UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas
Centro de Ciencias Gendmicas

El analisis de la genémica funcional del cancer cérvico uterino revela
blancos terapéuticos, biomarcadores séricos y de membrana con
potencial valor clinico.

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA:
ALBERTO CHECA ROJAS

TUTOR PRINCIPAL: SERGIO MANUEL ENCARNACION GUEVARA
Centro de Ciencias Genémicas, UNAM

COMITE TUTOR: MARCELA LIZANO SOBERON
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

ALEJANDRO ZENTELLA DEHESA
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

CUERNAVACA, JULIO DE 2019
MOR.


Margarita
Texto escrito a máquina
MOR.

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



indice

RESUMEN <. 3
INtrOAUCCION. ... 4
AGENLE EHIOIOGICO ... 4
Diagnostico para el CC y SUS Perspectivas ...........cuuvueeeiiieeiiiiiiiicic e 4

LI = 12210 1= 01 01 6

Y/ FoTo [ (o =R =T o =T o 10 0 =1 1= 7
Progresion del tUMOT ........ ... e 7
Proteoma del tUMOT ... oo 7
Proteinas de la familia de la glutation S-transferasa (GST).......cccooeeeiiiiiiiiiieeneennn. 8
(O] 1= () o T C L= o 1T = N 9
1T e 1 (Y= L= 9
10 ] (1= Tox o o T 9
Material Y MELOAOS ......ccovviiiiiiiiiiiiiii e 10
CURIVO € CAIUIAS........ceeeeeie e e e e e et e e e e e eeeeenes 10
Tumores generados €N ratONES ......c.cuui i i e 10

Extraccion de proteina tumoral, analisis protedmico y espectrometria de masas. 10

Extraccion de proteinas extracelulares in Vitro y @X VIVO .............uuuvuiiiiiiiiiiiininnnns 11
Identificacion de proteinas secretadas a través de LC-MS/MS ..., 11
WESEEIN DIOt ... et e e e e eeeeees 11
Coinmunoprecipitacion € inmunobIOot ... 12
Analisis bioinformatico y superposicion estructural ................ccoovviiiiiiieeiieiiiiinnn. 12
ENSAYO UV ...t aan 13
Ensayo de CiSplatino............uuuuuiiiiiiiiii e 13
Andlisis fenotipico a través de la complementacion exégena de proteinas
recombinantes (PAEP) ... 13
Construccion de plasmido de levadura, transformacion y expresion de proteina
(=T oto] o q] o] 0 F= T o | (= P 13
Transformacion de la linea celular humana, purificacion de proteinas y pull-down
............................................................................................................................ 14
GST “Knock-down” in vitro e in vivo usando oligonucleétidos de morpholino....... 14
Tinciéon inmunohistoquimica de tumores generados a partir de lineas celulares CC
............................................................................................................................ 14
Tincién inmunohistoquimica de tumores de CC..........ocovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 15
ANAliSiS €StadiSHCO ... 15
TS0 2= Lo [0 1 PSP 15
Modelo de progresion tumOoral ..............ueiiiiiiiiiiee e 15
Analisis de los geles de 2D-PAGE e identificacion de proteinas.............cccuuveeee. 16



ANAIISIS DIOINTOMMALICO ... e 18

GSTM3 interactua con TRAF6 en tumores de CC. ..........oooiiiiiiiiiiiiiceee e 18
Modulacion de la senalizacion MAPK durante la PT ... 19
Activadores endogenos secretados del receptor TLR4enel CC........................ 20
GSTM3 interactia con E7 de HPV18.......ccco oo 21
Las proteinas GSTs y E7 del HPV18 contribuyen a la supervivencia celular ....... 22

La pérdida de las proteinas GST inhiben la proliferacion y la supervivencia de las
lineas celulares de CC.......coo oo 23

La pérdida de GST inhibe la progresion del tumor en el cancer de cuello uterino 25

GSTM3 y GSTP1 regulan las proteinas MAP cinasas pJNKy pp38.................... 26
GSTM3 y GSTP1 regulan la supervivencia celular mediante la inactivacion de NF-
KB Y PERK <. 27
Analisis de expresion de GST en muestras de tejido de pacientes CC................ 28
D<o U 1= (o o PSP 29
(@70 o 101 o ) o 1 32
Perspectivas y ReCOMENdACIONES..........ccoeeiiiiiiiiiieeee e 33
RN (=T (=] Lo =T PSP 45



Resumen

Los procesos moleculares y los marcadores proteémicos que conducen a la
progresion tumoral (TP) en el cancer de cuello uterino (CC) son aun
desconocidos o solo se conocen parcialmente. El estudio de la gendmica
funcional nos ayuda a conocer cuales son los mecanismos metabdlicos y
regulatorios que pueden identificarse como cambios protedmicos. Para
identificar qué proteinas se expresan diferencialmente y para comprender los
mecanismos de progresion del cancer CC, analizamos la dinamica del proteoma
tumoral, el secretoma y membranoma en lineas celulares CC. Estos analisis
revelaron dos proteinas que se regulan positivamente durante TP, proteinas
secretadas y de membrana que pueden ser candidatas a biomarcadores con un
gran potencial clinico. Las proteinas identificadas estan involucradas en el
mantenimiento celular, la supervivencia celular, la respuesta de estrés celular a
través de las rutas NF-kB, MAP, via de los terpenos. Ademas, la inhibicion de las
proteinas GSTM3 y GSTP1 mostré una activacion de la apoptosis y una
reduccion de la proliferacion tumoral. La KIAA1293, junto con las GSTs indican
el papel critico en el CC y pueden ser usados como nuevos biomarcadores y las
GSTs ademas podrian ser usadas como blancos terapéuticos para el tratamiento
del cancer de cuello uterino.



Introduccion

El cancer cérvico uterino (CC) es la cuarta causa de muerte en mujeres en todo
el mundo. A pesar de que estadios tempranos es una enfermedad prevenible y
curable, y en algunos paises la incidencia del CC ha comenzado a decrecer
debido a la aplicacién de examenes citologicos [1]. Existen muchos paises en el
cual, permanece aun como un problema de salud publica [2,3].
Desafortunadamente, los regimenes de deteccion al igual que los tratamientos
actuales para el CC han demostrado tener un limitado beneficio en la
supervivencia de las pacientes y mas cuando estos son usados en estadios
avanzados. Por otro lado, se ha observado recientemente un incremento mas
alto de lo esperado en el numero de muertes en pacientes con CC de raza
afroamericana y caucasica en los Estados Unidos con un incremento del 77% y
47% respectivamente [4]. Aunque el CC en estadios tempranas es altamente
curable, en etapa avanzada o metastasicos aun son dificiles de tratar; por lo que
aun es critico y urgentemente necesario, el disefio y desarrollo de mejores
estrategias para la deteccidén temprana y el tratamiento en estadios avanzados.

