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Resumen

Se ha reportado que la oncoproteina E7 del papilomavirus humano tipo 16 (HPV16-E7) puede
inducir una sintesis excesiva de centrosomas a través del incremento de la expresion de
PLK4, el cual es un blanco transcripcional de E2F1. Por el otro lado, se ha reportado que el
incremento en la estabilidad de la proteina MPS1 también puede generar una sintesis
excesiva de centrosomas. En este trabajo, analizamos la posible participacion de MPS1 en la
amplificacién de centrosomas mediado por HPV16-E7. Empleando técnicas como RT-qPCR,
Western Blot e Inmunofluorescencia encontramos que E7 induce un incremento en el
transcrito y los niveles de proteina de MPS1 en la linea celular U20S. Ademas, observamos
que la inhibicion de la expresién de MPSL1 en la linea celular U20S que expresa a E7, induce
una reduccion significativa del nimero de centrosomas. Estos resultados indican que la
presencia de la proteina MPS1 es necesaria para que E7 pueda inducir un incremento en el

numero de centrosomas.



Abstract

It has been reported that the oncoprotein E7 from human papilloma virus type 16 (HPV16-E7)
can induce the excessive synthesis of centrosomes through the increase in the expression of
PLK4, which is a transcriptional target of E2F1. On the other hand, it has been reported that
increasing MPS1 protein stability can also generate excessive synthesis of centrosomes. In
this work, we analyzed the possible role of MPSL1 in the amplification of centrosomes mediated
by HPV16-E7. Employing RT-gPCR, Western Blot and Immunofluorescence techniques we
found that E7 induces an increase in the MSP1 transcript and protein levels in the U20S cell
line. In addition, we observed that by inhibiting the expression of MPS1 in E7 protein
expressing cells, it leads to a significant reduction in the number of centrosomes. These results
indicate that the presence of the MPS1 protein is necessary for E7 protein to generate an

increase in the number of centrosomes.



Introduccion

Virus del papiloma humano (HPV) y su asociacién con cancer cervical
Los papilomavirus humanos son virus pequefios de DNA circular de doble cadena que pueden

generar desde infecciones imperceptibles, lesiones benignas hiper-proliferativas en el epitelio
cutaneo y mucoso llamadas verrugas o papilomas, hasta carcinomas malignos (1, 2). Cerca
de 200 tipos de HPV han sido identificados en humanos, de los cuales aproximadamente 40

infectan la mucosa genital. Estos virus pueden ser clasificados en HPVs de alto o bajo riesgo.

Los HPVs tipo 6 y 11 son los mas frecuentes dentro del grupo de bajo riesgo y generan cerca
del 90% de las verrugas y papilomas respiratorios recurrentes (3-5). El grupo de alto riesgo
estd fuertemente asociado al cancer cervico-uterino y ano genital (Steenbergen RD et al.,
2005; Nair S; Pillai MR., 2005) asi como a algunos tipos de carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello (Ferris et al., 2005; Fakhary and Gillison 2006; Chen Ret al., 2005; Psyrri

A and DiMaio D., 2008).

Son 15 los diferentes tipos de papilomavirus reconocidos como de alto riesgo, de los cuales
los tipos 16 y 18 son detectados en aproximadamente 70% de todos los canceres cervicales
a nivel mundial (3, 4). Estos tipos de virus tienen como principal blanco la zona de
transformacion, la cual es parte del tracto genital inferior femenino y es definida como una
entidad dinamica formada durante la pubertad, compuesta por un epitelio escamoso-columnar

en continuidad y/o un epitelio escamoso con glandulas subyacentes (6, 7).

El cancer cervico-uterino permanece como la segunda causa de muerte mas comudn en
mujeres, diagnosticAndose cada afio aproximadamente 500,000 casos nuevos en todo el
mundo con una mortalidad de aproximadamente una tercera parte de esta cifra. Para afrontar
esta problematica, recientemente se han desarrollado vacunas que bloquean la infeccién
inicial de los tipos HPV16 y HPV18. Sin embargo, estas vacunas no previenen tanto la
infeccion de los otros tipos de papilomavirus que ocasionan el 30% restante de los tipos de
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cancer asociados a HPV como la progresion hacia cancer cervico-uterino en pacientes

infectados previamente (5).

Aun cuando los papilomavirus de alto riesgo son los agentes causantes del carcinoma
cervical, la infeccién por si misma no es suficiente para el desarrollo directo del cancer, es
necesaria la contribucion de otros factores ambientales asi como la acumulacién de
alteraciones genéticas adicionales las cuales pueden obtenerse tras una infeccién persistente
como la integracién del genoma viral en el genoma de la célula hospedera, generando una

expresion constante de las oncoproteinas virales (8).

Infeccion de HPV en células epiteliales
La infeccion de los papilomavirus se da exclusivamente en queratinocitos, siguiendo una

expresion génica diferencial tanto espacial como temporal en el epitelio infectado (3). El virus
se dirige hacia las células de la capa basal del epitelio a través de micro-abrasiones presentes
en el tejido, facilitando su interacciébn con componentes celulares como la proteina de matriz
extracelular especifica de queratinocitos laminina 5, receptores proteoglicanos heparan-

sulfato, y/o el receptor a6 integrina (2, 4, 9-12).

En la capa basal residen células madre y células transitorias de amplificacion las cuales se
dividen continuamente para sustituir a las células que se pierden en el estrato superior por
descamacion. Después de dividirse una célula de la capa basal, una célula permanece
anclada mientras que la otra célula, derivada de la mitosis, migra hacia estratos supra basales
en donde se activara el programa de diferenciacion celular terminal. Durante este proceso de
diferenciacion, la célula sale del ciclo celular perdiendo tanto la habilidad de dividirse como la

integridad de su nucleo (2, 4, 9, 13).

Los viriones entran a las células de la capa basal por endocitosis mediada por clatrina o

claveolas (14). La unién del virién con la superficie celular ocasiona un cambio conformacional



en la capside permitiendo que el amino terminal de la proteina L2 (proteina presente en menor
proporcion en la capside) pueda ser escindido por la proteasa furina, ya sea en la superficie
celular o dentro del compartimiento endosomal. Después de este procesamiento enzimatico,
la capside comienza a desenvolverse liberando un complejo L2-Genoma Viral (L2-GV). El
carboxilo terminal de L2 permeabiliza la membrana del endosoma, liberando a L2-GV hacia
el citosol de la célula. En el citosol, la chaperona Hsp70 se une en el carboxilo terminal de L2
translocando el complejo L2-GV hacia el nucleo a través de la Sefial de Localizacion Nuclear
(NLS) presente en L2 (4, 15-17). Cuando el genoma viral entra al nucleo, la proteina L2 dirige
el genoma viral hacia acumulaciones proteinicas inter-cromosomales conocidas como
Dominio Nuclear 10 (DN10). Estos dominios contienen numerosas proteinas incluyendo a la
Proteina de Leucemia Promielocitica (PLM), SP100, y Daxx, son transcripcionalmente activos,
y promueven la transcripcion temprana del RNA viral (18, 19). El genoma viral se mantiene en
el nicleo de la célula basal infectada en forma de elementos replicantes extra-cromosomales,
amplificandose en promedio de 50 a 100 copias en sincronia con el ciclo celular. (2, 4, 9, 19).
Asi, después de dividirse, cada célula resultante contiene una serie de copias virales, lo cual

asegura una infeccion sostenible y persistente.

Por otro lado, en queratinocitos diferenciados infectados presentes en estratos suprabasales,
el genoma viral se integra en regiones del genoma de la célula llamadas zonas fragiles. Esta
integracion ocasiona que solo se expresen los oncogenes virales E6 y E7 causando la
estabilizacion de su Acido RiboNucleico mensajero (mRNA) y la interrupcion el programa de
diferenciacién de los queratinocitos al mantener una fase S del ciclo celular sostenida,
incrementando la amplificacion del genoma viral y generando la expresion de los genes tardios

gue codifican la capside para el posterior ensamblaje del virion (2, 3, 20).
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Genoma del HPV
El virus de papiloma humano es un virus pequefio no envuelto, posee una capside icosaédrica

de 50-52 nm de didmetro en donde, en conjunto con histonas celulares y formando estructuras
semejantes a la cromatina, alberga un genoma de DNA circular cerrado de doble cadena de
aproximadamente 8 Kb. El genoma viral se replica dentro del nacleo de la célula hospedera y
contienen ocho marcos de lectura abiertos (ORFs) clasificados en genes tempranos y tardios
(Figura 1). Estos genes estan separados por una region no codificante denominada Regién
Reguladora Rio Arriba (URR) o Region Larga de Control (LCR) ubicada entre el 5" y el 3" de
los genes L1y E6 respectivamente. La URR contiene varios sitios regulatorios como el origen
de replicacién viral (Ori) el cual esta embebido en la region de control transcripcional del
promotor temprano, elementos regulatorios como la caja TATA y sitios de unién a factores de
transcripcibn como YY1, SP1, AP-1, OCT-1,TEF-1 ademas de C/EBP, un potenciador
transcripcional que es activo solo en células epiteliales; un sitio de union a la proteina E1

(E1BS) y cuatro sitios de union a la proteina E2 (E2BS, Figura 1) (4, 9, 21-23).

El DNA del papilomavirus es transcrito como un mRNA policistronico a partir de la
transcripcién de una sola cadena de DNA viral. Los transcritos virales son procesados
diferencialmente mediante mecanismos de corte y empalme y escision del mRNA

policistronico para generar las distintas proteinas virales (4, 21).

Los ORFs tardios codifican a las proteinas principal L1 y secundaria L2 que conforman la
capside icosaédrica viral. Estos genes son expresados a partir de la activacién del segundo
promotor o promotor tardio, de manera dependiente a la diferenciacion de la célula hospedera.
La proteina L1 es capaz de auto ensamblarse mientras que la proteina L2 empaca el genoma

viral dentro de la capside (2, 4).

Los ORFs tempranos codifican a seis proteinas denominadas E1, E2, E4, E5, E6, y E7, las

cuales son necesarias para la replicacion del genoma viral. La transcripcion de estos genes
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es iniciada por un promotor temprano ubicado rio arriba del ORF E6 y su activacién es

independiente de la diferenciacién de la célula hospedera (4, 9, 21).

El E4 ES L1 E6
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Figura 1. Representacion del genoma viral de HPV16. El genoma de HPV16 se compone de
7,906 pares de bases y se muestra en forma linealizada con los promotores temprano (p97) y tardio
(p670) marcados con flechas. Los seis genes tempranos (verde) junto con los genes tardios
(naranja) se expresan en distintas etapas de la diferenciacion celular. Dentro de la region larga de
control (URR/LCR) se encuentra el origen de replicacién, asi como varios elementos regulatorios
de la expresion de los genes virales, como motivos de unién a factores de transcripcion y a proteinas
propias del HPV16.

