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INTRODUCCION

1. EL CANCER CERVICO UTERINO

El cancer cérvico uterino (CaCU) representa un gran reto para los servicios de salud a nivel
mundial. En el afio 2008 se registraron 529,800 nuevos casos con una tasa de mortalidad del 52%;
este cancer es mas frecuente en los paises en vias de desarrollo, en donde son diagnosticados
mas del 85% de los casos. [1]. En México, el CaCU es la segunda neoplasia mas comun entre las

mujeres, con una incidencia anual en el 2010 de 10186 nuevos casos [2].

La infeccidn persistente por Virus del Papiloma Humano (VPH) es el factor etioldgico principal en
el desarrollo de CaCU [3]. Existen mas de 100 tipos de VPH divididos en dos grupos: 1) VPHs de
bajo riesgo los cuales no pueden causar CaCU pero pueden causar verrugas genitales; los tipos 6 y
11 son los responsables de aproximadamente el 90% de las verrugas genitales. 2) VPHs de alto
riesgo (VPH-AR) los cuales pueden generar anomalias celulares que resulten en CaCU [4]. Entre
los VPH-AR, los virus tipo 16 y 18 son los mas comunes entre las mujeres que padecen este cancer

(50.5% y 13.1% respectivamente) [1].

1.1 GENOMA VIRAL

Los virus del papiloma son pequefios virus de ADN de doble cadena, sin envoltura, cuyo genoma
estd constituido por aproximadamente 7200-8000 pb y se divide en tres regiones: la regién de
expresion temprana E (Early), la cual codifica para las proteinas virales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7),
necesarias para la replicacion viral y la regulacion de la trascripcidn, asi como la transformacion e
inmortalizacidn celular; una regidon de expresién tardia L (Late), que codifica para proteinas
estructurales (L1 y L2) y una regidn reguladora conocida como region larga de control o LCR (Long
Control Region), que contiene la secuencia de ADN que controla la replicacion y la expresion del
genoma viral [5]. El mecanismo de accion de los VPH-AR en el desarrollo de la neoplasia cervical,
se explica principalmente por la accidn de sus oncoproteinas virales E6 y E7. La expresidon continua
de estos genes es requisito indispensable para mantener el fenotipo maligno de las células del

cérvix [6].



En el CaCU las proteinas pRB y p53, estan inhabilitadas por la accion de las oncoproteinas E6y E7.
E6 forma un complejo con la proteina p53 e induce su degradacion por la via de la ubiquitina [7];
E7 interactia con el gen del retinoblastoma (pRB) favoreciendo su degradacién a través del
proteasoma [8]. Ambos eventos previenen el arresto del ciclo celular en la fase G1 y/o la
apoptosis en respuesta a un dafio al ADN celular, lo cual contribuye a la transformacién celular.
Sin embargo, se ha determinado que la inactivacién de p53 y pRb, no son suficientes para inducir
una transformacién celular total [9]. Otro factor importante que participa en la tumorigénesis
cervical es la interaccion entre la oncoproteina E6 y las proteinas poseedoras de dominios PDZ

[10].

2. ONCOPROTEINA E6 Y SUS BLANCOS CELULARES

La proteina E6 estd formada por aproximadamente 150 aminodcidos y contiene dos motivos de
dedos de zinc. Esta oncoproteina tiene la capacidad de unirse a un sinfin de blancos celulares lo
gue le permite bloquear la apoptosis, regular la transcripcidn viral, abatir la diferenciacion celular

y las interacciones célula-célula e incrementar la inestabilidad cromosémica [11].

A la fecha se han caracterizado diversas proteinas PDZ blanco de la proteina E6 de los VPH-AR,
entre las que se encuentran MAGI-1, MAGI-2, MUPP1, PATJ, y hDIg [12]. E6, a través de su
extremo C-terminal, es capaz de unirse a alguno de los dominios PDZ presentes en estas
proteinas y mediar su degradacion via el proteosoma 26s [13]. Sin embargo, los diferentes VPH-
AR difieren en su capacidad para degradar a estas proteinas: el VPH tipo 18 se une de manera mas
eficiente a las proteinas PDZ en comparacién al VPH tipo 16, esto debido a un simple cambio de

aminodcido [14].

Son varios los virus que interactian con proteinas con dominios PDZ, entre estos no solo figuran
virus oncogénicos, sino también virus como el de la influenza, dengue, rabia, entre otros. Por lo
gue se ha visto que la disrupcion de las proteinas PDZ es un mecanismo ampliamente utilizado

por los virus para favorecer su replicacion, diseminacion, transmision y carcinogénesis [15,16].



2.1 PROTEINA SUPRESORA DE TUMOR hDIg

La proteina hDIlg fue la primera proteina PDZ descrita como blanco de E6 [15]. hDlIg es la proteina
supresora de tumor homodloga del disco largo de Drosophila o también conocida como SAP97
(Synapse Asocciated Protein) [17]; es miembro de la familia MAGUK (Membrane Associated
Guanylate Kinases homologues). Las proteinas comprendidas en esta familia se localizan en las
regiones de unidn célula — célula (uniones estrechas o tight junctions) en donde se comportan
como proteinas de andamiaje celular formando complejos moleculares a través de sus dominios
de unién entre proteinas [18]. hDIg esta formada por 3 dominios PDZ en su extremo amino-
terminal, un motivo SH3 central en su extremo carboxilo-terminal y un dominio GUK (homdloga

de guanilato-cinasa) (Fig. 1)[19].

| N-tern  [IVAIEEYH VR IEH 760K holg

Figura 1. Organizacion de la proteina hDIg. La proteina hDIg estd conformada por un extremo N —
terminal, tres dominios PDZ de unidn entre proteinas; un dominio homdlogo a Src3 (SH3) y un
dominio GUK al cual no se le conoce funcién enzimatica. Modificado de Lue 1996 [19].

Se conocen diversos productos de procesamiento alternativo para esta proteina: en el extremo N-
terminal se encuentra la regién de procesamiento I11A e I1B; entre el dominio SH3 y el dominio
GUK se encuentran las regiones de insercién desde 12-15 [20]. Existen pocos estudios acerca de
la funcidn de las isoformas de hDlg, pero se sabe que |2 se localiza en el nicleo en donde se cree
podria tener funciones en la sefializacion; mientras que la isoforma 13 se encuentra en las

membranas de los queratinocitos manteniendo la arquitectura celular [21].

hDIg se encuentra implicada en el crecimiento, adhesion y polaridad celular, tanto en tejido
embrionario como adulto [22]. Al ser una proteina de andamiaje, se encuentra relacionada con la
transduccién de sefiales, la division asimétrica, proliferacion, diferenciacion y migracion celular
[23, 24]. Entre los complejos formados por hDlg destacan el integrado por hDIg-APC
(Adenomatous Polyposi Coli) el cual bloquea el ciclo celular [25], la unidn con E-caderina a través
de la cual regula la adhesién y la interaccion con la proteina 4.1 con lo que forma parte de la

dinamica del citoesqueleto [20].
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2.1.2. hDIg EN LA CARCINOGENESIS CERVICAL

E6 se une a través de su extremo C-terminal, al PDZ 2 de hDlg [26]; esta unidn dirige la
degradacion proteosémica de hDIg, aunque a la fecha no se conoce la ligasa de ubiqtitina
responsable [27]. Ahora bien, algunos estudios demuestran que la degradacion de hDlg depende
de su estado de fosforilacién, ya que E6 induce la degrada preferencialmente a las formas

hiperfosforiladas de la proteina [28,29].

Existen varios trabajos acerca del papel de hDIg en la carcinogénesis cervical, todos ellos con
resultados similares: en el 2002, Watson et al. [30] mostr6 mediante un estudio
inmunohistoquimico la acumulacion citoplasmica de hDIg en lesiones de alto grado de cérvix; Lin
et al. en 2004 [31] menciona que los cambios en la expresion de hDIg no estan relacionados al
tipo de VPH presente en la lesién. También en el 2004 Cavatorta et al. [32] propone a hDlg como
un marcador tardio en la carcinogénesis cervical, en un estudio posterior se concluye que la
deslocalizacién de hDlg en CaCU repercute en la localizacién de la fosfatasa PTEN debido a que la

unién entre estas dos proteinas se ve afectada por la relocalizacion citopldsmica de hDIg[33].