Agente etiologico

Los tumores del CC estan asociados a la infeccién con el virus de papiloma
humano (HPV). El HPV se considera como uno de los principales agentes
etiolégicos del CC, donde la integracion de su genoma se ha encontrado
presente en el 99.7% de los tumores [1]. Pero recientes estudios con tecnologias
de alto rendimiento y analisis genémico (high throughput technologies) han
observado que solo el 95% de los tumores presentan la integracion del HVP
[5], incluso se han encontrado que la integracion del genoma puede ser menor
al 81.7% [6]. Este porcentaje menor nos indica que, otros factores ademas de la
infeccion, pueden estar contribuyendo al proceso carcinogénico, como el
microbioma, factores ambientales y los propios del hospedero [3,7].

Diagndstico para el CC y sus perspectivas

Histéricamente, el estandar de oro para el diagnéstico del CC ha sido la
observacion microscopica de una muestra citologica del cuello cérvico uterino
(prueba de Papanicolaou), de una biopsia o una colposcopia. Si bien estos
procedimientos han reducido con éxito la mortalidad a través de la deteccion
temprana, adolece de objetividad intraobservacional [8]. La mitad de los casos
de CC que se identifican cada afo ocurren en mujeres que no se han evaluado
adecuadamente debido a la baja cobertura de las pruebas de Papanicolaou, las
limitaciones de dicha prueba que incluyen un bajo control de calidad en el
procedimiento o el acceso limitado a instalaciones de salud para la deteccion y
tratamiento [9]. En Estados Unidos se ha reportado que de los 50 millones de
mujeres que se someten a examenes de deteccion de CC cada ano,
aproximadamente del 60-80% tienen resultados ambiguos [10]. A diferencia de
muchas enfermedades o infecciones genitourinarias, el CC generalmente no se
asocia con sintomas tempranos como picazén, ardor o flujo vaginal [11]. Por lo
tanto, aun existe un interés para buscar con tecnologias nuevas biomarcadores
séricos o citolégicos que puedan complementar la evaluaciéon estandar



cito/histopatoldgica para determinar la presencia de las células cancerosas
[9,12].

Biomarcadores para el diagnostico y tratamiento

Un biomarcador se define como una caracteristica bioldgica y puede servir como
indicador de un proceso patolégico o una respuesta farmacoldgica y puede
medirse objetivamente y es reproducible [13]. La busqueda de biomarcadores
mediante el analisis gendmico y/o protedmico puede ofrecer avances para el
desarrollo de una medicina individualizada, y aportar una nueva vision al analisis
de la enfermedad, su clasificacién y tratamiento [14,15].

La busqueda de nuevas estrategias para el descubrimiento de biomarcadores en
sueros de pacientes para la deteccion temprana, el seguimiento de tratamientos
y/o con la capacidad de prognosis, sigue siendo urgentemente necesario y una
prioridad para la investigaciéon del cancer en especial para el CC [16,17].

Muchos estudios parten del analisis de los sueros sanguineos de pacientes los
pacientes pero dada su elevada complejidad molecular hay enmascaramiento
por las proteinas de alta abundancia, el cual evita el analisis de las moléculas de
baja abundancia ofreciendo poca informacién para el descubrimiento de
biomarcadores sanguineos [18]. Por lo que muchos investigadores han
propuesto el analisis de los secretomas de lineas celulares como una estrategia
mas eficiente en la busqueda de estos biomarcadores [19]. El secretoma se ha
definido como el estudio de las proteinas secretadas al medio extracelular, y
dado que, se puede obtener grandes cantidades de proteina soluble esto facilita
su estudio [20]. Un problema de los cultivos de lineas celulares para el analisis
del secretoma es el uso del suero fetal bovino (SFB) para el mantenimiento de
los cultivos, ya que al igual que en los sueros de pacientes, se enmascaran las
proteinas secretadas por las lineas celulares cancerosas que estarian en baja
abundancia. En trabajos previos se ha reportado que el uso de lavados con
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) sobre el medio junto con una
subsecuente incubacion de 20-24h con medio fresco sin SFB, se elimina casi por
completo las proteinas del SFB. En el presente trabajo se usé como estrategia
la eliminacidon del uso del SFB en el crecimiento de las lineas celulares de CC,
usando unicamente un medio que contiene 3 proteinas (Albumina, Transferrina
humana e Insulina recombinante cadena completa) seguidas de lavados con
solucion salina e incubaciones de 20h con medio fresco sin proteinas. Esta
estrategia ha demostrado no tener un efecto drastico en la tasa de crecimiento
de estas lineas comparado con la total deplecién de SFB y se obtienen
secretomas libres de contaminantes del SFB, el cual nos permiten la busqueda
y descubrimiento de biomarcadores proteicos para el CC (Figura Suplementaria
6).

Estudio del Membranoma para el descubrimiento de biomarcadores celulares

Las proteinas asociadas a la membrana plasmatica celular regulan procesos
clave como transporte molecular, adhesion celular, interaccién con la matriz
extracelular, traduccion de sefales y sefalizacion célula-célula. Se les ha
reconocido, ademas, un papel crucial e importante en el tumorigénesis y el



desarrollo del cancer por la compleja regulacién de interacciones entre la
superficie tumoral y su microambiente [21]. Por otra parte, esta clase de
proteinas es de especial relevancia en la investigacion del cancer, ya que
constituye un objetivo para la eleccion de terapias basadas en anticuerpos [22].
De hecho, un numero de anticuerpos dirigidos a proteinas de la superficie celular
han sido aprobados como terapias y han consolidado su importancia en el
tratamiento del cancer [22]. Adicionalmente, muchos estudios se centran en los
procesos celulares involucrando las propiedades de la superficie celular
cancerigenas como: i) la identificacién de proteinas de membrana especificas
del tumor, involucradas en vias de adhesion y senalizacion [23]; ii) ensayos de
farmacos anticancer y anticuerpos dirigidos a las proteinas de la superficie
celular [24]; iii) la seleccion de mAbs anti-cancer de librerias de anticuerpos [25];
iv) ensayos de unién celular y experimentos de inmuno-tincion [26]. Por otro
lado, la adaptacién celular a microambientes in vitro consiste en una
recalibracién de muchas vias involucradas con la superficie celular [27].

