi & Zahiri, 2021). La fosforilacion se realiza en residuos de
serina, treonina y tirosina de las proteinas. Normalmente, los residuos de serina y
treonina sufren mas fosforilaciones que los residuos de tirosina, la fosforilacion en
dichos aminoacidos tienen una relacion de 1800:200:1 (Ser:Tre:Tir,
respectivamente) (Ardito, Giuliani, Perrone, Troiano, & Lo Muzio, 2017). En el
cancer, se ha estudiado mas los cambios en los estados de fosforilacion en los
residuos de tirosina que la fosforilacion en los otros dos residuos, aungue también
experimentan cambios con mayor predominio (Ciftci et al., 2020). En patrticular, la
fosforilacion de proteinas en los residuos de serina conduce a la formacion de
complejos de sefializacion multimolecular que regulan diversos procesos biolégicos,
por ejemplo, procesamiento y reparacion del ADN, apoptosis, division celular,
proliferacion y diferenciacion (Yaffe & Elia, 2001); sin embargo, en condiciones

patolégicas como la tumorigénesis, la fosforilacion anormal de la serina puede
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resultar en la desregulacién de las vias de sefializacion responsables de la

proliferacion y la inhibicién de la apoptosis (Rogerson et al., 2015).

La identificacion de proteinas fosforiladas en serina que participan en la
desregulacion de las funciones celulares en el cancer seria de gran ayuda para
conocer sus funciones dentro de las células (Yoshida, November 29th, 2017). Con
base en lo anterior, decidimos identificar por espectrometria de masas las proteinas
fosforiladas en residuos de serina en los grupos de muestras sanas, con LIEBG y
CaCu. En este trabajo se investigd la fosforilacion en muestras tomadas con
citocepillos. En el estudio se analizaron 10 muestras para el grupo de personas
sanas, 19 para el grupo de pacientes con LIEBG, y 7 para el grupo de pacientes con
CaCu, para una “n” total de 36 pacientes. El criterio utilizado para plantear esta “n”
fue con base en lo ya reportado, en donde Rader et al. (Rader et al., 2008) mostraron

una “n” de 8 pacientes sanas, 9 pacientes con LIEBG y 6 pacientes con CaCu.

En este trabajo identificamos 30 fosfoproteinas en serina del grupo de muestras
sanas, 152 fosfoproteinas en serina del grupo de muestras con LIEBG y 289
fosfoproteinas en serina del grupo de muestras con CaCu, lo que indica una relacion

entre el aumento de fosforilacion en residuos de serina y la progresion del CaCu.

Después de haber identificado a las proteinas fosforiladas en residuos de serina de
cada grupo, decidimos observar las anotaciones funcionales de cada grupo como
se ha realizado en diferentes estudios fosfoprotedmicos (Abe et al., 2020). Estos
datos funcionales proporcionan la informacion de las proteinas y su
comportamiento, dependiendo de los grupos de interés. Las fosfoproteinas
identificadas en el grupo de pacientes con LIEBG predominantemente estuvieron
en las clases de proteinas del citoesqueleto, enzimas de interconversion
metabdlica, enzimas modificadoras de proteinas y moduladores de actividad de
unién de proteina. Por otra parte, las fosfoproteinas identificadas en el grupo de
pacientes con CaCu pertenecian a las clases de proteinas del citoesqueleto,

enzimas de inteconversion metabdlica, modificadores de proteinas y proteinas de
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elementos virales, principalmente. Interesantemente, en ambos grupos comparten
las clases de proteinas del citoesqueleto, enzimas de interconversién metabdlica y
enzimas modificadoras de proteinas, lo que sugiere que estos eventos pudieran ser

importantes para el desarrollo del CaCu.

A este respecto, las proteinas del citoesqueleto son las principales fosfoproteinas
en serina en todos los grupos, lo que esta relacionado con el estudio realizado por
Kalliopi Pappa y colaboradores (Pappa et al., 2017), que mediante protedmica
cuantitativa encontraron que el 60% de las proteinas detectadas en diferentes lineas
celulares derivadas de CaCu estaban asociadas al citoesqueleto y metabolismo,
destacando a la cofilina-1, proteina que también nosotros encontramos por EM en
los tres grupos pero, interesantemente, se identificé la forma fosforilada en el grupo
de CacCu.

Cofilina-1 es una pequefia proteina de aproximadamente 19 kDa que desempefia
un papel clave en la dindmica de la actina durante la divisién celular, quimiotaxis y
migracion de células cancerigenas (Chang, Leu, & Lee, 2015; Fife, McCarroll, &
Kavallaris, 2014; Vazquez et al., 2016). Cofilina-1 tiene una sefial de localizacion
nuclear, enviando la actina al nucleo y actuando en la estructuracion de este
organelo, pero las funciones de ambas proteinas dentro del nucleo siguen sin ser
claras (Chang et al., 2015).

Cofilina-1 es fosforilada por diferentes cinasas en 19 residuos diferentes, de los
cuales, 7 son residuos de serina. La fosforilacién en serina 3 promueve la inhibicion
de sus funciones principales (Chang et al., 2015); por otra parte, la fosforilacién en
serina 24 promueve el reconocimiento de la sefial de localizacion nuclear (Borroni
et al.,, 2013). En otro estudio publicado en el 2020 enfocado en el andlisis
fosfoprotedmico global bioinformatico, a partir de un repositorio de datos
protedmicos, se recopild la informacion de la fosforilacion de un conjunto de
proteinas, incluyendo a cofilina-1, en cinco tipos de céancer (Deb, Sengupta,

Sambath, & Kumar, 2020). En este estudio cofilina-1 fue reportada con la
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hiperfosforilacion de treonina 25 y serina 8 (Deb et al., 2020). Interesantemente,
nosotros identificamos a cofilina-1 en todos los grupos, pero solo detectamos la
fosforilacién en serina 8 en el grupo de muestras con CaCu, sugiriendo fuertemente

gue esta MPT puede participar en el desarrollo de esta neoplasia.

En el andlisis comparativo de las proteinas fosforiladas en serina, identificamos 10
fosfoproteinas presentes en los tres grupos de estudio (muestras sanas. LIEBG y
CaCu), mientras que en el analisis comparativo entre las proteinas no fosforiladas
en el grupo de muestras sanas y las fosfoproteinas en serina de los grupos de
LIEBG y CaCu se identificaron 16 proteinas. Nosotros destacamos de estas
fosfoproteinas a HSP27 y Clusterina por el papel que desempefian en diferentes

tipos de cancer.

Clusterina es también conocida como apolipoproteina J (ApoJ), es una proteina
altamente glicosilada que esta presente en todos los fluidos del organismo humano
(Rodriguez-Rivera, Garcia, Molina-Alvarez, Gonzéalez-Martin, & Goicoechea, 2021).
Participa en diferentes procesos biolégicos dependiendo de su ubicaciéon (Rohne,
Prochnow, & Koch-Brandt, 2016). Por ejemplo, desempeiia un papel de chaperona
extracelular, siendo de las chaperonas mas importantes. Por otra parte, desempeiia

un rol citoprotector en condiciones normarles y fisiopatologicas (Peng et al., 2019).

Existen tres diferentes isoformas para clusterina que se pueden generar en la célula:
una pequefa isoforma nuclear (conocida como nClu) con un peso aproximado de
~49 kDa con funciones proapoptéticas; una isoforma de tamafio mediano de
aproximadamente ~53 kDa (conocida como psClu) que se localiza en el citoplasma
o en la mitocondria de la célula y que tiene funciones antiapoptoticas (Rohne et al.,
2016), nosotros identificamos al péptido fosforilado que representa dicha isoforma,
mediante espectrometria de masas. Por ultimo, una isoforma de tamafio mas
grande con alta glicosilacion con un peso aproximado de ~80 kDa (conocida como
sClu) que se encuentra secretada entre la matriz extracelular y que se ha descrito

gue presenta funciones dicotdmicas (pro y antiapoptoéticas) (Rohne et al., 2016).
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A partir del conocimiento relacionado a clusterina, se ha buscado su relaciéon
protectora en el cancer (Peng et al., 2019), ya que puede tener funciones
multifacéticas en la carcinogénesis y la invasion tumoral (Makridakis et al., 2010).
En este aspecto, se ha estudiado la sobreexpresién de la isoforma sClu en
diferentes tipos de cancer, por ejemplo, en un estudio realizado por Xiu y
colaboradores (2015) observaron que la sobreexpresiéon de sClu en carcinoma
hepatocelular, inhibe la apoptosis y potencializa la tumorogénesis, ademas,
promueve la resistencia a quimio- y radioterapia (Xiu, Dong, Li, & Li, 2015). También
se ha reportado que la sobreexpresion de sClu en cancer de pancreas (Jin et al.,
2012; Xie et al., 2002), de prostata (Kazuno, Fujimura, Fujime, Miura, & Ueno, 2021,
Rizzi & Bettuzzi, 2008), de mama (Q. F. Chen, Chang, Su, Zhao, & Kong, 2021) y
de ovario (Hoter & Naim, 2019; Wei et al., 2009) puede ser un predictivo en la

progresion tumoral, de mal prondstico y quimiorresistencia.

