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[Il. RESUMEN

La oncoproteina E7 del VPH16 y el 17B-estradiol (E;) son factores importantes en la
induccion de lesiones premalignas y cancer cervical. El estudio de estos factores es crucial
para tener un mejor conocimiento de la carcinogénesis cervical. En nuestro estudio, se
evalué el efecto de la oncoproteina E7 y/o el E; sobre el perfil de expresion génica global a
partir de tejido cervical de ratones transgénicos para la oncoproteina E7 VPH16 (K14E7) y
de ratones no transgénicos (FvB). Con el uso de microarreglos de alta densidad, se
determiné que la onconrpoteina E7 del VPH16 en combinacién con el E; modificaron,
especialmente, la expresién de genes involucrados en la respuesta inmune; mientras que,
la oncoproteina E7 modificd, principalmente, la expresidon de genes relacionados en el
metabolismo celular. Ademds, usando Western blot y RT-gPCR, validamos algunos genes
que estan relacionados con la respuesta inmune (S100a8 y S100a9) y con las uniones
estrechas (Claudina 4); los cuales observamos que son sobre-expresados por influencia del
E,. En conclusidén, los resultados presentados aqui sugieren que la oncoproteina E7 del
VPH16 contribuye, en parte, a la carcinogénesis cervical por modificar la expresion genes
relacionados con el metabolismo celular, mientras que el estradiol contribuye al cambiar
la expresion de genes asociados con la inmunidad. La identificacion de la expresién
diferencial de estos genes provee las bases para estudios posteriores sobre su papel en la

carcinogénesis cervical.



ABSTRACT

The HPV16 E7 oncoprotein and E, are important factors for the induction of premalignant
lesions and cervical cancer. The study of these factors is crucial for a better understanding
of cervical tumorigenesis. Here, we assessed the global gene expression profile induced by
the HPV16 E7 oncoprotein and/or E; in cervical tissue of the non transgenic FvB and K14E7
transgenic mice. We found that the most dramatic changes in gene expression occurred in
K14E7 and FvB groups treated with E,. A large number of differentially expressed genes
involved in the immune response were observed in E, treated groups. The E7 oncoprotein
mainly affected the expression of genes involved in cellular metabolism. Our microarray
data also identified differentially expressed genes that have not previously been reported
in cervical cancer. We also evaluated the E7 oncoprotein and/or E, effect on some
immune response genes (5100a8 y S100a9) and tight junction gene (Claudin 4). The results
show that these genes are regulated, mainly, by E,. The identification of genes regulated

by E7 and E; provides the basis for further studies on their role in cervical carcinogenesis.
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1. INTRODUCCION

3.1. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y CANCERES HUMANOS

Los virus del papiloma humano (VPHs) son miembros de la familia Papillomaviridae, se
caracterizan porque infectan células epiteliales. Los VPHs consisten de un genoma de
acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) de doble cadena circular
empaguetado en un capside icosahédrica de 55 nm de diametro. SAlo una de las dos
cadenas transcribe de 5 a 6 marcos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés) tempranos
(E) que codifican para proteinas no estructurales, y dos ORFs tardios (L) que codifican
proteinas de la capside mayor y menor, L1y L2, respectivamente (Fig. 1). Hasta la fecha se
han identificado casi 200 genotipos de VPHs y han sido categorizados, por el grado de
similitud, en géneros especificos. El género alfa de los VPHs han recibido especial
consideracion, ya que estos han sido clasificados como de alto y bajo riesgo basado en la
propension de causar lesiones y cancer cervical. En el caso del cancer cervicouterino, el
DNA de los VPHs de alto riesgo se ha encontrado en aproximadamente en 95% de los
casos; entre éstos, cerca del 50% tienen infecciéon con VPH16, y 20% muestran infeccion
con VPH18, 31 o 45. Los virus de bajo riesgo, tales como VPH6 y VPH11, se encuentran
principalmente en verrugas genitales y raramente estan asociados con cancer (Wise-
Draper and Wells, 2008). Los VPHs de alto riesgo también desempefian un papel
importante en la patogénesis de un subgrupo de canceres de cabeza y cuello. Los canceres
orofaringeos positivos para VPH contienen el tipo 16 en 90% de los casos; ademas, se han
detectado también a los VPH18, 33 y 31 en tales casos (Munger et al., 2004; Zur Hausen,
2006).
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3.2. CICLO DE VIDA DEL VPH

)
LoR T
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Figura 1. Organizacion genomica del VPH16. La organizacion gendmica del VPH16 es el modelo de los VPHs
del género alfa, ésta comprende la regién larga de control (LCR); la cual se caracteriza por el control de la
replicacion viral y de la expresidn de los genes de los VPHs. También se observa la organizacion de genes de
expresion temprana (E) y tardia (L) que son necesarios para el ciclo de vida del virus.

El ciclo de vida del VPH estd relacionado con el programa de diferenciacion celular
de los queratinocitos. La infeccion ocurre a través de microlesiones del epitelio que
exponen a las células de la capa basal a la entrada viral. El receptor de entrada del virus a
la célula es desconocido; sin embargo, el sulfato de heparina media el ataque inicial del
virus a la célula. También, se ha observado la presencia de un receptor secundario
requerido para la infeccidn eficiente, y se ha sugerido que en este papel esta involucrada
la integrina a6 (Doorbar, 2006). La infeccion de las células basales conduce a la activaciéon
de una cascada de expresion viral que resulta en la produccién de aproximadamente 20 a
100 copias extracromosomales de DNA viral por célula. Entre las primeras proteinas
virales que son expresadas se encuentran los factores de replicacién E1 y E2, estas
proteinas forman complejos que se unen a secuencias en el origen viral de replicacién y
actuan reclutando polimerasas y proteinas accesorias que median la replicacion. La
proteina E1 también exhibe actividad de helicasa, permitiendo la separacion del DNA viral
en el complejo de replicacion. La proteina E2 tiene dos funciones: por una parte, inhibe la

transcripcién de la regién temprana, y por la otra incrementa su transcripcion. A niveles
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bajos, E2 se une a secuencias especificas de la LCR y activa la transcripcidon temprana,
mientras que a altas concentraciones tiene funcién represora, bloqueando los sitios de
unién a factores celulares de la transcripcion (Longworth and Laimins, 2004b).

Las células basales del epitelio escamoso estratificado se dividen de manera
asimétrica: una de las células hijas se separa de la capa basal, migra hacia el estrato
granuloso vy sufre diferenciacion. En un epitelio normal no infectado, las células salen del
ciclo celular mientras dejan la capa basal, y esto con frecuencia resulta en la formacion de
un nucleo picndtico; en cambio, las células infectadas dejan la capa basal y permanecen
activas en el ciclo celular debido a la accién de la oncoproteina E7. Las células altamente
diferenciadas entran nuevamente a la fase S y activan la expresion de factores de
replicacion celular requeridos para la replicacién viral. La presencia de E7 conduce a la
retenciéon del nucleo a través de todas las capas del epitelio infectado. De igual manera, la
proteina E6 maneja la proliferacidn de las células basales y parabasales. No solamente son
necesarias las oncoproteinas para la inmortalizacion celular, sino que también son
necesarias para el mantenimiento de formas extracromosomales del VPH en las células
basales no diferenciadas. Por otra parte, aun no se entiende completamente la funcion de
E4 y E5; sin embargo, se ha propuesto que estan involucradas en la regulacién viral. La
proteina E4 se expresa en las etapas tardias de la infeccidn, cuando los viriones completos
son ensamblados, y no se conoce que tenga propiedades transformantes; sin embargo, se
considera que tiene un papel importante en la maduracion y replicaciéon del virus.
También, induce el colapso de la red de citoqueratinas citoplasmaticas de los
gueratinocitos humanos, una situacién que puede ayudar a que los viriones sean
liberados. En el caso de E5, ésta interactua con varias proteinas transmembranales, como
los receptores del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento B derivado
de plaquetas y del factor 1 estimulador de colonias. Para el caso de las regiones tardias, L1
y L2 codifican proteinas necesarias para el ensamble viral. La proteina L1 esta altamente
conservada entre las diferentes especies de virus del papiloma humano, y por lo tanto, se
ha usado ampliamente como blanco molecular en el diagndstico y en la elaboracién de

vacunas (Doorbar, 2005; Motoyama et al., 2004).
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3.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA PROTEINA E7 DE PAPILOMAVIRUS HUMANO

La proteina E7 de VPHs de alto riesgo puede cooperar con RAS para transformar
fibroblastos (Munger et al., 2001). Las proteinas E7 son pequefas, de aproximadamente
100 aminoacidos (Boulet et al., 2007); su extremo amino terminal contiene secuencias
homoélogas a una porcién pequefia de la regidon 1 conservada y a la porcién entera de la
region conservada 2 de la proteina E1A de adenovirus, y secuencias relacionadas con el
antigeno tumoral largo de los poliomavirus. La proteina E7 tiene tres regiones
conservadas (CR): el dominio CR1 NH,-terminal, la regién CR2 y el dominio CR3 COOH-
terminal (Fig. 2). La regién CR1 es necesaria para la transformacion celular y para la
degradacion de pRb, pero no contribuye directamente a la unién de pRb. La regiéon CR2
contiene una secuencia central conservada (LXCXE) de uniéon a pRb y un sitio de
fosforilacién CKII. El dominio COOH-terminal consiste de dos motivos CXXC separados por
un espaciador de 29/30 aminoacidos; esta Ultima regidn esta implicada en la asociacién de
pRb y otras proteinas celulares (Boulet et al., 2007; Minger, Howley, and DiMaio, 2007;
Narisawa-Saito and Kiyono, 2007; Wise-Draper and Wells, 2008).

La oncoproteina E7 del VPH16 consta de 98 aminodcidos, con un peso molecular
aproximado de 11 kDa; sin embargo, en geles SDS-PAGE muestra una movilidad
electroforética anormal que genera aparentemente diferentes pesos moleculares, de 14 a
21 kDa (Smotkin and Wettstein, 1986; Smotkin and Wettstein, 1987). Se ha sugerido que
estas diferencias son resultado del alto contenido de residuos acidos localizados en el
dominio CR1 (Armstrong and Roman, 1993), aunque también puede deberse a su alta
hidrofobicidad y su alta capacidad para formar oligémeros (Alonso et al., 2002; Munger
and Phelps, 1993). Ademas, se ha demostrado la presencia de 3 isoformas de E7 VPH16
gue varian en su peso molecular y en su punto isoeléctrico; estas proteinas fueron
descritas como E7al (17.5 kDa, IEP 4.68), E7a (17 kDa, IEP 6.18) y E7b (16 kDa, IEP 6.96).
También, se determind que E7 se sintetiza como una proteina de 17 kDa y después de
aproximadamente una hora es procesada a una proteina de 16 kDa, con vida media mas
corta (Valdovinos-Torres et al., 2008). Por otra parte, se demostré que la proteina E7 de

VPH16 estd localizada tanto en el citoplasma (Huh et al., 2005; Nguyen et al., 2007;
4
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Ressler et al., 2007; Valdovinos-Torres et al., 2008) como en el nucleo (Greenfield et al.,
1991; Sato et al., 1989; Smith-McCune et al., 1999; Valdovinos-Torres et al., 2008), y que
E7 carece tanto de actividad enzimdtica intrinseca como de actividad de unién al DNA, y
hoy se acepta ampliamente que su actividad bioldgica estd relacionada con su habilidad

para asociarse a/y deshacer complejos celulares (Valdovinos-Torres et al., 2008).

CRI CR2 [
) [5/16 37/38 /N LT 0
LXCXE CKII -CXXC- -Xp- -CXXC-

Figura 2. Estructura de la proteina E7 del VPH16. El esquema muestra las regiones conservadas (CRs) que
son esenciales para la unién con proteinas celulares y para la transformacién celular. La regién que va desde
el aminoacido 2-15 esta representada por CR1, y la regién que va desde el 15/16-37/38 se representa por
CR2 y contiene una secuencia conservada LXCXE CKIl. El dominio carboxilo terminal, que va desde el
aminodcido 37/38-98, tiene una topologia compacta de B1B2a B3a2 que representa una conformacion de
uniodn a zinc; los residuos de cisteina, involucrados en la unién a zinc, estan ordenados en dos motivos CXXC
separados por 29 aminoacidos.

3.3.1. BLANCOS Y EFECTOS CELULARES DE LA PROTEINA E7 DE ALTO RIESGO

La oncoproteina E7 afecta muchos procesos celulares, entre ellos el control del ciclo
celular, la reparacidn del dafio al DNA, la senescencia y diferenciacion, el metabolismo, la
modulacion de citocinas, la estabilidad de proteinas, la transcripciéon y el control
epigenético. Estas alteraciones se explican por la interaccién de E7 con un gran numero de

proteinas celulares (Roman and Munger, 2013) (Anexos, Tabla 1).

3.3.1.1. E7 Y SU UNION A MIEMBROS DE LA FAMILIA DE RETINOBLASTOMA

La proteina E7 se une aproximadamente a 50 proteinas celulares, entre las cuales
destacan a algunos miembros de la familia de proteinas “pocket” como pRb, p107 y p130
(Balsitis et al., 2006). La proteina E7 estd, principalmente, localizada en el nucleo donde se
asocia con pRb para facilitar la progresiéon a la fase S del ciclo celular. En las células

normales, pRb esta hipofosforilada y unida a E2F en G1 temprano, formando un complejo



Cortés-Malagon EM. 2014

represor transcripcional. Con la hiperfosforilacion de pRb el complejo se disocia,
permitiendo a E2F actuar como un activador transcripcional. Por asociacién con pRb, E7
previene su asociacion con E2F, por lo tanto promueve la progresién del ciclo celular
(Boulet et al., 2007). El mecanismo molecular por el cual pRb es degradado por influencia

de E7, es que E7 recluta y une a la calpaina a pRb. E7 activa el rompimiento de la forma

928 810
b b

completa de retinoblastoma (pRb”™") desplazando a E2F del producto pR y esta
especie es degradada por el sistema del proteasoma (Darnell et al., 2007).

Estudios de la carcinogénesis cervical muestran que la inactivacion de pRb no es
suficiente para inducir cancer cervical en ratones transgénicos tratados con estrégenos. La
expresion de E7, en cérvix de ratones tratados créonicamente con estrégenos, induce la
formacién de cancer cervical aun cuando se interrumpe la interaccién E7-pRb en un ratén
“knock in” que porta un alelo pRb resistente a E7. Lo anterior indica que los efectos de E7
sobre otros blancos diferentes a pRb y el tratamiento con estrégenos son criticos para la

carcinogénesis cervical (Balsitis et al., 2006).

3.3.1.2. E7 Y SU UNION A INHIBIDORES DE CDKs

Entre los blancos diferentes a pRb, se ha encontrado que E7 interactua con inhibidores del
ciclo celular como p21 y p27 (Boulet et al., 2007). Se ha reporteado que E7 del VPH16 es
capaz de inactivar las funciones inhibitorias de p21 a través de su unién a secuencias del
extremo carboxilo (sitios importantes para su union con PCNA y CDK2) (Funk et al., 1997).
También, se ha encontrado que los niveles de p21 estdn aumentados en queratinocitos
gue expresan E7, en neoplasia cervical de alto grado, asi como también en el cérvix de
ratones transgénicos K14E7 (modelo murino para el estudio de la carcinogénesis cervical).
Sin embargo, en estudios hechos con ratones transgénicos K14E7 se demostrd que p21
funciona como un supresor de tumor y E7 es capaz de inactivarlo (Shin et al., 2009), asi
como también estimula genes de fase S como ciclina E y A. Estas interacciones son los

principales factores que estimulan el crecimiento celular.