De igual forma, ha sido evaluada la expresién de hDIg en lineas derivadas de CaCU, con lo que se
ha visto que las lineas positivas a VPH, HelLa y CaSki muestran expresidn tanto del transcrito como
de la proteina, mientras que la linea C33, negativa a VPH, muestra bajos niveles del transcrito y la
proteina. En principio, las células no sincronizadas muestran expresion similar de hDlg
independientemente de la presencia de VPH, lo que sugiere que la degradacién de hDIg por VPH

se lleva a cabo en un momento preciso del ciclo celular [22].

3. UNIONES NO CANONICAS DE LOS DOMINIOS PDZ.

Los repetidos PDZ son dominios de aproximadamente 90 aminodacidos que deben su nombre a las
primeras tres proteinas en donde fueron descritos (PSD-95, Dlg y ZO) [34]; son también conocidos
como regiones homdlogas del disco largo (DHRs en inglés) o repetidos GLGF debido los cuatro

residuos bien conservados en el dominio [35].

Estudios recientes clasifican a los repetidos PDZ en tres grupos segun la secuencia que reconocen:
1. Dominios clase 1. Reconocen el motivo S/T-X-O.

2. Dominios clase 2. Reconocen el motivo ®-X-O.
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3. Dominios clase 3. Reconocen el motivo D/E-X-®.

Estos dominios encontrados en el extremo C-terminal, son [lamados dominios de uniéon a PDZ
(PBD por sus siglas en inglés) en donde @ representa un residuo hidrofébico y X cualquier

aminoacido [15,36].

Trabajos recientes muestran que los dominios PDZ pueden unirse a secuencias diferentes a las
PDMs. En particular se tratardn los ejemplos conocidos de la unién entre dominios PDZ y los
dominios PTB (Phosphotyrosine Binding Domains). El dominio de unién a fosfotirosinas, también
Ilamado dominio de interaccion a fosfotirosinas o simplemente PTB, es un mddulo de interaccién
proteina-proteina de aproximadamente 100-170 aminoacidos [37]. A la fecha se reconocen
alrededor de 60 proteinas humanas que codifican dominios PTB [38]. Inicialmente estos dominios
fueron identificados como alternativos al dominio SH2 el cual también reconoce tirosinas
fosforiladas [39]. La diferencia entre los dominios SH2 y PTB radica en el contexto de
reconocimiento: el primero determina su especificidad por residuos presentes en el extremo C-
terminal, mientras que el segundo reconoce residuos en el extremo N-terminal posterior a la

tirosina fosforilada [40].

Los dominios PTB se unen preferentemente al motivo NPXpY acompafado de aminoacidos
hidrofdbicos en el extremo N-terminal [39]. Segln su estructura, estos dominios han sido

clasificados en tres familias [41]:

1. Tipo sustrato del receptor 1 de insulina (IRS-1)/Dok.
2. Tipo Shc.
3. Tipo Dab.

Sin embargo, los dominios PTB son capaces de unirse a secuencias NPXY no fosforiladas e
inclusive a motivos diferentes a NPXY [37]. Los miembros de las familias Shc e IRS-1/Dok se unen
con mayor afinidad a residuos fosforilados. Por otro lado, los miembros de la familia Dab
reconocen preferencialmente motivos no fosforilados. A esta ultima familia pertenece la proteina

NUMB de la cual se hablara mas adelante [41].

La habilidad que presentan las proteinas con dominios PTB de unirse tanto a péptidos fosforilados
y no fosforilados, involucra a estas proteinas en una diversidad de funciones celulares [40].
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Participan en los procesos de desarrollo neuronal, inmunidad, homeostasis y crecimiento, por lo
gue sus mutaciones también se ven reflejadas en patologias como accidentes cerebrovasculares,

hipercolesterolemia, enfermedad coronaria, Alzheimer, diabetes y cancer renal [38].

A la fecha se conocen dos ejemplos de uniones PDZ-PTB: 1) La ligasa de ubiquitina LNX, cuya
estructura cuenta con cuatro dominios PDZ, se une a partir del PDZ1 al dominio PTB de la
proteina de destino celular NUMB [42]. 2) La proteina supresora de tumor Scribble cuenta
también con cuatro dominios PDZ, el ultimo de los cuales es capaz de unirse al dominio PTB
presente en la proteina adaptadora NOS1AP [43]. Aunque no se conocen mas ejemplos, es

posible que este tipo de interacciones sean mas comunes de lo que se piensa.

3.1 NUMB: PROTEINA CON DOMINIO PTB

La proteina NUMB es un ejemplo de proteina PTB que no requiere tirosinas fosforiladas para su
unién [41]. La proteina NUMB fue la primera molécula descrita como determinante del destino
celular al ser segregada asimétricamente durante la division celular. Originalmente identificada en

Drosophila, trabajos posteriores han demostrado su importancia en mamiferos [44].

La palabra NUMB significa adormecimiento [45], y su nombre se debe al hecho que la pérdida de
su funcién, en Drosophila, provoca una dramatica perdida de las neuronas sensoriales, con lo que
las moscas se ven “adormecidas” [46]. Si bien en Drosophila no hay procesamiento alternativo de
NUMB, el genoma de los mamiferos codifica para cuatro isoformas de la proteina NUMB, que van

de los 65-72KDa (Fig.2) [47].

DPF NPF
p72 (EGECEEE [PRR | [ 11 653aa NUMB 1
L
PRR p71 PTH [ PRR | I 11 e42aa NUMB 3
p66 LI\/LI I 1] e04aa NUMB 2
PRR°®
p65 PTE M [1 I 11 s93aa NUMB 4

W

Figura 2. Proteinas NUMB de mamiferos. La proteina NUMB esta conformada por un dominio PTB
terminal, un sitio rico en prolinas (PRR) y dos regiones homologas al dominio Eps15 (DPF y NPF).
Modificado de Gulino 2010 [47].

-13-



El procesamiento alternativo afecta tanto al dominio PTB como PRR. Una insercion de 48
aminoacidos en la regién PRR genera a las proteinas NUMB1 (p72) y NUMB3 (p71) ambas
Ilamadas NUMB-PRR, (large); las isoformas NUMB3 (p66) y NUMB4 (p65) no cuentan con esta
insercién, estas dos ultimas son las isoformas NUMB-PRRs (short). Una insercion de 11
aminodcidos en la regiéon PTB también se identifica en dos de las isoformas [47]. Sin embargo en
el 2010, Karaczyn et al. [48] demostrd la existencia de dos productos de procesamiento
adicionales (NUMB5 y NUMB6) los cuales no cuentan con la regidn PRR; estas formas son

transitorias y raras en tejido normal pero abundantes en células transformadas y cancerosas.

Ahora bien, las funciones de NUMB son tan diversas como el nimero de isoformas. Existe una
diferencia fundamental entre las formas PRR"y PRR® al menos en el linaje neuronal, las proteinas
PRR® se relacionan con la diferenciacidn, mientras tanto, las moléculas PRR" se relacionan con la
proliferacion de células, esto légicamente ligado a procesos de sefializaciones diferentes [49]. La
localizacion de estas formas de la proteina NUMB también varia, ya que las formas con el PTB
largo se situan en la membrana celular, mientras que las formas cortas se encuentran en el

citoplasma, lo que habla también de la diferencia en sus funciones [50].

La estructura modular de NUMB la convierte en una proteina adaptadora la cual interactia con
diversas moléculas. Por ejemplo, su dominio PTB le permite unirse a ligasas de ubiquitina con lo
gue participa en la degradacidon proteolitica, endocitosis, adhesién celular, migracién, renovacion
de células madre y como ya se habia mencionado anteriormente, en la division asimétrica y
destino celular; ademas forma parte de vias de sefalizacién como la de p53, Hedgehog y Notch
[46,47]. Esta ultima via es de particular interés para el presente trabajo por lo se dedicara un

apartado especial a ella.