En CaCu, se ha estudiado la isoforma de mayor tamafio de clusterina (sClu); y se
ha reportado su sobreexpresion en tejido con CaCu, comparado con tejido sano
(Park, Yeo, Shin, Mok, & Kim, 2006; Watari et al., 2012). Por otra parte, se ha
observado el papel citoprotector de sClu en lineas celulares derivadas de CaCu. En
un estudio realizado por Kim y colaboradores (2018) se observé la participacion de
sClu en la proliferacion celular, en la resistencia a tratamiento y un importante rol en

la carcinogénesis (M. J. Kim et al., 2018).

Hasta el momento solo se ha estudiado la expresién de las diferentes isoformas de
clusterina y su relacion con diversos eventos de las diferentes isoformas de
clusterina en el cancer, y a pesar de ello su papel sigue siendo poco claro. Sin
embargo, hasta donde sabemos, no se ha evaluado la repercusién de la
fosforilacibn de clusterina en la carcinogénesis. Mediante el programa
Phosphosite.org se ha reportado la fosforilacion de 15 sitios diferentes en esta

proteina, en donde 11 de estos fosfositios se presentan en residuos de serina. Las
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investigaciones que han reportado la fosforilacion de clusterina, han sido con el
objetivo de optimizar el andlisis de identificacion de proteinas con modificaciones
postraduccionales, en este caso la fosforilacion, mediante espectrometria de masas
(Bian et al., 2014). También ha sido identificada como una proteina fosforilada en
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, donde se identificaron tres
fosfositios (Treonina 393, Serina 394 y Serina 396), sin embargo, no se ha evaluado
las funciones que estas fosforilaciones desempefian en esta neuropatia (J. Chen,
Wang, & Turko, 2012).

Otro ejemplo donde se detectd la fosforilacion de clusterina es en un estudio
realizado por Mertins y colaboradores (2016), donde generaron un analisis de
conexion proteogendémico y fosfoprotebmico en tumores de cancer de mama
(Mertins et al., 2016). Ellos innovaron estrategias metodoldgicas para encontrar un
mejor aprovechamiento de los datos proteémicos y fosfoprotedmicos generados
mediante espectrometria de masas, los datos gendmicos generados mediante
secuenciacion masiva y los datos transcriptomicos generados mediante
secuenciacion de &cidos ribonucleicos (por sus siglas en inglés RNAseq) (Mertins
et al., 2016). Este analisis promovidé una mejor compresion de la compilacién de
todos los datos, sugiriendo a potenciales biomarcadores, incluida la clusterina,
como blancos terapéuticos en el cancer de mama (Mertins et al., 2016). A pesar de
obtener todos estos datos, clusterina no fue evaluada para conocer el efecto de la

fosforilacion en ella.

Nosotros identificamos la fosforilacidn de clusterina en serina 184, fosfositio que no
ha sido reportado hasta el momento. Por lo cual, seria de gran relevancia conocer
el efecto de la fosforilacion de clusterina en S184 en las funciones fisiopatologicas

en el CaCu.
La otra fosfoproteina candidata, HSP27, pertenece a la familia de proteinas

chaperonas que actian en diversos procesos bioldgicos (Zininga, Ramatsui, &

Shonhai, 2018). En general, las proteinas de choque térmico son una clase de
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proteinas funcionalmente relacionadas cuya expresion aumenta en condiciones
estresantes. Las HSP protegen a las células de lesiones asociadas al estrés, estan
sobreexpresadas en muchas neoplasias malignas y estan implicadas en la
proliferacion, diferenciacion, invasién y metastasis de las células tumorales (Yun,
Kim, Lim, & Lee, 2019). Especificamente, la proteina de choque térmico beta-1,
mejor conocida como HSP27 (Heat Shock Protein 27), actia como protector del mal
plegamiento de las proteinas, también inhibe las cascadas de sefalizacion que
activan a la apoptosis cuando las células se exponen a tensiones
medioambientales, protegiéndolas de la muerte celular (Katsogiannou, Andrieu, &
Rocchi, 2014). Su sobreexpresion esté relacionada con la supervivencia celular ante
cualquier estrés (Dubrez, Causse, Borges Bonan, Dumétier, & Garrido, 2020). Asi,
la funcién de HSP27 esta enfocada en la proteccion celular y su sobreexpresion
esta relacionada en la progresion de diferentes enfermedades, como el cancer
(Saini & Sharma, 2018). De hecho, la expresion a la alza de HSP27 es usado como
marcador de mal prondéstico en cancer de mama, hepatico, prostata, gastrico y
Cérvico-uterino (Acunzo, Andrieu, Baylot, So, & Rocchi, 2014). La fosforilacion de
HSP27 es llevada a cabo por varios estimulos en los residuos de Serina 15, 78 y 82
principalmente (Katsogiannou et al., 2014). La fosforilacion de HSP27 en serina 82,
es la mas predominante y de las mas estudiadas en el cancer (Zhang et al., 2019);

dicha fosforilacién fue la que identificamos en nuestro estudio.

En un trabajo realizado por Drexler y colaboradores (2020) (Drexler et al., 2020)
vieron el potencial de HSP27 fosforilada y no fosforilada como predictor de
supervivencia y resistencia al tratamiento a gemcitabina en adenocarcinoma ductal
pancreatico. En esta investigacion, se demostro que una expresion baja de HSP27
se asocia a un mal prondstico para los pacientes con esta patologia, por lo que la
forma no fosforilada puede servir como predicador de supervivencia. Por otra parte,
no encontraron una correlaciéon significativa con los cambios en los estados de
fosforilacién de HSP27 en Serl5, 78 y 82 y el diagndstico de los pacientes (Drexler
et al., 2020).
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Otro estudio realizado por Liu y colaboradores (2016) (Liu et al., 2016) en pacientes
con fracaso del tratamiento con recaida y metastasis en cancer de pulmon de
células no pequenias vieron el fendmeno antiapoptotico mediado por células madre
cancerosas y el posible desarrollo a la resistencia al tratamiento con cisplatino. Esta
propiedad antiapoptotica y resistencia a los medicamentos mostré una
sobreexpresion de HSP27 fosforilada en ser82 por la via de MAPK p38. La
hiperfosforilacion de HSP27 en Ser82 estuvo estrechamente asociada a un mal
prondstico y supervivencia corta, al ser detectado en pacientes en estadios

avanzados con cancer de pulmon (Liu et al., 2016).

En un estudio realizado en el 2018, con tumores primarios de osteosarcoma se
evaluo la efectividad de la Gemcitabina para promover la autofagia citotdxica y asi,
inducir muerte celular en este tipo de tumores. En este estudio, O Farrill y
colaboradores analizaron diferentes proteinas fosforiladas al inducir la muerte
celular por Autofagia, por ejemplo, Akt, mMTOR y HSP27. Al inducir la autofagia, la
expresion y fosforilacién de Akt y mTOR estuvieron a la baja, mientras que HSP27
fosforilado en Ser82 estaba al alza. Sus datos confirman una relacion de la
hiperfosforilacion de HSP27 y la sensibilidad de las células con osteosarcoma para
inducir la autofagia. A pesar de estos datos, la fosforilacion de HSP27 y la
correlaciéon con la autofagia citotéxica no se conoce bien aun (Santiago-O'Farrill et
al., 2018).

Por otra parte, el estudio de la HSP27 en CaCu es limitado hasta el momento. Se
ha evaluado su expresion en tejido sano, lesiones precancerigenas y CaCu de
pacientes brasilefias, donde se ha reportado una sobreexpresién conforme aumenta
el grado de lesién, por lo que sugieren usar a HSP27 como biomarcador predictivo
de progresion (Dobo et al., 2013). La fosforilacion de HSP27 también se ha
observado en cultivos celulares de HeLa. En un estudio realizado por Qi y
colaboradores (2014) mostraron que la fosforilacion de HSP27 en serina 78 y 82 era
esencial para la activacion de la proteina TRAIL (proteina ligando inductor de

apoptosis relacionado a TNF). Asi mismo, la activacién de TRAIL desencadena la
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activacion de la cascada de la proteina Akt mediante ERK (por sus siglas en inglés
Extracellular signal-regulated kinase) y asi la supervivencia celular y la inhibicién de
la apoptosis (S. Qi et al., 2014).

Interesantemente, otro estudio obtuvo resultados similares al reporte anterior. Este
estudio realizado por Qi y colaboradores (2014) realizaron una version HSP27
mutante no fosforilable en células HelLa, para ver su papel en la inhibicion de la
apoptosis. Este estudio indujo la apoptosis mediada por TNF-a e inhibiendo a las
cinasas MAPKAPK2 y CMPD1 que fosforilan a HSP27. Los resultados indican que
la fosforilacion de HSP27 puede tener funciones dicotémicas, como antiapoptoticas
cuando es fosforilado principalmente por MAPKAPK2 y como proapoptéticas
cuando es fosforilado por TAK1, mostrando asi sensibilidad a las células para
muerte celular (Z. Qi et al., 2014).

Aunque estos datos indican que la fosforilacion de HSP27 puede tener un efecto
citoprotector en el CaCu, solamente se han realizado estudios en lineas celulares,
por lo que interpolar estos datos en tejido de humano puede generar diferencias en
su participacion en la carcinogénesis del CaCu (Katsogiannou et al., 2014). Por otra
parte, como ya se habia descrito, nosotros identificamos la fosforilacion de HSP27
en serina 82 en muestras de pacientes diagnosticadas con LIEBG y CaCu, pero en
las muestras sanas no se detecto estad PTM. Por este motivo, se deberian realizar
mayores estudios para conocer las funciones de HSP27 fosforilada, no solamente
en serina 82, sino también en serina 15 y 78, para conocer si participan en el

desarrollo y progresion del cancer Cérvico-uterino.