Cortés-Malagon EM. 2014

3.3.1.3. E7 Y SU EFECTO SOBRE p53

Al igual que la proteina E6, se ha observado que E7 tiene efectos sobre p53. Las células
que expresan E7 contienen niveles incrementados de p53 y la vida media estd
incrementada, sugiriendo que E7 puede perturbar la degradacién de p53. Se ha reportado
que en células que expresan E7, mdm2 no estd eficientemente unida a p53 en
comparacion a las células no transformadas con E7. Dado la habilidad de E7 de activar
promotores de respuesta a E2F, se ha postulado que los niveles incrementados de p53
pueden ser debido a la induccién transcripcional de p14 mediada por E2F. Sin embargo, la
expresiéon de E7 no causa un incremento rapido de p14, y la estabilizacion de p53 mediada
por E7 también se ha observado en fibroblastos de embriones de ratéon deficientes en ARF

(Munger et al., 2001).

3.3.1.4. E7 Y SU UNION A FACTORES DE LA TRANSCRIPCION CELULAR.

Ademas de interactuar con las principales proteinas reguladoras del ciclo celular, la
proteina E7 es capaz de asociarse a factores de la transcripcion. Por ejemplo E7 se une con
miembros de AP-1 como c-Jun, Jun-B, Jun-D y c-Fos, todos cruciales en mediar los efectos
mitogenos y en la diferenciacidén de los queratinocitos. El efecto de E7 sobre la progresiéon
del ciclo celular, via factores de transcripcion AP-1, puede ser dependiente o
independiente de pRb. En el mecanismo dependiente de pRb, el promotor de c-Jun,
contiene sitios AP-1 y es regulado por el complejo pRb/c-Jun. El reclutamiento de c-Jun
por Rb a sitios AP-1 guia a la activacion de la transcripcion a partir de los promotores de
respuesta a c-Jun (Nead et al., 1998). La oncoproteina E7 se une a c-Jun
independientemente de pRb, potencia la transactivacion de genes involucrados en la
progresion del ciclo celular (Antinore et al., 1996). Pruebas hechas en queratinocitos que
expresan E7, indican que la union al DNA por c-Jun, JunB, JunD y Fral es baja comparada
con los queratinocitos no transformados por E7. Esto quiza es un mecanismo por el cual

VPH pueda inhibir la diferenciacion de los queratinocitos (Nead et al., 1998).
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También se ha demostrado que E7 interactia con la proteina de unién a la caja
TATA (TBP) evitando su unién al DNA, por lo tanto puede haber un efecto inhibitorio
transcripcionalmente mediado por E7 (Maldonado et al., 2002).

Se ha reportado que E7 de VPH16 se asocia con SRC-1 reteniéndolo vy
relocalizandolo en el citoplasma. SRC-1 es un miembro de la familia de coactivadores del
receptor de esteroides p160 que es requerido para actividad transcripcional de los
receptores de esteroides. Los SRCs modulan la expresién de genes blanco por interacciéon
con receptores nucleares unidos a ligando, por reclutamiento de HATs, metilasas y por
ensamble de factores de la transcripcién (Baldwin, Huh, and Munger, 2006).

Otro factor transcripcional al que se une E7 es la fosfoproteina 2 de fase M (MPP2,
por sus siglas en ingles). La funcién precisa de MPP2 no es clara, el papel potencial de
MPP2 en la transicion S y M puede indicar por qué esta proteina interacciona con E7 de
VPH-16. Por la estimulacién de la actividad de MPP2 como un activador transcripcional, E7
de VPH-16 debe adquirir la habilidad de modular un grupo de genes distintos a los
regulados por p105Rb y p21 (Luscher-Firzlaff et al., 1999)

Se ha observado que E7 del VPH-18 interactua con c-Myc aumentando su actividad
de transactivacion. Adicionalmente esta interaccion promueve la habilidad de union al
DNA de c-Myc (Wang et al., 2007).

La oncoproteina E7 puede unirse directamente a E2F1 y aumentar su actividad
transcripcional (Hwang et al., 2002). El factor E2F1 regula el control transcripcional de
E2F6, el cual estd sobreregulado en la transicion G1/S para ejercer un efecto opuesto
sobre la actividad de los promotores de respuesta a E2F, por lo tanto dirige la salida
apropiada del ciclo celular y la diferenciacion (Lyons, Salih, and Tuana, 2006).
Interesantemente E7 se une y reprime la actividad transcripcional represora de E2F6
(McLaughlin-Drubin, Huh, and Munger, 2008), sugiriendo que la desregulacion funcional
de E2F6 por E7 es necesaria para contrabalancear la sobreregulacion de E2F6 como

consecuencia de la activacién de E2F1 por E7 (McLaughlin-Drubin and Munger, 2009).
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3.3.1.5. E7 Y SU INTERACCION CON PROTEINAS RELACIONADAS A LA APOPTOSIS

Con respecto a la apoptosis se ha observado que la oncoproteina E7 puede tanto inducirla
como inhibirla. Por ejemplo, E7 activa la apoptosis en células NIH3T3 a través del motivo
LXCXE. Otra manera de inducir apoptosis es mediante la formacién de complejos E7/p21,
los cuales activan la captesina B, un mediador apoptotico, en células U20S. También E7
inicia la apoptosis por la induccién de TRIAL y TNF-a en queratinocitos primarios humanos
(Jiang and Yue, 2014). Por otro lado, la inhibicion de la apoptosis por E7 puede darse
mediante la unidn e inacticvacién de la proteina 3 de unién al factor de crecimiento
parecido a la insulina (IGFBP-3, por sus siglas en ingles), el producto proapoptdtico de un
gen supresos de tumores (Santer et al., 2007). Otra manera de inhibicion de la apotosis es
por la interaccién entre E7 VPH16 y el producto del gen Siva. Este factor se une al tallo
citoplasmatico del antigeno CD27, un miembro de la superfamilia del receptor del factor
de necrosis tumoral (TFNR, por sus siglas en ingles), y se ha demostrado que juega un
papel importante en la via apoptética inducida por CD27. Ademas, Siva se une al factor
antiapoptdtico Bcl-X, que sensibiliza a las células hacia la apoptosis. Interesantemente, E7
es capaz de inhibir la union de Siva-1 con Bcl-X,, lo cual se describe como un paso clave en

la inhibicion de la apoptosis (Severino et al., 2007).

3.3.1.6. E7 Y SU INTERACCION CON FACTORES QUE MODIFICAN LA CROMATINA

Se ha demostrado la interaccion de E7 con acetil transferasas de histonas, por ejemplo las
proteinas E7 de VHP6, 16 y 18 interaccionan con la acetiltransferasa pCAF, la cual se ha
reportado que funciona como un coactivador para una variedad de factores de la
transcripcioén, incluyendo a p53. La oncoproteina E7 de VPH16 interacciona con el dominio
acetiltransferasa de pCAF, y reduce su actividad in vitro (Avvakumov, Torchia, and
Mymryk, 2003). También se ha observado que E7 de VPH-AR incrementa la acetilacién de
la lisina 9 en la histona 3 localizada en los promotores para E2F1 y cdc25a (Zhang et al.,
2004), y que también previene la unién de desacetilasas de histonas (HDAC clase |) al
promotor E2F2 facilitando su sobre-expresion (Longworth and Laimins, 2004a). En

contraste a la expresion sobreregulada de E2F1 y 2, E7 también utiliza a HDACs para la
9
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represion del promotor del interferén beta a través de la interaccion con el factor 1 de
respuesta a interferdn (IRF1) (Park et al., 2000).

Asimismo, se demostré que el gen “enhancer of zeste homologue 2” (EZH2) es un
nuevo blanco de los oncogenes virales en células transformadas por VPH ( Kuner R, Vogt
M. 2007). El gen EZH2 codifica una proteina del grupo polycomb que actian como una
metiltransferasa de histonas involucrada en la proliferacion celular y en la resistencia a la
apoptosis y que su expresion se ve aumentada por E7 VPH16, 11 y 6b via liberacidon de E2F
de pRb (Holland, D. Cancer Res. 2008). Recientemente se demostré que E7 induce la
expresiéon de KDM6B (desmetilasa especifica de H3K27me3), las cuales median la
expresion del biomarcador p16-INK4a (McLaughlin-Drubin, Crum, and Munger, 2011).

Uno de los rasgos de las células tumorales es la modificacién de sus patrones de
metilacion a nivel del DNA, resaltando la importancia de la regulacién de las
DNAmetiltransferesas en las células normales. Se ha reportado la regulacion viral de
DNAmetiltransferesas como Dnmtl, por ejemplo, se encontré que la proteina E1A de
adenovirus 5y E7 de VPH16 se unen y sobreregulan la actividad de Dnmt1 (Burgers, WA.
Oncogene. 2007)

Estos datos sugieren que E7 de alto riesgo puede incrementar la acetilacion de
histona por reclutamiento de acetilasas de histonas (HATs) e inhibir la desacetilacién por
suprimir la actividad de las HDACs, aumentar la metilacion de DNA por unién con DNA
metiltransferasas, creando una estructura de cromatina que promueve la expresion de
genes vitales para la progresién del ciclo celular y que promueve mecanismos de evasion a

la respuesta inmune.

3.3.1.7. E7 Y SU EFECTO SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

La proteina E7 AR puede suprimir las actividades inhibitorias de TGF-B. Los blancos
moleculares de E7 de la via TGF-B no son ampliamente conocidos, sin embargo, se ha
reportado la pérdida del receptor 1 de TGF-B y también disminucién del receptor 2 TGF-B
en el modelo K14E7 (Diaz-Chavez et al., 2008; Woodworth, 2002). La oncoproteina E7

10
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también puede interferir directamente con la via de sefializacion TGF-beta por unién a las
proteinas Smad (Habig et al., 2006)

Por otra parte, es concebible pensar que la habilidad de E7 de inactivar a
inhibidores de Cdks (CKls) como p21 y p27, los cuales han sido implicados en la inhibicién
del crecimiento mediada por TGF-B, puedan contribuir a esta actividad (Woodworth,
2002).

Similarmente, las lineas celulares de carcinoma cervical que contienen VPH son
resistentes a la actividad citostdtica de TNF a. El factor de necrosis tumoral alfa es
producida por las células T citotdxicas y es un importante mediador de la respuesta
inmune a las infecciones virales. TNF induce arresto del crecimiento y diferenciacién en los
queratinocitos normales. Como en otros escenarios esto es acompafados por una
induccion de p21 independiente de p53. Analisis mutagénicos en E7 correlacionan la
subversién del arresto del celular con la capacidad de E7 de inactivar proteinas “pocket”
(Miinger, Howley, and DiMaio, 2007).

Los interferones también son importantes citocinas citostaticas que son producidas
en respuesta a las infecciones virales. La proteina E7 puede interactuar con p48, un
componente del complejo transcripcional ISGF-3, evitando su traslocacién nuclear
después de la estimulacion con IFN-a inhibiendo los genes de respuesta a INF (Narisawa-
Saito and Kiyono, 2007; Wise-Draper and Wells, 2008; Woodworth, 2002). Otros grupos
han descrito mecanismos diferentes por los cuales E7 de alto riesgo inhibe la sefalizacién
de los interferones. En algunos estudios demostraron que E7 de VPH-16 interactia e
inactiva al factor de transcripcidon IRF-1 el cual regula la expresién de INF-B (Perea,
Massimi, and Banks, 2000; Um et al., 2002).

Hay una clara evidencia que sugiere que las moléculas de superficie del complejo
mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I, por sus siglas en ingles) y componentes de la
via de presentacion de antigenos estan desregulados en tumores cervicales. Por ejemplo,
en un estudio se demostrd un interferencia directa a nivel de la transcripcion por la
oncoproteina E7 de VPH-18 con la expresion de la cadena pesada del MHC clase |, TAP y

LMP2 (Georgopoulos, Proffitt, and Blair, 2000).
11
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3.4. EL PAPEL DE LOS ESTROGENOS EN EL DESARROLLO DEL CANCER CERVICOUTERINO

Los efectos ejercidos por los estrogenos son mediados a través de dos receptores
nucleares, el receptor de estrégeno a y B (ERa y ERPB, respectivamente) (Nilsson et al.,
2001). La regulacién transcripcional de genes diana en respuesta al 17B-estradiol (E;) es
mediada principalmente por dos mecanismos; en uno, el complejo E,-ER se une a
secuencias especificas llamadas elementos de respuesta a estrégenos (EREs, por sus siglas
en inglés); este complejo unido al DNA interactia con proteinas correguladoras,
promoviendo el remodelaje y la atraccién de la maquinaria general de la transcripcion,
que resulta en un complejo de inicio de la transcripcién. Alternativamente, el complejo
ligando-ER puede interactuar con otros factores de la transcripcién, que a su vez, se unen
a secuencias diferentes a los EREs (por ejemplo, via complejos AP1 o SP1) (Heldring et al.,
2007). ERa y ERP tienen diferentes afinidades para diferentes elementos de respuesta a
estrégeno y exhiben distintas propiedades transcripcionales; adicionalmente, E, ejerce
efectos no gendmicos rdpidos, atribuidos a una sefializacidn iniciada por la membrana
celular (Moriarty, Kim, and Bender, 2006).

A pesar de las evidencias de que el VPH esta fuertemente implicado como agente
causal del cancer cervical, la sola infeccion del VPH no es suficiente para el desarrollo del
tumor. Se requiere ademas la participacion del sistema inmune, cofactores quimicos y
bioldgicos; por su parte, las hormonas sexuales también pueden tener un papel en el
desarrollo de las lesiones (pre) neoplasicas del cérvix (Delvenne et al., 2007).

En los ultimos afios, se han agrupado y analizado datos epidemioldgicos con
estudios de casos y controles que indican que hay un riesgo incrementado para el
desarrollo de carcinoma cervical en mujeres con infeccion del virus del papiloma humano
y alta paridad, o después del uso prolongando de contraceptivos orales (OCs, por sus
siglas en inglés). Algunas razones de momios (ORs, por sus siglas en inglés) fueron de 3.8
para el carcinoma cervical después de siete embarazos a término, y de 2.3 para mujeres
con uno o dos embarazos a término. Los ORs para el uso de OCs fueron de 2.9 por el uso

de 5 a9 afosyde 4.0 por el uso de 10 o mas afios (de Villiers, 2003).

12
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En la gran mayoria de los casos de cancer cervical y de las lesiones preneoplasicas,
éstas se desarrollan en una regién especifica del cérvix, la zona de transformacion (TZ, por
sus siglas en inglés), donde el epitelio glandular del endocérvix es transformado
progresivamente a un epitelio escamoso, durante un proceso conocido como metaplasia
(Delvenne et al., 2007; Remoue et al., 2003). Se cree que la TZ contiene células trocales
que pueden dar origen tanto a tipos celulares endocervicales como ectocervicales.
Muchas lineas de evidencia sugieren que la exposicién a estrégenos esta implicada en la
hiperplasia y en la diferenciacion escamosa de las células de reserva. Primero, la
metaplasia escamosa parece ser inducida en el cérvix por disminucion del pH, y la
acidificacion epitelial ocurre durante la adolescencia como resultado de produccion
incrementada de estrégenos y de los cambios en la flora bacteriana cervical. Segundo, es
bien conocido que el tratamiento con estrégenos induce la proliferacién benigna de las
células epiteliales escamosas de la vagina y el cérvix, presumiblemente por senalizacidon a
través de los receptores de estréogenos (Delvenne et al., 2007).

La exposicion a estrogenos no solo esta involucrada en el proceso de metaplasia,
sino también en la particular sensibilidad de la TZ al desarrollo de lesiones (pre)
neoplasicas (Elson et al., 2000). Asimismo, se ha demostrado que biopsias de la TZ con
metaplasia inmadura exhiben una densidad significativamente mayor de células positivas
a receptores de hormonas comparadas con el epitelio ectodérmico, sugiriendo que la TZ
puede estar en riesgo incrementado en el desarrollo de lesiones debido a la alta

sensibilidad hormonal (Remoue et al., 2003).