Actualmente existen una gran cantidad de estudios que se concentran en
entender los papeles individuales de algunas proteinas de membrana en los
diferentes tipos de canceres humanos [28,29]. También existen algunos estudios
que pretenden caracterizar el perfil de expresion del membranoma en algunos
tipos de cancer como el de colon [30]. Sin embargo, no existe un estudio con el
cual se presente un panorama completo de las proteinas de membrana en el CC.

Tratamientos

Uno de los tratamientos mas comunes para el CC incluye una terapia de
quimiorradiacion basada en cisplatino. Ademas, este tratamiento es
regularmente la Unica opcion para tartar canceres en estadios avanzados, y en
la mayoria de los casos no logra erradicar totalmente la enfermedad [31,32]. Por
otra parte, aproximadamente el 30% de los pacientes experimentan una
recurrencia hacia los nodos linfaticos y metastasis distante después del primer
tratamiento [33,34]. Otro de los mayores problemas que enfrenta la investigacion
del CC es la resistencia a los medicamentos y la quimioterapia [35]. Una
alternativa muy prometedora para el CC son las estrategias basadas en genes
blancos “target gene-based strategies”; que se encargan de bloquear el
crecimiento y/o la diseminacion del cancer mediante la interferencia de la
expresion génica. Sin embargo, los esfuerzos de investigacion para estas
terapias estan dirigidas principalmente a la prevencion o a los estadios
tempranos de la enfermedad [36,37]. En este sentido, las estrategias basadas
en genes diana especificos para estadios tardios o para la progresiéon tumoral
aun son urgentemente necesarias en la clinica [38].

Estrategias basadas en genes blancos

En el CC existen estrategias basadas en ARN antisentido (ARN interferentes)
para bloquear la traduccion de los ARNm de las proteinas E6 y E7 del HPV, el
andlisis de estas estrategias han mostrado una reduccién significativa de
proteinas virales y una pérdida de muchas caracteristicas de las células
transformadas in vitro [39].



La funcion de las proteinas del HPV E6 y E7 es inhibir la funcion de las proteinas
celulares p53 y pRb; relacionadas con la reparacion del ADN y dafo celular, por
lo tanto, los tumores asociados al HPV debia revertirse mediante el reemplazo
de su funcién. Sin embargo, los resultados de la rescision tumoral no es
suficientemente consistente [36]. El analisis de la eficacia de los tratamientos en
tumores in vivo es un requisito de las instituciones de regulacion previo antes de
que la tecnologia se pueda utilizar en estudios clinicos en humanos [36,40].

Modelos en animales

El éxito de los descubrimientos de la investigacion basica del cancer para una
translacion a la intervencion terapéutica en los pacientes, dependera en parte de
la seleccion de modelos experimentales animales apropiados [41]. En la
investigacion biomédica del cancer el uso de modelos in vivos con roedores son
ampliamente utilizados, ya que, sostienen caracteristicas propias del tumor como
la estructura tridimensional y la progresién tumoral (PT) la cual gobierna
numerosas interacciones autocrinas, paracrinas y endocrinas relacionadas con
la tumorigenesis, y que por el otro lado un cultivo en monocapa no ofrece [42].

Progresion del tumor

La PT involucra cambios metabdlicos y la desregulacion de los procesos
celulares que resultan en la progresion patologica de la enfermedad [43]. Tanto
en tumores de pacientes como tumores experimentales, se ha explorado la
importancia de diversos proteinas con una aparte relevancia en la PT e incluyen
enzimas proteoliticas, moléculas de adhesién celular, factores angiogénicos y
los inherentes a la coagulacion [44,45]. Existen aspectos biolégicos de la
progresion tumoral ademas de la invasion hacia otros tejidos o la metastasis. Se
ha observado que durante la PT las poblaciones de células tumorales aumenten
su tasa de crecimiento y muestran evidencia mas claras hacia un escape de los
mecanismos locales de control del crecimiento manteniendo activamente la
proliferacion celular sin encaminarse a una diferenciacion celular o la muerte
celular programada (apoptosis) [46]. Estos mecanismos de evasion y
desregulacion del crecimiento estan directamente relacionados con una alterada
expresion proteica, que se da a través de una respuesta a la pérdida de
receptores especificos u otros mecanismos de control [47].

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés por los enfoques
protedmicos y descubrir que proteinas se encuentran alteradas durante la PT,
debido a que se pueden identificar a gran escala los cambios cualitativos y
cuantitativos en la composicién de proteinas, incluidas las modificaciones
postraduccionales. Este campo incorpora tecnologias capaces de extraer
informacion biolégica sobre la dindmica de PT en forma de biomarcadores [48].
A medida que se aclaran cada vez mas las funciones bioldgicas del proteoma en
diferentes tipos de cancer, se considera que pueda tener la posibilidad de
dilucidar ademas nuevos enfoques terapéuticos [18].

Proteoma del tumor
El proteoma del tumor representa una etapa metabdlico particular y una entidad
dinamica, que varia durante el TP. Por lo tanto, creemos que el estudio de la



dinamica del proteoma en el CC, es un componente muy valioso para
comprender el TP y la progresion de la enfermedad [49,50]. Durante TP, los
cambios en el proteoma de las células cancerosas favorecen el crecimiento e
interrumpen la homeostasis del huésped. La medicion de estos cambios
protedmicos ayudara a dilucidar la interaccidon entre los procesos patologicos y
los eventos tempranos que conducen a la progresion del cancer [49-51].

Proteinas de la familia del glutation S-transferasa (GST)

En diversos tipos de cancer, se ha informado que los miembros de la familia de
la glutation S-transferasa (GST) se encuentran sobre expresados y en la mayoria
de los casos estan relacionados con un mal prondstico y con una resistencia a
las quimioterapia [52-55]. Las GST son una familia de enzimas que exhiben
diversas funciones, que incluyen la detoxificacion de compuestos xenobidticos,
la evasion del sistema inmune y la inhibicidon de la apoptosis [56]. En particular,
se ha informado que la GSTP1 y la GSTM3 se encuentran desregulados en las
células del cancer, como: cancer de mama triple negativo [57], cancer de
prostata [58], cancer de pulmén [59] y cancer colorectal [53,60].