Al evaluar la expresion y la fosforilacion de HSP27 en serina 82 en lineas celulares
derivadas de CaCu, nuestros datos dan indicio de una mayor expresion de HSP27
en células de HeLa en comparacion con células C33 y SiHa. Por otra parte, la
fosforilacion de HSP27 en serina 82 fue mayor en células de HelLa. Curiosamente,
la fosforilacién en células C33, que no presentan la infeccion con VPH, mostro una

mayor fosforilacion que las células SiHa que contienen al VPH16, donde es el
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genotipo mas comun y mayormente estudiado (Doorbar et al., 2015), por lo que
aparentemente la fosforilacion de S82 de HSP27 no es debida directamente por la
infeccion por VPH. Hasta donde nos hemos informado, no hay un estudio que
indique las diferencias de la expresion y de la fosforilacion de HSP27 en estas tres
lineas celulares, por lo que realizar mas estudios para conocer el papel de HSP27

en estas lineas celulares seria de gran ayuda.

Por otra parte, después de conocer los estados de fosforilacion y la expresién de
HSP27 en las lineas celulares, decidimos conocer la probable red de interaccion
que tiene HSP27 in silico. Nosotros observamos la interaccion con 20 proteinas
(incluyendo a 11 diferentes cinasas) con dos diferentes programas. Estas
predicciones ayudan a sugerir la posible participacion de HSP27 en condiciones
normales y patolégicas. HSP27 interacciona con diferentes cinasas que promueven
la inhibicién de sus funciones biolégicas (Kostenko & Moens, 2009). Por ejemplo,
se hareportado que HSP27 es el blanco mayormente predominante de MAPKAPK?2
(MK2), la cual fosforila principalmente en serina 82 y en condiciones
fisiologicamente normales promueve que se disocien los oligébmeros grandes de
HSP27 en respuesta a estrés (Stokoe, Engel, Campbell, Cohen, & Gaestel, 1992).
A pesar de que la interaccion de HSP27 con cinasas se centraliza con MK2,
MAPKAPK5 (MK5), también regula de manera importante a HSP27, mediando el
reordenamiento de la F-actina inducida por cAMP/PKA a través de la fosforilacién
de Hsp27, induciendo la organizacion del citoesqueleto y la migracion celular

(Kostenko, Johannessen, & Moens, 2009)

A pesar de que estas cinasas interaccionan con HSP27 para regularla
negativamente, el papel de la fosforilacion de HSP27 y con que proteinas y cinasas
inteacciona, ademas de las ya reportadas, en condiciones patolégicas, como en el
cancer, aun no quedan suficientemente claras. En nuestro estudio no identificamos
ninguna cinasa de las ya reportadas que interaccionan con HSP27,
interesantemente, las cinasas que si encontramos por EM en nuestro estudio no

han sido reportadas, hasta donde nosotros buscamos, para interaccionar con
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HSP27, por lo que es posible que éstas pudieran fosforilar a HSP27 y/o a otras

proteinas que participan en el desarrollo del CaCu.

El realizar mayores estudios para conocer las redes de interaccion que tiene HSP27
cuando esta fosforilada en el CaCu, podria aportar conocimientos de como participa

y contribuye en la progresion de la enfermadad.

Por otra parte, nosotros identificamos a dos proteinas que han sido reportadas por
interaccionar con HSP27: i) la proteina asociada a choque térmico de 71KDa
(HSP71 0 HSC70), que fue identificada en LIEBG y CaCu en su forma no fosforilada;
y ii) la proteina 1A de choque térmico de 70 kDa (HSP72), identificada en los tres
grupos, pero solo en el grupo de LIEBG se detect6 fosforilada. Interesantemente, la
interaccion de estas proteinas ha sido reportada en condiciones de estrés generada
por infecciones virales, tales como el VPH, donde la oncoproteina E7 del VPH16
incrementa los niveles de estas HSP's, aumentando a su vez la replicacion y
promoviendo la oncogénesis en CaCu (Bolhassani & Agi, 2019). Aun asi, faltan mas
estudios para tener una mejor compresion de la interaccion de estas HSPs y su

participacion en la progresion del CaCu.

Asi, nuestros estudios sugieren la participacion de clusterina y HSP27 en la
progresion del CaCu, pero faltan estudios para conocer sus funciones dentro de

esta patologia.

Por otra parte, identificamos 46 fosfoproteinas que se encontraban en ambos
grupos, LIEBG y CaCu. Decidimos en este andlisis filtrar las fosfoproteinas a partir
de su localizacién y funcion. Este andlisis condujo a tres fosfoproteinas destacadas:

la proteina 9 de anclaje a la cinasa-A (AKAP9), anexina 11 y fibronectina.

Con base en los datos de la plataforma  Phosphosite.org

(https://lwww.phosphosite.org/homeAction.action) observamos que AKAP9 contiene

87 fosfositios registrados, en donde 58 eran fosfositios en residuos de serina,
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nosotros identificamos a AKAP9 con fosforilacion en cuatro fosfositios diferentes en
el grupo de LIEBG, en donde un fosfositio es nuevo y uno ya reportado previamente,
mientras que en el grupo de CaCu los dos fosfositios identificados son nuevos sitios
detectados.

AKAP9 contribuye de manera crucial en el control de la sefializacion en el espacio
y tiempo dentro de la célula. Regula la sefalizacion de AMPc a partir de su
activacion por ligandos extracelulares por los receptores acoplados a la proteina G
(GPCRs). (Troger, Moutty, Skroblin, & Klussmann, 2012). La proteina AKAP9 esté
ampliamente relacionadas a diferentes patologias y en una variedad de canceres,
en donde su sobreexpresion esta asociada con un aumento en el riesgo del
desarrollo de cancer de mama (Frank et al., 2008). A pesar de que ha sido reportada
su sobreexpresion, hasta donde nosotros hemos investigado, no existe reporte de
la relacion de AKAP9 y el impacto de su fosforilacion, por lo que seria un blanco

interesante para futuras investigaciones.

Fibronectina fue otra de las fosfoproteinas destacadas que se superponian en
LIEBG y CaCu. Fibronectina es una glucoproteina ubicada en la matriz extracelular
y en condiciones normales participa en diferentes procesos biolégicos, como
crecimiento celular, diferenciacion, migracion y adicionalmente en la cicatrizacion y
coagulaciéon (Wang & Hielscher, 2017). En condiciones anormales, la
sobreexpresion de fibronectina participa en la generacion de enfermedades como
en el cancer, aumentando la activacién de vias de sefializaciéon que promueven el
crecimiento tumoral, la migracion e invasion, ademas, limita la respuesta al
tratamiento, generando quimiorresistencia (Eke, Storch, Krause, & Cordes, 2013)
en cancer de mama (Pontiggia et al., 2012) y cancer de ovario (Kenny et al., 2014;
Mitra et al., 2011). Aunque hay reportes de la participacion de fibronectina en el
cancer, hasta donde nosotros hemos investigado, no encontramos algun reporte del

efecto de la fosforilacion de fibronectina en cancer y en CaCu.

La ultima fosfoproteina que destacamos fue anexina 11. A partir de los datos de la

plataforma  Phosphosite.org  (https://www.phosphosite.org/homeAction.action),
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observamos que anexina 11 presenta 15 fosfositios, en donde 4 son en residuos de
serina. Nosotros identificamos cuatro fosfositios (1 en el grupo de LIEBG y 3 en
CaCu), donde los cuatro no habian sido reportados previamente (S241 en CaCu,
S349 en ambos y S377 en CaCu). Anexina 11 es una proteina de uniéon a
fosfolipidos que es regulada por calcio, donde participa en diferentes procesos
biolégicos, como ciclo celular, exocitosis y apoptosis (Mirsaeidi, Gidfar, Vu, &
Schraufnagel, 2016), y su sobreexpresion esta estrechamente relacionado a la
regulacion del sistema inmune y a enfermedades autoinmunes (Eberhard, Karns,
VandenBerg, & Creutz, 2001). Se ha reportado la desregulacién de anexina 11 en
enfermedades como diabetes y cancer (Bastian, 1997). Anexina All esta
directamente involucrada en la proliferacion celular en el cancer de ovario y esta
asociado con la resistencia al tratamiento con cisplatino (Song, Shih le, Chan, &
Zhang, 2009). Anexina 11 también juega un papel critico en la regulacién de la
proliferacion, migracion e invasion del cancer gastrico a través de la via AKT/GSK-
3B y potencialmente se puede utilizar como factor pronéstico y diana terapéutica
para pacientes con cancer gastrico (Hua et al., 2018). Los trabajos anteriores
evallan la expresion de anexina 11 y su participacién en diferentes tipos de cancer,
pero no la relacién de la fosforilacion de esta proteina y su participacién en la
tumorogénesis. El fosfositio de tirosina 482 en anexina 11 es el mas identificado
mediante espectrometria de masas (178 reportes diferentes) y se ha detectado en
muestras con cancer de mama, colorectal, hepatocelular, pulmén, gastrico, higado
y leucemia, pero no se ha investigado el efecto de la fosforilacion de anexina 11.