3.5. LOS ESTROGENOS SINERGIZAN CON LAS ONCOPROTEINAS DEL VPH PARA CAUSAR
CANCER CERVICAL EN MODELOS MURINOS

Una de las evidencias mas fuertes que relacionan a las hormonas como cofactores en el
desarrollo del cancer cervical se ha originado de estudios que utilizan modelos de ratones
transgénicos; en los cuales multiples (E6, E7, E1, E2, E4 y E5) u oncogenes individuales (E6
6 E7) del VPH16 son expresados, bajo el control de la citoqueratina 14 (K14), en epitelio

escamoso estratificado (piel, cavidad oral, ano, vagina y cérvix). Aunque esto ratones
13
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transgénicos pueden desarrollar espontdaneamente tumores en la piel, ellos raramente
desarrolla espontaneamente cancer cervical; sin embargo, si son tratados con 178-
estradiol (E,) eficientemente desarrollaran cancer cervical. (Riley et al., 2003; Song et al.,
2000).

Por ejemplo, se ha demostrado que los ratones transgénicos para la regién
temprana del VPH16 (K14VPH16) no desarrollan espontaneamente cancer cervical
(independientemente del nimero de embarazos), mientras que el 100% desarrollan
cancer cervical cuando son expuestos a dosis de 0.25 mg/60 dias de E, durante seis meses.
Para el caso del tratamiento con el E; en los ratones no transgénicos, se observd una
capacidad incrementada de proliferacién en el epitelio del tracto reproductivo, que
resulté en una zona hiperpldsica que retuvo la habilidad de diferenciarse (Arbeit, Howley,
and Hanahan, 1996). En otro estudio se descubrié que la reduccién en 5 veces de la dosis
de la hormona (0.05 mg/60 dias) indujo carcinogénesis escamosa Unicamente en la zona
de transformacion cervical; ademas encontraron que la metaplasia escamosa se originaba
en las células de reserva glandulares. Por lo tanto, proponen que una combinacién de
dosis bajas de estrégenos y bajos niveles de expresidon oncogénica del VPH predisponen a
las células de reserva glandulares de la zona de transformacion hacia el epitelio escamoso,
mas que al columnar (Elson et al., 2000). Para investigar el papel individual de la
oncoproteina E6 o E7 en sinergismo con E, se usaron los modelos K14E6 y K14E7,
respectivamente. Este estudio demostré que la oncoproteina E7 del VPH16 y el E; son
capaces de producir displasia en alto grado y cancer invasivo a los seis meses, sin
embargo, la expresiéon de E6 solamente induce displasia cervical de bajo grado, sin
progresidon adicional durante los seis meses de tratamiento con E,. No obstante, la
coexpresion de E6 y E7 en ratones dobles transgénicos (K14E6E7) tratados con estrogenos
genera tumores mucho mas agresivos, llevando a la conclusién de que E6 contribuye
tardiamente a la carcinogénesis cervical (Riley et al., 2003). En base a estas evidencias,
surge la interrogante de saber en qué etapas del cadncer cervical los estrégenos
desempeiian un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. En un trabajo en el

cual utilizan modelos murinos K14E7 y K14E6E7, se demostrd que tras el tratamiento con
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E, durante nueve meses se originaban tumores cervicales mas grandes en comparacién
con el tratamiento de seis meses, los cuales producia tumores menos agresivos. Ademas,
observaron que cuando cesé el tratamiento con el estrégeno a los seis meses y se dio
seguimiento por tres meses mas, los modelos murinos tuvieron regresion de los tumores,
particularmente del cérvix. De lo anterior concluyen que el E; contribuyen no sélo al inicio,
sino a la persistencia y al desarrollo continuo del cancer cervical de los modelos K14E7 y
K14E6E7 (Brake and Lambert, 2005). Dada la importancia del E; en inducir cancer cervical,
también se ha investigado el papel su receptor nuclear alfa. En un estudio se demostré
que el tratamiento con E; en modelos K14E7 deficientes al receptor de estrdogenos alfa
(K14E7/ERa™") fallan en producir displasia o cancer cervical (Chung et al., 2008) y qué es
el dominio de unién al DNA del receptor alfa (DBD) el importante para la carcinogénesis
cervical en esto modelos (Son et al., 2014). Ademds, se ha demostrado que el fulvestrant,
un modulador selectivo del receptor a estrégeno, promueve la regresion de displasias de
alto grado y cancer cervical en el modelo K14E6E7 (Chung and Lambert, 2009).

Los mecanismos por los cuales los estrogenos contribuyen al cdncer no son
totalmente claros, pero se ha demostrado que sus metabolitos dafian al DNA y de esta
manera podrian contribuir al inicio de lesiones cervicales. También se ha reconocido que
son potentes mitégenos y por lo tanto podrian contribuir a la promocién del tumor

Una de las consecuencias mas notables de la expresién de la oncoproteina E7 es la
induccién de la sintesis de DNA en una tasa mas alta que en los ratones no transgénicos.
Ademas, la expresion de E7 en la capa basal del epitelio escamoso estratificado causa
hiperplasia en las orejas, en la piel del dorso, en el paladar, en el eséfago, en el estdmago
aglandular y en el exocérvix (Herber et al., 1996). El estudio del ratéon K14E7, también ha
revelado que E7 VPH16 inhibe la respuesta inducida por dafio al DNA. Este efecto puede
acelerar la acumulacién de mutaciones necesarias para que las células infectadas con

VPH-AR lleguen a ser malignas (Song, Gulliver, and Lambert, 1998).

15



Cortés-Malagon EM. 2014

IV. JUSTIFICACION
La manera por la cual los estrégenos, en sinergismo con la oncoproteina E7, contribuyen al
desarrollo del cancer cervical no es clara; sin embargo, algunos de los mecanismos por los
cuales los estréogenos y E7 se les ha asociado al cancer es por su efecto mitégeno y porque
causan inestabilidad gendmica. El efecto mitégeno de E, y E7 ha sido, en gran parte,
atribuido a su habilidad de modificar la expresién de genes clave en el avance del ciclo
celular.

Las perturbaciones en la expresién de los genes es un evento importante en la
patogénesis del cancer. La tecnologia basada en los microarreglos es una manera ideal
para estudiar los efectos e interacciones de multiples genes en el cancer. Por lo tanto, un
analisis de los cambios en el patréon de expresion global de mRNAs causado por E, y/o E7,
especialmente en modelos in vivo, provee una herramienta poderosa para entender los
mecanismos moleculares de la accidn de los estrégenos y de la oncoproteina E7 del virus
del papiloma humano en la carcinogénesis cervical.

Por otra parte, el uso del modelo murino que expresa la oncoproteina E7 (K14E7) y
gue recibe tratamiento con E,, como modelo para el estudio de la carcinogénesis cervical,
ha demostrado ser muy util por varias razones: primero, porque se ha demostrado que la
oncoproteina E7 tiene el papel mas importante en la génesis del cancer cervical; segundo,
la historia natural de la enfermedad en el modelo K14E7 es muy similar a la que sucede en
mujeres; tercero, el papel del E, como co-factor en el desarrollo y progresion del cancer
cervical en ratones transgénicos K14E7 se parece a la evidencia epidemioldgica reportada
en mujeres positivas a VPH, que usan contraceptivos orales por largos periodos; y cuarto,
hay un patrén muy similar de expresion de biomarcadores para el cancer cervical en

humanos y en el modelo K14E7.
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V. OBJETIVOS

GENERAL.

Analizar los cambios en el perfil de expresidn global, de tejido cervical, provocados por la
hormona E, y la oncoproteina E7 del VPH16 en cérvix de ratones K14E7 que han sido

tratados durante 3 meses con E,, usando microarreglos de oligonucledtidos de alta

densidad.
PARTICULARES.

1. Determinar los cambios en el perfil de expresidn global provocados Unicamente por la
oncoproteina E7 del VPH16 usando cérvix de ratones transgénicos K14E7.

2. Determinar los cambios de perfil de expresion global provocados Unicamente por E,
usando cérvix de ratones FvB.

3. Validar los cambios de expresién reportados por la técnica de microarreglos analizando
los niveles de mRNA de algunos genes con RT-qPCR.

4. Determinar el efecto de la oncoproteina E7 y/o el E, sobre la expresion, a nivel de
proteina, de genes ligados a los procesos bioldgicos mds afectados en el perfil global de

expresion.
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VI. DIAGRAMA DE TRABAJO

Modelos murinos
K14E7 y FvB
(1 mes de edad)

K14E7 Tx

(4 meses edad)

17B-estradiol 3 meses

FvB Tx

(4 meses edad)

17B-estradiol 3 meses

K14E7

Sin tratamiento
(4 meses edad)

Rasgos
histopatoldgicos
(H&E)

FvB (Gpo. Control)
Sin tratamiento
(4 meses edad)

Cérvix
(RNA later/PFA 4%/T-Per)

Validacion
microarreglos mRNA
(RT-qPCR)

Trituracién con N,

Extraccion RNA
(Trizol)

Calidad RNA
Gel/Nano Lab Chip

GeneChip® Mouse

Exon 1.0 ST Array
Affymetrix

Analisis de

Validacion
microarreglos

proteinas
WB ++ IHC
IFC 17l Cultivo
HFK

resultados

Tx: Tratamiento, PFA; Paraformaldehido, T-Per: Sol. Para extraer proteinas, WB: Western blot, IHC: Inmunohistoquimica, IFC:

Inmunofluorescencia
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1. GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS Y TRATAMIENTO CON 17B-ESTRADIOL
Como grupo problema se utilizé al ratén transgénico K14E7 con un fondo genético FvB.
Este modelo, se caracteriza por usar el promotor transcripcional de la citoqueratina 14
para expresar la proteina E7 de VPH16 en las células basales del epitelio estratificado de
piel y cérvix. Como grupo control se usaron ratones FvB no transgénicos. Para realizar los
experimentos de microarreglos se utilizaron 4 grupos de ratones: 9 ratones K14E7 con
tratamiento hormonal (E;), 9 ratones K14E7 sin tratamiento, 9 ratones FvB con
tratamiento hormonal, y 9 ratones FvB sin tratamiento. El tratamiento se inicié al mes de
edad y se mantuvo durante tres meses (4 meses de edad); éste consistio en la insercion,
en la zona dorsal, de “pellets” que liberan 0.05 mg de E, durante 2 meses; por lo tanto, el
tratamiento consistio en la insercién de un primer pellet al mes de edad, y segundo pellet
a los 3 meses de edad para sacrificarlos a los 4 meses de edad. Todos los ratones fueron
mantenidos y tratados de acuerdo a la “American Association of Laboratory Animal Care”
(AALAC), y todos los experimentos y procedimientos fueron aprobados por el comité de la
Unidad de Investigacién para el Cuidado de Animales de Laboratorio (UPEAL-CINVESTAV-
IPN, Mexico; NOM-062-Z00-1999).

7.2. OBTENCION DE TEJIDOS E HISTOPATOLOGIA
Los ratones K14E7 y FvB fueron sacrificados por dislocacién cervical, inmediatamente se
removid el tracto reproductivo y se lavé con PBS 1X para eliminar el exceso de sangre. A
éste se le elimind la parte vaginal y endometrial para conservar la parte cervical. Las
muestras de tejido cervical se almacenaron en RNA later (Ambion) o fueron fijadas en
paraformaldehido 4% y embebidas en parafina. Para analizar los rasgos histopatoldgicos,
se cortaron secciones seriadas de 5 um de espesor, se desparafinaron y se hidrataron de
acuerdo a indicaciones previamente descritas (Ibarra Sierra et al., 2012); posteriormente
se tifieron con hematoxilina y eosina.

Para clasificar la histopatologia cervical, se usé un sistema de gradiente para la

carcinogénesis cervical en ratones transgénicos (Riley et al., 2003). Brevemente, la
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neoplasia intraepitelial escamosa 1 (NIC1) consiste en un incremento doble de las capas
basal/basaloide del epitelio escamoso cervical y vagina en ratones transgénicos tratados
con estradiol comparados con ratones no transgénicos. Las lesiones NIC2 contienen
células con un incremento adicional en el tamafo nuclear, el grado de anaplasia,
frecuencia y distribucién de células displdsicas de las capas suprabasales del epitelio
escamoso. Por otra parte, la capa basal es proyectada hacia el estroma en forma de
papilas. Las lesiones NIC3 contienen abundantes células anaplasicas, algunas con un
incremento pronunciado en el tamafio nuclear. El cancer in situ demuestra un grado
pronunciado de remodelacién y ondulacién del borde epitelio-estroma sin evidencia de

microinvasion.

7.3. EXTRACCION DE RNA E HIBRIDACION EN MICROARREGLOS

Las muestras cervicales almacenadas en RNA later fueron utilizadas para la extraccion del
RNA total. Brevemente, el procedimiento consistio en macerar el cérvix con nitréogeno
liguido para posteriormente extraer el RNA usando un procedimiento estandar (Trizol,
Ambion). La calidad y cantidad de RNA fueron evaluadas en “Agilent 2100 Bioanalyzer”
(Agilent Technologies) que reporta un numero de RIN (integridad de RNA); un algoritmo
que se basa en la seleccidon de rasgos que contribuyen a dar informacion acerca de la
integridad del RNA, el RIN se reporta en una escala del 0-10, siendo las escalas mayores
numeros de RIN que reportan una buena integridad del RNA. Unicamente las muestras
con un numero de integridad > 8 fueron utilizadas para su uso en los microarreglos de
Affymetrix. La sintesis de cDNA, amplificaciéon y el analisis de expresidén se realizé de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Affymetrix WT Sense Target labeling assay
Manual). Se mezclé el RNA de tres ratones diferentes y por cada grupo se utilizaron tres
mezclas independientes. Para el proceso de hibridacion se usé el GeneChip Mouse Gene
1.0 ST Array (el cual evallia la expresidn de 26,166 transcriptos), por grupo de estudio se

realizaron tres replicas bioldgicas.
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7.4. ANALISIS DE DATOS DE MICROARREGLOS

Se usd el software Partek Genomic Suite version 6.4 (Partek) para analizar la intensidad de
sefial de cada microarreglo (3 replicas bioldgicas/grupo). Los valores de intensidad fueron
normalizados usando el analisis de correccién RMA. Se utilizé un andlisis estadistico de
ANOVA de dos colas para identificar los genes diferencialmente expresados. En el analisis
de datos solamente se incluyeron los genes con diferencias estadisticamente significativas
(un valor de p< 0.05) y un criterio de “Fold change” > 2 y < -2. Los datos de microarreglos
fueron depositados en la base de datos del NCBIGEO [GEOID: GSE46890]. Para identificar
los procesos bioldgicos modificados por E7 y/o el E; se usé el software Ingenuity Pathway
(Ingenuity Systems). Se usé6 HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) y UniProtkB

para escribir correctamente los simbolos de los genes y proteinas de humano y ratén.

7.5. RT-PCR EN TIEMPO REAL

Se aislé RNA total de 6 ratones (diferentes a los utilizados en los microarreglos) por grupo
de trabajo (K14E7, FvB, K14E7+E, and FvB+E,) y su calidad fue determinada usando
electroforesis en geles de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de etidio. EIl RNA fue
cuantificado por andlisis de espectrometria a 260 nm/280 nm. La sintesis de cDNA se hizo
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen). La amplificacién por qPCR se
hizo utilizando el DNA Master SYBR Green | kit (Roche) y el equipo 7300 Real Time PCR
system.