Proteinas del HPV
Las proteinas E1y E2 son las primeras en ser sintetizadas, forman un complejo con el origen

de replicacién viral y reclutan polimerasas y proteinas accesorias celulares para iniciar la
replicacién basal del genoma viral (4, 9, 21, 24).
El

La proteina E1 es una fosfoproteina nuclear con actividad de helicasa de aproximadamente
68 kilodalton (kDa) con cuatro dominios: un dominio amino terminal, un dominio de unién a
secuencias especificas de DNA, un dominio de oligomerizacién, y un dominio carboxilo
terminal con actividad helicasa dependiente de ATP. La proteina E1 se une a un sitio llamado
E1BS presente en el Ori, el cual es una secuencia palindromica imperfecta de 18 pares de
bases (pb) con una secuencia consenso ATTGTT doble, separados por tres nucle6tidos y es
parcialmente conservada entre varios tipos de HPV. Estando unida a E1BS, E1 desenrolla

bidireccionalmente esta region, recluta a la polimerasa q, y, junto con la proteina viral E2,
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forma por duplicado una estructura anillar trimérica denominada complejo de replicacion (2,
22, 24, 25).

E2
La proteina E2, es una fosfoproteina nuclear de aproximadamente 48 kDa, es activa al formar
dimeros con otra proteina E2 a través de la unién carboxilo terminal-carboxilo terminal. Se ha
observado que se une a una secuencia palindromica conservada ACCN«GGT presente en el
Ori llamada E2BS, interacciona con proteinas de la maquinaria de transcripcion como la
proteina de unién a la caja TATA (TBP) y el factor de transcripcion 1IB (TFIIB), recluta a la
proteina E1 al Ori y reprime la transcripcién de las proteinas virales E6 y E7 debido a la unién
de E2 al E2BS la cual se encuentra proximal al promotor de E6 y E7 (2, 4, 22-25).

E4
La proteina E4 es sintetizada en queratinocitos presentes en estratos superiores por corte y
empalme del mMRNA transcrito de los ORFs de E1 y E4. Se ha observado que E4 induce un
arresto celular en la fase G2 del ciclo celular al secuestrar el complejo ciclina B1-CDK1 y
genera el colapso del citoesqueleto de queratina de la célula hospedera, comprometiendo la
integridad celular y facilitando la liberacion del virus (26).

ES
Las proteinas E5, E6, y E7 de los HPVs de alto riesgo son consideradas oncogénicas debido
a que son capaces de estimular la progresion del ciclo celular y retrasar el programa de
diferenciacion terminal (5). E5 es una proteina compuesta por 83 aminoacidos (aa) y un peso
de 10 kDa, posee tres dominios hidrofébicos bien definidos ubicados en la region amino
terminal, central, y carboxilo terminal. Su naturaleza hidrofoba le permite interactuar y modular
diversas proteinas de membrana plasmatica, del aparato de Golgi, del reticulo
endoplasmético, y de la envoltura nuclear. Una de las proteinas blanco de E5 es el receptor
del factor de crecimiento epidermal (EGFR). La proteina E5 aumenta el nimero de este tipo
de receptores en la superficie celular al inducir una disminucion de su internalizacion, un

13



aumento en su reciclaje, y al evitar su degradacién al interaccionar con la E3 ubiquitin ligasa
c-Cbl. Estos eventos promueven una activacion prolongada de EGFR y el incremento de sus
sefiales efectoras como la activacion de la via de las protein-cinasas activadas por
mitdbgeno/cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1/2 (MAPK/ERK1/2), la
sobreexpresion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el aumento de la sintesis
de DNA al disminuir la expresion del inhibidor de ciclinas dependientes de cinasas (CDK)
p27/Kipl, la disminucion de la transcripcion de p21 via c-jun, y la reduccion en la expresion
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) | y Il y del antigeno leucocitario humano |
(HLA-1) (21, 27-29). La alteracion de todas estas vias de sefializacion favorece la generacion
de un fenotipo maligno y la evasion de la respuesta inmune ante las células infectadas.
E6

Las proteinas E6 y E7 son las responsables de la principal actividad transformante de los
HPVs de alto riesgo debido a que pueden unirse y modular a una gran cantidad de proteinas
(20, 28, 30). E6 es una proteina que esta conformada por 150/160 aminoacidos en donde se
encuentran dos dominios de union a Zn formados por cuatro motivos CXXC denominados
E6N y E6C, y un motivo de unién a dominios PDZ (Figura 2). EI motivo de uniéon a PDZ le
confiere a E6 la capacidad de unirse y degradar a multiples proteinas que poseen un dominio
PDZ, las cuales estan involucradas en la polaridad celular, el ensamble de la unién estrecha,
y la progresion del ciclo celular (31-34). Los dominios de unién a Zn le confieren a E6 la
capacidad de unir y modular a una gran cantidad de proteinas celulares que posee motivos
de unién LXXLL como el factor 3 de regulacion del interferon (IRF3) (35), Tuberina (36, 37),
la proteina pro apoptética BAK (38), la proteina de unién a E6 (E6BP) (37, 39), y la proteina

asociada a E6 (E6AP) (37, 40) .

La unién de E6 con p53 es la interaccion proteica mas estudiada de esta oncoproteina. E6 se

une y degrada a la proteina supresora de tumores p53 a través de la unién con el motivo
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LXXLL presente en el dominio N-terminal de reconocimiento de sustrato de la E3 ubiquitin
ligasa E6AP. La formacion de este dimero genera un aumento por la afinidad de E6AP por
p53 formando el complejo trimérico E6-E6AP-p53 el cual marca a p53 hacia degradacién por

ubiquitinacion via proteasoma 26S (41-44).

CXXC cxXxc CXXC CXXC
( 1 [ ] [T 10

1 T T — — 50 E6C

XT/SXL/V Motivo de
uniéna PDZ

EEN

Figura 2. Estructurade la Proteina E6 de HPV de alto riesgo. Representacion lineal de la proteina
E6. La proteina E6 esta compuesta por 150 aminoacidos, posee cuatro motivos CXXC de unién a
zinc denominados E6N y E6C, debido a su localizacion en el N-terminal y el C-terminal,
respectivamente. Estos motivos estan involucrados en la dimerizacion de la proteina y la interaccion
con distintos blancos celulares. En el C- terminal de E6 de varios tipos de HPV de alto riesgo se
encuentra un motivo de unién a dominios PDZ.

E7
La oncoporteina E7 estd conformada por 100 aminoacidos y contiene tres regiones

conservadas denominadas CR1, CR2 y CR3. Dentro del dominio CR3 de E7 se encuentra
localizado un sitio de unién a zinc (Zn), compuesto por dos motivos CXXC separados entre si
por 29/30 aminoacidos los cuales son necesarios para la formacién de heterodimeros y para
mediar la interaccidon con proteinas como p21 y pRB (Figura 3) (45-47). El dominio CR3
contribuye a la actividad transformante de E7 al promover la interaccion directa con multiples
proteinas celulares como la unién a la ubiquitin ligasa Cullina 2 y el C-terminal de pRB para
marcar a esta uUltima a degradacién (48-50), la unién en el c-terminal y posterior inactivacion
de los inhibidores de ciclinas dependientes de cinasas p27 y p21 (51, 52), asi como la unién
a la proteina de union a la caja TATA (53), a los factores de transcripcién E2F (54) y AP-1

(55), y a la acetiltransferasa p300/CBP (pCAF) (56).

E7 posee un motivo de union LXCXEX presente en el dominio CR2, con el cual interacciona
con diversas proteinas como ciclina A, ciclina E, la cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2), y

la familia de proteinas de bolsillo: Retinoblastoma (pRb), p107 y p130 (57-60). La unién de E7
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con pRb inhibe la unién inhibitoria de pRB con el factor de transcripcién E2F. Este factor de
transcripcién se libera de pRB favoreciendo la expresion de genes necesarios para la
replicacién de DNA, ocasionando que la célula infectada entre a la fase S del ciclo celular de

manera sostenida y no programada (60, 61).

LXCXE _CKll CXXC CXXC @ cr1
— — - ] D = e
1 100 @ cr3

Figura 3. Estructurade la proteina E7 de HPV de alto riesgo. Representacion lineal de la proteina
E. La proteina E7 estd compuesta por 100 aminoéacidos los cuales no muestran similitudes en su
secuencia con proteinas celulares. El amino terminal de la proteina posee tres dominios
conservados denominados CR1, CR2 y CR3. Dentro del dominio CR2 se encuentra un motivo de
union LXCXE el cual interacciona con la familia de proteinas pRB y un sitio de fosforilacion
(aminoacidos 31/32) mediado por la cinasa caseina Il (CKIl). Dentro del dominio CR1 se encuentran
dos motivos de unién a zinc CXXC el cual esta involucrado en la dimerizacion de la proteina y la
interaccion con distintos blancos celulares.

Este evento llevaria a la célula hospedera hacia apoptosis por la accién de p53, sin embargo,
la proteina E6 se une y marca a degradacion a p53. De esta manera se elimina la dependencia
del ciclo celular para la replicacion del genoma viral, se retrasa el programa de diferenciacion
de los queratinocitos al permitir un estado mitético activo en las células que migran a estratos
supra basales, se generan defectos en el monitoreo del huso mitético, se pierde el control del
crecimiento celular, se pueden acumular mutaciones, generar aneuploidia e inestabilidad
gendmica debido al dafio del DNA por la degradacion de p53 y eventualmente generar un
fenotipo de malignidad (2, 4, 5, 8, 9, 20, 62). En la tabla 1 se muestran algunos de los blancos

moleculares de la proteina E7 de HPV de alto riesgo.

Tabla 1. Blancos moleculares de la proteina E7 de HPV de alto riesgo. Se
muestran algunos blancos moleculares y el efecto que tiene la oncoproteina de
E7 de HPV de alto riesgo.