Ademas, tampoco se ha analizado su participacion en la progresion del CaCu.

Por ultimo, identificamos 198 fosfoproteinas que se encontraban en las
fosofproteinas exclusivas del grupo de CaCu. Decidimos en este andlisis filtrar las
fosfoproteinas a partir de su localizacién y funcion mediante el sistema de
PANTHER. Este analisis condujo a que se encontraran fosfoproteinas candidatas
gue participaban en los varios procesos, por ejemplo, identifcamos en “clase de
proteinas” a diferentes enzimas modificadoras de proteinas; en la “funcién

molecular” estaban las proteinas con actividad catalitica; y de “proceso bioldgico” a
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las proteinas de regulacion y fase bioldgica, especificamente en el ciclo celular.
Dicho andlisis gui6é al menos cuatro fosoforpteinas candidatsas, estas fueron :
Metiltransferasas de la familia de receptores nucleares que contiene dominios SET
(NSD) SETD2 y NSD1, la ubiquitin ligasa RAD18 y acetiltransferasa de lisina
KAT6A.

La modificacion de histonas es un proceso importante en la regulacion epigenética
gue controla la estructura de la cromatina y la transcripcion génica (R. Chen, Zhao,
Fang, Yang, & Ji, 2020). Las modificaciones posttraducionales en las histonas son
la acetilacion, metilacion, ubiquitinacién, fosforilacién y ADN ribosilacion, siendo el
residuo de lisina el que mas modificaciones sufre. La metilacion es la modificacion
de histonas biologicamente mas importante (Ramazi & Zahiri, 2021), se asocia con
el ajuste fino de varios procesos biologicos que van desde la regulacion
transcripcional hasta el silenciamiento epigenético y de manera aberrante conduce
a diferentes enfermedades que pueden facilitar processos oncologicos (R. Chen et
al., 2020). Las metiltranferasas de lisina (KMT por sus siglas en inglés) catilizan la
adicion del grupo metilo en el residuo de lisina y pueden realizar la mono-, di- o
trimetilacion en las histonas 3 y 4 en diferentes residuos. En la lisina 36 de la histona
3 (H3K36) puede llevarse en los tres niveles de metilacion, la proteina NSD1 cataliza
la mono- y dimetilacion, mientras que la proteina SETD2 realiza la trimetilacion
(Tang, Luo, & Lu, 2015).

Ambas metiltransferasas (NSD1 y SETD2) estan involuradas en el cancer, por
ejemplo, la expresién aberrante de NSD1 con supuestas microdeleciones, es
asociada con perdida de funcion en carcinoma de células escamos de cabeza y
cuello y pulmén, neuroblastoma, glioblastoma y carcinoma de células renales
(Tauchmann & Schwaller, 2021). La mutacién, o pérdida funcional de SETD2
produce disfuncion en las proteinas del tejido tumoral correspondiente, lo que
conduce a la tumorogénesis, progresion, resistencia a la quimioterapia y prondéstico
desfavorable (R. Chen et al., 2020) en una serie de canceres solidos, incluidos el

cancer renal, el cancer gastrointestinal, el cancer de pulmon, el cancer de pancreas,
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el osteosarcoma, etc., por lo que sugiere que SETD2 posiblemente actie como

supresor tumoral (R. Chen et al., 2020).

Nosotros identificamos a NSD1 en el grupo de pacientes diagnosticadas con CaCul.
Los peptidos fosforilados identifcados se localizan en los residuos S2194 siendo un
residuo que no ha sido reportado anteriormente en la base de datos de
phosphosite.org. El residuo S2471 es el mas identificado mediante espectrometria
de masas (32 reportes) y se ha detectado en muestras con cancer de mama,
colorectal, hepatocelular, pulmoén, gastrico, higado y leucemia, pero no se ha

investigado el efecto de la fosforilacion de NSD1 en cancer.

Por otro lado, también identificamos a SETD2 en el grupo de pacientes
diagnosticadas con CaCu, identificando tres fosfositios no reportados previamente
S360, S367 y S718. El residuo de S2082 y S2080 son los mas reportados (73y 71
reportes respectivamente) en muestras con cancer de mama, colorectal,
hepatocelular, pulmén, gastrico, higado y leucemia, sin embargo, no se ha

investigado la relacion de la fosforilacion en SETD2 y en el cancer.

Las funciones de las metiltrasferasas en el desarrollo y progresion del CaCu ha sido
poco explorada. Un estudio realizado en el 2012, muestra la interaccion de la
oncoproteina E6 de VPH AR y BR con diferentes metiltransferasas regulando
negativamente sus actividades enzimaticas en células HelLa. Las metiltransferasas
fueron CARM1y PRMT1 que catalizan la mono y dimetilacion en argininas, y SET7
gue monometila a la lisina 4 en la histona 3 (H3K4). En conjunto, la interaccion de
SET7 y la oncoproteina E6 promueve la metilacion de p53 en K372 regulando
negativamente la estabilidad de p53 y, por lo tanto, suprime la expresion de genes
regulados por p53 (Hsu et al., 2012). Este hallazgo demuestra la modulacion de los
mecanismos de regulacion epigenética por una oncoproteina viral. Sin embargo,
hasta donde nosotros hemos investigado, no encontramos algun reporte del efecto
de la fosforilacion de NSD1 y SETD2 en cancer y si existe una interaccion con las

oncporteinas del VPH en el desarrollo y progresiéon del CaCu.
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Otra modificaciébn comdn en histonas es la acetilacidn, que se realiza en residuos
de lisina, y que estd involucrada en procesos celulares clave, incluyendo
transcripcion, reparacion del dafio al ADN, metabolismo, proliferacion celular,
mitosis, transduccion de sefiales, plegamiento de proteinas y autofagia (Ramazi &
Zahiri, 2021). Las acetiltransferasas KAT6 acetilan tanto a la histona H3 como a
proteinas no histonas. En este sentido, las acetiltransferasas KAT6 desempefian un
papel clave en la regulacion de la transcripcion, varios procesos de desarrollo, el
mantenimiento de las células madre hematopoyéticas y neurales, la regulacion de
la diferenciacion de las células hematopoyéticas, la progresion del ciclo celular y la
mitosis (Wiesel-Motiuk & Assaraf, 2020). La acetilacién aberrante de histonas puede
conducir a la tumorogénesis y la progresion del cancer, actualmente esta claro que
la desregulacién de la expresion de las proteinas KAT6 apoya la progresion tumoral
(Trisciuoglio, Di Martile, & Del Bufalo, 2018).

KATG6A es crucial en varios tipos de cancer, en los que promueve la proliferacion de
células tumorales y el crecimiento tumoral (Wiesel-Motiuk & Assaraf, 2020).
Ademas, se ha encotrado desregulado con una expresion aberrante en cancer de
mama, glioblastoma, ovario, meduloblastoma, melanoma, cancer de pulmén de
células pequeiias, varios adenocarcinomas y CaCu (Jiang et al., 2020). Por otro
lado, KAT6A regula la proliferacion de células tumorales, la supervivencia celular y

la migracion mediante la fosforilacion de la via PI3K/Akt (Trisciuoglio et al., 2018).

La participacion de KAT6A en el desarrollo y la progresién del CaCu, hasta donde
nosotros hemos investigado, no encontramos algun reporte; sin embargo, se
necesitan mas investigacion para conocer su funcion dentro de esta enfermedad.
Nosotros identificamos a KAT6A fosforilado en dos fosfositios S831 y S855, los
cuales no han sido reportados hasta el momento en el grupo de pacientes de CaCu.
La fosforilacion en el fosfositio S1089 es el mas reportado hasta el momento (38
reportes) de acuerdo a los datos de phosphosite.org, y ha sido reportada en
muestras con cancer de mama, colorectal, hepatocelular, pulmén, géastrico, cérvico-

uterino pero sin investigar el efecto de la fosforilacién dentro del cancer.
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También identificamos a otra enzima que participa en las modificaciones
posttraduccionales de las proteinas, nosotros detectamos en el grupo de pacientes
diagnosticadas CaCu a la proteina ligasa de ubiquitina E3 RAD18. Esta proteina
pertenece a la familia de enzimas que se unen en una cascada de ubiquitinacion de
tres enzimas junto con la enzima activadora de ubiquitna E1 y la enzima
conjugadora de ubiquitina E2. Las ligasas de ubiquitina E3 desempefian un papel
esencial al catalizar el proceso de ubiquitinacion y transferir la proteina de ubiquitina
para unir el sitio de lisina de sustratos dirigidos (Yang, Zhao, Chen, & Wang, 2021).
Las ligasas de ubiquitina E3 podrian estar involucradas en la regulaciéon de varios
procesos biolégicos y respuestas celulares a la sefal de estrés asociada con el
desarrollo del cancer (Z. Lou & S. Wang, 2014). Las ligasas de ubiquitina E3 estan
significativamente involucradas en procesos de la progresion del cancer, como la
proliferacion, la invasion, la apoptosis, el dafio y la reparacién del ADN, el
metabolismo, la inmunidad y muchos otros aspectos (Yang et al., 2021). Un estuudio
realizado en 2020, observé que la ligasa de ubiquitina E3 RAD18 se encuentra
sobre expresada en tejidos de pacientes con cancer gastrico proponiendo a RAD18
como un marcador util de progresion y mal prondéstico, y un potencial blanco para
estrategias terapéuticas contra el cancer gastrico (Baatar et al., 2020). Otro estudio
realizado en el 2021, observd que RAD18 promueve un modo de replicacién del
ADN tolerante al dafio y propenso a errores, denominado sintesis de translesion
gue se activa patolégicamente en el cancer, asi, modula la eleccion de la via de

reparacion del ADN en las células neoplasicas (Lou et al., 2021).