Por una parte, se sabe que la proteina GSTP1 desempefia un papel regulador a
través de la interaccion con TRAF2 y la disminucidn de la transduccidn de sefal
de los receptores en las vias de TNF-a y la cinasa JNK, que son responsables
de la activaciéon de la apoptosis [61,62]. Y por otra parte, Por otro lado, se ha
observado que, la sobreexpresiéon de la GSTM3 en el cancer de colon, se
considera un marcador de metastasis ganglionares regionales [53], y la
subexpresion de GSTM3 en el cancer de vejiga urinaria se asocia con una mayor
supervivencia [63].

La dinamica del proteoma en la PT en el CC ha sido poco explorada y entendida.
En este estudio, usamos lineas celulares de CC xenotransplantadas en ratones
atimicos (Nu/Nu) para analizar, a través de un enfoque protedmico, las
diferencias de expresion de proteinas durante la PT. En nuestras observaciones
una de las proteinas que aumentaron consistentemente sus niveles durante el
crecimiento tumoral, fueron las proteinas GSTP1 y GSTM3. Ademas,
exploramos a través de ensayos de ‘knock-down”, el papel critico de estas
proteinas para la supervivencia celular y la progresién tumoral. Ademas,
correlacionamos la abundancia de estos niveles de proteina, en biopsias CC,
con la supervivencia del paciente. Por lo tanto, creemos que al menos estos dos
miembros de la familia GST podrian usarse con fines de pronéstico y
posiblemente sean excelentes candidatos para estrategias basadas en genes
blancos para el CC.



Objetivo General
Analizar el proteoma y secretoma en un modelo in vitro e in vivo del CC

Hipotesis

La progresion del tumor (PT) involucra cambios en la desregulacion de los
procesos metabodlicos y celulares. El estudio de la dinamica del proteoma tumoral
representara los cambios proteicos de este mecanismo de desregulacion
durante la TP. Por lo tanto, el estudio de la dinamica del proteoma en el CC nos
proporcionara informacion relevante para comprender la PT y de la enfermedad.

El estudio del proteoma tumoral nos ayudara a identificar los cambios de estos
mecanismos que se encuentran desregulados durante la PT. Por lo tanto, el
estudio de esta dinamica del proteoma en CC nos proporcionara informacion que
nos ayudara a comprender la PT de la enfermedad.

Justificacion

El cancer cérvico uterino (CC) es la segunda causa de muerte en mujeres en
todo el mundo, a pesar de que es posible su prevencion mediante la vacunacion
y el tamizaje de las células epiteliales [2]. Mientras que la incidencia del CC en
muchos paises ha comenzado a decrecer debido a la aplicacion de examenes
citoldgicos [1], existen muchos paises asiaticos y de américa latina en el cual, el
CC permanece aun como un problema de salud publica [3]. Uno de los
tratamientos mas comunes incluye terapias de quimiorradiacion basas en
cisplatino. Este tratamiento es regularmente la unica opcién para tartar canceres
en estadios avanzados, y en la mayoria de los casos no logra erradicar la
enfermedad. Ademas, el 30% de las pacientes se vuelven recidivas después del
primer tratamiento [31-33]. Por otra parte, uno de los mayores problemas que
enfrenta la investigacion del CC es la resistencia a la quimioterapia [35]. Una
alternativa muy prometedora son las estrategias basadas en genes blancos
“target gene-based strategies’[36,37]. En este sentido, el estudio de la dinamica
del proteoma tumoral podra proporcionarnos informacion relevante sobre el
proceso de progresion tumoral y sobre la biologia del CC. Con esta informacion
se podra proponer estrategias basadas en genes diana especificos para
tratamiento que inhiban o interrumpan la progresion tumoral, ya que, aun son
urgentemente necesarias [38].



Material y métodos

Todos los experimentos con animales se realizaron con la aprobacion del comité
de bioética e investigacion institucional del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Cuernavaca, Morelos y el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMSZ).
Todos los estudios que involucran tejidos humanos fueron aprobados por la junta
de revision institucional para investigacion en sujetos humanos del Instituto
Nacional de Cancerologia, Ciudad de Meéxico (INCan). El consentimiento
informado de los pacientes se obtuvo antes de la toma de la biopsia.

Cultivo de células

Las lineas celulares de cancer de cuello uterino (SiHa y CaSki, positivas para
HPV16, y HeLa y Calo, positivas para HPV18) fueron proporcionadas por el Dr.
Jorge Flavio Rincén y la M. en C. Rosalva Rangel Corona en el Laboratorio de
Oncologia Molecular, Unidad de Diferenciacion Celulary Cancer, FES-Zaragoza,
UNAM. EI Dr. Alejandro Zentella Dehesa en la Unidad de Bioquimica del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y de Nutricion Salvador Zubiran, proporciono las
lineas celulares MDA-MB-231 y COLO. La linea celular HaCaT fue provista por
el Dr. Alejandro Garcia Carranca en el Instituto Nacional de Cancerologia,
Ciudad de México, México. Todas las células se probaron para Mycoplasma sp.
mediante PCR y posteriormente se mantuvieron en medio RPMI 1640 Advanced
sin suero fetal bovino (SFB, Gibco, Invitrogen) y suplementado con 2 mM L-
glutamina y 1% v/v de antibiético-antimicético (Gibco, Invitrogen) a una
temperatura de 37 °C en una incubadora con 5% de CO2 y saturada de
humedad.

Tumores generados en ratones

Se utilizaron ratones desnudos atimicos hembras de 4 - 6 semanas de edad
(BALB/c Nu/Nu) y se inyecto via subcutanea con un numero de células tumorales
de 107 en 500 pL de medio RPMI 1640 sin FBS y se colectaron en 30, 45 y 50
dias. Los tumores se midieron usando un calibrador Vernier, y el volumen del
tumor fue obtenido calculando el volumen de un elipsoide como: Vium=1/6 (L
*W * H), donde L: largo, W: ancho y H: alto [64].