Los moldes de cDNA fueron amplificados durante 45 ciclos en procesos de 3 pasos.
Brevemente: un paso de 30 segundos de desnaturalizacién a 95 2C, una fase de
alineamiento de 30 segundos a 60 2C y una fase de elongacién de 30 segundos a 72 °C.
Cada gen fue cuantificado por triplicado y normalizado con HPRT como gen de referencia y

la expresion diferencial se calculd usando el método de Livak (2%

) (Schmittgen and
Livak, 2008). Todas las secuencias de los primers y productos de PCR son descritos en la

Tabla 1.
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Tabla 1. Lista de oligonucleétidos usados en RT-qPCR para la validacién de resultados de microarreglos

Simbolo del gen Sentido Anti-sentido Tamaiio esperado (pb)
lla TCACCTTCAAGGAGAGCCG ATCTGGGTTGGATGGTCTCTT 150
Tnfa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA  TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 175
Irf1 AGCATAGTCCCACTGCAAACAG GCCTCTGCCTTACACCTCAGA 150
$100a8 AAATCACCATGCCCTCTACAAG CCCACTTTTATCACCATCGCAA 165

510029 ATACTCTAGGAAGGAAGGACACC TCCATGATGTCATTTATGAGGGC 129
Slc23al AAAGCAGCATGAGGTCGTGG ACTGAAGCACGTCAGGTAATG 163
Ifi44 AACTGACTGCTCGCAATAATGT GTAACACAGCAATGCCTCTTGT 102
Gpd1l ATGGCTGGCAAGAAAGTCTG CGTGCTGAGTGTTTGATGATCT 175
Serpinb3b CATGCAACAGAAGAGAGCGAA GCTACTGCTTAGGCTCCCAC 102
Sppl AGCAAGAAACTCTTCCAAGCAA GTGAGATTCGTCAGATTCATCCG 134
Dmbtl ACCTTCAGTCCATGGGCTATTC TCTCGTTGTCAGCCTGTTTGA 150
Rerg GCAAGTCAGCGATTGTAGTGA CTTCATCGTCTATGGTTGCCTG 105
Tff1 TTCCCGTGAAGCTGCCATGG TGTTTCTTCCTGGGCCTGGG 115
Igfbp5 GGTGTGTGGACAAGTACGGAATGA ACGTTACTGCTGTCGAAGGCGT 88
Hprt GTAATGATCAGTCAACGGGG CCAGCAAGCTTGCAACCTTAAC 177

7.6. INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOFLUORESCENCIA

La deteccidn de proteinas en tejido cervical fue hecha usando el Mouse/Rabbit
PolyDetector HRP/DAB Detection System (Bio SB) de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Las muestras de 5 um de espesor (3 ratones por grupo) fueron incubadas toda
la noche con los anticuerpos primarios monoclonales contra PCNA, p16-INK4a, (Santa Cruz
Biotechnology) Claudin-4 (Invitrogen) S100-A8 ¢ S100-A9 (Abcam). Seguido del
procedimiento de inmuohistoquimica, los tejidos fueron co-teilidos con hematoxilina y
montados en GVA (Zymed). Para el procedimiento de inmunofluorescencia, secciones
cervicales de 5 um de espesor, de tres ratones por grupo de estudio, fueron sumergidas
en PBS 1X y bloqueadas con suero bovino, posteriormente fueron lavadas tres veces con
PBS 1X e incubadas durante 1 hora a 37 2C con anti-Caludina 4 (Santa Cruz Biotechnology).
Posteriormente, las secciones fueron incubadas durante 30 min a temperatura ambiente
con un anticuerpo secundario acoplado a FITC (Zymed), se enjuagaron con PBS 1X, se co-
tiferon con yoduro de propidio y fueron montadas en Vectashield (Vector). Las
preparaciones fueron examinadas con microscopia confocal (SP2 Leica Microsystems) y las

imagenes capturadas fueron importadas al software Adobe Photoshop CS6 (Adobe

Systems) para ajuste de brillo, contraste y resolucion (300 dpi).
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7.7. CULTIVO CELULAR

Se cultivaron queratinocitos primarios de prepucio humano (HFK) y queratinocitos
transformados con la oncoproteina E7 del VPH16 (HFK-E7) en un medio libre de suero
suplementado con el factor de crecimiento epidermal, extracto de pituitaria bovina
(Gibco, Life Technologies), peniclina 50 U/ml, estreptomicina 50 pg/ml, gentamicina 10

ug/ml, y anfotericina B 0.75 pg/ml.

7.8. WESTERN BLOT
Se extrajo la proteina total del cérvix usando T-PER (Tissue Protein Extraction Reagent,
Thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se usaron 20 ug para la
técnica SDS-PAGE y las proteinas fueron transferidas a una membrana Immobilon-P
(Millipore). La membrana fue bloqueada por una hora con leche al 5% en TBS 1X (Tris-HCl
20 mmol/L pH 7.5, NaCl 150 mmol/L, y Tween-20 0.5%). Posteriormente fue incubada
toda la noche con anticuerpos anti-S100-A9 (1:2,000) 6 anti-Claudin-4 (1:1,000) o
incubada con anticuerpo anti-beta-actina (control de carga) e incubados por 1 h con
anticuerpo secundario anti-rata ¢ anti-conejo acoplados a HRP (GE Healthcare). La
membrana se reveld con Millipore Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La quimioluminiscencia fue detectada
usando FujiFilm LAS-3000 imaging system. Para medir la expresion de las proteinas se uso
el software Image J, el cual mide el nimero de pixeles de las bandas en relacion control de
carga y a las muestras control.

Las células HFK y HFK-E7 fueron tratados por 48 h con el antogonista de estrégenos
ICI 182,780 50 nM (Tocris Bioscience) y con el vehiculo (0.5% etanol). Para el tratamiento
con 17B-estradiol, primeramente las células se sometieron a inanicion durante 48 h, y
después fueron tratadas con 17B-estradiol 10 nM durante 24 h. Se realizdé andlisis de
western blot bajo condiciones convencionales. Brevemente, las células que crecieron a un
80% de confluencia fueron lisadas con buffer de lisis (Triton 1%X-100, NaCl 100 mM,
HEPES 50 mM, pH 7.9; EDTA 10 mM, NaPP 4 mM, NaF 10 mM, vanadato 2 mM, PMSF 1

mM, aprotinina 2 pg/ml y leupeptina 2 pg/ml). Se utilizaron 50 pg de proteina total para
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realizar la técnica de SDS-PAGE, posteriormente las proteina fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa Immobilon-P (Millipore). La membrana fue bloqueada por una
hora con leche al 5% en TBS 1X (Tris-HCI 20 mmol/L, pH 7.5; NaCl 150 mmol/L, y Tween-20
0.5%). Inmediatamente fue incubada toda la noche con anticuerpos anti-hS100A9 y anti-
hS100A8 (1:300) e incubado por 2 h con anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a HRP
(GE Healthcare). La membrana se reveld con Millipore Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La

quimioluminiscencia fue detectada usando FujiFilm LAS-3000 imaging system.

7.9. ANALISIS ESTADISTICO
Se realizd una t student y todos los valores p <0.05 fueron considerados como

estadisticamente significativos.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. EL TRATAMIENTO CON E; DURANTE 3 MESES EN EL MODELO MURINO K14E7 GENERA
NEOPLASIA INTRAEPITELIAL ESCAMOSA GRADO 2.

Para establecer el grado de displasia o cancer en el cérvix en ratén, se usé el sistema de
gradiente de clasificacion histopatoldgico (Riley et al., 2003) (ver seccién de materiales y
métodos). Usando este sistema se observd que en ratones FvB+E, se desarrolld
hiperplasia epitelial escamosa, con figuras mitéticas basales ocasionales y preservacion de
queratinocitos suprabasales diferenciados (Fig. 3B). De manera contraria, en el tejido
cervical escamoso de los ratones K14E7+E, se observaron células con nucleos
incrementados en su tamafio, aumento de células displdsicas en las capas suprabasales y
formacion de papilas hacia el estroma (Fig. 3D); todo esto fue reportado por Elson et al.
(2000) y Arbeit et al. (1996) como un NIC 2 equivalente al reportado en humanos. Por otra
parte, ninguno de los ratones sin tratamiento desarrollé hiperplasia o neoplasia (Fig. 3Ay
C).

Para comparar el diagndstico histopatoldogico y la expresion de algunos
biomarcadores establecidos para la carcinogénesis cervical (Branca et al., 2007; Herbsleb
et al., 2001) se realizaron ensayos de inmunohistoquimica para PCNA y p16-INK4a. En los
ratones K14E7+E,, tanto PCNA (Fig. 3H) como p16-INK4a (Fig. 3L) se localizaron
principalmente en el nucleo, su expresion estuvo aumentada y su distribucion fue
uniforme en el epitelio. Esto indica una actividad de proliferacion generalizada, similar al
patrén de tincion basal que se origina en las células basales y se extiende hacia las capas
superiores, usualmente observadas en las lesiones NIC 2 humanas (del Pino et al., 2009;
Dray et al., 2005; Kurshumliu, Thorns, and Gashi-Luci, 2009; Missaoui et al., 2010). Por
otro lado, en los ratones K14E7 la tincién con PCNA fue observada en el compartimento
basal y parabasal del epitelio escamoso estratificado hiperproliferativo (Fig. 3G). Por otra
parte, la tincidon con p16-INK4a fue difusa (Fig. 3K); sin embargo, la intensidad de tincién
fue mas baja que la observada en el raton K14E7+E, (Fig. 3L). En el raton FvB+E,, la

expresion de PCNA solamente se observo en la capa basal (Fig. 3F) y la expresion de pl6-
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INK4a fue observada en el compartimento basal y suprabasal (Fig. 3J). En ratones FvB
control, la expresion de PCNA y p16-INK4a se observé solamente en el epitelio basal (Fig.

3EYI).

K14ET+E,

H&E

PCNA

pl16-INK4a

Figura 3. Histopatologia de tejido cervical de ratén y expresion de biomarcadores (PCNA y p16-INK4a). La
imagen corresponde a secciones del epitelio endocervical de ratones de 4 meses de edad no transgénicos
(FvB) y transgénicos (K14E7), tratados y no tratados con E, durante tres meses. Las secciones fueron tefiidas
con hematoxilina y eosina (H&E, A-D) e inmunotefiidas para PCNA (E-H) o p16-INK4a (I-L). La sefial café
representa células positivas para PCNA o p16-INK4a. El campo visual representa un aumento de 40X.

8.2. EFECTO DE LA ONCOPROTEINA E7 Y DEL E, EN EL PERFIL GLOBAL DE EXPRESION
GENICA

Para evaluar el perfil de expresidn génica global en tejido cervical inducido por la
oncoproteina E7 mas E, o de manera individual, se usaron ratones hembras FvB y K14E7
tratadas con pellets de E, durante tres meses, y ratones no tratados K14E7, todos ellos
comparados contra ratones FvB control. Se extrajo el RNA total del cérvix y se sintetizod a
cDNA, para posteriormente ser examinado mediante Whole Mice Genome Oligo

Microarrays (ver la lista de los genes diferencialmente expresados en GEO ID: GSE46890).

26



Cortés-Malagéon EM. 2014

Usando ANOVA, un criterio de cambio de 22 y <-2, y un valor de P<0.05, se determind que
los cambios mas dramaticos en el perfil de expresion ocurrieron en los grupos tratados
con E, (Fig. 4A). Cuando se compararon los perfiles de expresién entre los grupos
K14E7+E,, K14E7 y FVB+E; se encontré que muchos genes estaban compartidos entre los
grupos (Anexos, Tabla 3). Se realizé un diagrama de Venn (Fig. 4B) para identificar genes
comunes, asi como genes regulados exclusivamente por E7 y E,. Se encontraron 70 genes
comunes entre los grupos K14E7+E, y FvB+E;, nueve genes entre los grupos K14E7+E, y
K14E7 y solamente se encontraron dos genes comunes entre los tres grupos.
Interesantemente, se encontré que 134 (K14E7+E,), 198 (FvB+E,) y 30 (K14E7) genes

fueron exclusivos de cada grupo (Anexos, Tabla 4-6).

A B
200
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1 Disminuidos
150 -
0
]
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@ 100 -
]
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50
0 ;

K14E7+E2 K14E7 FvB+E2

Figura 4. Perfil de expresion global de los ratones K14E7+E,, K14E7 y FvB+E, comparados contra ratones
FvB sin tratamiento. Para determinar la cantidad de genes diferencialmente expresados se usé un corte de
expresion de 22 y < -2 y un valor de P < 0.05. (A) Se detectaron 148, 16 y 197 genes aumentados; 67, 25y
73 disminuidos en su expresidn entre los grupos K14E7+E,, K14E7 y FvB+E, respectivamente. (B) El diagrama
de Venn muestra genes Unicos (a-c) y comunes (d-g) diferencialmente expresados entre los grupos antes
mencionados.

Se realizd un andlisis de ontologia génica con el uso del software Ingenuity

Pathway (IPA) para clasificar los genes diferencialmente expresados involucrados en
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procesos celulares. Con este analisis se observd que muchos procesos asociados con la
inmunidad (movimiento celular, desarrollo del sistema hematoldgico, transito celular
inmune y respuesta inflamatoria) fueron modificados principalmente en los grupos
K14E7+E, y FvB+E, (Fig. 5), mientras que en el grupo K14E7 los procesos modificados

fueron el metabolismo de carbohidratos, la bioquimica de moléculas pequefias, el

metabolismo de lipidos y el transporte molecular.
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Figura 5. Procesos bioldgicos basados en ontologia génica. Para cada grupo experimental los genes fueron

categorizados en procesos bioldgicos. Las barras indican el valor de p que denota el grado de relacién entre

los genes.

8.3. VALIDACION DE DATOS DE MICROARREGLOS POR RT-gPCR

Para validar los datos de los microarreglos se tomd como criterios genes que estuvieran

involucrados en los principales procesos biolégicos mas alterados, ademas de genes

relacionados con diferentes canceres. Se validaron cinco genes del grupo K14E7+E, (ll1a,
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Tnfa, Irfl, S100a8, y S100a9), cinco del grupo K14E7 (Slc23al, Ifi44, Gpdl, Serpinb3b, y
Spp1l) y seis genes del grupo FvB+E, (ll1a, Dmbtl, Tnfa, Rerg, Tffl, y Igfbp5). Como se
muestra en la Fig. 6, todos los resultados fueron consistentes con los datos de los
microarreglos. Entre los genes validados, S100a8 y S100a9 fueron los genes mas
aumentados en su expresion en el grupo K14E7+E,, mientras que Slc23al fue el mas
aumentado, y Gpd1 y Serpinb3b fueron los mas disminuidos en el grupo K14E7. Por otra
parte, en el grupo FvB+E; se observd un aumento en la expresion de llla y Dmbtl, y una

disminucién de la expresion de Tff1.
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Figura 6. Validacion de datos de microarreglos por RT-qPCR. Comparacion de los niveles de expresion de
genes seleccionados determinado por analisis de microarreglos y RT-qPCR. La expresion relativa fue
calculada con la ecuacion 27*; todos los datos fueron normalizados con Hprt como gen de referencia y se
usaron ratones FvB no tratados como grupo control. Los datos de RT-qPCR son expresados como medias
+DE de tres andlisis independientes. Las barras negras representan los datos del RT-gPCR, y las barras grises

los datos de los microarreglos.
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8.4. EL ESTRADIOL AUMENTA LA EXPRESION DE $100a9

Dado que los genes S100a9 y S100a8 fueron algunos de los genes que estan asociados a la
inflamacién (proceso mas alterado), que estdn muy aumentados en su expresién en los
resultados de microarreglos (Anexos, Tabla 3), ademds de que se ha reportado que estan
incrementado en diversos tumores y que desempefian un papel importante en canceres
asociados con la inflamacion (Markowitz and Carson, 2013); se decidio evaluarlos a nivel
de proteina en todos los grupos de estudio. Mediante analisis de RT-gqPCR se observd que
los genes S100a8 y S100a9 estan sobre-expresados en los grupos que recibieron
tratamiento con estradiol (K14E7+E, y FvB+E,) (Fig. 7A). Es interesante notar, que
mediante Western blot, Unicamente se detectd la proteina S100-A9 en los grupos tratados
(Fig 7B). También se evalud, mediante inmunohistoquimica, la distribucidn y expresion de
S100-A8 y S100-A9 en el tejido cervical escamoso. La inmunotincidn de las secciones de
tejido cervical de los grupos tratados con estradiol revelé un aumento en la expresion de
la proteina S100-A9. Su expresion fue evidente en el citoplasma y fue mas intensa en el
nucleo de las células epiteliales del tejido escamoso estratificado (Fig. 7C). En los grupos
de ratones no tratados (K14E7 y FvB), fue muy similar la expresion y localizacidn de esta
proteina. Para el caso de S100-A8, se observd sefial en infiltrado leucocitario en tejido

cervical de los grupos tratados (Fig. 7C)
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Figura 7. El 17B-estradiol aumenta la expresién de la proteina $100-A9. El andlisis con RT-qPCR (A) muestra
una expresion elevada del mRNA de S100a8 y $100a9 en los grupos de ratones K14E7+E, y FvB+E,. Las barras
representan la media +DE de tres experimentos independientes (*P < 0.05, **P < 0.01, t de Student). Los
datos fueron normalizados con Hprt como gen de referencia y se usaron ratones FvB no tratados como
grupo control. Los analisis de Western Blot (B) e inmunohistoquimica (C) también revelaron un aumento en
la expresion de S100-A9 en el grupo de ratones tratados con estradiol.