Blanco molecular Descripcion
Induccion del antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) (63)

PCNA
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Asociacion con P21°?! liberando a CDK2

p210ip1
(52)
p27KIP Unién e inactivacion de p27X'Pt 64
Union e inhibicion de apoptosis inducida por
IGFBP-3 la proteina 3 de unién al factor de

crecimiento similar a la insulina (65)

ciclina E/A-CDK2-p107

Fosforilacion de p1076 a través de ciclina
E/A-CDK2 (58)

E2F2 Incremento en la expresion de E2F2 (66)
APL Union y transactivacion con factores de
transcripcion de la familia AP1 (55)
0600 Interaccién con el factor asociado a pRb
p600 (67)
Interaccion con el coactivador transcripcional
p300 p300 y regulacion de la actividad
transcripcional de E2 (68)
hTid-1 Interaccién con la chaperona hTid-1 (69)
BRG-1 Interaccién e inhibicién de la represion del
promotor c-fos (70)
Interaccién y desregulacion transcripcional
TATA de la proteina de unién a la caja TATA (53,
71,72)
Mi2beta Union al complejo histona deacetilasa (73)

piruvato cinasa M2

Interaccién y alteracién de la sintesis de
acidos nucleicos (74)

Gananciay pérdida de cromosomas

Al generarse perturbaciones durante la replicacién del DNA y/o durante la mitosis, se puede
obtener una ganancia o pérdida de uno o mas cromosomas. Este fenbmeno se denomina
aneuploidia. Estas células aneuploides pueden presentar cambios constantes en la cantidad
de cromosomas ganados o perdidos obteniendo un estado de inestabilidad cromos6mica.
Algunas células que adquieren inestabilidad cromosémica no son viables, sin embargo,
pueden llegar a sobrevivir debido a la expresion, silenciamiento, y/o mutacion de los
oncogenes 0 genes supresores de tumores presentes en el nUmero de copias de genes
adquiridos o perdidos, obteniendo ventajas en el crecimiento, generando metastasis, y

aumentando la sobrevivencia de este tipo de células (75, 76). Dentro de los errores en el
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proceso mitético, las alteraciones en el ciclo normal de duplicacién de los centrosomas juegan

un papel importante.

Centrosomas
Los centrosomas son estructuras conservadas en células eucarioticas. Son el principal centro

de organizacion de microtubulos y son responsables de organizar y nuclear los microtibulos
del citoesqueleto, la formacion del huso mitético, el transporte de organelos, asi como la
polaridad y movilidad celular. Los centrosomas estan compuestos por un par de centriolos los
cuales son estructuras cilindricas polarizadas conformadas por nueve conjuntos de
microtubulos organizados simétricamente en forma radial, tienen un tamafio aproximado de
130 nm de diametro interno, 250 nm de didmetro externo y 450 nm de longitud, y se
encuentran rodeados por una matriz pericentriolar (MPC) responsable de la nucleacién de
microtubulos (77-79). Cada centriolo se diferencia uno del otro debido a la presencia de
estructuras adicionales presentes en la superficie de cada centriolo. El centriolo principal (el
cual es referido alternamente como “materno”) posee dos tipos de extensiones llamados
apéndices distales y subdistales, diferenciandose de esta forma del centriolo secundario
(referido alternamente como “hijo”). Los apéndices distales estan asociados con un solo
triplete de microtubulos por lo que siempre se encontraran nueve apéndices distales por
centriolo primario y se encuentran localizados de manera central y simétricamente en la parte
distal del centriolo primario (80). Los apéndices subdistales varian en namero, grosor y
distribucion entre cada centrosoma, asociandose con 2-3 tripletes de microtibulos del

centriolo (80).

En condiciones normales, los centriolos se duplican, de manera canonica, solamente una
ocasion por ciclo celular de manera semiconservativa (Figura 4). Esto asegura la presencia
de dos centrosomas los cuales promoveran el ensamble del huso mitético bipolar para la

segregacion de cromosomas en la division celular (81-84).
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Preparacién del procentriolo
Durante la transicion del ciclo celular G1/S se genera la localizacién de Cep295 en el extremo

proximal de los centriolos, la cual funge como plataforma de ensamblaje de procentriolos
permitiendo el reclutamiento de la proteina Cepl192 y el posterior reclutamiento del complejo
proteico Cep57-Cep63-Cepl52 (85, 86). Este complejo, junto con Cepl92, reclutan a la cinasa
PLK4 (87, 88), en donde PLK4 se autofosforila en el dominio cinsasa, promoviendo su propia
actividad (89-91) y reclutando hacia el centrosoma a la proteina STIL en donde sera fosforilada
por PLK4. La unién y fosforilacion de STIL por parte de PLK4 protege a PLK4 de degradacién
y facilita la interaccion directa entre el motivo de unién denominado STAN el cual esta presente
en STIL y la proteina HsSSAS-6 (92, 93).
Estructura procentriolar

La presencia de STIL y HsSAS6 en el centrosoma genera el reclutamiento de la proteina
CPAP (94), evento que dara inicio a el ensamble de una estructura parecida a la rueda de una
carreta de aproximadamente 22nm de diametro (95). La rueda de carreta esta conformada
por la oligomerizacién de los dominios amino terminal de dimeros de HsSASBG, los cuales
generan la formacion de un anillo simétrico conformando por nueve dimeros de HSSASS6, la
cual servir4 de templado para dar origen al procentriolo (96, 97). Se ha observado que la
conexion entre la estructura en forma de rueda de carreta y los nueve tripletes de microttbulos
gue conforman al procentriolo esta mediada por la formacion de estructuras denominadas
cabezas de alfiler. En Chlamydomonas se ha observado que la proteina homologa Bld10p se
encuentra en los extremos exteriores de la rueda de carreta (98), mientras que en células
humanas la proteina Cepl135 interactia con HsSAS6 mediante su C-terminal y con los
microtUbulos a través de su amino terminal (99-101). Los nueve tripletes de microtubulos
comienzan a afadirse y a elongar cuando la estructura de carreta y las cabezas de alfiler
estan ensamblados. La longitud de la elongacion del procentriolo la regulan las proteinas

CPAP, Cep97, Cepl20, Kif24, POC1, POC5, OFD1, CP110, Spice 1, USP33, centrobina y
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dimeros de a y B tubilina ya que la sobreexpresion y/o delecion de estas proteinas genera
centriolos prolongados (102-115). Ademas, se ha observado que es necesaria la fosforilacién
de PLK2 en los residuos S589 y S595 presentes en la proteina CPAP para que los
procentriolos puedan elongarse (116).
Maduracion de los centrosomas

La matriz de proteinas que rodea a los centriolos se denomina material pericentriolar (PCM).
Esta matriz estd compuesta por aproximadamente 100 proteinas diferentes. En la actualidad,
el reclutamiento y la organizacién de las proteinas que conforman el PCM esta pobremente
elucidado. La actividad de las cinasas PLK1 y Aurora A es necesaria para iniciar el
reclutamiento de PCM, el cual debe de incrementar en volumen para poder nuclear un gran
namero de microtubulos, proceso que se denomina maduracion del centrosoma. La proteina
Cep57 se encuentra localizada en la pared proximal del centriolo primario en donde
interacciona con el dominio PACT de la proteina Pericentrina. Se ha observado que esta unién
regula la organizacién del PCM (117). Por otro lado, la fosforilacion de Pericentrina por PLK1
sirve como proteina de andamiaje para otras proteinas (118). Por ejemplo: se ha observado
gue interactta con la proteina 2 y 3 del complejo y-tubulina (GPC2 y GCP3, respectivamente)
las cuales integran el complejo anillar de y-tubulina (y-TURC) presentes en el PCM (119).
Estos complejos y-TURC son estructuras en forma de anillo de didmetro aproximado de 32
nm, una altura aproximada de 25 nm, y un peso aproximado de 2.2 megadaltons (mDa) en
donde se nuclearan los microtubulos debido a su gran afinidad de los dimeros de af3-tubulina
y y-tubulina. Cada anillo esta conformado a su vez por 14 complejos pequefios de y-tubulina
(y-TuSC) con arreglo en espiral con giro hacia la izquierda. Los complejos y-TuSC tienen un
peso aproximadamente de 300 kDA y estan compuestos por una molécula de y-tubulina y una
molécula GPC (120, 121). Los complejos y-TuRC son reclutados hacia el centrosoma por
varias proteinas como NEDD1 (122-125), Cep192 (126-128), Cep215 (128-130) y Nlp (131,
132), las cuales son fosforiladas por PLK1 Y CDK1.
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Posteriormente, el procentriolo ensamblado de manera ortogonal sobre el extremo proximal
del centriolo que se utiliz6 como templado, es separado mediante la actividad de la cinasa
PLK1 y la proteasa separasa (83, 133-135). Este paso es necesario para poder nuclear un
procentriolo en el siguiente ciclo de duplicacion del centrosoma y el posterior reclutamiento de

la proteina centrosomal 295 (Cep295) hacia el extremo proximal de los centriolos (86).

La duplicacion del centrosoma descrita anteriormente ocurre en coordinacion con la sintesis
del DNA, inicihndose al activarse cinasas serina/treonina conocidas como ciclinas
dependientes de cinasas (CDKs). Estas CDKs son reguladas por su asociacion con otras
proteinas llamadas ciclinas, las cuales son expresadas en diferentes etapas del ciclo celular.
Se ha reportado que la actividad de los complejos CDK2/Ciclina E y CDK2/Ciclina A son
necesarias para iniciar la duplicacion del centrosoma (136, 137). Sin embargo, los sustratos
de estas cinasas que permiten el inicio de la duplicacién de centrosomas no han sido definidos
totalmente, reportdndose algunas proteinas implicadas en el inicio de la duplicacién de

centrosomas (138-140). Una de estas proteinas es la proteina del huso monopolar 1 (MPS1).
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Figura 4. Ciclo de duplicaciéon del centrosoma. La duplicaciéon candnica del centrosoma emplea
los centriolos desacoplados existentes como templados para sintetizar un par de centriolos nuevo
(1), que se originan de manera ortogonal respecto a cada centriolo a partir de una estructura
denominada “rueda de carreta”, la cual se ensamblara a partir del reclutamiento de varias proteinas
(2). Esta estructura permitira el reclutamiento de varias proteinas y el ensamble de microtubulos los
cuales formaran un procentriolo (3) el cual se elongaran para dar forma a los centriolos (4). Cuando
el centriolo se ha sintetizado, se inicia la maduracion de los nuevos centrosomas por medio de la
accion de cinsasas como PLK1 y Aurora A, acumulando material pericentriolar, se adquieren
apéndices distales y proximales en el nuevo centriolo primario, y se escinden las fibras flexibles de
C-NAP1 que mantienen unidos a los centriolos molde. Posteriormente, cada centriolo migra hacia
extremos opuestos para la formacion del huso mitético (5). Al finalizar la mitosis, el centrosoma tiene
dos centriolos anclados los cuales necesitan separarse para poder iniciar una nueva ronda de
sintesis del centrosoma 6. Magnificacion del complejo anillar de tubulina (una molécula de proteina
de complejo de y-tubulina y una molécula de y-tubulina (y-TuSC, 1a). La unién de 14 complejos y-
TuSC forma el anillo de y-tubulina (y-TURC, 1b) los cuales se encuentran en los apéndices distales
del centriolo primario, de la estructura en forma de carreta (2). En los recuadros se ejemplifican
algunas proteinas involucradas en cada paso del ciclo de duplicacion del centrosoma.