3.2 NUMB: REGULADOR NEGATIVO DE LA VIA DE SENALIZACION NOTCH

NUMB fue originalmente identificada como modulador negativo de la via de sefializacién Notch
en Drosophila [47]. En la mosca, durante el desarrollo del sistema nervioso periférico, NUMB se
localiza asimétricamente en las células a dividirse, con lo que, posterior a la cintocinesis se
segrega de manera diferencial entre las células resultando a su vez en cambios en la expresién de

Notch: las células carentes de NUMB expresaran Notch y viceversa [51].
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En mamiferos, la historia es similar: NUMB antagoniza la via de sefializacion Notch, aunque los
mecanismos no son del todo claros (Fig. 3) [52]. NUMB, a través de su dominio PTB, co-localiza a
diversas proteinas encargadas de modular a Notch [53]. Por ejemplo, NUMB es capaz de unirse a
la ligasa de ubiquitina ltch, lo que provoca la ubiquitinizacion de Notch. Ahora bien, la
sobreexpresiéon de NUMB promueve la degradacién de NICD, que es la forma activa del receptor
gue ya no se encuentra unida a la membrana [46]. Ademds es importante sefialar que se ha
demostrado la unién directa entre NUMB y NICD, la cual es dependiente del dominio PTB [52].
Finalmente NUMB también participa en la endocitosis del receptor Notch, con lo que regula los
niveles superficiales en membrana, y por ende, la disponibilidad de este para ser activado por

alguno de sus ligandos [54].

3.3 NUMB EN LA CARCINOGENESIS CERVICAL

Desde su descubrimiento en Drosophila, NUMB ha sido definida como proteina supresora de
tumor [48]. En el cancer de mama se ha visto que la regulacion negativa de Notch a partir de
NUMB, se ve perdida en alrededor del 50% de los carcinomas mamarios debido a la intensa
degradacion de NUMB en esta neoplasia [55]. Por otro lado, NUMB favorece la expresion de p53
al impedir su degradacién mediada por Mdm2 (NUMB se une a Mdmz2 a través de la misma
region de unién a p53), por lo que la perdida de la expresion de NUMB en el cdncer de mama, se
inactiva la via de p53 [55, 56]. Ademas, las neoplasias donde se bloquea la via Notch, responden

mejor a tratamiento siempre y cuando NUMB esté presente [53,55].

En el caso del desarrollo de CaCU, la proteina NUMB ha sido pobremente estudiada, el Unico
trabajo publicado al respecto es de Chen en el 2009 [57] donde se demuestra que las isoformas

NUMB-PRR, son las de mayor expresidn génica en los carcinomas epidermoides.

4. ViA DE SENALIZACION NOTCH.

La via de sefializacion Notch es una importante forma de comunicacién intercelular, que controla
diversos procesos biolégicos dependiendo del contexto celular y estadio del desarrollo.
Posiblemente las funciones mas caracterizadas de Notch son la inhibicion lateral, proceso central
en la determinacién del destino celular [58,59] y la division asimétrica de las células, mediante la
cual resulta una progenie diferente con solo una division celular [60]. Esta via también se

encuentra relacionada con la diferenciacién de queratinocitos al inducir la expresion de
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marcadores tempranos de diferenciacion y al regular la expresion de p21 [61, 62]. Controla la
diferenciaciéon y numero de células madre [63]. Las alteraciones en esta via se presentan en
diversas enfermedades humanas como el sindrome de Alagille, el sindrome de CADASIL, distosis
espondilocostal [58] y en enfermedades degenerativas como Alzheimer [64] y cancer. En esta
ultima se ha visto puede comportarse tanto como oncogén o como supresor tumoral [65].

Los receptores Notch son proteinas transmembranales del tipo |, en mamiferos se codifican 4
receptores (Notch 1-4) de aproximadamente de 300 KDa cada uno [66]. El producto de estos
genes es modificado post-transcripcionalmente en el aparato de Golgi produciendo una proteina
con 3 dominios: el intracelular (IC, regula la actividad del receptor), el transmembranal (TM, le
permite anclarse a la membrana) y el extracelular (EC, contiene entre 29-36 repetidos tipo factor

de crecimiento epidermal EGF los cuales regulan la unién a los ligando) [67].

A la fecha, en mamiferos se han caracterizado 5 ligandos denominados DSL (por los ligandos Delta
y Serrate en Drosophila y LAG-2 de Caenorhabditis elegans) [68]. Los ligandos DSL canénicos son
proteinas de superficie celular que, al igual que Notch, tienen multiples repeticiones en tandem
de EGF necesarios para su union al receptor. Basado en la homologia estructural con Delta y
Serrate de Drosophila, los ligandos en mamiferos son designados como “Delta-like” (DII1, DII3 y

DIl4) o “Serrate-like” conocidos como Jaggedl y Jagged2 [69].

La unién del ligando al receptor Notch, activa dos complejos enzimdticos: la metaloproteasa
ADAM/TACE vy el denominado complejo y-secretasa. El primero, realiza un corte a nivel del
dominio EC y el segundo libera el fragmento intracelular, el cual se transloca al nucleo e
interactla, como un co-activador, con las proteinas de la familia CLS (CBF-1/ Lag-1/Suppressor of
Hairless), que regulan la transcripcién de genes como los de la familia HES (Hairy and Enhancer of

Split), y HRT/HERP/Hey (familia “basic helix-loop-helix-Orange”), IL-4, p21 y ciclina D1 (Fig. 3) [70].
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Figura 3. Via candnica de Notch y regulacién negativa por la proteina NUMB. La via de sefializacion Notch
se desencadena tras la unién del ligando (DSL) al receptor (Notch 1-4) (1), esto activa dos complejos
enzimaticos (2 y 3) que liberan el fragmento intracelular del receptor (NICD: Notch Intarcellular domain) (4),
el cual se transloca al nucleo y regula la transcripcion de diversos genes (5). EI NICD es regulado
negativamente por la proteina NUMB. La proteina de uniones celulares, hDlg, es blanco de la oncoproteina
E6 de los VPH-AR. Modificado de Gordon 2008 [70].

Con respecto al papel de Notch en el desarrollo del cancer en los ultimos afios, se ha identificado
la sobreexpresién de componentes de esta via en una gran variedad de carcinomas humanos,
incluyendo leucemias [60], neuroblastomas [71], cdncer de mama [72], carcinomas renales [73] y
cancer pulmonar [74], entre otros. En el desarrollo del CaCU, los resultados son controversiales,
ya que algunos trabajos concluyen que esta via se comporta como oncogén, mientras que otros le

atribuyen un papel de supresor. En la cuadro 1 se muestran algunos de los trabajos al respecto.

Cuadro 1. Notch en la carcinogénesis cervical

NOTCH COMO SUPRESOR DE TUMOR Autor [referencia]

La disminucién en la actividad de la via Notch-1 en
lineas derivadas de CaCU, es necesaria para la
expresion sostenida de E6/E7 y para las etapas finales
de la transformacion maligna.

En células positivas a VPH, la activacion de Notch-1
reprime la expresion de E6/E7, debido a la modulacién
de (AP)-1, con lo que se restituyen los niveles de p53 y
se bloquea la hiperfosforilacion de pRb.

La sobreexpresion de NICD 1 induce arresto en el ciclo
celular. Reduce la transcripcion del VPH al suprimir a
proteinas activadoras como (AP)-1.

Talora 2002 [75]

Talora 2005 [76]

Wang 2007 [77]
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La expresion de Notchl se reduce en las neoplasias
escamosas, en comparacion con las células basales
normales. La reduccion de Notchl evita Ia
diferenciacion terminal y por lo tanto permite la
formacion de epitelios inmaduros.