Para corroborar el efecto de la oncoproteina E7 del VPH16 y/o del E, sobre la
expresion de los genes S100A9 y S100A8 humanos, se cultivaron queratinocitos de
prepucio humano (HFK) y queratinocitos transformados con la oncoproteina E7 VPH16
(HFK-E7) en un medio libre de suero, posteriormente fueron tratados con el antagonista
de estrogenos ICl 182,780 y con E,. En este estudio, se reportd que la oncoproteina E7 del
VPH16 disminuyd la expresion de los genes S100A8 y S100A9 tanto a nivel de mRNA como
de proteina (Fig. 8A y B). De igual manera, en los HFK que recibieron el tratamiento con ICI

182,780 se observé la disminucidn en la expresidn de los genes S100A8 y S100A9 a nivel
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de mRNA (Fig. 9A) como de proteina (Fig 9C). Por otra parte, en los HFK-7 que recibieron
el tratamiento con ICI 182,780 los niveles de mRNA para S100A8 fueron similares al
control, con un ligero incremento para S100A9 (Fig. 9B); sin embargo, los niveles de
proteina disminuyeron (Fig. 9C). Al evaluar el efecto del E, sobre estos genes, se observd
que los niveles de mRNA de S100A8 y A9 fueron muy similares, tanto en lo grupos
tratados como no tratados (Fig. 10A y B). Sin embargo, se observd un ligero incremento en
la expresién de S100-A9 a nivel de proteina (Fig. 10C). Estos resultados sugieren que E,

induce la expresion de la proteina S100-A9 tanto in vivo como in vitro.
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Figura 8. La oncoproteina E7 del VPH16 disminuye la expresion de S100A8 y S100A9. (A) RT-gPCR de
S100A8 y S100A9 (relativa a GAPDH). (B) Resultados de western blot muestran resultados representativos
de tres experimentos (**p < 0.01, t de Student).
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Figura 9. El tratamiento con ICI 182.780, un antagonista de receptores a estrogenos, disminuye la
expresion de S100A8 y S100A9. Al tratar las células HFK con ICI 182,780 se observé una disminucién en la
expresion de S100A8 y A100A9, tanto a nivel de mRNA (A) como de proteina (C). Contrariamente, en las
células HFK-E7 la disminucidn sdlo es evidente a nivel de proteina (B y C). Los HFK y HFK-E7 fueron tratados
con el vehiculo o con ICI 182,780 (50 nm) por 48 h. Se realizé fraccionamiento celular y los lisados se
sometieron a SDS-PAGE seguido por IB con los anticuerpos anti-S100A8, anti-S100A9 y anti-beta-actina
(control). Los resultados de Western blot muestran resultados representativos de tres experimentos. La RT-
gPCR es relativa a GAPDH (p < 0.01, t de Student).
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Figura 10. El tratamiento con estradiol aumenta la expresion S100A9. En las células HFK y HFK-E7, el efecto
del E, sobre la expresidn, a nivel de mRNA, de S100A8 y S100A9 (A y B) fue muy similar al grupo control. En
cambio; el tratamiento con E, incrementd ligeramente la expresidn, a nivel de proteina, de S100A9 (C). Los
HFK y HFK-E7 fueron tratados con el vehiculo o con estradiol por 24 h después de un periodo de 48 h de
inanicién de suero o cualquier factor de crecimiento. Se realizd fraccionamiento celular y los lisados se
sometieron a SDS-PAGE seguido por IB con los anticuerpos anti-S100A8, anti-S100A9 y anti-beta-actina
(control). Los resultados de Western blot muestran resultados representativos de tres experimentos. La RT-
gPCR es relativa a GAPDH.

8.5. EL ESTRADIOL Y LA ONCOPROTEINA E7 DEL VPH16 TIENEN UN EFECTO SIGNIFICATIVO
EN LA EXPRESION DE CLAUDINA 4

Debido a que el producto del gen Cldn4 se ha asociado con cdnceres epiteliales y fue un
gen que aumentd ligeramente sus niveles de expresion en el grupo K14E7+E, (Anexos,
Tabla 4), se decidié determinar el efecto de la oncoproteina E7 o del estradiol sobre la
expresion de este gen en el tejido cervical escamoso. Se reportd que el mRNA de Cldn4
fue mas alto en los ratones K14E7+E, y FVvB+E, comparado con los ratones FvB control (Fig.
11A). Por otra parte, la expresiéon en el grupo K14E7 fue muy similar al control. Al nivel de

proteina se observé que hubo aumento en la expresidn tanto en los grupos tratados con
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estradiol como del grupo K14E7. Es interesante notar, que al nivel de mRNA y proteina
Unicamente hubo correlacion entre los grupos tratados (Fig. 11B). También se detecto la
distribucién y expresién de Cldn4 por inmunofluorescencia; en el tejido cervical escamoso
de los ratones K14E7+E, se observd un incremento de la expresiéon en los bordes que
delinean la capa suprabasal (Fig.11C); en el grupo FvB+E,, se observé que en la mayoria
del estrato suprabasal la expresién de la Cldn4 fue aumentada y localizada a nivel de
membrana celular; de igual manera, en el grupo K14E7 estuvo aumentada en el estrato
suprabasal; sin embargo, el patron de expresidon fue desorganizado. Interesantemente, ni
la capa basal ni la parabasal del tejido escamoso cervical expresaron Cldn4 en todos los
grupos de estudio. Estos resultados sugieren que la oncoproteina E7 sola o en
combinacidn con el estradiol aumenta la expresion de Claudina 4 en la capa suprabasal del

tejido escamoso cervical.
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Figura 11. El E; y la oncoproteina E7 aumentan la expresion de la Claudina-4. El andlisis con RT-qPCR
muestra una expresion elevada del mRNA de Claudina-4 en los grupos de ratones K14E7+E2 y FvB+E2 (A).
Las barras representan la media +DE de tres experimentos independientes (*p < 0.05, **p <0.01, t de
Student). Los analisis de Western Blot (B) e inmunofluorescencia (C) también revelaron un aumento en la
expresion de Claudina-4 en el grupo de ratones tratados con estradiol y en ratones K14E7.
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IX. DISCUSION

Con el fin de esclarecer los posibles mecanismos moleculares por los cuales la
oncoproteina E7 del VPH16 y el estradiol estan involucrados en las etapas tempranas de la
carcinogénesis cervical, fue necesario realizar un perfil de expresién global en el tejido
cervical de ratones que expresan la oncoproteina E7 del VPH16 y que fueron tratados
durante tres meses con estradiol. Es de notar que un gran numero de genes
diferencialmente expresados se reportaron en los grupos tratados con estradiol; esto
podria explicarse parcialmente porque los estrogenos regulan la transcripcién de muchos
genes a través de varios mecanismos, tales como (1) activaciéon nuclear, incluyendo la
interaccion cldsica de los receptores nucleares activados con los elementos de respuesta a
estrégenos en el DNA; (2) a través de la interaccién proteina-proteina con factores de
transcripciéon como SP1, AP1 y NF-kB (Nilsson et al., 2001), y (3) por efectos no nucleares a
través de receptores de superficie celular acoplados a la via de las MAPKs (Gruber et al.,
2002). Por otra parte, la oncoproteina E7 carece de actividad enzimatica y de unién al DNA
(Moody and Laimins, 2010); por lo tanto, su capacidad de alterar la expresion de genes
debe derivar de su habilidad para asociarse con complejos celulares (Ghittoni et al., 2010;
McLaughlin-Drubin and Munger, 2009).

Como consecuencia del gran numero de vias modificadas por E7 o por el 17p3-
estradiol, es dificil discutir cada una en detalle, y por eso se decidié discutir los procesos
celulares mas alterados en el modelo de carcinogénesis cervical K14E7+E,.

Muchos de los genes diferencialmente expresados codifican elementos de la
respuesta inmune, y muchos de los genes reportados (ll1b, ll1a, Tnfa, 118rb, Tnfaip3, Cd74,
Cd274, S100a8, S100a9, Ccl3, Cd14, Cd3g, Cxcl13, H2-Q6, ligpl, Inhba, Irgl, Tgtp, y Trem1)
son expresados en comun y con expresion similar en grupos K14E7 y FvB tratados con E,
(Anexos, Tabla 3). Estudios previos han reportado que algunos genes como |l1b (Polan,
Daniele, and Kuo, 1988; Ruh et al., 1998), Tnfa, Tnfaip3 (Vendrell et al., 2007), 18rb (Cxcr2)
(Lei et al., 2003) y S100a9 (Stygar et al., 2007) son modulados por los estrégenos, y su
expresion y secrecion depende del tipo celular, de las condiciones del medio y de la

concentracion de estrégenos. Por lo tanto, es probable que en los ratones K14E7 tratados
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con estradiol la expresion de genes que codifican la respuesta inmune sea modificada por
el estradiol mas que por la oncoproteina E7.

También es interesante notar que algunos genes regulados por E;, mencionados
anteriormente (ll1b, Tnfa, Cd74, Cd274, S100a8 y S100a9), se han reportado
diferencialmente expresados en cancer cervical (Al-Tahhan, Etewa, and El Behery, 2011;
Cheng et al., 2011; Choi et al., 2007; Karim et al., 2009); sin embargo, en estos estudios no
se reportd la influencia de los estrégenos. Por otra parte, en nuestro estudio se reportan
genes de la respuesta inmune aumentados en su expresion (Ccl3, Cxcl13, 118rb) que no se
han reportado en el cédncer cervical; sin embargo, estos genes se han reportado
incrementados en canceres que estan asociados con la inflamacién (Panse et al., 2008;
Seder et al., 2009; Silva et al., 2007; Wang et al., 2012). Ademas, es interesante notar que
un trabajo previo (realizado por nuestro grupo) de expresion global, en cérvix del ratén
K14E7 de 1.5 mese de edad sin tratamiento exdégeno con estradiol, se observé que varios
genes asociados a la inflamacién estuvieron disminuidos en su expresioén (lbarra Sierra et
al., 2012). Nuestros resultados abren la posibilidad de que E, favorezca la expresion
diferencial de estos genes y contribuya a la modulacién del proceso inflamatorio durante
la carcinogénesis cervical en el modelo K14E7+E,, especialmente en cuando ya se
presentan lesiones precursoras del cancer cervical.

Dada la importancia de la respuesta inmune y la inflamaciéon en el cancer, se
decidié evaluar la expresiéon algunos genes asociados con la inflamacién (5100a8 y 100a9).
$100-A8 y S100-A9 son proteinas que pertenece a la familia de las calgranulinas/S100, y se
les encuentra principalmente en una variedad de células inmunes, asi como también en
epitelio escamoso. Tienen propiedades antimicrobianas, citostdticas, antiproliferativas,
apoptoticas y quimio-atrayentes (Srikrishna, 2012). En este estudio se encontrd que los
grupos tratados con E; aumentan la expresion de $100a9 tanto al nivel de mRNA como al
nivel de proteina. En células HFK, el tratamiento con un antagonista de estrégenos
disminuyd los niveles de la proteina S100-A9. Estos resultados sugieren que E, estd

involucrado en la regulacion de la expresién de S100a9 in vivo.
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Este gen puede responder indirectamente al E; a través de estimulos inflamatorios
tales como la interleucina 1 beta (Bando et al., 2007) o el factor de necrosis tumoral
(Hiratsuka et al., 2006), los cuales promueven la expresion y la formacién de
homodimeros S100-A9 resistentes a proteasas (Riva et al., 2013). En este contexto, es
interesante notar que los genes Il1b y Tnfa se encontraron aumentados en su expresién
en los grupos tratados con E,; por lo tanto, estas citocinas pueden regular la expresion de
$100a9 en el cérvix en los modelos murinos.

Recientemente, se reportd que S100-A9 esta sobreexpresada en NIC1, NIC2, NIC3 y
cancer cervical (Zhu et al., 2013; Zhu et al., 2009). En otros tumores se ha asociado con el
desarrollo, la invasidn y la metastasis (Ichikawa et al., 2011; Kallberg et al., 2012; Li et al.,
2012). De manera contraria, hay reportes que sugieren que el complejo S100A8/A9 induce
apoptosis e inhibe la metastasis en lineas celulares CaSki, y también reduce el crecimiento
celular en otras lineas derivadas de cancer cervical (Qin et al., 2010; Tugizov et al., 2005).
Estos efectos antagdnicos puede ser explicados por influencia de la concentracion; por
ejemplo, diferentes estudios han demostrado que concentraciones que van desde 20-250
pug/ml  (complejo S100A8/A9) promueven la apoptosis, mientras que a bajas
concentraciones (<20 pg/ml) promueven la proliferacion de las células tumorales
(Srikrishna, 2012); sin embargo, estos efectos no han podido establecerse in vivo.

Un segundo grupo de genes que se encontraron diferencialmente expresados
incluyen algunos involucrados en el metabolismo, tales como: Ucpl, Cox7al y Cox8b, los
cuales estuvieron disminuidos en su expresiéon en los grupos K14E7 y K14E7+E,. La
proteina Ucpl, la cual esta localizada en las mitocondrias de los adipocitos pardos, actua
como acarreador de protones, aumentando la respiracién y la produccion de calor celular
(Mailloux and Harper, 2011). La sobreexpresion de Ucpl resulta en un incremento del
consumo de oxigeno y disminucién del crecimiento celular (Lee et al., 2012); de igual
manera, Ucp3 (homodlogo de Ucpl) también incrementa la respiracion celular y estd
asociada con la resistencia a la carcinogénesis de piel mediada por compuestos
carcinogénicos (Lago et al., 2012). Otros genes que también participan en la cadena

respiratoria y que estuvieron reducidos en su expresion en los ratones K14E7 son las
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subunidades de la citocromo C oxidasa (COX) Cox7al y Cox8b. La supresién de la
respiracion mitocondrial y de la actividad COX, asi como también de la induccidn glicolitica
mediadas por la via Wnt, son rasgos de procesos cancerosos celulares (Lee et al., 2012).
Estos hallazgos sugieren que en nuestro modelo de ratén la reduccién en la expresion de
Ucpl, Cox7al y Cox8b debe disminuir la respiracion mitocondrial, promover la actividad
glicolitica e incrementar el crecimiento tumoral.