Extraccion de proteina tumoral, analisis protedmico y espectrometria de masas
Las muestras de tumor se maceraron en nitroégeno liquido y un céctel de inhibidor
de proteasa (tabletas completas, Roche) seguido de sonicacién en hielo 3-5
veces durante 5 segundos. Posteriormente, llevamos a cabo la extraccién de
proteinas fendlicas [65]. Los protocolos seguidos para la preparacion de
muestras, la electroforesis en gel bidimensional preparativa (2D-PAGE), el
analisis de imagenes y la identificacion de proteinas a través de la
espectrometria de masa MALDI han sido informados previamente [66,67] (mas
detalles ver: MIAPE ID: 821 2D-PAGE). Brevemente, para 2D-PAGE, 500 ug de
proteinas totales se enfocaron isoeléctricamente a lo largo de un intervalo de pH
lineal de 3-10 y la segunda dimension se realizé en una SDS-PAGE con
acrilamida al 12%. Las imagenes digitales de 2D-PAGE se adquirieron usando
un densitometro calibrado GS-800 (BioRad). Se analizaron tres geles obtenidos
de tres ensayos diferentes, y se realizd la comparacion de imagenes con el
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software PDQuest (BioRad) (mas detalles ver MIAPE ID: 10290, MALDI-TOF;
MIAPE ID: 9905 MASCOT).

Extraccion de proteinas extracelulares in vitro 'y ex vivo

Las lineas celulares se cultivaron con RPMI 1640 avanzado libre de suero hasta
70-80% de confluencia. El medio se retir6 y se enjuagaron tres veces con
solucion salina estéril: NaCl al 0,9% (p / v). Después de los lavados, se afadio
medio RPMI 1640 libre de FBS sin fenol rojo fresco (Gibco), y se incubd durante
20 h. Mas tarde, el medio se recupero y se centrifugd a 2.000 g durante 5
minutos. El sobrenadante se paso a través de una membrana de PVDF de 0,22
pm de tamaio de poro (Millex, Millipore) y se almacen6 a -70 ° C hasta su uso
posterior. Para las proteinas extracelulares de tumores de los xenoinjertos, los
tumores HelLa y SiHa se inocularon con 107 células. Después de 30, 45 y 50 dias
después de la inoculacion, se recogieron los tumores y se lavaron 3 veces con
solucion salina. El procedimiento seguido para extraer proteinas secretadas de
tumores se realizé como se describid previamente para las células en cultivo y
el sobrenadante se almacend a -70°C hasta su uso posterior.

Identificacion de proteinas secretadas a través de LC-MS / MS

Proteinas secretadas de lineas celulares separadas en SDS-PAGE y tefidas con
tincion con azul Coomassie brillante (mas detalles, ver: Figura Suplementaria 2).
Cada carril que contenia 30 ug de proteinas se corté en 20 lineas en toda la
columna y se a extraer y digirio las proteinas contenidas con tripsina (para mas
detalles ver: http://conogasi.org/articulos/metodo-extraccion-de-proteinas-en-
gel-para-la-identificacion-por-espectrometria-de-masas-maldi-o-lc-msms/). Los
péptidos generados se analizaron en un sistema nanoLC-MS / MS (Q-TOF
Synapt G2 MS; Waters). La identificacion de péptidos y proteinas se realizd
mediante el motor de busqueda MASCOT a través de la interfaz MASCOT
Distiller (Matrix Science). La base de datos consultada fue Swiss-Prot y NCBI.
Los datos de protedmica de espectrometria de masas se han depositado en el
Consorcio ProteomeXchange a través del repositorio asociado PRIDE con el
identificador de conjunto de datos PXD005466 [68].

Analisis del péptido senal

Se utilizé un programa bioinformatico llamado SignalP 4.1, que predice la
presencia y la localizacidn de los sitios del péptido de sefal en secuencias de
aminoacido. El método predice e identifica los sitios de exportacion del péptido
de sefal basada en caracteristicas fisicoquimicas y una combinacion de redes
neurales (NN) y modelos escondidos de Markov (HMM).

Western blot

Para este método se usaron los siguientes anticuerpos comerciales: anti-GSTM3
(Abcam, ab67530, 1: 10.000), anti-GSTP1 (Abcam, ab53943, 1: 10.000), anti-
TLR4 (Biolegen, 312804, 1: 10.000), anti-TRAF6 ( Abcam, ab13853, 1: 10,000),
anti NF-kB p65 (sc-378,1: 1,000), anti IKB-a (sc-371, 1: 1,000), anti-JNK (sc-
1648, 1: 1,000) , anti-ERK (sc-94, 1: 1.000), anti-p38 (sc-535, 1: 1.000), anti-NF-
kB fosfo p65 (sc-101752, 1: 1.000), anti-fosfo-JNK ( sc-6254, 1: 1.000), anti-fosfo-
ERK (sc-7383, 1: 1.000), fosfo-p38 (sc-7973, 1: 1.000), anti-fosfo-IKB-a
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(senalizacion celular, 92465, 1; 1000), anti-HSP70 y HSP60 (Biolegen, 648005 y
681502, 1: 10.000), HPV18 E7 (Abcam, ab38743, 1: 1.000), anticuerpo anti-His
tag (Invitrogen, 372900, 1: 5.000). Las células se lisaron en un buffer que
contenia Tris 100 mM, pH 8,6, SDS al 4%, DTT 100 mM, céctel inhibidor de
proteasa (tableta completa, Roche) y 20 pulsos de sonicacion durante 1 segundo
para la fragmentacion del ADN. Las proteinas se resolvieron por electroforesis
en SDS-PAGE al 12% o0 15% y se transfirieron a membranas de PVDF usando
un sistema semiseco (para mas detalles ver:
http://conogasi.org/articulos/metodo-extraccion-de-proteinas-en-gel-para-la-
identificacion-por-espectrometria-de-masas-maldi-o-lc-msms/).

Las membranas ya transferidas se bloquearon con leche descremada al 5% o
con Albumina sérica bovina en un buffer disolucion salina y una solucion de Tris
que contenia Tween 20 (TBST) durante 15 min a 4 °C. Posteriormente, se retird
la albumina y/o la leche y se lavo 3 veces con TBST, para después incubarla la
membrana con el anticuerpo primario a 4 ° C durante la noche. Despues de
retirar el anticuerpo primario las membranas se incubaron con anticuerpo
secundario conjugado a peroxidasa durante 2 h para después ser revelada la
membrana con una soluciéon de Carbazol (27,2% de Carbazol Stock, 72,6% de
buffer de acetato, 0,2% de H202), Carbazol Stock: N, N-Dimetilformamida 298%
y 3-Amino -9-etilcarbazol (Sigma-Aldrich) 1: 8 (p / v) para generar tincién de color
rojo/marrén. Las cuantificaciones relativas se realizaron con el software ImageJ.