NOTCH COMO ONCOGEN

Tanto los tumores escamosos como los
adenocarcinomas presentan una intensa expresion
inmunohistoquimica

NICD1 sinergiza con los oncogenes virales para la
transformacion e inmortalizacién, ademas de generar
resistencia a la anoikis.

Niveles moderados de Notch-1, exhiben propiedades
oncogénicas que trasforman células primarias que
contienen las proteinas E6 y E7 de VPH 16. Ademas
niveles de NICD son detectados en lineas derivadas de
CaCuU (€33, S12, W12, SiHa, Hela, C4-1).

NICD 1 induce la proliferacion a través de la ciclina D1
y genera resistencia a la apoptosis.

5. JUSTIFICACION

Debido a las controversias que existen acerca del papel de la via de sefializacién Notch en el
desarrollo de CaCU, resulta importante entender mas a fondo la regulacién de esta via. La
proteina NUMB se muestra como clave en el entendimiento de la cascada Notch, su capacidad de
unirse a diversos blancos celulares la situan en el centro de la modulacién. Evidencias sugieren la
posible unidon de NUMB con blancos anteriormente no descritos como lo es |la proteina supresora

hDIlg. Dicha unién podria ser clave en la regulacién de la via Notch durante la carcinogénesis

cervical.

6. HIPOTESIS

La via de sefnalizacion Notch-1 esta regulada por la proteina hDIg a través de su unién con la

proteina NUMB en el cdncer cervical.
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7. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacién de hDIg en la regulacidon de la via de sefalizacion Notch-1, en lineas

derivadas de CaCU.

8. OBIJETIVOS PARTICULARES

* Evaluar la expresién génica de Notch-1 en las lineas derivadas de CaCU y en las lineas
Hek293.

* Determinar los niveles de las proteinas Notch-1 (total y activa), hDlg y NUMB en lineas
celulares derivadas de CaCU y en HEK-293.

* Evaluar la expresion de NICD, hDIlg y NUMB en las lineas celulares anteriores mediante
inmunocitoquimica

* Establecer la posible unidn entre las proteinas hDlg y NUMB en las lineas celulares.

9. METODOLOGIA
9.1 CULTIVO CELULAR

En este trabajo se emplearon las lineas celulares: HEK 293T/17 (queratinocitos fetales de rifidn);
Hela y C-4 1 (adenocarcinoma y carcinoma de cérvix, positivas para VPH-18 respectivamente),
CaSki (carcinoma de cérvix positiva para VPH-16) y C33 (linea celular de CaCU sin VPH). Estas
lineas celulares se crecieron en medio de cultivo (DMEM GIBCO), suplementado con 8% de Suero
Bovino Fetal (SBF, GIBCO). Se mantuvieron en una atmdsfera himeda al 5% de CO, y a una
temperatura de 37°C.

9.2 EXTRACCION DE ARN Y ENSAYO DE EXPRESION RT-PCR

Con el fin de conocer la expresion del gen Notch-1 en las lineas utilizadas, se realizaron ensayos
de RT-PCR (Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction), en donde una hebra de ARN es
transcrita de manera reversa en ADN complementario (cADN). Para esto, se extrajo el ARN total
de cada linea celular utilizando el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) el cual permite la purificacion a
partir de micro columnas de silice. Las muestras de ARN se trataron con DNAsa (20U/pl) (DNA-
free Ambion) para eliminar una posible contaminacién ADN celular. La concentraciéon de ARN se
determindé mediante espectrofotometria. La calidad del ARN se verificd por electroforesis en geles

de agarosa con tinciéon de bromuro de etidio.
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Se utilizaron 2pug de ARN total para llevar a cabo la reaccion de RT-PCR mediante el GeneAmp
RNA PCR Kit (Applied Biosystems) el cual incluye la transcriptasa reversa Mulv. El cADN
resultante se amplific6 mediante ensayos de PCR con el uso de la ADN polimerasa AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems) con oligonucledtidos especificos, la secuencia de estos se muestra en la

cuadro 2 [83]. Se empled la expresion de B-actina como control.

Cuadro 2. Oligonucleétidos especificos para Notch-1

Oligonucleétido sentido 5’- CAACATCCAGGACAACATGG-3'

Oligonucleoétido antisentido 3’- TTGTTAGCCCCGTTCTTCAG-5’

9.3 WESTERN BLOT Y EXTRACCION DE PROTEINAS

Para evaluar la expresién de las proteinas Notch-1 (receptor y NICD), hDlg y NUMB se realizaron
ensayos de Western Blot con anticuerpos especificos para cada una de estas proteinas. Para ello,
las células fueron crecidas en cajas de 75cm” hasta alcanzar una confluencia aproximada del 90%.
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS (ver anexo) y despegada la monocapa con

3ml de Tripsina (0.05% Tripsina-EDTA, Gibco).

La obtencion de las proteinas totales se realizdé con 100l de solucidn RIPA (ver anexo) con 10% de
inhibidores de proteasas (Protease inhibitor Cocktail, SIGMA) (ver anexo), los lisados celulares se
pasaron 10 veces por jeringa de insulina y se incubaron por 30 minutos en hielo. Posteriormente,
las muestras se centrifugaron a 10,000xg, durante 10 min. a 4°C. El sobrenadante fue recuperado

y almacenado a -20°C hasta ser utilizados.

La cuantificacidn de proteinas se realizé por el método de 4cido Bicinconinico (Bicinchonilic Acid
. . . . .. 2+

solution/ Copper(ll) sulfate solution, Sigma-Aldrich), en el cual la unién entre Cu“'y los grupos NH

presentes en las proteinas resulta en una coloracién purpura que correlaciona con la

concentracién de proteinas presentes en la muestra [81]. La absorbancia se midié en un

espectrofotometro con un filtro de 560nm.

Las proteinas se separaron en geles de acrilamida-SDS a una concentracidn del 10%, y se electro-
transfirieron (60 min. a 200 mA) a membranas de nylon-nitrocelulosa (Hybond-C Amersham, LIFE

Science). La eficiencia de la transferencia se comprobd por la tincion del gel con una mezcla de
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azul de Coomasie R-250 (ver anexo). Posteriormente se bloquearon los sitios no especificos de la
membrana con 10% de leche. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios
especificos para cada proteina durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron 3
lavados de 15 minutos con TBS-Tween (ver anexo). Los anticuerpos secundarios se incubaron por
1 hora a temperatura ambiente y se lavaron de la misma manera que los primarios. Los

anticuerpos y las concentraciones empleadas de cada uno de ellos, se muestran en la cuadro 3.

Cuadro 3. Concentracidn de anticuerpos utilizada para la técnica de Western Blot

Anticuerpo y marca Concentracidn Secundario Concentracion
Anti-Notch1, Notch Intracellular 2: 1000 Conejo 1:10,000
Domain (NICD) (Millipore).
Anti-Numb (pan-isoform) 1:1000 Conejo 1:10,000
(200ug) Antibody (Upstate).
SAP 97 (2D11) (200 pg/ml) (Santa 10:1000 Raton 2:1000

Cruz Biotechnologies).

Para la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo, se empled una reaccion de
guimioluminiscencia (Amersham, LIFE Science). Dicho sistema emplea luminol, compuesto que se
oxida en presencia del anticuerpo secundario, que esta conjugado con peroxidasa. La presencia
del perdxido de hidrégeno genera la emisidén de luz. La membrana previamente incubada con el
anticuerpo secundario, se incubd por 1 min con luminol y la emisién de luz se detectd,
exponiendo la membrana a placas de rayos X (Hyper film ECL, Amersham, LIFE Science). Los
experimentos se realizaron por triplicado y los controles negativos correspondieron a las células

libre de VPH.

9.4 ANALISIS DENSITOMETRICO

Para conocer la expresion de las isoformas de la proteina NUMB se realizo el analisis
semicuantitativo de la densidad éptica de las bandas obtenidas por Western Blot. Se utilizé el

programa Scion Image 4.0.