Es bien conocido que E7 del VPH16 perturba el programa de diferenciacion de los
gueratinocitos y permite que la sintesis de DNA ocurra en un subgrupo de células
suprabasales del tejido epitelial cervical (Flores et al., 2000). De acuerdo con esta
situacién, en este trabajo se observé que PCNA, un marcador de células proliferantes no
diferenciadas, estuvo incrementado en los compartimentos basal y suprabasal por
influencia de la oncoproteina E7 (K14E7 y K14E7+E;); ademas, es interesante notar que un
grupo de genes relacionados con la diferenciacion de queratinocitos estuvieron
significativamente disminuidos en los ratones K14E7 y K14E7+E,. Estos hallazgos
confirman y extienden las observaciones de que la diferenciacién epitelial esta alterada
por influencia de E7 (Gyongyosi et al., 2012; Santin et al., 2005).

Existe una pequefia probabilidad de que los cambios en la expresién de genes no
representen efectos directos de E7 o del estradiol, sino que sean reflejo de la expansién
celular, que permanece activamente proliferante, o sean resistentes a la diferenciaciéon
terminal. Por ejemplo, la oncoproteina E7 y el estradiol estimulan la produccion de ll1a
(previamente mencionada), la cual a su vez induce la expresidn de factores de crecimiento
qgue estimulan la proliferacion de queratinocitos y de células cancerosas a través de vias
autocrinas y paracrinas (Bando et al., 2007; Castrilli et al., 1997); tampoco se conoce que
E7 o el estradiol regulen directamente genes de la envoltura cornificada (previamente
discutidos), por lo que estos cambios pueden reflejar efectos secundarios de estos
factores.

Otro gen aumentado en su expresion en el grupo de los ratones K14E7+E, fue
Cldn4. La Claudina-4 es un componente de las uniones estrechas; este gen tiene un papel

importante en la inhibicion de la invasidn y metdstasis (Shang et al.,, 2012). Se ha
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reportado que las proteinas de las uniones estrechas estan desreguladas en un gran
numero de canceres epiteliales (Webb, Spillman, and Baumgartner, 2013). En nuestro
estudio observamos que E7 y/o el estradiol incrementaron la expresion de la Claudina-4;
sin embargo, es interesante notar que este aumento se observé especialmente en las
células parcialmente diferenciadas del estrato suprabasal, mientras que las células
proliferantes (basal y parabasal) la expresidn se va perdiendo. Esto denota que conforme
avanza la carcinogénesis cervical se pierde la diferenciacidon celular y por lo tanto
disminuyen las uniones estrechas favoreciendo la invasidon y metdastasis. Estos resultados
son consistentes con otros reportes que encuentran que la expresion de Claudina-4 esta
limitada a la capa suprabasal de lesiones intraepiteliales escamosas (Sobel et al., 2005).
Nuestros resultados indican una alteracion en la proliferaciéon y la diferenciacién celular,
asi que la disminucién de Claudina-4, en la capa basal y parabasal de nuestro modelo,
podria ser un marcador importante de la interrupcidon de la diferenciacion normal y un
marcador temprano de la carcinogénesis cervical.

Los resultados de expresiéon global de este trabajo parcialmente asocian los
cambios de expresidn génica a un tipo celular; por ejemplo, algunos datos obtenidos del
ratén K14E7+E,, como la expresion de Cldn 4 (Morin, 2005; Tsukita and Furuse, 2002),
podrian estar de acuerdo con datos de expresién de células epiteliales de tejido
microdisectado. En este trabajo reportamos genes con perfil similar de expresién
comparado con perfiles provenientes de tejido microdisectado con lesiones premalignas y
cancer cervical (Anexos, Tabla 7) (Gius et al., 2007; Zhai et al., 2007), y solamente dos
genes que se expresan en el estroma del tejido cervical estuvieron correlacionados con
nuestro trabajo. Por lo tanto, el estudio de la oncoproteina E7 del VPH16, del estradiol o
una combinacién de ambos en el cérvix debe dar informacion muy similar a la del tejido
microdisectado. Con respecto a esto, también es relevante notar que recientemente
nuestro grupo determind que los efectos del estrégeno sobre la carcinogénesis cervical
son mediados en parte por la via de sefializacién estrégeno/receptor a del tejido estromal

(Chung et al., 2013).
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En conclusion, los resultados presentados aqui sugieren que la oncoproteina E7 del
VPH16 contribuye principalmente a la carcinogénesis cervical por modificar genes
relacionados con el metabolismo celular, mientras que el estradiol principalmente
modifica la expresidon de genes asociados con la inmunidad. Es importante resaltar que se
identific6 un gran numero de genes diferencialmente expresados que ya se habian
reportado en otros estudios de cancer cervical. Ademas, se identificd la expresidon
diferencial de nuevos genes que podrian contribuir a la tumorogénesis cervical y pueden

ofrecer propuestas como potenciales marcadores diagndsticos e incluso terapéuticos.
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XI. ANEXOS
Tabla 2. Proteinas celulares que se asocian con la proteina E7 del VPH®
Simbolo del gen Nombre original No de acceso VPH AR VPH BR*
ATM ATM 472 VPH31
BRCA1 BRCA1 1672 +
CAPN1 Mu-Calpaina 823 +
CCNA1 Ciclina A 8900 +
CCNE1 Ciclina E 898 +
CDK2 CDK2 1017 + +
CDKN1A p21CIP1 1026 +
CDKN1B p27KIP1 1027 +
CENPC CENP-C1 1060 +
CHD4 Mi2 1108 +
CHUK IKK-a 1147 +
cuLl Culina 1 8454 +
cuL2 Culina 2 8453 VPH16
CuL3 Culina 3 8452 + +
CSNK2 Caseina cinasa Il +
DNAJA3 hTid-1 9093 +
DNMT1 DNMT1 1786 +
DYRK1A DYRK1A 1859 +
E2F1 E2F1 1869 +
E2F6 E2F6 1876 + +
ENC1 Encl 8507 VPH18/45
EP300 p300 2033 +
FHL2 FHL2 2274 +
FOXM1 MPP2 2305 +
GAA a-glicosidasa 2548 +
GSTP1 GSTP1 2950 +
HDAC1 HDAC1 3065 +
HDAC2 HDAC2 3066 +
HIF1A HIF1la 3091 + +
HTRA1 HtrA1/Prss11 5654 +
IGFBP3 IGFBP-3 3486 +
IKBKB IKK 3551 +
IRF1 IRF-1 3659 +
IRF9 p48 10379 +
JUN c-jun 3725 +
KAT2B pCAF 8850 + +
KCMF1 KCMF1 56888 + +
MYC c-myc 4609 + +
NCOA1l SRC1 8648 + +
NME1 NM23-H3 4830 +

49



Cortés-Malagon EM. 2014

NME2 NM23-H2 4831 +
NUMA1 NuMA 4926 +
PKM M2-PK 5315 +
PML PML 5371 + +
PPP2R1/PPP2CA PP2A 5519/5515 + +
PSMC1 S4, 26S proteasoma 5700 +
RAN Ran 5901 +
RB1 Prb 5925 +
RBL1 p207 5933 +
RBL2 p130 5934 +
SIVA1 Siva-1 10572 +
SMAD1 SMAD-1 4086 + VPH1, 8, 11
SMAD2 SMAD-2 4087 + VPH1, 8, 11
SMAD3 SMAD-3 4088 + VPH1, 8, 11
SMAD4 SMAD-4 4089 + VPH1, 8, 11
SMARCA4 BRG-1 6597 +
SNW1 Skip 22983 +
TAF1C TAF-110 9013 +
TAP1 TAP1 6890 + +
TGM2 TGasa2 7052 + +
TBP TBP 6908 + +
TUBG1 y-tubulina 7283 +
UBR44 p600 23352 + +
ZBTB17 Miz-1 7709 + +
ZER1 ZER1 10444 VPH16
*Tabla adaptada de Roman A. et al, 2013
®VPH-AR: Virus del papiloma humano de alto riesgo.
“VPH-BR: Virus del papiloma humano de bajo riesgo.
Tabla 3. Genes regulados en comun por E7 VPH16 y/o 17B-estradiol

Nombre del gen Simbolo® Num acceso” K14E7+E,FC K14E7 FC FvB+E,FC
actin, alpha, cardiac muscle 1 Actcl NM_009608 -2.54877 -5.99099
a disintegrin-like and metallopeptidase Adamts4 NM_172845 2.11819 3.01177
Angiotensinogen Agt NM_007428 2.87846 4.00443
aldo-keto reductase family 1, member C19 Akrlc19 NM_001013785 -3.5877 -3.98332
arachidonate lipoxygenase, epidermal Alox12e NM_145684 4.72724 5.90274
aldehyde oxidase 3 Aox3 NM_023617 -3.40151 -4.11364
bone marrow stromal cell antigen 1 Bstl NM_009763 2.51582 2.68
complement component 6 Cc6 NM_016704 2.26965 2.22289
cerebellin 1 precursor protein Cbinl NM_019626 2.41482 2.82187
chemokine (C-C motif) ligand 3 Ccl3 NM_011337 3.37986 9.49179
CD14 antigen Cdi14 NM_009841 2.58985 3.60758
CD274 antigen Cd274 NM_021893 4.45666 2.16211
CD3 antigen, gamma polypeptide Cd3g NM_009850 3.64478 2.35054
CD72 antigen Cd72 NM_001110320 3.14148 3.28328
CD74 antigen Cd74 NM_001042605 2.08514 3.07175
chloride channel calcium activated 1 Clcal NM_009899 2.95445 2.63894
chloride channel calcium activated 2 Clca2 NM_030601 6.50814 10.5924
chloride channel calcium activated 4 Clcad NM_139148 8.46035 4.48195
C-type lectin domain family 4, member d Clec4d NM_010819 2.36816 2.92366
C-type lectin domain family 4, member e Clecde NM_019948 4.55595 6.55667
cytochrome c oxidase, subunit Vlla 1 Cox7al NM_009944 -2.50677 -3.72358
cytochrome c oxidase, subunit VIllb Cox8b NM_007751 -3.61242 -4.37969
carboxypeptidase A3, mast cell Cpa3 NM_007753 -3.18318 -3.72184
carnitine palmitoyltransferase 1b, muscle Cptlb NM_009948 -3.2382 -3.19199
colony stimulating factor 3 receptor Csf3r NM_007782 2.09624 2.53745
chemokine (C-X-C motif) ligand 13 Cxcl13 NM_018866 4.62718 2.317
chemokine (C-X-C motif) receptor 6 Cxcré NM_030712 2.15627 2.39884
Fc receptor, 1gG, low affinity IV Fcgrd NM_144559 2.13593 2.53836
formyl peptide receptor 1 Fprl NM_013521 2.4475 2.87993
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 Gpdl NM_010271 -2.72872 -2.75475
gremlin 2 homolog, cysteine knot superfamily Grem?2 NM_011825 2.14298 4.45602
glutathione S-transferase omega 1 Gstol NM_010362 2.08971 2.57504
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histocompatibility 28 H28 NM_031367 3.92112 4.93768
histocompatibility 2, Q region locus 6 H2-Q6 NM_207648 2.02498 2.16344
immunoglobulin kappa chain complex Igk BC128281 3.63963 3.22287
interferon inducible GTPase 1 ligpl NM_001146275 4.27429 3.95962
interleukin 1 alpha Il1a NM_010554 5.75464 8.4744
interleukin 1 beta I11b NM_008361 4.51691 6.68441
interleukin 8 receptor, beta 118rb NM_009909 2.03042 3.79783
inhibin beta-A Inhba NM_008380 2.0134 2.21747
immunoresponsive gene 1 Irgl NM_008392 6.98537 4.76009
keratin 76 Krt76 NM_001033177 -9.15389 -4.97456
keratin associated protein 3-3 Krtap3-3 NM_025524 -6.16145 -3.54688 -6.06942
late cornified envelope 3B Lce3c NM_025501 -3.20463 -2.04088
lipase, family member N Lipn NM_027340 2.46664 2.07343
lecithin-retinol acyltransferase Lrat NM_023624 3.67182 2.251
macrophage galactose N-acetyl-galactosamine specific lectin Mgll NM_010796 2.35941 2.84871
macrophage galactose N-acetyl-galactosamine specific lectin Mgl2 NM_145137 2.6039 3.35368
matrix metallopeptidase 12 Mmp12 NM_008605 3.00893 2.54026
MAS-related GPR, member A2 Mrgpra2 NM_153101 2.35145 2.00067
major urinary protein 1 Mupl NM_001163011 7.38261 13.1878
major urinary protein 2 Mup2 NM_001045550 8.60296 13.5941
NLR family, pyrin domain containing 3 Nirp3 NM_145827 2.11666 2.37769
Nik related kinase Nrk NM_013724 -2.94523 -3.53085
peptidoglycan recognition protein 4 Pglyrp4 NM_207263 2.66799 2.98559
pro-platelet basic protein Ppbp NM_023785 7.43678 8.40177
protease, serine, 22 Prss22 NM_133731 4.43477 2.55641
$100 calcium binding protein A8 S$100a8 NM_013650 7.36274 9.52244
$100 calcium binding protein A9 S$100a9 NM_009114 6.04809 10.1208
serum amyloid A 3 Saa3 NM_011315 5.22909 14.0891
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A member F Serpina3f  NM_001033335 2.49774 2.078
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B member 3A Serpinb3a NM_009126 -5.89489 -2.81716
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B member 3B Serpinb3b NM_198680 -7.2272 -3.00574  -2.31322
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B member 9E Serpinb9b NM_011452 2.30192 2.59198
solute carrier family 15, member 3 Slc15a3 NM_023044 2.04354 2.52415
Solute carrier family 26, member 4 Slc26a4 NM_011867 4.51651 6.5036
solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter) Slc5al NM_019810 2.47843 2.50765
solute carrier family 5 (iodide transporter) Slc5a8 NM_145423 2.69129 3.53139
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter) Slc6alsd NM_020049 5.74434 5.20517
small proline-rich protein 2D Sprr2d NM_011470 2.06873 2.27528
stefin A2 like 1 Stfa2ll NM_173869 2.38873 3.00893
T-cell specific GTPase Tgtp NM_011579 4.68149 3.02754
tumor necrosis factor Tnf NM_013693 2.66658 2.16273
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Tnfaip3 NM_009397 2.23788 2.59381
triggering receptor expressed on myeloid cells 1 Treml NM_021406 2.939 2.88956
TRH-degrading enzyme Trhde NM_146241 -2.56399 -2.44049
tripartite motif-containing 15 Trim15 NM_001024134 2.00125 3.17889
uncoupling protein 1 (mitochondrial, proton carrier) Ucpl NM_009463 -13.0949 -9.68128
urate oxidase Uox NM_009474 5.00375 4.21407
urotensin 2 Uts2 NM_011910 -4.58994 -2.65998
Z-DNA binding protein 1 Zbpl NM_021394 2.0746 2.2852
Simbolo official del gen por HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).
PRefSeq mRNA sequences (NCBI Gene database)
Tabla 4. Genes regulados por E7 VPH16 en combinacion con el 17B-estradiol