MPS1

El producto del gen MPS1 fue descrito por primera vez en mutantes de levaduras que
presentaban defectos en la duplicacion del cuerpo polar del huso, generando husos
monopolares durante la division celular (141). En humanos, esta proteina se describié como
una treonina cinasa seleccionada por fosfotirosina (PYT) (142) y como treonina y tirosina
cinasa (TTK) (143) empleando anticuerpos anti fosfotirosina para su deteccion. MPS1 tiene
un peso aproximado de 90 kDa y posee un dominio cinasa conservado en el carboxilo terminal
el cual es capaz de fosforilar residuos de serina/treonina y tirosina. Esta capacidad de fosforilar

estos tres residuos cataloga a MPS1 como una cinasa de doble especificidad (144). Sin
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embargo, actualmente no se conocen sustratos fosforilados por MPS1 en residuos de tirosinas
gue tengan alguna actividad biol6gica relevante. En la region amino terminal de MPS1 se
localizan 5 dominios diferentes: una Extensién N-Terminal (NTE, aminoacidos 1-61), tres
repetidos tetratricopeptidicos con una séptima hélice que cubre a los TPR denominada hélice-
C (TPR, aminoéacidos 62-192), y un motivo conservado denominado Extensién C-terminal
(CTE, aminoé&cidos 193-300, Figura 5). Estos dominios modulan la localizacién subcelular de
MPS1 entre cinetocoros y centrosoma (145-149). KMN es un complejo proteico involucrado
en la formacion del huso mitético que se encuentra en el cinetocoro de las cromatidas
hermanas y se conforma por los complejos Knllc, Mis12c, y Ndc80c. En humanos, Ndc80 es
un hetero-tetrAmero compuesto por las proteinas HEC1, Nuf2, Spc24, y Spc25, las cuales
forman sub-dimeros entre HEC1-Nuf2 y Spc24-Spc25 (150-152). Los sub-dimeros Hecl-Nuf2
contienen dominios homologos a calponina (HC) los cuales son sitios de uniébn a MPS1. Estos
dominios se encuentran auto-inhibidos por el amino terminal de Hecl. Mediante la
fosforilacion del amino terminal de Hecl mediada por la cinasa Aurora B, estos residuos son
liberados de su inhibicién e incrementan el reclutamiento de MPS1 hacia el complejo Ndc80,
uniéndose el dominio NTE de MPS1 con el dominio CH presente en Hecl mientras que la
extension C-terminal de MPS1 se une directamente con el dominio Ch presente en Nuf2 (146,
147, 153, 154). De manera interesante, se ha observado que el dominio NTE (aminoacidos
13-27) localiza a MPS1 hacia el cinetocoro y que los dominios TPR adyacentes (TPR1 y
TPR2) se unen de manera directa con el complejo Ndc80c. Sin embargo, se ha observado
gue el dominio cinasa (aminoacidos 516-792) y carboxilo terminal (CT, aminoacidos 793-857,
Figura 5) son los residuos de MPS1 que contribuyen con la mayor localizacion de MPS1 hacia
el cinetocoro, siendo el CT el principal residuo que orquesta la homo-dimerizacion de MPS1
(148). Estando presente en el cinetocoro, MPS1 se activa mediante una autofosforilacion en
el residuo T676 (148, 155-157). Esta fosforilaciéon ocasiona que MPS1 logre alcanzar su
maéaxima actividad cinasa en el cinetocoro fosforilando a la proteina Knllc en mdultiples
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secuencias repetidas MELT (Metionina-Acido  Glutamico-Leucina-Treonina) (158),
promoviendo el reclutamiento jerarquico e unién de las proteinas BUB3, BUB1, BUBR1,
MAD1, MAD2 y Cdc20 las cuales forman parte del complejo del punto de monitoreo mitético
(MCC) (159-164). De esta forma, MPS1 participa en el monitoreo del correcto anclaje de

microtubulos en el cinetocoro de las cromatidas hermanas y la bi-orientaciéon cromosomal.

@ Dominic NTE
@ TPR1
@ 1PR2
@ TPR 3

T | | [ [T C_] Hélice C-terminal

857 - D-box
(] Dominic unién OAZ1

[ pominio cinasa
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Figura 5. Estructura de la proteina MPS1. Representacion lineal de la proteina MPS1. La proteina
MPS1 estd compuesta por 857 aminoacido. El amino terminal presenta cinco diferentes dominios
los cuales modulan la localizaciéon de la proteina entre el cinetocoro y el centrosoma. El amino
terminal también presenta un motivo denominado D-box, el cual regula la degradacion de MPS1 via
ubiquitinacion. En el carboxilo terminal se localiza el dominio de unién a OAZ1 (el cual regula la
degradacion de MPS1 en el centrosoma), el dominio cinasa, y el carboxilo terminal de MPS1.

Localizacion de MPS1 en centrosomas
Actualmente, los mecanismos que permiten a la cinasa MPS1 localizarse en el centrosoma y

promover su duplicacion son parcialmente desconocidos. Se sabe que MPS1 se estabiliza al
ser fosforilada en el aminoacido T468 por el complejo CDK2/A1 y A2 durante la transicion de
la fase del ciclo celular G1/S, incrementando su localizacion en el centrosoma. Este residuo
se encuentra embebido en una sefial de degradacién situada en los aminoacidos 420-507
(165). La localizacion de MPS1 en el centrosoma también es controlada por el dominio TPR
3 y la hélice-C presente en el amino terminal de la cinasa (Figura 5). Se ha observado que
estos dominios interaccionan con el canal de aniones dependiente de voltaje 3 (VDAC3)
generando la localizacién de la cinasa hacia el centrosoma, principalmente en el centriolo

primario (149, 166). Estando presente en el centrosoma, MPS1 interacciona directamente con
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la proteina chaperona mtHsp70 (mortalina). Esta interaccion ocasiona que MPS1 fosforile a
mtHsp70 en los residuos T62 y S65 ocasionando que, de manera reciproca, MPS1 incremente
su actividad cinasa. Este incremento es necesario para la promocién de la duplicacion del

centrosoma por MPS1 (167).

Degradacion de MPS1
La mayoria de las proteinas dependientes del ciclo celular son degradadas mediante su

marcaje con cadenas de ubiquitina y su posterior degradacion mediada por el proteasoma
26S. Se ha reportado que, tanto la subunidad catalitica 20S como las sub unidades
regulatorias PA700 y PA28 del proteasoma se encuentran localizadas en el centrosoma (168,
169). Ademas, diversas proteinas que conforman al centrosoma como la cinasa Nek2 (170,
171) o la cinasa PLK4 (172, 173) son degradadas en el mismo centrosoma por el proteasoma
mediante sefiales de poli-ubiquitinacion. Sin embargo, MPS1 es degradada por el proteosoma
gue se encuentra presente en el centrosoma de manera independiente de ubiquitinacion por
la proteina Antizima Ornitin Descarboxilasa (OAZ). La ornitina es un metabolito intermediario
del ciclo de la urea el cual es generado en el citosol a partir del aminoacido arginina. La
generacién de poliaminas se lleva a cabo cuando la enzima ornitin descarboxilasa (ODC)
forma homodimeros los cuales son activos y catalizan la generacion de la poliamina putrescina
a partir de ornitina (174). Cuando hay un exceso de poliaminas se observa un incremento en
los niveles de OAZ. Este incremento genera la disociacién de los homo-dimeros de OCD ya
gue OAZ posee mayor afinidad con ODC, uniéndose en el carboxilo terminal de OCD
(aminoacidos 376-461 y 106-212) formando heterodimeros enzimaticamente inactivos. La
union de OAZ con ODC permite que la sefial de degradacion presente en carboxilo terminal
de ODC (aminoéacidos 424-461) quede expuesta, dirigiendo a ODC al proteasoma para su
degradacion, liberando a OAZ para continuar la unién y marcaje a degradaciéon de otras
moléculas de OCD (175-179). OAZ también tiene otros sustratos que dirige para su
degradacién como Smadl, SNIP1, Aurora A, y ciclina D1 (180-184). Ademas, OAZ se localiza
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en el centrosoma y se ha observado que marca hacia degradacién a MPS1 a través de la
sefial de degradacion presente en los aminoacidos 420-507 (Figura 5) a través del proteasoma
presente en el mismo centrosoma, controlando de esta forma la duplicacién del centrosoma

(165, 185, 186).

De manera interesante, se ha reportado que MPS1 también es marcada en el citoplasma para
su degradacion por el proteasoma de manera dependiente de ubiquitinacion. MPS1 posee en
su amino terminal un motivo denominado caja de destruccion (D-box, amino&cidos 256-259,
Figura 5) la cual consta de una secuencia iniciada por un residuo de arginina seguida de dos
aminodcidos aleatorios y termina con una leucina (RxxL). Esta D-box interacciona con la ligasa
de ubiquitinas denominada como complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C) y sus
proteinas activantes Cdc20 y Cdh1, poli-ubiquitinando a MPS1 vy dirigiéndola a degradacion
(187, 188). Actualmente, no se sabe qué factores son los que determinan la seleccion de la

via por la cual MPS1 es degradada.

Multiples centrosomas y errores cromosémicos.
La presencia de multiples centrosomas aumenta el riesgo de generar inestabilidad

cromosémica, ya que se pueden formar husos multipolares los cuales proyectan microtibulos
gue pueden anclarse con mas de un cinetocoro. Estas uniones activan el punto de monitoreo
del huso mitético retrasando la entrada hacia anafase. Durante este tiempo de retraso, los
multiples cromosomas se agrupan para formar un huso pseudo-bipolar. El agrupamiento de
centrosomas causa que los mdltiples husos mitéticos con microtubulos anclados a distintos
cinetocoros estén orientados en distintos polos, formando uniones merotelicas o sintelicas.
Bajo esta configuracion, la célula puede formar micro-nucleos, fallar en la citocinesis y generar

poliploidia, o realizar una segregacién monotelica y generar aneuploidia (76, 189-191).

Existen otros factores que facilitan la produccion de multiples centrosomas, como la fusion

celular, la interrupcion de la citocinesis, por formacion de novo durante la interfase, y mediante
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la sobre-replicacion empleando como templado un centriolo previamente sintetizado (76, 191).
La presencia de mdltiples centrosomas se ha observado en diferentes tipos de tumores (192)
y se correlacionan con un elevado grado histologico e inestabilidad cromosdémica en lesiones

pre-cancerosas in situ de mama, prostata, y cérvix (193).