9.5 CO-INMUNOPRECIPITACION

Para determinar si las proteinas hDlg y NUMB se unen, se realizé un ensayo de co-
inmunoprecipitacion el cual consiste en concentrar la proteina de interés y precipitarla con ayuda

de proteina G, la cual estd unida a perlas de sefarosa y un anticuerpo especifico, que
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posteriormente se separan del lisado total mediante centrifugacién, las moléculas que
interaccionan con la proteina separada se identifican posteriormente por inmuno-blot [84].

200 pul de proteina G-agarosa (0.5ml de agarosa en 2ml de PBS) (Santa Cruz Biotechnology) fueron
lavadas con RIPA con inhibidores. Las perlas se incubaron a 4°C durante toda la noche con 20 pl
de anticuerpo primario (200 pl con panNUMB y 200 ul con SAP97). Al siguiente dia el complejo
perlas-anticuerpo se lavé similar al paso anterior; a 40 pl de este complejo se agregaron 200ug de
lisado celular y se dejé incubar toda la noche a 4°C. Finalmente el complejo se lavé dos veces con
RIPA, se centrifugd a 12,000 rpm y se resuspendié en 50 ul de buffer de carga (Laemmli Sample
Buffer, Bio-Rad), se hirvié por 10 min. y se tomaron 10 pl del sobrenadante para ser sometidos a

ensayos de western blot.

Para la evaluacion de la expresion del receptor Notch-1, el lisado celular se inmunoconcentro con
200 pl de proteina G-agarosa (0.5ml de agarosa en 2ml de PBS) (Santa Cruz Biotechnology) y
fueron lavadas con RIPA con inhibidores. Las perlas se incubaron a 4°C durante toda la noche con
20 ul de anticuerpo primario (NICD). Al dia siguiente el complejo perlas-anticuerpo se lavd y
centrifugo a 12 000 rpm; se resuspendio en 50 pl de buffer de carga (Laemmli Sample Buffer, Bio-
Rad), se hirvié por 10 min. y se tomaron 10 pl del sobrenadante para ser sometidos a ensayos de

western blot.

9.6 INMUNOCITOQUIMICA

La inmunocitoquimica es una técnica de tincién especifica basada en el uso de anticuerpos
especificos, que se emplea para visualizar in situ la expresidon de alguna proteina. En este caso se
empled esta técnica para determinar la localizacién de las proteinas Notch, hDlg y NUMB.

Las diferentes lineas celulares se sembraron en laminillas cargadas, se fijaron con formol al 10%
en PBS, se re-hidrataron colocandolas en diferentes concentraciones de alcohol (96%, 80%, 70%) y
agua. La recuperacién de antigenos se realizé en buffer de citrato de sodio 1M (pH=6) en una
vaporera de uso doméstico. Posteriormente, se colocaron en buffer de citratos a 42C. Tras la
recuperacion se hizo un lavado en PBS y se bloqued la peroxidasa enddgena con el perdxido de
hidrégeno contenido en el kit DakoCytomation EnVision+® System-HRP (DAB). Tras el lavado con
PBS se incubaron los diferentes anticuerpos primarios, a la concentraciéon que se muestra en la

cuadro 4.
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Cuadro 4. Concentracion de anticuerpos utilizada para la técnica de inmunocitoquimica

Anticuerpo y marca Concentracion
Anti-Notch1, Notch Intracellular Domain (NICD) (Millipore) 2:1000
Anti-Numb (pan-isoform) Antibody (Upstate) 4:1000
SAP 97 (2D11) (Santa Cruz Biotechnologies) 5:1000

El tiempo de incubacién fue durante una noche a 4° C, pasado este tiempo se realizé un lavado
para agregar el polimero marcado también incluido en el kit, este se incubd durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

Al momento del revelado se realizé la mezcla del buffer substrato y la diaminobencidina (DAB) a
razon de dos mililitros de buffer por una gota de DAB también incluidos en el kit, fue filtrada y
aplicada a la muestra mientras se observaba al microscopio éptico la reaccién para evitar sobre

exposicion. Las muestran se lavaron nuevamente en PBS.

Las laminillas se contrastaron con hematoxilina de Harris (Merck, Alemania) se lavaron en agua
corriente y deshidrataron en alcohol 70%, 80% ,96% y xilol. Fueron montadas con medio rapido
Entellan ® (Merck, Alemania) y fueron evaluadas por el Departamento de Patologia del Instituto

Nacional de Cancerologia.

10 RESULTADOS
10.1  EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA PROTEINA hDIg EN LAS LINEAS CELULARES

DE CaCU
La capacidad oncogénica de los VPH reside en sus proteinas E6 y E7; en particular E6 degrada a
diversos blancos celulares entre los que destaca la proteina supresora de tumor hDIg. En el
presente trabajo se evalud la expresion de hDIg en lineas celulares positivas (Hela, CaSki C-41) y
negativas (C33 y HEK293) a secuencias de VPH. Nuestro interés fue determinar la existencia de
una asociacién entre la expresion de esta proteina con la actividad de la via de sefializacién Notch-

1. En la figura 4 se muestra la expresion de hDIg en las lineas derivadas de CaCU asi como HEK293.
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Figura 4. Niveles de Expresion de la proteina hDIg en lineas derivada de CaCU y HEK293. La proteina hDIg
tiene un peso de 97kDa el cual se identifica con la flecha roja.

Al evaluar la expresidon de la proteina hDIg, fue evidente la presencia de mas de una banda
correspondiente al peso molecular esperado de hDIg (97kDa). Como se observa en la figura 4,
Hela, HEK293 y C4-1 expresan la proteina sin modificaciones postranscripcionales (97kDa, flecha
roja) encontrandose niveles mas elevados de esta proteina en la linea Hela. Por otro lado, las
lineas celulares C33 y CaSki no expresan a la proteina de 97KDA pero muestran otras bandas de
mayor peso molecular que posiblemente son formas fosforiladas de la proteina. Este patron fue

similar en las tres repeticiones que se llevaron a cabo para este ensayo.

La proteina hDIg se puede encontrar en diversas localizaciones subcelulares, lo que correlaciona
con sus diferentes actividades. Para conocer la localizacién de la proteina hDIg en las lineas

celulares estudiadas, se llevd a cabo el ensayo de inmunocitoquimica
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Figura 5. Localizacion de la proteina hDIg en lineas de CaCU y HEK293.

Como se muestra en la figura 5 todas las lineas celulares presentaron inmunorreaccion para hDlg.
Sin embargo de todos los casos, solo la linea negativa a VPH C33, expreso la proteina en el nucleo.
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Ademas, todas fueron positivas a la expresion de hDIg en el citoplasma y en algunos casos en la
membrana, como es el caso de la linea celular CaSki que presentd una expresion evidentemente
membranal. La linea que presentd la reaccion de mayor intensidad fue C4-1 tanto en el

citoplasma como en membrana.

10.2  EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA PROTEINA NUMB EN LAS LINEAS CELULARES

DE CaCU
La proteina NUMB es un importante regulador de la via Notch, ésta posee en su estructura un
dominio de unidn proteina-proteina del tipo PTB. Se ha demostrado que estos dominios pueden
unirse a los dominios PDZ como los presentes en hDIg, por ello el objetivo principal del presente
trabajo fue relacionar la expresion de hDIg con la via de sefializacién Notch a través de su posible
unién con NUMB, para lo cual se realizaron ensayos de Western Blot que permitieron evaluar los
niveles de expresion de NUMB los cuales no habian sido anteriormente evaluados en lineas

derivadas de CaCU. Los resultados se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Niveles de expresion de la proteina NUMB en lineas de CaCU y HEK293. La proteina NUMB
expresa 6 productos de procesamiento alternativo agrupados en tres bandas: NUMB 1-3, NUMB 2-4 y
NUMB 5-6. Se resaltan con el recuadro rojo las isformas 5-6.