Coinmunoprecipitacion e inmunoblot

El tumor HelLa se recogié a los 50 dias y se almaceno6 a 80 °C hasta su uso.
Después de la muestra tumoral se maceraron en nitrégeno liquido y se lisaron
con 500 pL buffer RIPA (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NP40 al 1%, deoxicolato de
sodio al 0,1%, NaCl 140 mM) y se suplementaron con inhibidores de proteasa y
fosfatasa (10 mM B-glicerofosfato, 10 mM NasVOs4, 10 mM de fluoruro de sodio).
Los lisados celulares totales se centrifugaron a 13,000 g durante 5 min para
sedimentar el material insoluble. Los lisados se incuban 2 horas con proteina A
sefarosa se normalizan para la concentracion de proteina total (10 pg de
proteina) usando SDS - PAGE. Los anticuerpos candidatos a proteinas (GSTM3
y TRAF6) se inmunoprecipitaron incubando lisados con 6 uL de sefarosa
conjugada con anticuerpo durante la noche a4 °C. Las perlas se lavaron 3 veces
con 500 yL buffer de lisis. Las proteinas coinmunoprecipitantes se resolvieron
en SDS-PAGE al 12%. Los niveles de GSTM3 y TRAF6 se detectaron mediante
inmunotransferencia usando anticuerpos anti-anticuerpos previamente descritos
anteriormente.

Analisis bioinformatico y superposicion estructural

Un analisis de ontologia genética (GO) de las 39 proteinas comunes identificadas
se realiz6 utilizando el sitio web GeneCodis [69]. Se empled un modelo de red
de interaccién proteina-proteina usando Cytoscape 2.5.1 (www.cytoscape.org) y
el complemento bisogenet para obtener informacién sobre las interacciones
proteina-proteina sobre GSTM3 y GSTP1 [70]. La superposicion estructural de
GSTP1 y GSTM3 se realizd con MAMMOTH
(https://lub.cbm.uam.es/software/online/mamothmult.php) y se validé y visualizd
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con el software de visor PDB suizo (DeepView) v4.1 [71]. Obtuvimos el modelo
GSTP1 acoplado con el modelo de dimero HPV16 E7 CR3 del grupo Mileo [72],
y el modelo GSTM3 se obtuvo de la base de datos PDB. Generamos un
alineamiento estructural para mejorar el ajuste entre GSTP1 (estructura
conocida) y GSTM3 y entre HPV16 E7 (estructura conocida) y HPV 18 E7. El
servidor construyo los modelos basados en las alineaciones proporcionadas [71].

Ensayo UV

La radiacion se suministré desde lamparas UV al 100% de potencia (450 pW /
cm2, a 27 mm) de acuerdo con las especificaciones del proveedor (equipo
InGeniuous LHR; Syngene). Las células MDA-MB-231 se expusieron a radiacion
sobre la superficie de un transiluminador durante 0, 10, 15, 30 o 60 segundos.
Un total de 104 células se cultivaron en placas de 24 pocillos (Nunclon). Para los
experimentos y tratamientos posteriores, las células se expusieron a luz UV
durante 15 segundos.

Ensayo de cisplatino

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 (Sigma) libre de FBS a
37 °C en una atmoésfera de CO2 al 5% humidificado. La sensibilidad del farmaco
se evaluo a la concentracion 6 mM de cisplatino segun estudios previos [73].
Para medir la viabilidad celular, se inicié un cultivo a 10* células/mL y se analizo
todos los dias hasta el octavo dia. La cantidad de células se determiné mediante
tincion con cristal violeta [74]. La densidad optica (O.D) fue medida a 550 nm
usando un lector de microplacas (Bioteck).

Analisis fenotipico a través de la complementacion exdgena de proteinas
recombinantes (PAEP)

La sensibilidad al estrés (radiacion UV y tratamientos farmacolégicos) se evalué
mediante complementacion exdgena con proteina recombinante humana vy el
reactivo de transfeccion Lipofectamina 3000 (Invitrogen). Una alicuota de 10 uL
de los reactivos Lipofectamina 3000 y P3000 (Invitrogen) se mezclé con 1 ug de
recombinante humano GSTM3 (Abcam), GSTP1 (Abcam), HPV18 E7 (ProteinX)
0 una mezcla de estas proteinas en 250 yL de suero libre medio RPMI 1640
avanzado, que luego se incubd durante 5 min a temperatura ambiente y se
afiadio a 10* células MDA-MB-231 cultivadas en placas de 24 pocillos (Nunclon),
seguido de otra incubacion de 5 min [75]. Después de la incubacién con la
mezcla de Lipofectamina / proteina recombinante, las células se expusieron a
radiacion UV o a tratamientos farmacoldgicos en condiciones libres de FBS. La
viabilidad celular se analiz6é hasta el final del periodo de recuperacion (24 horas
después de la radiacion UV, cuatro dias después de cisplatino y cinco dias
después de la clomipramina). EI numero de células se determiné mediante
tincion con cristal violeta [74]. El O.D. se midié a 550 nm, usando un lector de
microplacas (Bioteck).

Construccién de plasmido de levadura, transformacion y expresion de proteina
recombinante

Se insertd una expresion génica de GSTM3 en el plasmido pYES2 en S.
cerevisiae, y se introdujeron codones adicionales de histidina (N-6x his) (mas
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detalles, véanse la Tabla Suplementaria 10 y la Figura Suplementaria 3). La
proteina total se obtuvo a través de la lisis celular utilizando Liticasa como se
describe por el proveedor (Sigma-Aldrich), y con maceracion usando nitrégeno
liquido. Los lisados celulares se centrifugaron a 5,520 g durante 5 min y el
sobrenadante se almacend a -20 °C. La proteina recombinante se purifico por
cromatografia de quelatos metalicos usando perlas de niquel como se describe
por el proveedor (PureProteome, Merck Millipore). Las proteinas eluidas se
visualizaron en geles de SDS-PAGE al 12% a través de tincion con azul brillante
de Coomassie. La banda correspondiente a GSTM3 fue confirmada por
espectrometria de masas (MALDI-TOF, Bruker Daltonics) y western blot.