HPVs y Centrosomas
Se ha demostrado que, en células no transformadas, la expresion estable de la oncoproteinas

E6 del HPV16 acumula multiples centrosomas de manera paralela con la generacion de
multiples ndcleos irregulares, mientras que la oncoproteina E7 del HPV16 induce una sintesis
excesiva de procentriolos a partir del centriolo existente (194), de manera rapida, tras una
expresion aguda y antes de presentar inestabilidad cromosdmica en células mononucleadas
no transformadas (195-197). El incremento en la sintesis de centrosomas por E7 se debe a
distintos eventos como la activacion de factores de transcripcion E2F (138), la inhibicion de
p21 (198), y activacion de CDK2 (199). Ademas, se ha demostrado que el dominio de union a
pRb, pl07, y pl30 es necesario para producir multiples centrosomas de manera
independiente de la degradacion de estas proteinas reguladoras de crecimiento (196, 200,

201).

Recientemente, se ha encontrado que la oncoproteina E7 del HPV16 genera multiples
centrosomas a través de la regulacion de la cinasa parecida a Polo-4 (PLK4) estabilizando el
RNA mensajero (MRNA) de la enzima, incrementando su transcripcién, y reclutandola
aberrantemente al centrosoma (138). Sin embargo, otros estudios han encontrado la
produccion o inhibicion de mudltiples centriolos manipulando proteinas que tienen varias
seflales efectoras como la sobre-expresion o inhibicion de CDK2 y el tratamiento con el
inhibidor de proteasoma Z-L3VS (194, 202, 203), lo que sugiere la participacién de otras
proteinas sobre la sintesis de multiples centriolos. Por otro lado, se ha observado que al sobre

expresar una mutante de MPS1 carente de la sefial de degradacion de MPS1 codificada en
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los exones 12 y 13 (MPS1 A12/13) o generando una proteina que contenga una sustitucion
del residuo T468 por A468 se incrementa la replicacion de centrosomas en distintas lineas
celulares. Ademas, si se expresa una mutante negativa de MPS1 carente de actividad cinasa
(MPS1-KD) o su deplecion con RNAs de interferencia (siRNAs), se inhibe el ciclo de
duplicacion del centrosoma (204, 205). De esta manera, la sobreexpresion o la inhibicién de
la degradacién de MPS1 puede generar multiples rondas de sintesis de centrosomas. Es
importante sefialar que se ha encontrado que la oncoproteina E7 del HPV16 aumenta la
actividad del factor de transcripcién E2F (138, 199) el cual se ha reportado que participa en la
regulacion de la transcripcion de MPS1 (206) por lo cual es plausible pensar que E7 también

podria estar aumentando la produccion de centrosomas a través de MPSL1.

Hipotesis

La proteina MPS1 contribuye al incremento en el nimero de centrosomas por E7 del HPV16.

Objetivo General

Evaluar el papel de la proteina MPS1 en el incremento del nimero de centrosomas mediado

por E7 del HPV16.

Objetivos Particulares

« Evaluar la expresion y los niveles de proteina de MPS1 en células U20S-E7 y células

control.

» Establecer el modelo de estudio de amplificacibn de centrosomas mediante

transfecciones estables de E7 en la linea celular U20S.
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» Determinar el nimero de centrosomas presentes en la linea celular U20S-E7 y células

control.

* Bloquear la expresion de MPS1 mediante RNAI y evaluar el nUmero de centrosomas

en la linea celular U20S-E7 y células control.

* Inhibir la actividad cinasa de MPS1 mediante el inhibidor MPS1-IN-3 y evaluar el

namero de centrosomas en la linea celular U20S-E7 y células control.

Materiales y Métodos

Cultivo celular y transfeccion
La linea celular U20S deriva de osteosarcoma humano (Cat No HTB-96, Rockville, MD) fue

adquirida de la American Tissue Culture Collection (ATCC) y se cultivé en medio modificado
McCoy's 52 (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado con 10% de suero fetal bobino (Gibco,
Carlsbad, CA) bajo condiciones estandares de cultivo (37 °C y atmosfera con 5% CO.). El
plasmido que expresa a HPV16-E7 fue donado por el Dr. Patricio Gariglio (CINVESTAV,
Ciudad de México). Para la transfeccion transitoria (48 h) de la linea celular U20S, se
utilizaron cuatro diferentes concentraciones de plasmido HPV16-E7 (2, 4, 6, y 8 ug) y como
control negativo, se utilizaron 8 pug de vector vacio (control) para transfeccion. Para realizar
estas transfecciones se utilizé Lipofectamina LTX con PLUS reagent (Life Technologies,
Carlsbad, CA) manteniendo a las células con el medio de cultivo OptiMEM (Life Technologies,
Grand Island, NY) siguiendo las recomendaciones de fabricante. Para la transfeccion estable
en las células U20S, se emplearon 8 ug de plasmido HPV16-E7 y 8 pug de vector vacio.
Después de 72 horas post-transfeccion, las células transfectadas se mantuvieron en medio
de cultivo con antibiético G418 Sulfato (Promega Corp, Woods Road Madison, WI) a una
concentracion de 1.2 mg/mL por tres semanas. Subsecuentemente, las células se

mantuvieron en medio de cultivo con 100 pg/mL de G418 Sulfato.
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El silenciamiento de MPS1 se realiz6 en células con expresion estable del vector vacio
o de HPV16-E7. Se transfectaron transitoriamente 4 construcciones de shRNAs contra
MPS1 (OriGene; Rockville, MD) y como control la transfeccién de una construccion de
shRNA con secuencia aleatoria (OriGene; Rockville, MD) manteniendo las células en
medio OptiIMEM (Gibco; Grand Island, NY) y Lipofectamine LTX (Life Technologies;

Carlsbad, CA) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa
reversa (QRT-PCR)
El RNA total celular se extrajo utilizando TRIzol reagent (Life Technologies; Carlsbad,

CA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La calidad del RNA se midi6
usando el espectofotrometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific; Wilmington,
DE). Se tom6 1 ug de RNA total de cada muestra para sintetizar cDNA utilizando el kit
High capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems; Vilnius, Lithuania)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI PCR en tiempo real se realizé con
el equipo Step-One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems; Carlsbad, CA)
utilizando 1 pg por reaccién del producto de la transcripcion reversa y el reactivo SYBR
Select Master Mix (Applied Biosystems; Carlsbad, CA) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. La secuencia del RNA de MPS1 (NCBI Secuencia de Referencia:
NM_003318.4), 18s (NCBI Reference Sequence: NR_145820.1) y HPV16-E7 (NCBI
Secuencia de Referencia: HM211092.1) se obtuvieron de GenBank (207). Los primers
empleados para la amplificacion de E7 y MPS1 fueron disefiados con ayuda del
programa en linea Primer-BLAST (208). Los niveles de expresion de cada gen se

normalizaron con la expresion del gen constitutivo 18s (NCBI Secuencia de
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Referencia: M10098.1 Tabla 1). Los datos obtenidos fueron analizados usando la

ecuacion 2-24CT descrita previamente por Livak (209).

Tabla 1. Primers empleados para qRT-PCR.

Temperatura Tamafio

Gen primer sentido primer anti-sentido de del
alineamiento  amplicon
HPV16-E7 5'-ATG GAG ATA CAC CTA CAT TGC-3' 5'-AAT GGG CTC TGT CCG GTT CT-3' 60 °C 150 pb
MPS1 5'-CAG AGG TTC CAG AGA GTA ACC AG-3' 5'- GCT CAA AAG TGG TAT GTTTCT GCT-3' 60 °C 150 pb
18s 5'-TCG GAA CTG AGG CCA TGA TT-3' 5'-CGA ACC TCC GAC TTT CGT TCT-3' 60 °C 150 pb

Extraccion de Proteinas y Western blot
Se extrajeron proteinas totales usando buffer de lisis RIPA (50 mM Tris-HCL pH 7.6,

150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 1 mM
etilendiaminotetraacético (EDTA), 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y coctel
de inhibidores de proteasas (Cell Signaling Technology; Danvers, MA) por 30 minutos
en hielo. La concentracion de proteinas fueron medidas utilizando el kit DC protein
assay kit Il (BioRad; Hercules, CA). Cantidades iguales de proteina se separaron a
través de 10% SDS-PAGE vy transferidas en una membrana de PVDF (Millipore;
Darmstadt, Alemania). La membrana se bloque6 por una hora con leche sin grasa al
5% y se incubd con el anticuerpo primario MPS1 (sc-56968 Santa Cruz Biotechnology
1:500) toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se realiz6 desnudamiento (stripping) a la
misma membrana, se bloque6 con leche sin grasa al 5% y se incubo6 el anticuerpo anti
B-actina (sc-8432, Santa Cruz Biotechnology, 1:500) toda la noche a 4 °C. El
anticuerpo secundario (616520, Invitrogen) acoplado a peroxidasa de rdbano se utilizé
a una dilucion 1:5000 y la inmunoreactividad se visualizé usando Pierce ECL Western
Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific; Rockford, IL). El analisis densitométrico
de las bandas inmunodetectadas se realizé utilizando el software ImageJ (National

Institutes of Health; Bethesda, Maryland) (210).
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Inmunofluorescencia
Se cultivaron las células en portaobjetos colocados en placas de cultivo de seis pozos
en confluencia del 70%. Se fijaron con metanol frio por 10 minutos y se
permeabilizaron con acetona fria por 1 minuto. La unién inespecifica se bloque6 con
PBS y albumina 1% por 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios
anti-centrina 1 (ab11257, Abcam, 1:300) y anti y-tubulina (GTU-88, Sigma Aldrich,
1:1000) se incubaron a 4 °C toda la noche en camara humeda. Los anticuerpos
secundarios (ab175700, Abcam, 1:50 y ab150081, Abcam, 1:500) se incubaron por 1
hora a temperatura ambiente. El DNA se contrasté con DAPI (Vectashield Mounting
Medium with DAPI, Vector Laboratories; Burlingame, CA). Las imagenes digitales
fueron adquiridas usando el software Zen lite (Carl Zeiss; Gottineng, Germany) y
Axiolmager A2 uprigth microscope (Carl Zeiss; Gottineng, Germany) con camara
Axiocam ICc5 y un objetivo aPlan-FLUAR 100X/1,45 oil.

Cuantificacion de anormalidades del centrosoma
Cada experimento fue realizado al menos por triplicado. Se contabilizé Gnicamente a
las células que tuvieran presencia de senal para centrina y y-tubulina cuantificando
células con morfologia nuclear normal en cada condicién experimental. Se consideré
como numero normal de centrosomas la presencia de 1, 2 o 4 sefales positivas de
centrina y como anormalidad centrosomal a las células que tuvieron mas de cuatro
sefales positivas de centrina.