En el CaCu, se ha demostrado que las proteinas del VPH desarrollan diferentes
estrategias para utilizar el sistema de ubiquitina para sus propios fines. Hasta la
fecha se conocen algunas interacciones de los ligasas de ubiquitina E3 vy las
oncoproteinas E6, E7, E5 y E2, por ejemplo, la interaccion de la ligasa culina con la
oncoproteina E7 promueve la degradacion aberrante de pRb, o la interaccion de la
oncproproteina E5 con c-Cbl, irrumpiendo la ubiquitinacién del receptor del factor

de crecimiento epidérmico activado (EGFR) y regulando a la alza la transduccion de
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sefales mediada por EGFR (Zhifeng Lou & Sheng Wang, 2014). Sin embargo, hasta
donde nosotros hemos investigado, no encontramos algun reporte sobre la posible

participacion de RAD18 en el desarrollo y progresion del CaCu.

Por otra parte, nosotros identificamos a RAD18 fosforilado en S348, mientras que
el fosfositio S471 es el mayor reportado en serina (56 reportes/ la fosforilacién en
Tirosina 56 es la mayor reportada con 62 reportes), segun los datos de Phosphosite.
A pesar de ello, hasta donde nosotros hemos investigado, no encontramos reportes

del efecto de la fosfofrilacion de RAD18 en el cancer y en el CaCu.

Las fosofoproteinas seleccionadas en cada analisis tienen potencial para evaluar
su posible participacion en la carcinogéesis del CaCu. Una comprension mas
profunda de los efectos de la fosforilacion en estas fosfoproteinas ayudara, primero
a entender los mecanismos moleculares que ocupa el VPH en el desarrollo y
progresion del CaCu, y encontrar nuevas estrategias de diagnostico, de pronostico

y el crecimiento de blancos terapéuticos.
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CONCLUSIONES

1. Se encontré una correlacion entre el aumento de la fosforilacion de proteinas
en residuos de serina y la progresion del CaCu

2. Entre las proteinas fosforiladas en residuos de serina, se detectaron
principalmente proteinas de andamiaje.

3. Se detectaron 16 proteinas fosforiladas en residuos de serina en LIEBG vy
CaCu, pero sin esta MPT en muestras sanas. Las fosfoproteinas candidatas,
identificadas exclusivamente en LIEBG y CaCu o sélo en CacCu,
posiblemente participan en la generacion de lesiones precancerigenas y en

la progresion a CaCu.

PERSPECTIVAS

Como perspectivas de este trabajo consideramos identificar experimentalmente las
interacciones de HSP27 y Clusterina fosforiladas en las diferentes lineas celulares
derivadas de CaCu y en las muestras precancerigenas (LIEBG y LIEAG) y CaCu,

asi como determinar que funciones pueden tener en la progresion del CaCu.
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Protein phosphorfdation is a posttranslational modifimbion that is essential for normal cellular processes; hovwever, abnormal
phospharylation is one of the prime canses for alteration of many stroctural, fundctional, and regalatory proteins in diseass
cooditions. In cancer, changes in the states of protein phosphondation in tyrosine residues have been maore studied than
phospharydation in threondne ar serine residues, which also underge alterations with greater predominance. In general, serine
phospharydation leads 1o the formation of multimaolecular signaling convplexes that regulate diverse bicdogical processes, but in
pathalogical conditions sach & tumaorigenesis, anomalous phospborylation may result in the deregulation of some signaling
pathways. Cerrical cancer (CC), the main nesplasm associated with human papillomaviros {HPFY) infection, is the fourth most
frequent cancer worldwide Persistent infecton of the cervix with high-risk human papillomaviroses produces precancerous
lesions starting with lovw-grade squaneous intraepithelial lesions (=1L}, progressing to high-grade squampus intraepithelial
lesioms (HEIL) until CC is generated. Here, we compared the proteomic profile of phosphorydated proteins im0 serine residues
from healthy, LSIL, HSIL, and OO samples. Our data show am imcrease in the oumber of phosphorylated probeins in serine
residues as the grade of imjury rises. These results provide a suppoet for fisture shadies foonsed on phosphonydated probeins and
their possible correlation with the progression of cervical lesions.
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1. Imiroduction

Profein phaspharylation is a posttranslational modification
(FIM} carried ot on tyrosine, threonine, amd serine
residwes [1, 2], which re prodein functions and sig-
nalimg pathways that orchestrate a variety of cellular pro-
cesees, such as odl growth, differentiation, and apoptoss
[3-6]. This PTM is essential for normal cellular processes,
while abnormal phosphorylation is one of the prime
causes for alteration of many structural, functional, and
regulatory profeins in disease conditions [3, 7, 8]. In can-
cer, changes in the states of protein phosphorylation in
tyrosne residues have been more studied than phosphoryla-
tion in the other two residues, although they also undergo
changes with greater pradominance [2]. Particularly, the pro-
tein phasphorylation in serine residees leads to the formation
of multimelecular signaling complexes that regulate diverse
biological processes, for example, DNA processing and repair,
apopiosis, ool division, proliferation, and differentiation; ney-
ertheless, in pal]l-ulugica] conditions such as I:Ln'nuriﬁ,une:.is,
abnurmal serine phoasphorylation may resclt in the deregulbs-
tinn of signaling pathways responsible of proliferation and
apoptoss inhibition [#-11].

The identification of serine phosphordated proteins that
participate in deregulate cellular functions in cancer would
be of great help o ¢ their functions within the cells [2].
The wse of western blot assays with antibodses against serine
phospharylation may allaw the detection of phosphorylated
proteing [12, 13], which can be identified by mass spedirom-
etry {M5} Afterwards, antibodies against these phosphocy-
lated proteins could be wed 1o evaluate the changes in
conceniration and in phosphorylation states of them during
cancer development [14-16]. Thoes, the detection of these
Iﬂ'li!nﬂl:! woubd be wmeful for 1]1E'|.—a:|:|n:l.|l:i|:r -|lia|_.5r|.|:|:dic, and/or
progoostic applications [17, 18]

Cervical cancer {CC), the main neoplasm associated with
human papillomavirus (HPV} infection [19], is the ourth
mast frequent cancer worldwids in 2018, it alfected
570,000 women amd caused more than 311,000 deaths [20].
In Mexica, GO i the third mest common cancer in women
with 7689 new cases reported in 2008 [21]. Persistent infec-
tion of the cerviz with high-risk human papillomaviruses
[HPY-HEK] pnﬂu-nls precanceroms beicing :I.artinE with
low-grade muarnlm: intraepithelial lesions (LSIL), progres-
sing to high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL)
until £ is Eﬂunl.-n:l [22, 23]). A previous study [24] showed
the relevance nfpruh:i.n phusphorylation in tyrosine residwes
within the ca nesis progression of OO and suggested 1o
perform new dudies on the implication of phosphoproteins
in threonine and serine residues on this cancer.

Here, we compared the proteomic profile of protein
phasphorylation in serine residees from healthy (contdrol),
LSIL, HSIL, and OO nrnplz: obtaimed |.1.1inﬁ cervical cyto-
brushes. Our data show an increase in the number of phos-
phorylated proteins in serine residses as the grade of injury
rises. We focesed in H5P27, Closterin, KETH, and KRT19
proteing, and we proposed that their phosphorylation in
werine residues could be related in the eskion 1o O
Hesults provide a support for future studses centered on these
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proteing and their posible correlation with the
of cervical besions in patients infected with HPY-HE

ression

2. Material and Methods

21 Hamples. Cervical cytobrushes and biopsies from women
diagnased pathologically with low-grade sguamous intrae-
pithelial ]-Elfmu I:L.".'i[I.]!jEiEh-_B,ml: :qua.n'u:i: intraepithelial
lesions (HSIL), cervical cancer (CC), and healthy patients
[Contral) swere provided from Hospital Juidres de México
[(Mexice City, Méxica) and Clinica Integral de la Mujer
[Mexice City, México)l. The present stdy followed the
Dedaration of Helsinki for the medical protocol and ethics,
amd the institutiona]l commiltee of research and ethics
approved the study (registration ne. M 2231713-B). Expert
colposcopists performed all examinationg according o the
Lermin of the International Federation of Gynecology
and Olbstetrics (FICGDY) [25]. Samples of a total of 50 patienis
with an age range between 23 and 56 years (13 healthy
patients, 23 LIl patients, 4 H5IL patienis, and 10 CC
pabients) were evaluated.