Como se muestra en la figura 6, todas las lineas celulares expresaron las tres bandas
correspondientes a las 6 isoformas reportadas para la proteina NUMB. En general las células

Hela y CaSki expresan menores niveles de todas las isoformas de esta proteina. En todas las
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lineas celulares las isoformas que mas se expresan son la 2-4 (Figura 6). Finalmente la linea

HEK293 es la que expresa mayores niveles de las isoformas 5-6.

Para determinar si la localizacion de la proteina NUMB correlaciona con la localizacién de hDlg, se
llevé a cabo la técnica de inmunocitoquimica en las lineas celulares de CaCU y HEK293. Los

resultados se muestran en la figura 7.

Figura 7. Localizacion de la proteina NUMB en lineas de CaCU y HEK293.

Solo la linea celular negativa a VPH HEK293, expresd a la proteina NUMB en el nucleo. Entre las
lineas derivadas de CaCU, las lineas C4-1 y C33 mostraron la mayor expresién, con una

localizacion citopldsmica. Las células HeLa mostraron una expresion citoplasmica homogénea.

10.3 UNION DE LAS PROTEINAS hDIg-NUMB EN LINEAS DE CaCU

Los dominios PDZ suelen unirse con secuencias en el C-terminal de las proteinas con las que
interactuan, sin embrago, ya se han demostrado interacciones con dominios diferentes a los
PBDs. En el presente trabajo se muestra la interaccién entre hDlg y NUMB, posiblemente una
interaccion entre uno de los dominios PDZ de hDIg y el dominio PTB de NUMB. En la figura 8 se

muestra el inmuno-blot correspondiente.
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Figura 8. Inmunoprecipitacién hDIg y NUMB. Se muestra el inmuno blot correspondiente a la interaccién
entre las proteinas hDIg y NUMB.

En la parte superior de la figura 8, se muestra la inmunoconcentracion de la proteina hDIg a la
cual se le probd la interaccidén con la proteina NUMB. En todas las células analizadas se observa
gue existe una interacciéon entre éstas dos proteinas. Sin embargo, aparentemente, esta
interaccion solo ocurre con las isoformas 2-4.

De manera inversa, al inmunoconcentrar a la proteina NUMB, las diferentes bandas observadas

pudieran corresponder a interacciones con las diferentes formas fosforiladas de hDlg.

10.4 EXPRESION Y LOCALIZACION DE NOTCH-1 Y NICD EN CELULAS DE CaCU

La via de sefializacion Notch-1 interviene de forma importante en la comunicacién entre las
células. Esta es regulada negativamente por la proteina NUMB. En este trabajo se demostré la
unién de la proteina hDIlg y NUMB, por lo tanto resulté importante evaluar la expresidén tanto
génica como protéica, de Notch-1. En la figura 9 se muestra la expresién del transcrito Notch-1 en
las lineas celulares Hela, HEK 293, C4-1, C33 y CaSki obtenida mediante RT-PCR. En la parte

inferior de la figura se muestra la expresion (protéica) del receptor Notch-1.

Hela HEK293 C-41 C33 CasKi
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, Notch-1
~300kDa r- m o

Figura 9. Expresion génica y proteica Notch-1.

Las cinco lineas expresaron este transcrito aunque fue la linea CaSki la de mayor expresion,

seguida de la linea HEK293 (Figura 9 parte superior). Con la finalidad de facilitar la deteccion del
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receptor completo, la proteina se concentré mediante inmunoprecipitacion, en la parte inferior
de la figura 9 se muestra el inmuno-blot correspondiente a la precipitacion del receptor Notch-1.
La linea C33 (negativa a VPH) tuvo mayor expresién mientras que las lineas celulares HEK293 y C4-

1 no expresaron el receptor completo.

El receptor Notch-1 tiene un peso aproximado de 300 KDa, tras su activacion es procesado por las
enzimas ADAM-TACE10 y el complejo y-secretasa con lo que se libera la porcién intracelular de

alrededor de 120kDa [67]; en la figura 10 se muestra la expresion de NICD.

Hela HEK293 C-41 C33 CasKi

120 KDa

49KDa

Figura 10. Niveles de expresion de NICD. La porcion intracelular del receptor Notch, tiene un peso
aproximado de 120 kDa.

A diferencia de lo sucedido con el receptor completo, las cinco lineas celulares mostraron la
expresion de la parte activa. La que tuvo mayores niveles de expresién fue la linea C41, seguida de

C33 y CaSki. Mientras que la linea Hela presentd los niveles mas bajos.

Tras la activacion del receptor, NICD se transloca al nucleo en donde activa la transcripcién, por lo
qgue fue importante conocer en donde se encontraba la proteina. En la figura 11 se muestran los

resultados de la inmunocitoquimica.

~® X B - = 2 7
* ° <+ Hela|. Caski | ca-1
L\ N R ,‘q* B 5
b 9\ p % e g ’ . kS L e
# e ¥ { # s
_t ) < »
s A e &%
w5 : %
: ' - i

P Ty S
k\.. .* -+ HEK293

1 2 r
& - 2 o
‘- - » > L4 > 4
oo " “ . - "
- > ~
- &‘ ._‘Q\"_..," . - 6.
ey gy - &
R e B 8
e S b % . >4 o "
=" ~ 3 i < - @
z - e 1 - . > d &

Figura 11. Localizacion de la proteina NICD en lineas de CaCU y HEK293.
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Las células Hela fueron las que presentaron la mayor expresiéon nuclear de NICD. Las lineas
negativas a VPH HEK293 y C33 también mostraron a la proteina en el nucleo, pero en menor

numero de células e intensidad. Las células CaSki y C4-1 expresaron a la proteina en el citoplasma.

11. DISCUSION
La infeccion persistente por VPH-AR es el principal agente etioldgico para el desarrollo de CaCU
[3]. La proteina E6 de estos virus es capaz de unirse a un sinfin de blancos celulares regulando su
expresion [7]. En particular, E6 marca a la proteina hDIg para su degradacién proteosémica [10].
hDIg posee tres dominios PDZ, los cuales funcionan como secuencias de unién entre proteinas y
median la degradacion de hDIg inducida por E6 de los VPH-AR [14]. Por otro lado, aunque la
infeccidn persistente con los VPHs de alto riesgo, ha sido claramente establecida como el principal
agente causal en el desarrollo de cdncer cervical, no es suficiente, ya que muy pocas de las
mujeres con infeccién con VPHs de alto riesgo progresan a cancer [86]. Debido a esto,
actualmente se han propuesto otros factores que podrian participar en la tumorigénesis cervical.
Entre estos se encuentran, la amplificacion de algunos genes como: c-myc [87], PIK3CA [88], erbB
[89] y c-IAP1 [90], la disminucién en la expresion de la proteina supresora de tumor PTEN [91] y
una desregulacidon de la via de sefializacién de Notch [67]. La implicaciéon de esta cascada de
sefializacion en el desarrollo del CaCu, asi como su relacién con las oncoproteinas E6 y E7 es
controversial, por lo que el objetivo del presente trabajo fue determinar la posible participacion
de la proteina hDIg en la regulacion de la via de Notch. En el presente trabajo, se evalud la
expresion y localizacién de las proteinas hDIlg, NUMB y Notch-1, en las lineas celulares Hela, C4-1,
CasKi, C33 y HEK 293. También se evalué la posible unién de las proteinas hDlg y NUMB, asi como

la repercusidn de dicha unidn en la expresién de Notch-1.

Se encontré que independiente a la presencia de VPH, las lineas células aqui empleadas,
mostraron expresion de hDIg y en la mayoria de los casos, con una localizacién citopldsmica. Con
respecto a la proteina NUMB, se encontraron altos niveles de expresidn de esta proteina en todas
las lineas celulares. La unidon hDlg y NUMB se demostré en todas las lineas celulares
independientemente de la presencia de VPH-AR. Se analizé la expresién de Notch-1 para evaluar
una posible modulacién de la via por esta unién. El transcrito Notch-1 se expresd poco en las
lineas C4-1 y C33, sin embargo la proteina no fue encontrada en las lineas HEK293 y C4-1.