Nombre del gen Simbolo® Num de acceso” K14E7+E, FC
membrane-associated ring finger (C3HC4) 4 04-mar NM_001045533 2,80428
actin binding LIM protein family, member 3 Ablim3 NM_198649 2,28009
a disintegrin and metallopeptidase domain 8 Adam8 NM_007403 2,8323
a disintegrin-like and metallopeptidase Adamts5 NM_011782 -2,00101
amelotin Amtn ENSMUST00000073363 10,0395
ankyrin repeat and kinase domain containing 1 Ankk1 NM_172922 2,38458
apolipoprotein L 72 Apol7a NM_029419 2,09881
B-cell leukemia/lymphoma 2 related protein Ala Bcl2ala NM_009742 2,32942
B-cell leukemia/lymphoma 2 related protein Alb Bcl2alb NM_007534 2,30346
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B-cell leukemia/lymphoma 2 related protein Ald Bcl2ald NM_007536 2,37997
BCLI2-like 15 Bcl2I15 NM_001142959 2,06103
actin binding LIM protein family, member 3 Ablim3 NM_198649 2,28009
a disintegrin and metallopeptidase domain 8 Adam8 NM_007403 2,8323

calmodulin 4 Calm4 NM_020036 -3,08737
chemokine (C-C motif) ligand 17 Ccl17 NM_011332 2,54513
chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccl5 NM_013653 2,12698
cyclin E1 Ccnel NM_007633 2,03341
CD3 antigen, epsilon polypeptide Cd3e NM_007648 2,49224
cytidine deaminase Cda NM_028176 2,03668
cyclin-dependent kinase-like 1 (CDC2-related kinase) Cdkl1 NM_183294 -2,40986
chitinase 3-like 3 Chi3lI3 NM_009892 2,02288
cartilage intermediate layer protein, nucleotide pyrophosph Cilp NM_173385 -2,57083
claudin 4 Cldn4 NM_009903 2,14534
cytidine monophospho-N-acetylneuraminic acid hydroxylase Cmah NM_001111110 2,42125
carnosine dipeptidase 1 (metallopeptidase M20 family) Cndpl NM_177450 -2,11876
contactin 1 Cntnl NM_007727 2,38891
carboxypeptidase A4 Cpa4d NM_027926 -4,05937
cysteine-rich C-terminal 1 Crctl NM_028798 -2,04936
chemokine (C-X-C motif) ligand 10 Cxcl10 NM_021274 3,749

chemokine (C-X-C motif) ligand 11 Cxcl11 NM_019494 2,08358
chemokine (C-X-C motif) ligand 13 Cxcl3 NM_203320 2,43701
chemokine (C-X-C motif) ligand 5 Cxcl5 NM_009141 3,53989
chemokine (C-X-C motif) ligand 9 Cxcl9 NM_008599 4,51906
cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 13 Cyp3al3 NM_007819 2,07318
defensin beta 1 Defbl NM_007843 3,71272
defensin beta 4 Defb4 NM_019728 -4,90967
deoxyribonuclease 1-like 2 Dnasell2 NM_025718 -2,05895
desmocollin 1 Dscl NM_013504 -5,58765
dual specificity phosphatase 5 Dusp5 NM_001085390 2,2802

elongation of very long chain fatty acids ElovI3 NM_007703 -2,25319
Eph receptor A2 Epha2 NM_010139 2,32439
fatty acid binding protein 3, muscle and heart Fabp3 NM_010174 -2,12126
Fez family zinc finger 2 Fezf2 NM_080433 2,84304
fucosyltransferase 9 Fut9 NM_010243 -2,08529
guanylate binding protein 1 Gbpl NM_010259 2,67798
guanylate binding protein 2 Gbp2 NM_010260 2,75185
guanylate binding protein 4 Gbp4 NM_008620 3,42667
guanylate binding protein 5 Gbp5 NM_153564 2,43272
glycoprotein méa Gpmé6a NM_153581 -2,09445
G protein-coupled receptor 110 Gprll0 NM_133776 2,809

protein-coupled receptor 83 Gpr83 NM_010287 -5,10201
gastrin releasing peptide receptor Grpr NM_008177 -2,50877
gasdermin A Gsdma NM_021347 -2,25716
GTPase, very large interferon inducible 1 Gvinl NM_029000 2,99158
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 5 Hs3st5 NM_001081208 -2,81911
indoleamine 2,3-dioxygenase 1 Idol NM_008324 3,40718
interferon gamma inducible protein 47 Ifi47 NM_008330 2,02902
interferon induced transmembrane protein 1 Ifitm1 NM_026820 3,08185
immunoglobulin heavy chain complex Igh BC088837 2,38042
interleukin 2 receptor, alpha chain I12ra NM_008367 2,00889
interferon regulatory factor 1 Irfl NM_008390 2,1957

immunity-related GTPase family M member 1 Irgm1 NM_008326 2,32504
immunity-related GTPase family M member 2 Irgm2 NM_019440 4,21434
Iroquois related homeobox 1 (Drosophila) Irx1 NM_010573 2,19814
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, membe 15 Kenj15 NM_019664 3,17138
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, membe 16 Kenjl6 NM_010604 5,34533
kallikrein related-peptidase 7 Klk7 NM_011872 -2,89309
keratinocyte expressed, proline-rich Kprp NM_028629 -5,82312
keratin 20 Krt20 NM_025501 3,17709
keratin 23 Krt23 NM_001018079 2,32459
keratin 4 Krt4 NM_008493 2,98343
keratin 9 Krt9 NM_201255 -2,28093
late cornified envelope 1A1 Lcelal NM_025984 -3,07532
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late cornified envelope 1B

late cornified envelope 1C

late cornified envelope 1D

late cornified envelope 1E

late cornified envelope 1G

late cornified envelope 1H

late cornified envelope 11

late cornified envelope 1L

late cornified envelope 3A

late cornified envelope 3B

late cornified envelope 3F

Leptin

lipase, member H

LOC100047070 // similar to [Human Ig rearranged gamma chai
lymphocyte antigen 6 complex, locus G5B

lymphocyte antigen 6 complex, locus G6C

lymphocyte antigen 6 complex, locus |

Plaur domain containing 2

mannoside acetylglucosaminyltransferase 4, isoenzyme A
matrix metallopeptidase 8

macrophage activation 2 like

major urinary protein 20

major urinary protein 21

major urinary protein 4

major urinary protein 7

NLR family, apoptosis inhibitory protein 3

NLR family, CARD domain containing 5

nitric oxide synthase 2, inducible

nephroblastoma overexpressed gene

olfactomedin 4

phospholipase A2, group IVD

phospholipase A2, group V

plasminogen activator, urokinase receptor

periplakin

protease, serine 27

prostate stem cell antigen

RAR-related orphan receptor beta

ribosomal protein L26

$100 calcium binding protein A2

short chain dehydrogenase/reductase family 16C, member 6
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 3c
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 6b
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 7
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9e
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9f
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9g
solute carrier family 16

solute carrier family 24

solute carrier family 26, member 9

solute carrier family 40 (iron-regulated transporter)

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter),
solute carrier organic anion transporter family

secreted Ly6/Plaur domain containing 1

small nucleolar RNA, C/D box 118

spermatogenesis associated glutamate (E)-rich protein
signal transducer and activator of transcription 1
transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B

T-cell receptor gamma, variable 3

thioesterase superfamily member 5

tolloid-like

transmembrane channel-like gene family

transmembrane protease, serine 11e

uridine phosphorylase 1

Lcelb
Lcelc
Lceld
Lcele
Lcelg
Lcelh
Lceli
Lcell
Lce3a
Lce3b
Lce3f

Lep

Liph
LOC100047070
Ly6g5b
Ly6g6c
Ly6i
Lypd2
Mgatda
Mmp8
Mpaz2l
Mup20
Mup21
Mup4
Mup7
Naip3
Nlrc5
Nos2

Nov
Olfm4
Pla2gad
Pla2g5
Plaur

Ppl

Prss27
Psca

Rorb
Rpl26
S100a2
Sdr16c6
Serpinb3c
Serpinb6b
Serpinb7
Serpinb9e
Serpinbof
Serpinb9g
Slc16a14
Slc24a3
Slc26a9
Slc40al
Slc6al9
Slcola5
Slurpl
Snord118
Speer8-psl
Statl
Tapl
Terg-V3
Them5
TII1

Tmc5
Tmprsslle
Uppl

NM_026822 -2,50639
NM_028622 -6,56022
NM_027137 -2,55278
NM_026811 -5,51333
NM_025413 -2,60291
NM_026335 -8,35406
NM_029667 -4,31203
NM_028628 -2,26371
NM_001039594 -3,73295
NM_025501 -2,5649

NM_001018079 -3,06365
NM_008493 -2,61314
NM_001083894 3,18771
ENSMUST00000103380 2,79946
NM_148939 2,06141
NM_023463 -2,00665
NM_020498 2,04936
NM_026671 2,09854
NM_173870 2,29137
NM_008611 2,72522
NM_194336 2,55445
NM_001012323 2,26841
NM_001009550 2,25166
NM_008648 2,83175
NM_001134675 9,19164
ENSMUST00000103563 3,02085
F1889356 2,4969

NM_010927 2,47968
NM_010930 -3,01751
NM_001030294 8,21382
NM_001024137 -2,03248
NM_001122954 -2,37861
NM_011113 2,08821
NM_008909 2,22819
NM_175440 3,48826
NM_028216 3,33753
NM_001043354 -2,21516
NM_009080 2,16467
XM_001478157 2,06205
NM_001080710 -2,37385
NM_201363 -3,17442
NM_011454 2,51034
NM_027548 -2,30671
NM_011456 2,14951
NM_183197 2,58408
NM_011455 2,5435

NM_027921 -2,18615
NM_053195 -2,10101
NM_177243 2,10847
NM_016917 -2,14007
NM_028878 -2,87279
NM_130861 2,36197
NM_020519 -2,06457
X04239 -2,06398
NR_001584 -2,45966
NM_009283 2,05854
NM_013683 2,38725
ENSMUST00000103558 2,71773
NM_025416 -4,11239
NM_009390 2,06063
NM_001105252 3,92614
NM_172880 2,80419
NM_009477 2,18354

“Simbolo oficial del gen por HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).
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bRefSeq mRNA sequences (NCBI Gene database)

Tabla 5. Genes regulados por 17B-estradiol

Nombre del gen Simbolo® Num de acceso” FVI:EEZ
ABI gene family, member 3 (NESH) binding protein Abi3bp NM_001014423 -2,11796
amiloride binding protein 1 Abpl NM_029638 5,86733
acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 Acsll NM_007981 2,03152
acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3 Acsm3 NM_016870 2,27557
actin, alpha 1, skeletal muscle Actal NM_009606 -3,55125
adenosine deaminase Ada NM_007398 3,33736
adiponectin, C1Q and collagen domain containing Adipoq NM_009605 2,03892
anterior gradient 2 (Xenopus laevis) Agr2 NM_011783 -5,51151
aldo-keto reductase family 1, member C14 Akrlcl4 NM_134072 2,55888
alkaline phosphatase, liver/bone/kidney Alpl NM_007431 2,68532
apolipoprotein B editing complex 2 Apobec2 NM_009694 3,27213
acidic ribosomal phosphoprotein PO Arbp NM_007475 -2,36865
Rho, GDP dissociation inhibitor (GDI) beta Arhgdib NM_007486 2,1767
ADP-ribosylation factor-like 4D Arl4d NM_025404 -2,25011
aspartoacylase (aminoacylase) 2 Aspa NM_023113 2,60528
ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide Atpla2 NM_178405 2,41583
beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 1 B4galntl NM_008080 2,00772
Bcl2-like 15 Bcl2115 AF014453 3,73529
basic helix-loop-helix domain containing, class B3 Bhlhb3 NM_009763 2,48738
complement component 2 (within H-2S) c2 NM_013484 2,29779
complement component 3 Cc3 NM_009778 2,02144
complement component 4B (Childo blood group) Cadb NM_009780 2,94799
complement component 4 binding protein Cdbp NM_007576 6,86716
calcium channel, voltage-dependent, alpha2/delta subunit Cacna2d3 NM_009785 2,28977
calbindin-28K (Calb1), mRNA Calbl ENSMUST00000029876  8,75624
Ccl28 // chemokine (C-C motif) ligand 28 Ccl28 NM_020279 3,41242
chemokine (C-C motif) ligand 8 Ccl8 NM_021443 3,04745
chemokine (C-C motif) receptor 1 Cerl NM_009912 2,35693
CD163 antigen (Cd163), mRNA Cd163 ENSMUST00000032234  2,15109
CD300 antigen like family member F Cd300If ENSMUST00000051264  2,38154
cell division cycle 7 (S, cerevisiae) Cdc7 NM_009863 -2,03204
complement factor B Cfb NM_008198 3,56889
complement component factor i Cfi NM_007686 3,96263
chromogranin A Chga NM_007693 2,28974
chitinase 3-like 1 Chi3ll NM_007695 30,7564
claudin 8 (Cldn8), mRNA Cldn8 ENSMUST00000049697  -2,40029
C-type lectin domain family 4, member al Clecdal NM_199311 2,07645
calsyntenin 2 Clstn2 NM_022319 2,37855
carboxymethylenebutenolidase-like (Pseudomonas) Cmbl ENSMUST00000070918  2,37781
collagen, type XIV, alpha 1 Col14al NM_181277 -2,35294
collagen, type lll, alpha 1 Col3al NM_009930 -2,00001
collagen, type IV, alpha 5 Col4a5s NM_007736 -2,20153
ceruloplasmin Cp NM_007752 3,63573
carboxypeptidase E Cpe NM_013494 2,06714
colony stimulating factor 1 receptor Csflr NM_001037859 2,03859
connective tissue growth factor (Ctgf), mRNA Ctgf ENSMUST00000020171  2,18409
cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 alpha Ctla2a NM_007796 -3,7256
cathepsin S Ctss NM_021281 2,08145
chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Cxcl2 NM_009140 5,18243
cytochrome P450, family 21, subfamily a, polypeptide 1 Cyp21lal ENSMUST00000025223  3,59571
cytochrome P450, family 2, subfamily e, polypeptide 1 Cyp2el NM_021282 2,94253
cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 2 Cyp2f2 NM_007817 -2,94654
cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 12B Cyp4al2b NM_172306 -5,21215
DNA segment, Chr 6, Wayne State University 176 D6Wsul76e  NM_138587 2,24857
deleted in malignant brain tumors 1 Dmbt1 NM_007769 6,99865
desmuslin Dmn NM_201639 -2,37559
EGF-like-domain, multiple 6 Egfl6 NM_019397 2,3014
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 Enpp2 NM_015744 2,3647
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fatty acid synthase

FAT tumor suppressor homolog 3 (Drosophila)
filamin A interacting protein 1

flavin containing monooxygenase 2
fibromodulin

glutamic acid decarboxylase 2

Gdf3 // growth differentiation factor 3 (Gdf3), mRNA
glial cell line derived neurotrophic factor family receptor
glycoprotein 49 A

glycoprotein A33 (transmembrane)

G protein-coupled receptor 44

glutamate receptor, ionotropic, AMPA3 (alpha 3)
glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4)
GTPase, very large interferon inducible 1
granzyme B

granzyme C

granzyme D

granzyme F

hyaluronan synthase 2 (Has2), mRNA
hepatocyte growth factor activator
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2
haptoglobin