2.2 Immunchistochemisiry, Biopsy specimens from the cer-
vix with LSIL, HSIL, O, and healthy women were callected
in a formalin-fxed buffer and stored at 4°C until further
processing, Then, samples were embedded in paraffin, and
tsmwe sechons (5 am)] were deparafinized and rehydrated
by passage through xylene and graded ethanol solutions.
Slides were treated with 3% h peraxilase containing
003 sodium aride in TBS (Tris bulfer solution) during 5 min
followed by microwave antigen retrieval at 100°C for 10min
in DAKCY target retrieval solution in a HIS0) Micowave
processar. Mext, serial sections were incubated in 0.05%
albumin in TBS for 30min al roeom termnperature to blodk
nenspecic protein binding. Afterwards, moenaclonal ants-
phasphoserine antibody (Sigma Aldrich, USA), or anti-P1&
antibody (Santa Cruz Biotec . USA), were applied io
sections at 1:50 dilution e 60min 2t 4°C Mouse Igis
Ready-Ta-Use was used as a negative control. DRAKO EnVi-
sinn+System-HEP labelled polymer anti-mouse was wsed as
the detection system and colorized by DAB (DAKD Corpo-
ration, USA)L Samples were counterstained with Mayer's
modified hematoxylin (Poly Scientific, USA) before mount-
ing amd viewed vmder an optical microscope {Olympus
BX51) lmages were recordsd with a DP70 digital camera
[(Qlympus Optical Co. Lid, Japan).

2.3 Profein Exitracts. Tissue samples gotten from cytobrushes
were placed in isodonic saline slution, in the presence of pro-
tease and phosphatase inhibitors {Sigma Aldrich, USAJL
Then, I'J'n-:p were sonicated at 100W aof tension, and proteing
were precipifated with 10% trichloreacetic acid (TCA) at
rativ 1:1 for 15min on ice. Samples were centrifuged at
14,000 g for Smin at 4'C and washed with 55% ethanol,
followed by 75% ethanol; pellets were resuspended in extrac-
ton buffer (B M urea, 2% CHAPS, 50 mbd DT, and 100 mbd
MalCl); and profein concentration was guantilied by the
Lewry method with bovine serum albumin (Sigma Aldrich,
LISA) as a reference standarnd [26].
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24. Western Blof. Proteing were separated by 12% 5D5-
PAGE and transferred omto 0.22um nitrocellulose mem-
brane {Bio-Rad, USA) for 30min at 04 Amp in a semidry
transfer cell (Bin-Rad, USA)L Afterwards, membranes were
blscked with 3% of bovine serum albumin EHB,D'H Aldrich,
USA) in TBS pH74 at room temperature for 2h, Then,
membranes were incubated overnight at 4°C with the mono-
clonal antiphosphoserine antibody (1 : 1000, Sigma Aldrich,
USA Y and, after m:]tint; four tmes with TBS {10 min each),
for anather b with 2 goat anti-Igl moeuse conjugated 1o
HEP (1 : 1000; Thermo Scientilic, USA) al room temperature,
Membrames were washed four times with TES 1x {10 min
each) amd revealed with ECL Plus (GE Healthcare, USA),
Images were acquired using a UVFP transilluminator system
(MyECL Imager, Therma Scientific, UBA). As a loading con-
trol, sume membranes were incubated with a mowse mono-
clonal antibody against GAPDH (1:3000, Abcam, UsA)
Then, for semiguantitative analyss, the GAPDH and some
phosphoproteing bands that showed an apparent increase
during tumarigenesis progression were evaluated by densi-
tometry using the Image| software (NIH, UsA) All experi-
menis were performed by duplicate. The relative expression
in healthy tissues of these phosphoproteins was arbitrary
taken as the unit. The differences af relative expresion in
cervical lessons were determined by Student's #-test, consid-
ering p values < 0.05 as stabistically significant.

2.5 Two-Dimensional Electrophoreds (2DE]. For 1DE, I g
of protein extract each was clmned using the 2D-
Clean Up Eit (GE Healthcare, USA) I'ul.lnﬂinﬁ_ the manufac-
turer's instructions. Protein pellets were resuspended with
125 ul. of Heady-Prep Rehydration buffer {Bio-Rad, USA)
-I:ll.ll:rl1.:|.ir.|iI1.E BM urea, 2% CHAPS, S0mM DTT, 0.2% [(wiv)
Bio-Lyte 3-10 amphalytes, and bromophennol bloe traces
and supplemented with a prodease and phosphatase inhibitor
[Sdﬁ,ma Aldrich, USA). Then, samples were laded ante 7em
IPG sirips (Bio-Bad, USA} pH3-10 (linear _E,mliﬂ'rl:l and
maintained for 16k at 25°C for rehypdration. After, iseeleciric
Eucu:inﬁ_ witk performed at 500% (hald) foc 1h, 1000% (lin-
eal} for 0.5 b, 4000 V (gradient) for 1 hand 4,000 V (gradient)
bin ﬂ:lmp]tl.-: 18,000 ¥/'h, and 500V {Hold), IJ.'Ii:I'IE_ the PRO-
TEAN® 112™ [EF system [Bio-Rad, USA). Afterwands, strips
were ireated for 15 min al room temperature in equilibration
buffer comtaining 75mM Tris-HClL pHAE, 6M wrea, 30%
El'yn:ru] (wivl, 2% 504 (wiv), 0002% bromaphens] blue,
and &4 mM DT, Then, strips were incubated for 15 min in
the same selution containing 135 mM iodeacetarmide. After
reduction/alkylation procedure, IPG strips were loaded onto
the 12% S5D8-PAGE and electrophoresed at 100V for 1.5h.
Ceels were submitted 1o western blot as descrbed ahove,
Images were recorded using the Imager Scanner instrument
(Amersham Biosciences, USA). Experiments were run by
duplicate to abtain the technical and biclogical replicates.

26 Identification  Phosphorvlated  Protein by Mass
Spectromstry Analysiz. Protein extract (30 2g) for each
condition (in |:|in||.13;in1 triplicates) was subjected to 12%
SD5-PAGE alkewed to advance for about | cm within the gel
the resulting gel fragments were digested with trypsin accord-

b Shevchenka et al. [27]. Afterwards, 1 L of 1 pmalpl "
1.:ﬁa]-|:u|:|u] dd‘igﬂ]ﬂ:ﬂﬂm 1 [ADHL} of Sacoharamyces cerevi-
siae {Uniprod accession: POD33D) | Waters, USA) was added 1o
all peptide smmples 10 obtain a final concemraton of
25 fmolpl”! {internal standard}. Then, dul of
peptides [100fmed of internal standard) for each I:\:ilJluEiﬂ]
sarple was injectad (in technical triplicates] inte Symmetry
C18 Trap Wikl prmﬂ'u.mn (Waters, UsA)180 uwm = 20 mm,
100 A pore size, 5 um particle size, desalied using as a mobile
phase A, 0.1% formic acid (FA} in H,0 and rr.ﬁ:uk phase B,
and OL1% FA in acetonitrile (ACK) under the followed iso-
cratic gradient: 99.5% mobile ph.m A and 0.1% of mobile
phase B a1 a Mow of 5 plomin™ during 3 ouin. Then, peptides
were loaded and separated on a HSS T3 C1B column (Walers,
USAL 75 s % 150 mm, 100 A pore sioe, 1B um particle size;
wsing an UPLC ACQUITY M- Class (Waters, USA) with the
sarne mabile phases under the followed : Omin 7%
B, 12149 min 40% B, 123.15 to 126,46 min 85% B, and 129
o 130 min 7% B, at a flow of 400 nLmin' and 45°C. The
specira data were acquired in 2 mass spectrometer with elec-
trospray sontmtion (ESI and bon mobility separation (1M5)
Symapt GI-5 (Waters, USA) operated in data-independent
amul.-atlm (21A) using High-Definition-Multiplexed ME/MS
[HDML 1 meocle (Waters, USA) The lmwpu.ge:l'm the jomiza-
tion source was set with the following parameters: 275KV in
the sampler capilar, 30V in the sampling cone, 30V in the
source affeet, 70°C for the source temperature, 05 Bar for
the nanoflow gas, and 130 L for the parge gas ow. Two
chromatagrams were uired {low- and high-energy chro-
matograma) in pn:.i.li.wi::il.uﬂe ina ramge nfnliuhl'l 5[!-;?:]1} with
a scan time of 300ms. No collison energy was applied to
obtain the low = , while for the high-
energy :hmrrﬂfﬂmﬁmm lb:nj:nmﬁmmms werE I'l.-.|.|:;|1'.|Err|.|:ﬂ.ﬁ
in the transfer using a callision ramp of 19-35V.
Symapt (:2-50 was E:?h(iﬂld with [l i h]:rmwp:ptnl: frag-
ments, through the precursor ion |M.+.2HI = TH5.B425]

fragmentation of 32eV with a result bes than 1.5 ppm across
all M5MS mensurements.

27 Comparative Analysis of Phosphorydialed Proleins in
Serine Residues. Generated sraw files containing M35 and
MEMS spectra were deconveluted, compared, identified
[28], and quantified wing Progenesis 1 for Profteomics
wi.l software [29] (Waters, USA) against a reversed Homo
sapiens  (downloaded from  Uniprot, 730599 probsn
sequences, last modibcation 27th June 318 plus ADH
(accession POO3IZ0) = fasta database [30). The parameters
wsed for the proten identification were trypsin as an enzyme
and ane missed dleavage allowed; carbamidomethyl (C) as a
fixed modification mﬁnu]aum (b}, amidation {M-term),
deamidation (M, ), oxidation (M), and phosphord (5, T,
Y} as variable modifications; default peptide and fragment
toberance {maximum normal distribstion of 10ppm and
20 ppm, respectivelyl and fabe discovery rate 4% The
average MS signal responses of the three most intense pep-
tides protein (Hi3) were used for the absolute guantitation
according with the method described by Silva et al [31].
Besults generated from the Progenesis software were
expirted bo s.cev files in order to the next analysis.
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Facune 1: Immunchistochemical analysis of antiphasphaserine in cervical cancer and precamcerous lesion tissues (250} Positive staining of
endothelial cells in healthy biopsy specimeen, LE1L. biopsy spedmen, HSIL biopsy specimen, and OC biopsy specimen. Antiphosphoserine

immunasiaining. P16 immunostaining.