Analisis in silico
La secuencia de las proteinas MPS1 y PLK4 y su alineacion se obtuvieron de la base
de datos UniProt (211). Estas secuencias se sometieron a analisis de prediccion de

estructura secundaria y accesibilidad de superficie de proteinas utilizando el servidor
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NetSurfP ver. 1.1 (212), ademas de un andlisis de prediccion de sitios de fosforilacion
especificos de cinasas en el programa GPS 2.0 (213). Para realizar el analisis
solamente se incluyeron los sitios susceptibles de ser fosforilados que presentaran un
score con diferencia no mayor a 1.5 respecto al score obtenido de residuos
previamente reportados.
Anélisis estadistico

Para medir las diferencias entre medias de expresion de mRNA y del niumero de
centrosomas se utilizd el analisis estadistico Student t test seguido por Welch's
correction y One-Way Analysis Of Variance (ANOVA) seguido por Turkey’'s test.

Ambos analisis se realizaron en el programa Graph-Pad-Prism (Versiéon 6.1 for

Windows, GraphPad Software; La Jolla California USA, www.graphpad.com). Se
graficaron los promedios + la desviacion estandar y se consideré una diferencia

significativa a un valor p< 0.05.

Resultados

La proteina E7 de HPV16 incrementa el transcrito y los niveles de
proteina de MPS1
Debido a que la oncoproteina E7 de HPV16 (E7) altera la expresién de distintas proteinas

involucradas en el ciclo de duplicacion del centrosoma como PLK4 (138, 199, 201, 202), se
determinaron los niveles de transcrito y de proteina de MPS1 ya que se ha reportado que esta
proteina esta involucrada en el ciclo de duplicacion del centrosoma (165, 167, 185, 214). Se
transfectd de manera estable un plasmido que codifica para E7 en células U20S (U20S-E7)
empleando como control la transfeccion del pldsmido vacio en células U20S (control). La
expresion de E7 se verificO mediante la realizacién de PCR punto final y la deteccion del

amplicon de aproximadamente 120 pb mediante electroforesis. Como control positivo,
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analizamos simultdneamente la expresion de HPV16-E7 en la linea celular SiHa, la cual es
una linea celular derivada de carcinoma de células escamosas de cérvix que contienen
integrado el genoma de HPV16, y como control negativo la linea celular C-33A la cual es una
linea celular derivada de carcinoma de cérvix negativo para HPV (215). En la Figura 6A se
observa la presencia del producto de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en U20S-
E7 y en la linea celular SiHa, mientras que no se observa en la linea celular C33-A. Mediante
gRT-PCR, comparamos la expresion relativa del gen de la subunidad del RNA ribosomal 18s,
resultando una expresién de E7 del 8% respecto a la expresion de 18s en U20S-E7, mientras
gue en células control el porcentaje es 0.000000016 %, indicando que solamente la linea
celular U20S-E7 expresa la oncoproteina. Estos niveles de expresion de E7 son semejantes
a los expresados en la linea celular SiHa los cuales fueron en promedio 13% respecto a la
expresion de 18s. Ademas, estos resultados se validaron analizando la expresion de E7 en la

linea celular C-33A en la cual no se observé expresion de E7 (Figura 6B).
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Figura 6. Expresion de HPV16-E7 en células U20S. A) peteccion ael amplicon por
electroforesis. Se observa el producto de PCR del mRNA de E7 transfectado en células U20S
(U20S-E7) en aproximadamente 120 pb en un gel de agarosa al 1%. La expresion de HPV16-E7
en U20S se encuentra a niveles similares a los observados en la linea celular SiHa que contiene el
genoma de HPV16 y ausente en la linea celular C-332 la cual se reporta como negativa para el
genoma de HPV. Se observan ligeras diferencias en la expresion empleando diferentes
concentraciones del plasmido (1-5 pg). Marcador de peso molecular, MPM. B) Deteccion de la
expresion de HPV16-E7 en qRT-PCR en células U20S. Se muestra la cuantificacion relativa de
HPV16-E7. En células U20S-E7 la expresion de E7 es del 8% respecto a la expresion medida del
gen constitutivo 18s. La linea celular SiHa muestra una expresion similar del 13% respecto a la
expresion del gen constitutivo 18s. Las células control y C-33A no presentaron expresion de E7.
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Analizamos si la oncoproteina E7 incrementa los niveles de proteina de MPS1. Realizamos
Western Blot para determinar los niveles proteicos de MPS1 en células transfectadas con
concentraciones crecientes del plasmido que contiene a E7 (2-8 ug). Para poder comparar los
resultados, analizamos los niveles de proteina de MPS1 en células transfectadas con el
plasmido vacio empleando 8 pg. Encontramos que los niveles de proteina de MPS1 se
incrementaron cuando se transfectaron 8 g del plasmido que contiene a E7 en comparacion
con células transfectadas con la misma concentracion del vector vacio (Figura 7A).
Posteriormente, nos preguntamos si la presencia de E7 afecta la expresion de MPSI.
Mediante gRT-PCR analizamos la transcripcion de MPS1 en células U20S transfectadas de
manera estable con 8 ug de pladsmido que contiene a HPV16-E7. Observamos un incremento
estadisticamente significativo (p<0.0001) en la expresion del RNA mensajero (MRNA) de
MPS1 en U20S-E7 respecto a células control (Figura 7B). Estos resultados demuestran que

HPV16-E7 induce un incremento in vivo en los niveles de mRNA y de proteina de MPS1.
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Figura 7. Determinacion de la expresion y niveles de la proteina de MPS1 en células
transfectadas con HPV16-E7. Los niveles de proteina de MPS1 incrementan de manera gradual
dependiendo de la cantidad de plasmido transfectado de HPV16-E7 en células U20S en
comparacion a la transfeccion del vector vacio (Control). Los valores de densitometria se muestran
debajo de cada banda. Se utiliz6 a Actina como control de carga. B) Cuantificacion relativa de la
expresion de MPS1. Mediante RT-gPCR se analiz6 en tres experimentos independientes la
expresion del mMRNA de MPS1 en células U20S-E7 observandose un incremento estadisticamente
significativo (p <0.0001) respecto a células transfectadas con el vector vacio (Control).
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HPV16-E7 promueve la amplificacion del centrosoma
Anteriormente, el equipo de trabajo de Duensing reporté que HPV16-E7 promueve la sintesis

anormal de mudltiples centrosomas (195), por lo que decidimos replicar su modelo
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experimental para probar nuestra hipétesis sobre la participacién de MPS1 en la amplificacion
del centrosomas mediada por HPV16-E7. Empleando inmunofluorescencia indirecta
detectamos dos distintas proteinas: centrina y gamma tubulina. Estas dos proteinas son
conocidas por ser marcadores de centrosomas; la proteina centrina indica el numero de
centriolos presentes en cada centrosoma dado que se encuentra embebida en la parte distal
de los centriolos (216), y la proteina gamma tubulina la cual se encuentra formando los anillos
de gamma tubulina presentes en la parte distal del centriolo principal en donde se nuclean los
microtibulos que conforman el huso mitético indicando la presencia de centrosomas

funcionales (217).

Se analizaron 500 células por cada replicado experimental contabilizando células con
morfologia nuclear normal que presentaran sefial positiva para centrina y gamma tubulina.
Encontramos que las células U20S-E7 presentaron varios procentriolos en un solo
centrosoma (Figura 8Al) o multiples centrosomas con dos centriolos (Figura 8All). El nUmero
de células control que presentaron anormalidades en el centrosoma fue de 5.4%, mientras
que en células U20S-E7 el 11.28% mostraron aberraciones centrosomales. Esto significa un
incremento estadisticamente significativo (p<0.01, Figura 8B) de 2.15 veces mas células con
defectos en el centrosoma comparadas con células control. Estos resultados indican que la
expresion de E7 incrementa el nimero de centrosomas en la linea celular U20S, lo cual es
consistente con los resultados previamente reportados por Duensing (195).
El silenciamiento de MPS1 disminuye la amplificacién del centrosoma

mediada por HPV16-E7
Después de establecer el modelo de estudio, examinamos si MPSL1 tiene algun papel en la

amplificacion de centrosomas mediada por HPV16-E7. Para esto, transfectamos cuatro
diferentes construcciones de horquillas de RNA (shRNA) contra MPS1 para disminuir su
expresion y como control negativo transfectamos una construccion aleatoria de shRNA
(Scramble) en la linea celular U20S-E7 transfectada establemente. 24 horas después de la
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A)

transfeccién, determinamos los niveles de proteina de MPS1 mediante Wester Blot.
Encontramos que, de manera similar a lo observado en la figura 7A, los niveles de proteina
de MPSL1 incrementaron en U20S-E7 de manera significativa (1.78 veces) comparado con
células control. Como esperdbamos, no se observaron sefiales de MPS1 después de la
transfeccién de los shRNA contra MPS1 mientras que la construccion Scramble no tuvo

ningun efecto sobre los niveles de MPS1 (Figura 9A).

Posteriormente, analizamos el efecto del silenciamiento de MPS1 sobre el nimero de
centrosomas presentes en células U20S-E7 y células control mediante inmunofluorescencia.
Por cada replicado experimental se contabilizaron de manera aleatoria 100 células
mononucleares con morfologia nuclear normal que presentaron sefial positiva para centrina 'y
gamma-tubulina. Encontramos un incremento estadisticamente significativo en el porcentaje
de células U20S-E7 que presentaron mas de 2 centrosomas respecto a células control (1.66
veces, p<0.01, Figura 9C). Estos resultados son consistentes con los resultados mostrados
en la Figura 8B. Por otro lado, cuando inhibimos la expresién de MPS1, el nimero de
centrosomas presente en U20S-E7 disminuye estadisticamente significativa a niveles
similares a las células control (1.13 veces, p<0.01, Figura 9C). Estos resultados sugieren que
la presencia de MPS1 es necesaria para generar un incremento en el nimero de centrosomas

mediada por HPV16-E7.

E7 Il E7
B)

1514 *%
mm E7

104

]
C d

" p< 0,01

% de celulas con multiples centriolos

centrina y tubulina

3 Control



Figura 8. Inmunofluorescencia para detectar el nimero de centrosomas en células
transfectadas con HPV16-E7. A) Inmunodeteccion de centrosomas en células transfectadas
con HPV16-E7. Se realizé inmunofluorescencia para detectar y-tubulina (rojo) y centrina (verde)
contrastando el nucleo con DAPI (azul). Encontramos células con una nube de y-tubulina rodeando
a multiples sefiales de centrina (I) o multiples centrosomas con sefiales de y-tubulina y dos sefiales
de centrina (Il). La barra de escala indica 100 um y el objetivo empleado fue 100X. B) Anélisis de
células con multiples centrosomas. Se contabilizaron en tres experimentos individuales 500
células mononucleadas con sefial de y-tubulina y 2 sefiales de centrina o células con sefal de y-
tubulina y mas de 4 sefiales de centrina. Se observé un incremento estadisticamente significativo
(p< 0.01) en células transfectadas con HPV16-E7 respecto a células control.