Transformacion de la linea celular humana, purificacion de proteinas y pull-
down

La secuencia del gen de HPV 18 E7 se obtuvo del plasmido pBR322 HPV 18
(ATCC, 45152 D) y se transfecté en el plasmido CMV-pcDNA 3.1 usando
Lipofectamina 3000 (Life Technologies) en células HelLa, usando de 18 a 26 nt
oligos diseflados usando SnapGene Viewer 2.2 para insertar el gen
introduciendo codones adicionales de Hindlll y BamHI e histidina (C-6x his). La
proteina recombinante HPV 18 E7-his se purific6 mediante cuentas de niquel
quelato metalico como se describe por el proveedor (PureProteome, Merck
Millipore). La banda correspondiente a HPV 18 E7 se confirmé mediante western
blot utilizando HPV 18 E7 (Abcam, ab 38743, 1: 1000) y un anticuerpo anti-His
tag (Invitrogen, 372900, 1: 5,000).

GST “Knock-down” in vitro e in vivo usando oligonucleétidos de morpholino

Los morpholinos se disefiaron para ser blancos de la region 5’UTR de los ARN
mensajeros de las GSTM3 y GSTP1 que incluyeron 25 nucledtidos y el codén de
inicio ATG. Para los ensayos in vitro se disolvieron ambos morpholinos en PBS
estéril a pH 7,5, a una concentracion de 640 ng/mL. Para los ensayos in vivo, 15
dias después de la inoculacion de tumores en ratones, se inyectaron seis dosis
de 400 ng por via intratumoral, cada tercer dia [76]. En el dia 30 se colectaron
los tumores para su posterior analisis. Se usé un morpholino aleatorio como
control en ambos ensayos in vitro e in vivo, a la misma concentracion. Las
secuencias de los morpholino empleados en la figura 6.

Tincién inmunohistoquimica de tumores generados a partir de lineas celulares
CcC

Para la inmunohistoquimica (IHC) se analizaron y se cortaron los tumores (4 um
de espesor) con un criostato y se fijaron con paraformaldehido al 4% (Sigma -
Aldrich) durante 1 h a 37 °C, se lavaron tres veces con PBS y después se
bloquearon con 10 % Suero bovino adulto (Microlab) durante 1 h, las muestras
se permeabilizaron con 0,2% Triton X-100, y las secciones de tejido se incubaron
individualmente durante la noche a 4 °C con los siguientes anticuerpos primarios,
como se describe anteriormente: p65 anti-NF-kappa B ( fosfo-Ser 536), anti-p-
JNK, anti-p-ERK y p-p38 de Santa Cruz Biotechnology; anti-GSTM3 y anti-
GSTP1 (1:100, Abcam) Después de varios lavados con PBS, las secciones de
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tejido anti-raton TRITC (1: 50, Jackson Immunoresearch), anti-conejo-FITC
(1:100, ThermoFisher), anti-cabra Alexa 647 (1:100, ThermoFisher) y anti-ratén-
FITC (1:100, ThermoScientific). Los controles negativos incluyeron secciones de
tejido incubadas sin anticuerpos como control. Finalmente, los tejidos tumorales
se montaron usando medio de montaje VectaShield (H-1000, Vector
Laboratories) para preservar inmunofluorescencia. Se realizé un analisis de
inmunofluorescencia usando un microscopio y el software LMS 700 (ZEN 2012,
Carl Zeiss). La presencia o ausencia de la marca fluorescente se determind
mediante el analisis de escaneo (5 x 5 en el Planos X, Y), combinado con el
analisis Z-stack de tres portaobjetos opticos separados por 0,9 um.

Analisis de la Tincién inmunohistoquimica de tumores de CC

Todos los casos fueron revisados por tres patologos diferentes del Departamento
de Patologia en INCMSZ. Los registros médicos fueron revisados, teniendo en
cuenta el historial médico previo del paciente. Todos los casos fueron sometidos
a un analisis inmunohistoquimico utilizando anti-GSTM 3. (Abcam, ab67530, 1:
1000) y, anti-GSTP1 (Abcam, ab53943, 1: 1000). Los bloques de parafina se
muestrearon a un espesor de tejido de 5 ym y se produjeron por duplicado para
cada portaobjetos. El analisis se realizd en un inmunocontenedor automatizado
(Ventana Medical Systems) de acuerdo con las especificaciones del proveedor.
Tres partes del tumor se evaluaron por separado en cada muestra, al igual que
la presencia de tincion en las células tumorales. En este estudio, analizamos el
porcentaje de la regién de interés (ROI) tefida por los anticuerpos, segun lo
estimado utilizando el software CellSens (Olympus). Las muestras se dividieron
en dos grupos para evaluar la asociacion de la expresion de proteinas y la
supervivencia del paciente: (W-M) que consistia en un débil ROl para GSTM3 y
moderada ROI para GSTP1; y (MH-H) el cual agrupa a ROl moderado / alto para
GSTM3 y alto ROI para GSTP1 [77,78]. Se emplearon curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier para este analisis utilizando XLSTAT, con el Cl de Greenwood
y un nivel de significacion del 95%.

Analisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 utilizando la prueba-t de Student de dos colas.
Se considerd un valor de p <0,05 como estadisticamente significativo.

Resultados

Modelo de progresion tumoral

Con el fin de crear un modelo adecuado que nos permita estudiar la progresion
tumoral (PT), utilizamos lineas celulares de cancer de cuello uterino (SiHa y
HelLa) para generar tumores injertados en ratones. Para este fin, las células
cancerosas se cultivaron al 70% de la confluencia y se inocularon 107 células en
ratonas hembras de la cepa Nu / Nu de 4 a 6 semanas. El volumen del tumor se
midié de acuerdo con la ecuacién descrita en la seccién experimental, en siete
momentos diferentes de progresion del tumor (5, 10, 15, 20, 30, 45, 50 dias
después de la inoculacién). Los primeros cuatro tiempos de medicién mostraron
una baja progresion del crecimiento tumoral. Sin embargo, en los puntos finales
de la cinética, el volumen tumoral crecié exponencialmente para los tumores de
células HelLa. Desde el dia 30 hasta el 45 se duplicé el volumen tumoral
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promedio y para el dia 50 el volumen promedio fue 3 veces mas que la medicion
anterior. Para los tumores de SiHa, las tasas de crecimiento del fue mas bajas
que las de Hela, en los dias 30 a 45 dias. Los tumores de SiHa crecieron 1.6
veces, mientras que en los ultimos cinco dias los tumores fueron 1.6 veces mas
en promedio (Figura 1A-B). De acuerdo con estos hallazgos, decidimos evaluar
mas a nivel de proteoma la dinamica de TP entre los tiempos 30, 45 y 50 dias
después de la inoculacion.