Identified peptides by mass spectrometry were analysed
for the recognized PTHL Mext, we selected all serine
phesphorylated peptides from each group and proteins
corresponding to these phosphorylated peptides were recog-
nized. Besdes, we use the Uniprot and Phopsphosite Plus
saftware (hetp:!iphosphosite org) to confirm whether phos-
phorylation sites match against sites detected by M5 and pos-
teriacly, we search the cellular function of sch protein.
Subsequently, we compared the serine phosphorylated
proteing of all the groups 1o detect phosphoproteing tha
coincided or not among the growps, mainly these phospho-
proteins identified in LSIL, HSIL, and CC but that are nat

phuspharylated in the control group.

3. Hesults

3.1 Serine Phosphoproteins in Biopsies from Patients with
Cervical Intragpithaial Lesions. To corroborate the different

Elmluu:l'c:n'i:alhﬁm:. we performed the I:lj!bul.uﬁll:- al ewal-
uation by hematoxylin and ar:tin {H&E]} stain. The control
graup showed the normal epithelial stratification (Figure 1),
whereas in LAIL samiples, we abserve atypical morphalogical
changes in the cell and an epithelial thickening, and they
also presented cytopathic alterations in lower layers; how-
ever, mature and differentiated cells can be observed
(Figure 1 HSJ].:pa:i.rrm::hi.l:i‘lnﬂn]a:Eﬂ' nurmber of
abnormal mitotic figures and a greater loss of cell stratifi-
cabion; in addition, few cell differentiation and marked
nuclear abnormalities were observed (Figure 1} ‘Tizsue
with CC showed loas of cell pelarity and stratification,
nudei with increased size, and koilocytes that diffuse 1o
the muscle tissee (Fgure 1)

When we performed immunchistechemistry using an
antiphosphosering antibody, we observed positive cdls in
all groups, but with considerable differences; in healthy tis-
sues, a basal expression was detected, and the staining was
mainly in the basl layer (Figure 1}, Interestingly, the number
of positive cells increased in correlation with the grade of cer-

vical besion, where in OO tissues, the immunoreaction was

mare evident when sz of cell siraification occurred
(Figure 1. In addition, we analysed immunostaining with
aniti-P16, which is a biomarker for the detection of CC with
HPY infection [3Z]. Resulls confirmed the presence of HFY
in the analysed samples {except in healthy samples), as well
as an increase in the number of positive cells that correlated
with the different dan:: of cervical lesinns fﬁﬂ;u.r:' 1. More-
wver, we confirmed the presence af HPY in those samples by
PCR using MY primers [33] (data not shown), Thus,
probably the phosphorylation of serine residues is prabably
promated by infection with HPY [34].

3.2 Idertification of Fhasphorplated Profeins from Patients
with [Nfferent Injury Grade. To determine the profile of sr-
ine phaspharylated proteing in the different cervical lesons,
protein extracts of smples oblzined with cytobrushes were
evaluated by western blot using the antiphosphoserine ant-
bady. Eight bands with molecular weights from -21 10
~72 kDa were detected in the healthy group, whereas in LSIL,
HEIL, anad CC, we abserved ten bands, but the recognition of
most of these serine phosphoprobeing was stronger in CC
[Figu.r\e I{a]].ﬁmpaﬁnﬂﬁzhﬂh detected in the dilferent
samples, three of them were fund in all groups; sther three
banads were shared in LSIL, HSIL, and 0 EIH.H.IP!,'H.II: ahbsent
in the healthy timeues three common bamds were detected in
HYIL and O and one band was shared between LAIL and
CC growp (Figure 2(bi). On the other hand, two bands in
the healthy tissue and one in each precanceraus lesion were
exclusives of these samples [Fi.Euu 2(b]). This comparative
analysis amung groups contribute to the knowledge of the
digtribution of the serine phasphoproteing in sach sample;
hiwever, the bands shared between HSIL and OO may be
of great mterest, since they could have an important rele in
the p iom of cervical cancer.

As mentioned before, there are same bands shared by all
samiples (~72, ~55, and —45 kDa); hawever, they apparently
increased their serine phosphorylation in agreement with
the injury grade. To confirm this assemption, we analysed
their relative expression by densitometry, using GAPDH as
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Feounn & Expression of phasphaserine in different groups by westzrn blotting. (a) Sample hsates were subjected to SDS-PAGE fallowed by
western analysis with antipbasphaserine in the control (healthy), LSIL, HSIL, and CC samples. (b Total number of bands detected that are
present in all groups () Densitometric analysis of =72, =55, and -45kDa bands in all groups, the relative expression in cervical lesions were
determined by Student’s t-test, considering povalues <0005 as statisbically significant.

a loading normalizer and taken the data from the healthy tis-
wes as the arbitrary wnit. Statistics confirmed that these
bands significantly augmented in H3IL and CC compared
with healthy samples {Figure 2{c}).

Then, o evaluate with more detail the profile of srine
phospharylation, we performed 2 comparabive analyss by
2D electrophuoresis and western blot, Results showed 2 signif-
icant increase in the number of detected spots in HSIL and
CC compared with the contral group and LSIL (Fagure 3).
The antiphusphoserine antibody detected 22 spats in the
comiral growp, 23 in LSIL, 43 in HEIL and 94 OO group
[I‘igu:\e 31 In addition, seme spats showed 2 very strong rec-
egnition in HSIL and CC (Figure 3).

Thus, results obfained by immunchistochemistry and
immunoblotting in 10 and 20 showed an increase in protein
phosphorylation in serine residues in precancerous lesions
and a greater phosphorylation when these besions progress
1o T,

3.3 Udentification of Phosphorvlated Proteins by Moass
Spectrometry. The above resulis showed similar number
of serine phosphoproteing between control and LSIL and
a conziderable increase in 00, Thus, we decided to iden-
tify the serine phosphorylabed E:pti.d:: in the control
and CC tisswes by LC-ESI-HDMS® analysas, In the healthy

group, 1767 peptides corresponding to 214 proteing were
identified, and from a thorough and mameal analysis of
the peptides, we detected B4 phosphorybted peptides, of
which 42 were phosphorylated in serine residues representing
to 30 phosphoproteins. In CC, we detected 14,804 peptides
[ram 989 proteing we also found 987 phosphopeptides, of
which 507 were phospharyated in serine residues and related
o 289 phasphaproteins. In summary, LO-ESI-HDMS® dat
showed an increase in the expressed proteins in O and con-
firmed a ssgnilicant augment in the number of serine phosphor-
ylabed proteins in this cancer {Table 1},

Mext, we imul:itpleﬂ the cellular rodes of the serine phos-
phorylated protens of each group. The serine phosphopro-
teins detected in the control grosp paticipate in 13
different cellular functions, where the main ones were of
structural (30%) and regulatery (20%]) (Figure 4{a)). In the
CC group, the srine phosphoproteins take part in 22 differ-
ent cellular functions, mainly in r:gul:‘l.nrp {18%}, adhesion
(13%), of @rodoml (12%), and of transport {10%)
[FiE'u.u 4(cl), and finally, the serine phosphoproteins of bath
groups were commpared, and we found 45 proteins (Supple-
mentary Table I}, |I1.|:|.I.I|:|.I.Tla H5PEL (also known H3P2T),
Clugterin, and citokerating & and 19 (KRTS, KRT19), that
only contain serine phosphorylated residees in the OO
samiples [see Supplementary Table 1).
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Expression of phasphasenine by combination 2DE gels and western blotting. Immunodetection of phosphoserine spots in the

Tamz !: Total number of serine phosphorylated proteins identified by LC-ESI- HDMSE analysis.