Para verificar que la presencia de MPS1 es necesaria para el incremento de centrosomas que
genera HPV16-E7, decidimos usar un potente inhibidor selectivo de MPS1 denominado
MPS1-IN-3 (218). Analizamos el efecto del silenciamiento de MPS1 en el ndmero de
centrosomas presentes en U20S-E7 y células control por inmunofluorescencia. De nueva
cuenta, encontramos un incremento estadisticamente significativo en el porcentaje de células
U20S-E7 que poseian multiples centrosomas respecto a células control (2.13 veces, p<0.001,
Figura 9D). Empleamos tres cantidades crecientes de MPS1-IN-3 (15, 25 y 50 um de MPS1-
IN-3 por 24 h) en células U20S-E7 y observamos una disminucion estadisticamente
significativa en el nUmero de células que poseian amplificacion de centrosomas (3.07 veces,
p<0.01) cuando las células U20S-E7 fueron tratadas con la concentraciéon mas alta de MPS1-
IN-3 (50 pM). Este porcentaje de células es similar al porcentaje de células observado en
células control (Figura 9D). Esta observacion refuerza el posible papel de la presencia de
MPS1 en la amplificacién del centrosoma mediante HPV16-E7.

MPS1y PLK4 podrian regularse mutuamente mediante fosforilacién
Duensing y colaboradores identificaron a la cinasa PLK4 como la proteina efectora en el
incremento del niamero de centrosomas por HPV16-E7 (138). Basandonos en nuestros
resultados, la pregunta consecuente fue: ¢, Cudl es el mecanismo por el cual MPS1 participa

en la generacion de multiples centrosomas por HPV16-E7? Es posible pensar que MPS1 y
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PLK4 podrian estar interactuando de manera directa o indirecta para generar multiples
centrosomas bajo el efecto de HPV16-E7. Para explorar esta hipétesis, realizamos un ensayo
in silico utilizando el programa de prediccion de sitios especificos de fosforilacion GPS3.0
(213) para identificar residuos en las cinasas MPS1 y PLK4 que sean susceptibles de ser
fosforilados por ambas enzimas. De manera complementaria, empelamos el programa en
linea NetSurfP (212) el cual predice la estructura secundaria de proteinas y la superficie
accesible de los residuos de MPS1 y PLK4 identificados de ser susceptibles a fosforilacion.
Para validar los datos obtenidos por ambos programas, analizamos dos residuos en PLK4
(91) y uno en MPS1 (157) los cuales ya se han reportado que son fosforilados in vitro. La tabla
1 muestra los residuos en PLK4 que son susceptibles de ser fosforilados por MPS1 (A) y los
residuos presentes en MPS1 que son susceptibles de ser fosforilados por PLK4 (B), la
accesibilidad de estos sitios para ser fosforilados, los valores predictivos de fosforilaciéon y el
dominio donde los residuos estan localizados. Este andlisis predice que dos residuos
presentes en PLK4 pueden ser fosforilados por MPS1, los cuales se encuentran conservados
en la mayoria de las especies de vertebrados que fueron comparadas (Figura 10A). El valor
arrojado para estos dos residuos fue similar a los obtenidos para los residuos S282 y T295,
los cuales se ha demostrado experimentalmente que son auto fosforilados (91). Nuestro
analisis predice que PLK4 podria fosforilar tres residuos presentes en MPS1, los cuales
también se encuentran conservados en la mayoria de las especies de vertebrados que se
analizaron (Figura 10B-D). De manera notable, el residuo S709 se encuentra presente en el
dominio cinasa de MPS1 (Tabla 2).De igual forma, el valor obtenido de estos tres residuos fue
similar al obtenido para el residuo T676 el cual también se ha reportado como auto fosforilable
(157). Estos datos sugieren que tanto MPS1 como PLK4 podrian interactuar de manera directa
o indirecta para regular su actividad en la generacién de multiples centrosomas mediados por
HPV16-E7, por lo que decidimos explorar esta posibilidad realizando una inmunoprecipitacion
para detectar la interaccion de estas dos enzimas. Realizamos la extraccion proteica de
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células U20S e incubamos 80 ug de proteina con el conjugado de perlas magnéticas y los
anticuerpos anti MPS1 y anti PLK4 por separado. Posteriormente, se realiz6 Western Blot
para detectar a la proteina MPS1. Lamentablemente, aun cuando detectamos sefial de MPS1
en ambos extractos inmunoprecipitados con anti-MPS1 y anti-PLK4, no pudimos encontrar

sefial positiva de PLK4 en ninguna inmunoprecipitacion realizada (Figura 11).
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Figura 9. Silenciamiento e inhibicion de la proteina MPS1. A) Silenciamiento de MPS1
mediante shRNA. Se realiz6 la transfeccion de cuatro distintas construcciones de shRNAs (MPS1
shRNA) en células transfectadas con E7 logrando silenciar la expresion de MPS1. La transfeccién
de una secuencia aleatoria (ShRNA control) no tiene efecto en la expresion de MPS1 manteniendo
el incremento en los niveles de proteina generados por E7 (control Vs E7 y control Vs E7 control
shRNA). Los valores de densitometria se muestran debajo de cada banda. B) Inmunodeteccién
de centrosomas en células transfectadas con E7. Se realiz6 inmunofluorescencia para detectar
y-tubulina (rojo) y centrina (verde), contrastando el ndcleo con DAPI (azul). Imagenes
representativas de células mononucleadas con sefiales de y-tubulina y multiples sefiales de centrina
generados por la transfeccion de E7 (1), células mononucleadas con sefiales de y-tubulina y dos
sefiales de centrina transfectadas con las 4 construcciones de shRNA MPS1 (ll) y células
mononucleadas con sefales de y-tubulina y multiples sefiales de centrina transfectadas con la
construccion aleatoria de shRNA (l11). La barra de escala indica 100 um y el objetivo empleado fue
100X. C) Analisis de células con multiples centrosomas. Se contabilizaron en tres experimentos
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individuales 500 células mononucleadas con sefial de y-tubulina y 2 sefiales de centrina o células
con sefal de y-tubulina y mas de 4 sefiales de centrina. Se observa un porcentaje mayor
estadisticamente significativo (p< 0.01) en células transfectadas con E7 comparado con células
control. Esta amplificacion de centrosomas es disminuida significativamente al inhibir a MPS1 con
shRNAs (p< 0.01). D) Cuantificacién del porcentaje de células con multiples centrosomas
tratadas con el inhibidor MPS1-IN-3. Células mononucleadas con sefial positiva para centrina y
gama tubulina fueron contabilizadas en tres experimentos individuales. Se observo un porcentaje
estadisticamente significativo mas alto (2.3 veces, p< 0.001) en células U20S-E7 comparadas con
células control. Esta amplificacién de centrosomas disminuye significativamente al inhibir a la cinasa
con 50 pg del inhibidor MPS1-IN-3 (3.07 veces, p<0.01).
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Figura 10. Alineamiento de la secuencia de la proteina PLK4 y MPS1 en humanos entre
diferentes especies de vertebrados. A) Representacion lineal de la proteina PLK4 en humanos.
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En verde se muestran los aminoacios conservados entre especies, en rojo se muestran los
aminoacidos de caracter basico adyacentes al aminoacido susceptible de ser fosforilado por MPS1
y en amarillo los residuos susceptibles de ser fosforilados por MPS1. B y C) Representacién lineal
de la proteina MPS1 en humanos. En verde se muestran los aminoacios conservados entre
especies, en rojo se muestran los aminoacidos de caracter basico adyacentes al aminoacido
susceptible de ser fosforilado por PLK4 y en amarillo los residuos susceptibles de ser fosforilados
por MPS1. D) Representacion de las cinasas PLK4 y MPSL1. I) Representacion lineal de la cinasa
PLK4. Se observan 4 distintos dominios reportados en la literatura y los posibles sitios de
fosforilacion mediados por MPS1 (P rojo) asi como los sitios de autofosforilacion reportados (91) (P
negro). Il) Representacion lineal de la cinasa MPS1. Se observan 7 dominios reportados en la
literatura y los posibles sitios de fosforilacion mediados por PLK4 (P rojo) asi como el sitio de
autofosforilacion reportado en la literatura (157) (P negro).

Tabla 2. Analisis in silico de los posibles sitios de fosforilacion de MPS1 y PLK4. Posibles
residuos de fosforilacién en PLK4 por la cinasa MPS1 y en la proteina MPS1 por la cinasa PLK4.
A) Se muestran en rojo dos posibles residuos expuestos en la cinasa PLK4 que pueden ser
fosforilados por MPS1. Estos residuos presentan un score parecido al obtenido a los residuos S282
y T295 autofosforilados (91) presentes en el dominio PEST1 (negro). B) Se muestran en rojo tres
posibles residuos expuestos en la cinasa MPS1 que pueden ser fosforilados por PLK4. Estos
residuos presentan un score parecido al obtenido al residuo T676 autofosforilado (157) presente en
el dominio cinasa (KD) (negro).

Aminoécido Disposicion

A) MPS1 en del Sceor Dominio
PLK4 Aminoacido
T384 Expuesto 4.12
T393 Expuesto 4.25
Autofosforilacion (91) S282 Expuesto 6.27 pest 1
Autofosforilacion (91) T295 Expuesto 5.43 pest 1
S Disposicion
B) PLK4  Aminoacido del SCOr bominio
en MPS1 L e
Aminoacido
S108 Expuesto 6.66
S709 Expuesto 6.66 cinasa
T849 Expuesto 5
Autofosforilacion T676 Expuesto 5.62 cinasa

(157)
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A)  a)IPMPS1 b) IP PLK4
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Figura 11. Coinmunoprecipitacién de MPS1 y PLK4 usando la etiqueta FLAG. Se
inmunoprecipitd a la proteina MPS1 (a) y a la proteina PLK4 (b) en extractos proteicos de células
U20S. Posteriormente se realizO6 Western Blot en ambos extractos proteicos para
inmunodetectar la proteina MPS1. Se observa una banda en el peso esperado para la proteina
MPS1.