Igfbp5 // insulin-like growth factor binding protein 5
interferon gamma induced GTPase

interleukin 13 receptor, alpha 2 (1113ra2), mRNA
interleukin 1 family, member 6

interleukin 1 family, member 9

interferon regulatory factor 4

interferon regulatory factor 7

immunity-related GTPase family, M
immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat
integrin, alpha 11

integrin alpha 8

integrin alpha M

JAZF zinc finger 1 (Jazf1), mRNA

kallikrein related-peptidase 13

kallikrein related-peptidase 9

keratin 1

keratin 10 (Krt10), mRNA

keratin 78

laminin, alpha 4

laminin, beta 3

laminin gamma 3

limb-bud and heart

lipocalin 13

gag protein

loricrin

lipoprotein lipase

lactoperoxidase (Lpo), mRNA

leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1

leucine rich repeat containing 55

leucine rich repeat protein 1, neuronal
lactotransferrin

mitogen activated protein kinase 13

mast cell protease 4

microfibrillar associated protein 5

mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase,

isozyme C (putative)

monocyte to macrophage differentiation-associated 2
matrix metallopeptidase 11

matrix metallopeptidase 7

MAS-related GPR, member B2

MAS-related GPR, member B3

macrophage scavenger receptor 2

Fasn
Fat3
Filipl
Fmo2
Fmod
Gad2
Gdf3
Gfral
Gp49a
Gpa33
Gprdd
Gria3
Griad
Gvil
Gzmb
Gzmc
Gzmd
Gzmf
Has2
Hgfac
Hmgcs2
Hp
Igfbp5
Igtp
1113ra2
1116
111f9
Irf4
Irf7
Irgm
Islr
Iltgall
ltga8
ltgam
Jazfl
Klk13
Klk9
Krtl
Krt10
Krt78
Lama4d
Lamb3
Lamc3
Lbh
Lcn13
LOC629446
Lor

Lpl
Lpo
Lrgl
Lrrc55
Lrrnl
Ltf
Mapk13
Mcpt4
Mfap5

Mgat4c
Mmd2
Mmp1l1l
Mmp7
Mrgprb2
Mrgprb3
Msr2

NM_007988
NM_001080814
NM_001081243
AF184981

NM_021355
NM_008078
ENSMUST00000032211
NM_010279
NM_008147
NM_021610
NM_009962
ENSMUST00000076349
NM_019691
NM_029000
NM_013542
NM_010371
NM_010372
NM_010374
ENSMUST00000050544
NM_019447
NM_008256
NM_017370
NM_010518
NM_018738
ENSMUST00000033646
NM_019450
NM_153511
NM_013674
NM_016850
NM_008326
NM_012043
NM_176922
NM_001001309
NM_001082960
ENSMUST00000074541
NM_001039042
NM_028660
NM_008473
ENSMUST00000103131
NM_212487
NM_010681
NM_008484
NM_011836
NM_029999
NM_153558

BC057932

NM_008508
NM_008509
ENSMUST00000103177
NM_029796
NM_001033346
NM_008516
NM_008522
NM_011950
NM_010779

BC025131

ENSMUST00000020039
NM_175217
NM_008606
NM_010810
NM_175531
NM_207537
NM_030707

2,00662
-2,45717
-2,28161
-2,62097
-2,18922
2,03033
2,23446
2,36358
2,76698
2,11627
2,85479
-2,8056
-3,23915
3,18961
-2,63437
-2,03507
-2,83185
-2,48449
-2,59018
2,13943
-2,83295
3,27973
-2,50177
2,11775
-3,92482
2,20193
2,83225
2,1838
2,13435
2,16576
-2,45806
2,04403
2,06106
3,14688
-2,67859
2,11641
2,3497
3,03514
2,88015
-2,42806
-2,00494
2,10519
2,09804
2,05128
-5,99794
2,20365
2,27344
2,15524
7,3068
3,82269
2,47277
-3,01219
2,98757
2,16295
-3,92058
-2,01515

4,9889

2,02195
2,14537

2,8074
3,93082
4,78788
2,00049
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mucin 21 Muc21 AB242596 2,22158
mucin 5, subtype B, tracheobronchial Muc5b NM_028801 -44,9444
myosin, light polypeptide 4 Myl4 NM_010858 2,51887
myosin XVIIlb Myo18b XM_912851 2,308
myocardin Myocd NM_145136 -2,14961
natural cytotoxicity triggering receptor 1 Ncrl NM_010746 -2,09155
natural killer cell group 7 sequence (Nkg7), mRNA Nkg7 ENSMUST00000070518  -2,09997
NADPH oxidase 1 Nox1 NM_172203 7,06008
NADPH oxidase organizer 1 Noxol BC119528 2,41737
natriuretic peptide receptor 3 Npr3 NM_008728 2,01911
netrin1/ Ntnl NM_008744 2,08066
otopetrin 1 Otopl NM_172709 2,083
oxytocin receptor Oxtr NM_001081147 3,08503
peptidyl arginine deiminase, type Il (Padi2), mRNA Padi2 ENSMUST00000030765  2,21298
protocadherin 17 Pcdh17 NM_001013753 2,99105
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cytosolic Pckl NM_011044 2,47286
phosphodiesterase 8B Pde8b NM_172263 2,19957
PDZ and LIM domain 3 Pdlim3 NM_016798 -2,24405
peptidoglycan recognition protein 1 Pglyrpl NM_009402 2,45087
peptidase inhibitor 15 Pi15 NM_053191 -2,10687
polymeric immunoglobulin receptor Pigr NM_011082 4,19016
Phospholamban Pin NM_023129 -2,36341
phospholipid scramblase 2 Plscr2 NM_008880 2,03226
proteoglycan 4 Prga NM_021400 2,07675
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ptgs2 NM_011198 2,1335
pleiotrophin Ptn NM_008973 -4,54938
protein tyrosine phosphatase-like Ptpla NM_013935 -2,42346
ribonucleoprotein, PTB-binding 2 Raver2 NM_183024 -2,1527
RAS-like, estrogen-regulated, growth-inhibitor Rerg ENSMUST00000032347  2,10156
ret proto-oncogene Ret NM_001080780 2,20268
resistin Retn NM_022984 2,11998
regulator of G-protein signaling 2 (Rgs2), mRNA Rgs2 ENSMUST00000027606  -2,80736
RNA imprinted and accumulated in nucleus Rian AF357355 -2,37567
scavenger receptor class A, member 5 (putative) Scara5 NM_028903 -2,17166
stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 Scd1l NM_009127 2,17359
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B Serpinb11 NM_025867 -5,58515
secreted frizzled-related protein 2 (Sfrp2), mRNA Sfrp2 ENSMUST00000029625  2,41886
surfactant associated protein D Sftpd NM_009160 2,32469
SH3-binding domain glutamic acid-rich protein Sh3bgr NM_015825 -2,17649
sialic acid binding Ig-like lectin 1, sialoadhesin Siglecl NM_011426 2,09265
sialic acid binding Ig-like lectin H Siglech BC098229 2,25118
solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 2 Slc27a2 NM_011978 3,23086
solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 Slc34a2 NM_011402 2,83362
solute carrier family 38, member 5 / Slc38a5 NM_172479 3,1468
solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 9 Slc5a9 ENSMUST00000102720  2,17569
schlafen 1 Slfnl NM_011407 2,11855
schlafen 4 Slfn4 NM_011410 4,11254
SLIT and NTRK-like family, member 3 Slitrk3 NM_198864 -2,54584
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, 205784
subfamily a, member 1 Smarcal ENSMUST00000077569 ’
sphingomyelin phosphodiesterase 3, neutral Smpd3 NM_021491 2,43182
small nucleolar RNA, C/D box 82 Snord82 NR_002851 -2,03478
SAM pointed domain containing ets transcription factor Spdef ENSMUST00000025054  -2,43775
sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan 2 Spock2 NM_052994 -3,88611
small proline-rich protein 2B Sprr2b NM_011469 6,3162
small proline-rich protein 2G Sprr2g NR_003548 -2,41033
small proline-rich protein 3 Sprr3 NM_011478 11,6543
stanniocalcin 2 Stc2 NM_011491 2,34364
Synpo2 Synpo2 AJ306625 -2,30154
thromboxane A synthase 1, platelet Tbxasl NM_011539 2,1781
transcription factor 23 Tcf23 NM_053085 -2,48589
T-cell receptor gamma, variable 2 Tcrg-V2 748589 2,55683
testis expressed gene 2 Tex2 NM_198292 2,29059
trefoil factor 1 Tff1l NM_009362 -8,06134
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thrombospondin 1 Thbs1 NM_011580 3,39504
thrombospondin 4 (Thbs4), mRNA Thbs4 ENSMUST00000022213  2,41678
transmembrane protein 158 Tmem158 NM_001002267 2,09338
transmembrane protein 176A Tmem176a NM_025326 2,34907
transmembrane protein 56 Tmem56 NM_178936 2,17936
Tmem97 Tmem97 ENSMUST00000103242  -2,02056
transmembrane, prostate androgen induced RNA Tmepai NM_022995 2,06644
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Tnip3 ENSMUST00000019997 6,5986
topoisomerase (DNA) Il alpha Top2a NM_011623 -2,06235
triggering receptor expressed on myeloid cells 2 Trem2 NM_031254 2,02948
tetraspanin 2 Tspan2 NM_027533 -2,02865
V-set and immunoglobulin domain containing 4 Vsigd NM_177789 2,06775
zinc finger and BTB domain containing 8 Zbtb8 NM_153541 2,99224
zinc finger CCCH type containing 12A Zc3h12a NM_153159 2,26563
?Simbolo oficial del gen por HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).
PRefSeq mRNA sequences (NCBI Gene database)
Tabla 6. Genes regulados por la oncoproteina E7 del VPH16

Nombre del gen Simbolo® Num de acceso’ E7 VPH16 FC
alanine-glyoxylate aminotransferase 2-like 1 Agxt2l1 NM_027907 3,88591
arachidonate lipoxygenase, epidermal Alox12e NM_145684 5,07753
angiopoietin-like 7 Angptl7 NM_001039554 -2,47923
aquaporin 7 Agp7 NM_007473 -2,37584
chemokine (C-C motif) ligand 7 Ccl7 NM_013654 -2,26918
chemokine (C-C motif) ligand 8 Ccl8 NM_021443 -2,25457
CD209d antigen Cd209d NM_130904 -2,2896
CD36 antigen Cd36 NM_001159557 -2,02266
cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit Cidea NM_007702 -2,45633
coagulation factor C homolog (Limulus polyphemus) Coch NM_007728 -2,9258
EF hand domain family, member B Efhb NM_172497 2,28828
EGF-like-domain, multiple 6 Egfl6 NM_019397 2,02547
fatty acid binding protein 4, adipocyte Fabp4 NM_024406 -2,02279
homeo box D13 Hoxd13 NM_008275 -2,05421
interferon-induced protein 44 Ifida NM_133871 2,11039
Immunoglobulin heavy chain (gamma polypeptide) Ighg AB097847 4,61762
immunoglobulin heavy chain variable region Ighvg52.3.8 ENSMUST00000103443 2,24872
immunoglobulin joining chain Igj NM_152839 2,11695
immunoglobulin kappa chain variable 1 (V1) Igk-V1 795477 2,74917
similar to immunoglobulin kappa chain LOC100046350 ENSMUST00000103314 2,14964
similar to [Human Ig rearranged gamma chain LOC100046973 ENSMUST00000103366 2,19028
mucin 13, epithelial transmembrane Muc13 NM_010739 -2,65191
neuronatin Nnat NM_010923 -2,0205
2'-5' oligoadenylate synthetase-like 2 Oasl2 NM_011854 2,08348
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cytosolic Pckl NM_011044 -2,52407
prokineticin receptor 2 Prokr2 NM_144944 -2,01096
solute carrier family 23 (nucleobase transporters), memb Slc23al NM_011397 2,04965
SPHK1 interactor, AKAP domain containing Sphkap NM_172430 2,34228
secreted phosphoprotein 1 Sppl NM_009263 -2,55783
small proline-rich protein 2B Sprr2b NM_011469 -2,58009

*Simbolo oficial del gen por HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).

PRefSeq mRNA sequences (NCBI Gene database)

Tabla 7. Genes comunes que son expresados en cervix de ratones K14E7+E; y en tejido cervical humano

microdisectado

Nombre del gen Simbolo®  Num de acceso”
arachidonate lipoxygenase, epidermal Alox12e NM_145684
a disintegrin and metallopeptidase domain 8 Adam8 NM_007403
a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) Adamts5 NM_011782
bone marrow stromal cell antigen 1 Bstl NM_009763
cerebellin 1 precursor protein Cbinl NM_019626
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chemokine (C-C motif) ligand 17 Ccl17 NM_011332
chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccl5 NM_013653
cyclin E1 Ccnel NM_007633
CD14 antigen Cdi14 NM_009841
CD3 antigen, epsilon polypeptide Cd3e NM_007648
CD3 antigen, gamma polypeptide Cd3g NM_009850
CD72 antigen Cd72 NM_001110320
CD74 antigen (invariant polypeptide of MHC class Il antigen-associated) Cd74 NM_001042605
cyclin-dependent kinase-like 1 (CDC2-related kinase) Cdkl1l NM_183294
cartilage intermediate layer protein, nucleotide pyrophosph Cilp NM_173385
cytidine monophospho-N-acetylneuraminic acid hydroxylase Cmah NM_001111110
cytochrome c oxidase, subunit Vlla 1 Cox7al NM_009944
carboxypeptidase A3, mast cell Cpa3 NM_007753
carboxypeptidase A4 Cpa4d NM_027926
chemokine (C-X-C motif) ligand 10 Cxcl10 NM_021274
chemokine (C-X-C motif) ligand 11 Cxcl11 NM_019494
chemokine (C-X-C motif) ligand 13 Cxcl13 NM_018866
chemokine (C-X-C motif) ligand 3 Cxcl3 NM_203320
chemokine (C-X-C motif) ligand 5 Cxcl5 NM_009141
chemokine (C-X-C motif) ligand 9 Cxcl9 NM_008599
defensin beta 1 Defbl NM_007843
defensin beta 4 Defb4 NM_019728
deoxyribonuclease 1-like 2 Dnasell2 NM_025718
desmocollin 1 Dscl NM_013504
dual specificity phosphatase 5 Dusp5 NM_001085390
fucosyltransferase 9 Fut9 NM_010243
guanylate binding protein 1 Gbpl NM_010259
guanylate binding protein 2 Gbp2 NM_010260
glycoprotein mé6a Gpmé6a NM_153581
gremlin 2 homolog, cysteine knot superfamily Grem?2 NM_011825
interferon induced transmembrane protein 1 Ifitm1 NM_026820
interleukin 2 receptor, alpha chain 112ra NM_008367
inhibin beta-A Inhba NM_008380
interferon regulatory factor 1 Irf NM_008390
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 15 Kenj15 NM_019664
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 16 Kenj16 NM_010604
kallikrein related-peptidase 7 (chymotryptic, stratum corneum) KIk7 NM_011872
keratin 23 Krt23 NM_033373
keratin 9 Krt9 NM_201255
lecithin-retinol acyltransferase (phosphatidylcholine-retinol-O-acyltransferase)  Lrat NM_023624
lymphocyte antigen 6 complex, locus G6C Ly6g6c NM_023463
matrix metallopeptidase 12 Mmp12 NM_008605
matrix metallopeptidase 8 Mmp8 NM_008611
nephroblastoma overexpressed gene Nov NM_010930
olfactomedin 4 Olfm4 NM_001030294
phospholipase A2, group V Pla2g5 NM_001122954
plasminogen activator, urokinase receptor Plaur NM_011113
protease, serine 27 Prss22 NM_133731
RAR-related orphan receptor beta Rorb NM_001043354
ribosomal protein L26 Rpl26 NM_009080
$100 calcium binding protein A2 $100a2 XM_001478157
$100 calcium binding protein A8 (calgranulin A) S$100a8 NM_013650
solute carrier family 15, member 3 Slcl15a3 NM_023044
solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium exchanger) member 3 Slc24a3 NM_053195
solute carrier family 26, member 4 Slc26a4 NM_011867
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter) Slc6ald NM_020049
secreted Ly6/Plaur domain containing 1 Slurpl NM_020519
tumor necrosis factor Tnf NM_013693
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Tnfaip3 NM_009397
uridine phosphorylase 1 Uppl NM_009477

“Simbolo oficial del gen por HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).
bRefSeq mRNA sequences (NCBI Gene database)
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