Group Total peptides Total proteins Total phosphopeptides Serine phosphopeptides Serine phasphoproteins
Contral 2767 214 84 q2 30

oC 14,804 987 933 507 289

4. Discussion

Here, we show 2 possible correlation between the increase in
lation of protein in serine residues and the injury

degree of cervical lesions in samples obtained with cyto-
brushes. Unlike the obtention of biopsies, which is an inva-
sve and long-time-consuming procedure, the use of
z:obmshuamnhvniveuxhniquthaanbempldm
Pap Test. In these samples, we observed that the number
of serine-phosphorylated proteins increased depending to
the lesion grade. We also noticed an augment in the phos-
phorylation of the shared bands detected by the antbody
against phosphoserine (72, 55, and 45 kDa) whose densitom-
etry was highest in tissues that evolve to cancer. Moreover,
immunoblotting in 2D electrophoresis corroborated the aug-
ment of serine-phosphorylated spots, mainly in HSIL and
CC. With these data, we decided to identify by mass spec-

trometry the serine-phosphorylated proteins in the control

and CC groups. We obtained 30 and 289 serine phosphary-
lated proteins in the healthy and CC group, respectively.
Interestingly, in the comparison of serine phosphorylated
proteins between control and OC group, we found 45 pro-
teins expressed in both groups, but only serine ary-
laedinﬂnmleﬁm.ofwhichmh‘g}i@l HSPBI
(also known HSP27), Clusterin, KRTS, and KRT19.
Heat-shock protein 27 (HSP27 or HSPB1) plays an
important role in several types of cancer, because it acts as
an antioxidant and as an apoptosis inhibitos, protecting cells
from cell death [35]. Overexpression of HSP27 has been asso-
ciated with poor prognosis in gastric, liver, prostate, breast,
osteosarcoma, and cervical cancer [35, 36]. Various stimuli
lead to the phosphorylation of HSP27 at serine residues at
position 15, 78, and B2, and phosphorylated HSP27 {p-
HSP27) is often associated with changes on its oligomeriza-
tion and biological functions [37]. Accumulated evidence
suggested that HSP27 plays an important role in
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Frzunz 4! Functional annetation of serine phospharylsted proteins identified in diferent groups. {a) Cellular roles of serine phesphoproteing
in the comtrod group. (B) Cellular rales of serine phosphoproteins in the OO groap.

raditherapy- and chemotherapy-induced apoptosiz [38).
Santiago-Or'Farrill et al. [39] evaluated p-HEP2T and its cor-
refation with autophagy-induced chematherapy on osteosar-
coma cells lines; al:l:ll:l‘di.l'lE with their resalts, authors
suggestedd that p-HAP27 could be a benebcal predictive
biomarker for combination thempiss for ostensrcoma
patients. Other dudies on pancreatic cancer mention that a
higher expression of p-HSP2T correlates with a belter sur-
vival to treatment with chemotherapy; therefare, it has been
propased o evaluate the expression of p-H5P27 to predict
the prognesis of this cancer [40-42]. However, other authors
reported that the high expresison of p-HSP2Z7 helps in the
resistance to the trentment with gemcitabine; thus, they pro-
puse 1o use p-HEP2T as a biomarker to predict the response
of patients with pancreatic cancer to treatment with this dro

[43]. $tudies in cervical cancer have only evaluated changes
in the expression of nonphaspharylated HEP27; nevertheless,
in Hela cells, it has been reported that phosphorylated
HEPZT is invalved in the apaptosis induced by THE-a meds-
ating its interaction with TAK] and regulating the posttrans-
latiomal modifications of TAK [44). In another study [45], it
wis observed that suppression of p-HSP2ZT potentiated the
TRAIL-induced apoptosis and attenuated TRAIL-triggered

activation of Akt and ERE survival pathways by suppressing
the phosphorylation of Ssc In addition, 2 physical binding
between B-arrestind and Sre was deteded; thus, authors spec-
wlated that B-arrestin? could recruit the faemation of com-
plex of p-HSPIZ/B-arrestin?rc in response o TRAIL,
r!:rulti.nl.; in the activation of survival siEJ'n]i.n;ﬁ. Theredore,
our resulis accumulste evidence about a probable participa-
ton af p-HEP27 in the progression of OO

On the other hand, the functions of Clusterin in cells are
partially known, and an involvement of this protein in apo-
plosis through complexing with Ku70 awtoantigen (nCLU,
proapoptotic) [46] or interfering with Bax activation {sCLU,
antiapoptotic) has been suggested [47]. In cancer, the overex-
pression of sCLU mediates in part the activation of the
PI3K Akt pathway and increased the per s phosphorylation
of Akt, with the consequent Akt-induced phosphorylation of
Bad, thus, inhibiting THFa-indeced apoptosis [48]; other-
wise, in proslate cancer, proapopiotic nCLL decreased, while
antiapoptotic sCLU increased [49, 50]. In addition, an aug-
ment in the Clusterin expresson has been demonstrated in
breast [31), ovardan [52), colorectal [53), and pancreatic
[54) cancer and that (Husterin plays an imporiant rele in
the cell survival in respomse to chemotherapy in these cancer
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types [55-57]. In Hela cells, a study from Kim et al. [58)
showed that the upregulation of LXE O-GleNAglation
enhances the sCLU expression through an incresed expres-
don of SREEP-1, which induces drug resistance in cervical
cancer cells, On the other hand, Lee et al. [59] examined
the proapoptotic effed aof PACAP in cervical cancer cells
and propose that FPACAP interferes with CLU-mediated can-
cer cell survival., Monethsless, 5o far, studies have not been
dine an Clusterin phosphorylation and the male it plays on
i, 5o futwre studies on Clusterin phosphorylation would
be of great impartance to determine the roles of this phes-
phopratein in cervical tumuorigenesis.

Phospherylstion is considered a major regulates of
kerating this posttranslational modification modulates their
rearganization under stress and intrinsic properties, such as
salubility, other FTM, and structural conformations [60).
Keratin B {KRTE) has been studied as biomarker in cancer
[61]; this cytokeratin & phosphorylated in serine 23, 73,
and 431 [62]. Phosphorylated KRTE in serine 431 plays an
imipertant role in buman pancreatic and gastric cancer cells,
because it incduces keratin reorganization and consequently
enhanced migration of wmar cells [63]. Arentz et al. [E4]
ohserved in colon cancer that phospharylated ERTE pro-
mates tumor cell survival and esgion. On the other
hand, Tiwari et al. |65] analysed the importance of the phos-
phirylation of KETE in serine residues 73 and 431 in skin
equarnaus cell carcinomas (skin-50C). The analyss showed
that 2 significant proportion of total phospheproteome &
amociated with the migratory, proliferative, and invasive
potential of these cells. However, the participation of phos-
phorylated KRTS in progression in CC is unknown, s it &
necessary o perform future research te determine is role.

Keratin 19 {KRT19) pairs with KRT7 in simple epithelia
and with KRT&'E in stratified sguamouws epithelial cells
[B5]. A previcus study showed high expression levels of
ERT7 and KKT19 in Cervical Intraepitelial Neoplazm grade
3 [CIN3) and squamous cell carcinama (SCC), suppariing
the idea that KRT19 may promote E7 oncoprotein produc-
tion, contrsbuting carcinogenic events [67). The phosphary-
lation of KRTIS has not been fully studied, and the
phosphorvlation of KRTI9 in serine residues 35 plays a role
in keratin flament assembly [68]; besides, the phosphorda-
tion of KKT19 in the tyrosine residue 391 has been reported
[69]. Although the impartance of the possible phospharyla-
tion of KRT19 in serine residues has not been seught, the
phosphoryation in serine ressdue 14 has found hyperpho-
sphorylated in boeast, colon, ovarian cancer, lung asdenoarc-
noma, and wlerine corpus endometrial cirdanema [UCEC)
[70). Drur results identified the phosphordation of KTRI9 in
serine residues; despite this, more extensive research is needed
tir determine the probable rale that phosphorylated KRTI9
plays in the progressson of cervical cancer. In addition, the ser-
ine phosphorylated KETE and KRT19 could interact between
themm and we participate on the deregulation of several cdlular
Functions leading o cellular growth,

In addition b serine phosphorylation of KRTE, KRT19,
Clustesing, and HSP27, it has been suggested that phosphacy-
latiom in serine af pther proteins identilbed in this work, such
as Apalipoprotein B100, Serpin B3, Cofilin 1, and Lactotrans-
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ferrin, is invelved in different biological processes such as sig-
naling, odl migration, and apoptesis. Phosphondation of
Serpin B3 was reported in cervical mucus using Pro-() Dia-
mand, a phosphor-specific stain [71], but it Ea: not been
determined if the phosphorylation of this protease inhibitor
plays a rale in cervical cancer, although due to its decreased
expression, serpin B3 is considered a biomarker in cervical
cancer [72]. Phosphorylation in serine residues of Colilin 1
participates in its function regulation; phesphorylation of
sering 3 inaclivates this protein, and phosphoserine 24 may
event the recognition of ds nudesr localbation si

F;J]. This protein is wpregulated in the presence nI.-E:::
enterovirus 71 in rhabdomyosarcoma [74], and the hyper-
phasphorylation of serine 7 was detected in variows types of
cancer [70), suggesting that Codilin 1 has a mole in cancer
development. Interestingly, we found the phosphorylation
of serine 7 in Cofilin 1 of CC

n the other hamd, we detected serine phosphorylation in
several actin-mssociated proteins, such as Adenyld cyclase-
associated provein 1, Alpha-actinin-4, Alpha-enolase, Annexin
A3, Beta-emolase, Carbonic anhydrmse 1, Centrosome-
associated protein 350, Ceruloplasmin, Dynein heavy chain
10,9, 3 azxonemal, Fihri:lwgm beta chain, Geelsolin, Plastin-
2, Plectin, Prodow-density lipoprotein receptor-related protein
1, Profein unc-13 |'|-|.r|n:.||-u1_.; B, Pratocadherin Fat 1, Babll
Fmily-interacting proten 1, and mitechendrial superaxide
dismase (Mn], that probably contribute to the dynamics of
ﬂuig,itukﬂuhm for cell migration, cell praliferation, and cdl
eycle.

5. Conclusions

Onverall, in this study, we showed a correlation between the
increment of phasphordated proteins in serine residues
and progression of CC. We discussed the possible participa-
tion of several serine phosphoproteins in cervical tumorigen-
esis, These results provide a support for future studies
focused on these phosphoproteing and their possible correla-
tion with the progression of cervical lesions in patients
infected with HPV-HE.
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