Discusion

La amplificacion de centrosomas es el principal mecanismo por el cual se generan uniones
merotelicas y se presentan retrasos en la segregaciéon cromosomal durante la division celular
(219, 220). Estos defectos centrosomales pueden ser detectados en una amplia variedad de
tumores sélidos (221-223) y en varios tipos de malignidades hematoldgicas (224) por lo que
se han asociado con tumores de alto grado y con mal pronéstico. Varias lineas de
investigacion han demostrado la habilidad de la oncoproteina E7 del HPV16 en la
amplificacion de centrosomas a través de la alteracion del ciclo de duplicacion centriolar por
la desregulacién de varias proteinas como CDK2/ciclina E/A, E2F1, y PLK4 (138, 200, 201).

Por otro lado, también ha sido reportado que, si se inhibe la degradacién de la proteina MPS1,
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se induce la amplificacién de centrosomas (165, 185). En este trabajo investigamos la posible
participacion de la proteina MPS1 en la amplificacion de centrosomas mediada por HPV16-
E7. El transcrito y los niveles de proteina de MPS1 se mantienen disminuidos cuando la célula
entra en la fase del ciclo celular G1/S, e incrementan en la fase S alcanzando su maximo nivel
en G2 tardia/M, y disminuyendo nuevamente cuando la célula entra de nuevo en G1 (187,
225). Varios estudios han demostrado que mdltiples genes regulados durante el ciclo celular
son reprimidos por el complejo DREAM (226-228) y son activados por el complejo
MMB/FOXM1 (228-230) a través de su unién con el dominio denominado regién homologa de
genes del ciclo celular (CHR) presente en los promotores de estos genes. Ambos complejos
DREAM y MMB/FOXML1 estan compuestos por otro subcomplejo proteico denominado como
MuvB, el cual contiene las proteinas LIN9, LIN37, LIN52, LIN53, y LIN54. Durante la fase GO
y G/1S, el complejo MuvB se une con el complejo central formado por las proteinas p53/E2F4-
5/DP1-2 formando el complejo DREAM, el cual se encuentra presente en el promotor de genes
tempranos y tardios del ciclo celular reprimiendo su expresion (226-228). Durante la fase S,
el complejo DREAM se disocia, liberando el complejo central MuvB, permitiendo que la
proteina B-Myb se una a MuvB formando el complejo MMB. Este nuevo complejo recluta al
factor de transcripcion FOXM1, promoviendo la transcripcion de los genes tardios del ciclo
celular (228-230). De manera interesante, MPS1 posee un dominio CHR a 48 pares de base
rio debajo de su sitio de transcripcion (231), donde el complejo DREAM puede unirse. Sin
embargo aun no se ha comprobado si la expresion de MPS1 es regulada por los complejos
DREAM y MMB/FOXM1, y si otras proteinas pudieran estar involucradas, como el factor de
transcripcion E2F1 (232). En este trabajo, reportamos que los niveles de transcrito y de
proteina de MPS1 se incrementaron cuando transfectamos la oncoproteina HPV16-E7 en
células U20S (Figura 7A y B). Especulamos que este incremento puede ser explicado si
HPV16-E7 promueve la disociacion del complejo DREAM a través de la degradacion de la
proteina p130y su interaccion con los complejos E2F1y DP1-2 (233, 234). HPV16-E7 también
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podria regular la expresién de MPS1 a través del factor de transcripcion B-Myb ya que se ha
reportado que E7 incrementa la transcripcion de B-Myb, generando un incremento en la
formacion del complejo MMB/FOXM1. Ademas, se ha demostrado que HPV16-E7 también
puede unirse al complejo MMB/FOXM1 generando un incremento en la transcripcion de
multiples genes del ciclo celular (234-236). Estos reportes son consistentes con nuestras
observaciones sobre el incremento del transcrito y de los niveles de proteina de MPS1

mediados por HPV16-E7.

De manera interesante, encontramos que el aumento de mRNA y de proteina de MPS1
mediado por HPV16-E7 se asocid con la generacién de multiples centrosomas. Después de
generar una linea celular que expresa establemente HPV16-E7, observamos la amplificaciéon
de centrosomas (Figura 8B) de manera consistente a lo reportado previamente (195).
Subsecuentemente, empleando el mismo modelo, disminuimos la expresiéon de MPS1
mediante shRNAs y blogueando la actividad de MPS1 con el inhibidor selectivo MPS1-IN-3.
Esta deplecién genero una disminucién significativa en el nimero de células con multiples
centrosomas (Figura 8C y D). Anteriormente, Tannous y colaboradores demostraron que
empleando 2, 5 0 10 ug de MPS1-IN-3 se inhibe la formacién del punto de monitoreo del huso
mitotico en células U20S arrestadas en mitosis donde MPSL1 juega un papel critico. Sin
embargo, no observamos diferencias significativas en la amplificacion del centrosoma
empleando las concentraciones del farmaco reportadas en nuestro modelo (218). Sin
embargo, a una concentracién mayor de MPS1-IN-3 si logramos observar una reduccién en
el numero de células con multiples centrosomas. Este fendbmeno pudiera explicarse debido al
hecho que las células U20S-E7 empleadas en este trabajo expresan de manera estable a
HPV16-E7, lo cual genera un incremento en mRNA y proteina de MPS1. Por lo tanto, las

concentraciones reportadas del inhibidor MPS1-IN-3 no fueron suficientes para disminuir la
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actividad global de MPS1 y poder observar en nuestro modelo una disminucion en el nimero

de células que presentaban multiples centrosomas.

Estos resultados correlacionan con lo reportado por Duensing donde la reduccién de la
generacién de multiples centrosomas que HPV16-E7 promueve utilizando siRNAs para inhibir
la expresion de la cinasa PLK4 (138), lo cual sugiere que MPS1 podria estar involucrada en
este fendbmeno. Por esta razon, decidimos realizar un andlisis in silico para predecir residuos
susceptibles de ser fosforilados por estas dos proteinas. Encontramos residuos fosforilables
en ambas cinasas (PLK4 y MPS1), los cuales estdn conservados en la mayoria de los
vertebrados que se analizaron (Figura 10). Se ha reportado que PLK4 promueve su
degradacién mediante su autofosforilacion en los residuos S282 y T295 (91), los cuales estan
presentes en el dominio PEST1 (237) (Figura 10EIl). Nuestro analisis in silico mostro que los
residuos T384 y T393 presentes en PLK4 son susceptibles de ser fosforilados por MPS1
(Figura 10A). Estos residuos estan localizados en una regiébn no conservada entre los
dominios cinasa, PESTL, y criptic polo Box (Figura 10EIl). Actualmente no se conoce si este
fragmento ejerce algun control en la funcién de la proteina en humanos. Sin embargo, Klebba
y colaboradores reportaron que en células de Drosophila melanogaster, la regién denominada
Linker 1 (L1, la cual esta localizada entre los dominios cinasa, el elemento regulatorio rio abajo
(DRE) y la criptic box) ejerce un control auto inhibitorio sobre la activacién de PLK4 y que esta
inhibicion puede liberarse a través de la interaccién del dominio criptic box localizado en el
carboxilo terminal de PLK4 con otra proteina aun no identificada (238). Bajo este escenario,
hipotetizamos que MPS1 podria inducir la amplificacion de centrosomas mediante la
fosforilacion de los residuos T282 y/o T295 y la subsecuente activacion de la cinasa PLK4. En
resumen, el aumento de los niveles de proteina de MPS1 y PLK4 por HPV16-E7 podria
generar un incremento en la cantidad de proteina de PLK4 y activacion por accion de MPS1,

resultando en una alteracién en el ciclo normal de duplicacion del centrosoma.
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Por otro lado, el analisis in silico predijo que la cinasa PLK4 podria fosforilar a MPS1 en tres
residuos: S108, S709, y T849 (Figura 10B-D). El residuo S108 se encuentra dentro del motivo
TPR2 (Figura 10Ell), el cual es necesario para determinar la localizacién de MPS1 hacia el
cinetocoro junto con el motivo TPR1 y NTE (146, 149). Lo que nos lleva a pensar que la posible
fosforilacion de MPS1 en el residuo S108 por PLK4 pudiera generar un cambio conformacional
en MPSL1 el cual podria prevenir la dimerizacion de MPS1 y, por lo tanto, prevenir también su
localizacion en el cinetocoro. Esta fosforilacion podria también estar exponiendo el motivo
TPR3 y la hélice C (239) lo cual podria estar favoreciendo el reclutamiento de MPS1 hacia el
centrosoma (149). En este sentido, Dhayalan y colaboradores identificaron 91 diferentes
blancos de la metiltransferasa SET7/9, incluyendo el residuo K708 de MPS1 (240). Nuestro
andlisis in silico detect6 que PLK4 puede fosforilar el residuo S709 de MPS1. Estos datos nos
permiten especular que la actividad cinasa de MPS1 puede ser regulada mediante el
alternamiento entre metilacién-fosforilacién, el cual podria ser realizado por la fosforilacion de
PLK4 en el residuo S709 de MPS1 previniendo la metilacion de SET7/9 en el residuo K708
de MPS1 y viceversa (241). Finalmente, el residuo T849 de MPS1 susceptible de ser
fosforilado por PLK4 reside fuera del dominio cinasa (Figura 10DIl). Sin embargo, se ha
encontrado que la mutacion de otros residuos fuera del dominio cinasa es capaz de modular
la actividad de MPSL1 in vitro (242). Asi, la fosforilacion de este residuo por PLK4 podria
incrementar la actividad cinasa de MPS1 y, por lo tanto, incrementar el nimero de

centrosomas.

De manera notable, varios residuos han sido identificados que son auto fosforilados por MPS1,
uno de ellos es el residuo T849 (242). Sin embargo, también se ha demostrado que estos
sitios son substratos de otras cinasas como PLK1 (243); por lo tanto, es posible que PLK4
pueda fosforilar algunos residuos que son auto fosforilados por MPS1. La significancia de

estos hallazgos en la actividad de MPS1 aun no se conoce, lamentablemente durante la
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realizacién de este trabajo no pudimos mostrar evidencia cientifica que pudiera sugerir una
posible interaccion de estas dos cinasas. Seria interesante determinar el estado de
fosforilacion de las cinsasas MPS1 y PLK4 en estos residuos y su posible relacion en la

generacién de multiples centrosomas mediados por HPV16-E7.

Conclusiones

En conjunto, los datos mostrados en este trabajo indican que:

- Laproteina HPV16-E7 incrementa los niveles de proteina de MPS1 en la linea celular
U20sS.

- La proteina HPV16-E7 incrementa la expresion de MPS1 en la linea celular U20S.

- La disminucion de los niveles de proteina MPS1 inhiben la amplificacién de
centrosomas por efecto de HPV16-E7 en la linea celular U20S.

- La inhibicién de la actividad cinsasa de MPS1 inhibe la amplificacion de centrosomas
por efecto de HPV16-E7 en la linea celular U20S.
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