Paraddjicamente, el producto de la activacion catalitica (NICD) se expresd en altos niveles en
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todas las lineas. Este es el primer trabajo que evalula la expresién de NUMB en lineas derivadas de
cancer; dado que en todas las lineas se expresa el producto de activacidén catalitica de Notch-1
(NICD), ademas de que todas presentan altos niveles de NUMB, sugerimos que la proteina NUMB

no modula de manera negativa a la via de sefializacidon Notch-1 en el contexto de VPH.

La proteina hDlg ha sido ampliamente estudiada en el contexto de la infeccion por VPH [11-18].
En estos estudios se ha determinado que E6 de los VPH-AR es capaz de unirse a través de su
extremo C-terminal al démino PDZ-2 de hDIg con lo que la proteina es ubiquitinada y degradada
[26]. Se ha reportado que el VPH-18 se une a hDIg de forma mas eficiente que el VPH-16 [14] Con
lo anterior se esperaria que en células derivadas de CaCU, positivas a VPH; la expresion de hDIg se
viera drasticamente disminuida. Sin embargo, todas las lineas celulares utilizadas en este trabajo,

independientemente de la presencia de VPH, expresaron la proteina.

Se ha reportado previamente que la proteina hDLg presenta hiperfosforilaciones [28, 29,85]; esto
concuerda con el patron de bandeo que detectamos en este trabajo, donde especificamente el
ensayo de Western Blot mostré dos bandas adicionales a la esperada de 97KDa para la proteina
hDlg. Las bandas que se observaron por arriba de este peso pueden representar fosforilaciones de
la proteina. El producto de 97KDa solamente fue observado en las células Hela, HEK293 y C-41,
donde la linea Hela (VPH-18) fue la que presentd los mayores niveles. En contraste, todas las
lineas expresaron a las posibles formas fosforiladas. En general, al comparar entre las células con
y sin VPH no existié una diferencia significativa en la expresién de hDlg, que se pudiera atribuir al
papel de E6 en la degradacion de esta proteina. Lo anterior se podria explicar por: 1) localizacidén
sub-celular de la proteina, 2) fosforilaciones en posiciones especificas, 3) a la fase del ciclo celular

en que se encontraban los cultivos.

Como se muestra en la figura 5, solo la linea celular C33 (negativa a VPH) presentd la proteina en
el nucleo. Esto es importante, ya que algunos trabajos muestran que la fraccién nuclear de la
proteina hDIg es la mas susceptible a degradacion por E6 de VPH-AR [29]. Las tres lineas positivas
a VPH (Hela, CasKi y C4-1) no expresaron la proteina en el nucleo, por el contrario la expresion
fue predominantemente citopldsmica y membranal en algunos casos. Trabajos como el de Banks
et al [10] muestra que la localizacién de hDIg es dependiente de la confluencia celular, a mayor
confluencia la proteina se localiza preferentemente en membrana. Ademas, la degradacion de

hDIg es dependiente de la capacidad de la célula para formar uniones: en células aisladas hDlg se
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degrada eficientemente, mientras que en células unidas la proteina se estabiliza. En el caso de los
cultivos que se emplearon en el presente trabajo, las células siempre llegaron a una confluencia
minima del 80%, por lo que se esperaria que en todos los casos se presentaran células con tincidon

membranal, sin embargo esto ocurrié Unicamente con las células CaSki.

Por otro lado, hDIg puede ser fosforilada por diversas cinasas como ERK5 [1], CDK1 y CDK2 [2],
p38y [3], JNK [28] entre otras. Son estas modificaciones postranscripcionales las que modulan
tanto la localizacion como la estabilidad de la proteina. Por ejemplo, cuando hDlg es
hiperfosforilada, se acumula en las uniones celulares y en este sitio también muy susceptible a
degradacion por E6 de VPH-18; las fosforilaciones en los primeros 185 aminodcidos son las que
median esta susceptibilidad [28]. Con respecto a la localizacion de hDIg solo la linea positiva a
VPH-16 (CaSki) mostro una tincion membranal debido a la poca afinidad de este tipo viral para

degradar a las formas membranales de hDlg.

Ademds de las modificaciones postranscripcionales de hDlg, se ha demostrado que las
fosforilaciones en E6 son importantes. La proteina cinasa A (PKA) es capaz de fosforilar el PBD del
extremo C-terminal de E6 por lo que estd ya no puede unirse a hDlg y marcarla para su
degradacion [92]. Por lo tanto es posible que los niveles de hDIg encontrados en este trabajo sean
un reflejo de las fosforilaciones de E6.

El papel de hDIg en el control del ciclo celular ha sido ampliamente caracterizado, en primer lugar
por su asociacion con APC [25]. En 2009 Narayan et al. [2] mostraron que hDIlg presenta
diferentes localizaciones a lo largo del ciclo: se encuentra en las uniones celulares durante G1, se
acumula en citoplasma durante la fase de sintesis, y se localiza en el uso mitético en fase M. Dado
que la fosforilacién afecta la localizacién es dificil poder determinar una Unica localizacién de la
proteina por inmunocitoquimica o una sola banda por western blot; si las células no se
encuentran sincronizadas previamente. Los resultados aqui mostrados no fueron realizados con
células sincronizadas, por este motivo es posible que cambios en la expresién de las formas

fosforiladas y no fosforiladas de hDlg pudieran haber sido enmascaradas.

La proteina NUMB fue originalmente descrita en Drosophila, pero a diferencia de invertebrados,
en mamiferos el gen NUMB tiene procesamiento alternativo, lo que produce cuatro isoformas
(NUMB 1-4) [47]. Sin embargo el trabajo de Karaczyn et al del 2010 [48] reporta dos productos de

procesamiento alternativo adicionales. Estas isoformas (NUMB 5-6) carecen de la region rica en
-31-



prolinas (PRR), se expresan abundantemente en células transformadas y cancerosas; y se
comportan menos antagdnicas a la via Notch-1 en comparacién a las isoformas 1-4. Analisis in
silico predicen expresion del ARNm de NUMB tanto en el utero como en CaCU [93], sin embargo

los niveles de esta proteina no se habian evaluado.

Encontramos que las lineas derivadas de CaCU Hela, C4-1, CaSki y C33 expresan las seis isoformas
reportadas para la proteina; con mayor abundancia las isoformas 2-4. Este resultado contrasta
con el trabajo de Chen et al. [57], el cual muestra que en casos de CaCU, las isoformas 1-3 son las
de mayor expresidon génica. Estas isoformas (1-3) son las que se encuentran implicadas en
proliferacion, a diferencia de las 2-4 las cuales se relacionan con diferenciacion [49]. Cabe sefialar,
que el trabajo anteriormente citado fue realizado en tejidos embebidos en parafina, por lo que los
resultados podrian ser poco comparables con los obtenidos por nosotros in vitro. Por otro lado, la
proteina NUMB también se ha implicado en la formacidén de uniones celulares [46], por lo que

podria estar regulada por confluencia, como en el caso de hDIg.

Con respecto a las isoformas 5-6, la linea control HEK293 mostro mayor expresion de estas
isoformas en comparacién a las lineas derivadas de CaCU, ademas esta fue la Unica linea que
presentd una expresion nuclear de NUMB. La funcién de NUMB 5-6 estd relacionada con la
migracién celular [48], entre las lineas derivadas de CaCU, la expresion de las isoformas 5-6 se dio
en niveles similares, por lo que pareciera que la expresién en células transformadas esta de

alguna manera limitada.

La localizacion de NUMB fue citopldasmica en todas las lineas derivadas de CaCU
independientemente de las isoformas que expresaran. El trabajo de Dho et al en 1999 [50],
muestra que las proteinas NUMB con PTB largo (isoformas 1 y 2) se asocian a membrana,
mientras que las isoformas 3 y 4 (PTB corto) se localizan en el citoplasma. Como ya se discutié
anteriormente, en nuestras lineas de CaCU se expresaron todas las isoformas, por lo que el hecho
de que no hayamos encontrado a la proteina en la membrana podria indicar que las formas de
NUMB con PTB largo forman algin complejo con otras proteinas que dificulta su observacién.
Cabe sefialar, que son las isoformas de membrana (1-2), las que se han reportado se unen a través
de su dominio PTB a NICD y de esta manera previenen su traslocacion a nucleo. Sin embargo en
nuestro estudio se encontrd una elevada expresion de NUMB aunque los niveles de NICD fueron

altos.
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Los resultados de la expresion de NUMB que se muestran en este trabajo, revelan que el
comportamiento de esta proteina es muy diferente a lo observado en otras neoplasias. Por
ejemplo, en cancer de mama se ha visto que esta proteina se pierde en alrededor del 50% de los
tumores, debido a la ligasa de ubiquitina LNX [55]. Por otro lado, en las lineas celulares MCF-7 y
MDA-MB-231 se presenta un aumento en la actividad de la via Notch-1 atribuible a la perdida de
NUMB [53]. Ademas NUMB repercute directamente en la estabilidad de p53 [94] lo que coloca a
esta proteina como un importante regulador de la carcinogénesis. A la fecha, existen pocos
estudios del papel de NUMB en la carcinogénesis cervical, pero con los resultados mostrados en
este trabajo es posible que los altos niveles de NUMB se pudieran explicar por bajos niveles de su

regulador negativo LNX.

Trabajos recientes muestran que los dominios PDZ pueden unirse a dominios PTB [42-43].en este
trabajo se demostré la unién entre NUMB-hDIg, lo que podria representar es un nuevo ejemplo
de este tipo de interacciones (Figura 8). Es dificil predecir entre cual de los dominios PDZ de hDIg
se esté llevando a cabo la interaccién, pues a cada uno se le conocen diferentes proteinas de
unién. Por ejemplo PDZ 2 es aquel en el que se une APC y también E6 de VPH-AR [25,15] por lo
qgue inclusive esta unién hDIg-NUMB, de darse a través de PDZ2, podria ser una explicacion
adicional a las anteriormente mencionadas al porque hDIg no se ve claramente disminuida en las
lineas de CaCU. Lo que queda claro es que las fosforilaciones de hDIg juegan un papel importante
en esta interaccion, pues en el inmuno blot de hDIg se presentan formas fosforiladas que si
interactian con NUMB. A su vez, es necesario determinar con exactitud entre que isoformas de
NUMB se estd dando la interaccidn, pues al existir variaciones en la secuencia del dominio PTB,
seria ldgico que no todas las isoformas interactien con hDIg; sin embargo, al comparar las bandas
presentes en el inmuno blot de NUMB tras la concentracion de la proteina hDIg se descarta la
unién con las isoformas 1-3 y 5-6. Es importante sefialar, que en Drosophila ya se habia sugerido
esta interaccion ya que las proteinas co-localizan durante la division celular [95], pero es este

trabajo el primero que comprueba esta unién.

Debido al papel de NUMB como antagonista de la via de sefializacién Notch [47-55], y ya que esta
via se muestra controversial en la carcinogénesis cervical, fue importante conocer si la unién
entre hDIg-NUMB repercutia en la expresiéon de Notch-1 en las lineas derivadas de CaCU. En

primer lugar, se evalud la expresién del trascrito Notch-1. Se vio que todas las lineas presentan el
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transcrito, pero al evaluar la expresidon del receptor completo ésta no correspondié: las lineas
HEK293 y C4-1 no expresaron la proteina; y la linea C33 la cual expresd el menor nivel de trascrito
fue en la que se presentd una mayor concentracién de Notch-1. Debido a que con los anticuerpos
utilizados no fue posible detectar a la proteina Notch-1, decidimos llevar a cabo la técnica de
inmunoprecipitacion con el fin de concentrar a la proteina. Ahora las diferencias encontradas
entre la expresién del transcrito y la proteina pueden deberse a la estabilidad misma del receptor,
ya que, se ha demostrado que la activacion del receptor es dependiente de ubiquitinacién que
permite la endocitosis para llevarse a cabo el corte por el complejo y-secretasa [58]. Por lo
anterior, posiblemente las lineas HEK293 y C4-1, que sabemos expresaron el transcrito Notch-1
pero no el receptor completo, ya habian endocitado al receptor en el momento de la deteccidn,
aunque esta internalizacidon del receptor no apunta necesariamente a su activacion, pues la
endocitosis del receptor estd mediando también la concentraciéon de Notch-1 en la superficie
celular, con lo que también se ha visto que los niveles de NICD no necesariamente correlacionan
con los de Notch-1 [58]. Tal como lo que observamos en este trabajo, en la figura 10, en donde
todas las lineas expresan a NICD, aunque es C4-1 la de mayor expresion y fue una de las dos lineas
negativas a Notch-1.

Ahora bien, el hecho de detectar NICD, no necesariamente implica de que la via este activa, pues
NICD pudiera expresarse pero no ser traslocado al nucleo en donde deberia ejercer su funcidn
[68], fue por eso que evaluamos la expresion, in situ de NICD, en las lineas celulares positivas y
negativas a VPH. Se mostrd que las lineas Hela, HEK 293 y C33 presentaron a la proteina en el
nucleo, por lo que se piensa que en estas células la via se encuentra activa. Es claro, que para
poder demostrar este punto, serd necesario llevar a cabo experimentos de actividad
transcripcional mediante el uso de un gen reportero. También es un hecho de que aunque la
proteina no se encuentre en el nlcleo no quiere decir que no serd posteriormente traslocada,
pues dicho movimiento es dependiente de otras proteinas que regulan de manera positiva a NICD

como lo es la proteina Deltex [58] que se encarga de traslocar a nucleo a NICD.

Son muchos los elementos implicados en la via de sefializacion Notch-1, nuestro estudio aporta

informacién a esta via a través del conocimiento de los niveles de expresion de NUMB en lineas

derivadas de CaCU y su interaccién con hDlg.
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12. CONCLUSIONES

>

La proteina hDIg se expresa en las lineas de CaCU a pesar de la presencia de VPH. Ademas
la proteina muestra diferentes patrones de fosforilacion.

En este trabajo se mostré que en las lineas derivadas de CaCU (HelA, C4-1, C33 y Caski) la
proteina NUMB se expresa en altos niveles.

Las lineas Hela, HEK293, C4-1, C33 y CaSki expresan las isoformas 5-6 de la proteina
NUMB.

En este trabajo se mostrd la interaccidon entre las proteinas hDIg y NUMB en lineas
derivadas de CaCU y HEK293.

La presencia de VPH en lineas celulares de cérvix no modifica la unién hDIg-NUMB.

Las lineas celulares Hela, HEK293, C4-1, C33 y CaSki expresan el transcrito Notch-1, pero
en las lineas HEK293 y C4-1 no fue posible detectar al receptor.

La expresidn de NICD se observé en todas las lineas celulares.
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13. ANEXO

PBS (Phosphate Buffer Saline)

e NaCl 8g/L
e KH,PO, 0.2g/L
e KCl 2g/L

AjustarapH 7.4

RIPA -PBS
e NP40 100ul
e Deoxicolato de Sodio  50mg
e SDS 100ul (stock 10%)

Aforar a 10 ml con PBS 1x
Agregar 10% de inhibidores de proteasas

TBS 10X 1L
e NaCl 87.6g
e Tris (pH=7.5) 60.37
e Tween-20 100ul

Buffer de citratos 1M
e NaH,(C3;H50 (CO0); 29.4g

Inhibidor de proteasas (SIGMA)

® AEBSF...ccoviiireeceen 23 mM

e Aprotinina......ccoceeeeeennnne 2mM
e Bestatina......ccceceeeuunen. 130 uM
o EDTA...iiiieee 100mM
o E-64...iiiiiiiinis 0.3 mM
e PepstatinaA................. 0.3 mM

Azul de Coomassie
e 0.1% metanol

e 50% acido acético
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