Analisis de los geles de 2D-PAGE e identificacion de proteinas

Los tumores de los dos tipos de células cancerosas fueron colectados y se
extrajeron las proteinas totales para analizarse por medio de geles de
electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE). Se realiz6 el analisis de las
imagenes de 2D-PAGE de cada repeticion para cada tiempo estudiado y para
cada tipo de célula. El analisis de imagenes se llevé a cabo utilizando el software
PDQuest. En promedio, pudimos detectar 866 entidades electroforéticas (spots)
para muestras de los tumores de HelLa en cada repeticion. Para tumores SiHa,
el promedio de spots detectados en las imagenes de 2D-PAGE fue de 766. A
partir de los mapas de 2D-PAGE, determinamos el coeficiente de correlaciéon
entre las repeticiones para cada tiempo de tumor y tipo de célula. En todos los
tumores, el coeficiente de correlacion fue mayor de 0.7 en los dos tipos de células
(Tabla Suplementaria 1). Ademas, en los tumores de HelLa se detectaron, 601
spots en los tres tiempos del TP, mientras que en los tumores SiHa el niumero
de spots comunes fueron de 716 (Figura 1A). Para la identificacién de proteinas,
se seleccionaron un total de 90 puntos de gel de tumores que incluyen ambos
tipos de células, en base a sus patrones de abundancia entre las edades de los
tumores. Todas las manchas de gel se procesaron como se describe en la
seccion experimental y se identificaron después del analisis de espectrometria
de masas MALDI-TOF. De los tumores Hela, identificamos 46 proteinas
diferentes (Tabla Suplementaria 2), incluyendo 34 con expresion constante a
través del TP, 7 proteinas mostraron una regulacién negativa a lo largo del TP,
3 proteinas aumentaron su abundancia durante el crecimiento del tumor, y 2 se
encontraron con un oscilante patron.

En el tumor de las células de SiHa, se identificaron un total de 44 proteinas (Tabla
Suplementaria 3). Las proteinas identificadas se distribuyeron de acuerdo con
su patron de expresion, 20 se encontraron sin diferencias en las tres edades
tumorales evaluadas, 8 disminuyeron su abundancia durante TP, mientras que
16 mostraron un patron creciente. Analizando todas las proteinas identificadas
en tumores de ambos tipos de células, encontramos que 34 proteinas se
compartieron entre los dos tipos de tumores, incluyendo 14 que muestran el
mismo patrén de expresion (Figura Suplementaria 1, Tabla Suplementaria 2-3).

Entre las proteinas con un patron de sobreexpresion, identificamos dos
miembros de la familia Glutation S-transferasa (GSTM3 y GSTP1). La GSTM3
se identificé en tumores de HelLa y la GSTP1 en tumores de SiHa (Figura 1C).
Los niveles de expresion de ambas proteinas se confirmaron mediante analisis
de transferencia western blot (Figura 1C). Ademas, la transferencia por western
blot revel6 que los tumores SiHa se observan ambas proteinas con patrones de
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sobreexpresion. Sin embargo, en tumores Hela solo se confirmé la
sobreexpresion para GSTM3, y se encontr6 que GSTP1 no es detectable en
ninguna etapa del tumor.
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Figura 1. El analisis proteémico del modelo de progresion tumoral de las lineas celulares de cancer cervical
xenotrasplantado reveld proteinas implicadas en el crecimiento tumoral: (A) Disefio experimental para estudiar
la dindmica del proteoma de los tumores xenotrasplantado en un modelo murino. Las lineas celulares se
cultivaron al 70% de confluencia y se inyectaron 107 células en los ratones hembras Nu/Nu. Los spots se analizaron
y compararon mediante 2D-PAGE (3 réplicas bioldgicas). El perfil protedmico se obtuvo de cada tiempo y luego
se compard para encontrar proteinas diferenciadas durante la PT y se representa en un diagrama de Venn
proporcional. (B) Cinéticas de crecimiento tumoral de Hela (amarillo) y SiHa (azul). (C) En la parte superior se
muestran las regiones de los geles de 2D SDS-PAGE de ambas lineas celulares y andlisis de expresidon de GST
durante su PT. En las regiones de 2D-SDS-PAGE de las proteinas GSTs se puede observar un aumento a lo largo
del tiempo. Los niveles de expresion de las proteinas se obtuvieron mediante la normalizacidn de la cantidad del
spot (NSQ); Abajo se muestran los valores de cuantificacidn de la transferencia por western blot usando B-actina
como control interno. La proteina GSTM3 (Hela, linea amarilla) y GSTP1 (SiHa, linea azul). En esta figura se
muestran resultados representativos del western blot de GSTM3 y GSTP1. Las muestras se mezclaron (1: 1), los
lisados celulares se sometieron a transferencia western con 20 ug de proteina por muestra. En los tumores de
Hela solo expresd la proteina GSTM3 y en los tumores de SiHa expresaron ambas proteinas GSTM3 y GSTP1.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los datos se presentan como medias (+ desviacion estandar, SD)
de tres experimentos independientes. El P-valor < 0.05 y se considerd estadisticamente significativo (* P-valor
<0.01, con respecto a 30 dias).
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Analisis bioinformatico

Posteriormente, se usaron las proteinas identificadas en ambos tumores para
realizar un analisis de enriquecimiento funcional basado en los procesos
biolégicos de las ontologias génicas (Gene Ontology: GO) (Figura 2, Tabla
Suplementaria 4). Las proteinas se agruparon segun sus niveles de expresion y
se sometieron a un analisis de enriquecimiento. Nuestros resultados indicaron
que las proteinas que aumentan sus niveles durante la PT estan principalmente
involucradas en anti-apoptoética, division celular, glucdlisis, angiogénesis,
reproduccion viral y regulacion de procesos apoptéticos (Figura 2A). Por otro
lado, entre las proteinas cuya expresion esta regulada negativamente durante la
PT, los procesos bioldgicos encontrados enriquecidos fueron la regulacion de
procesos apoptoticos, el procesamiento y presentacion de péptidos a través del
MHC clase |, la proteina poliubiquitinacién y la respuesta a proteinas
desplegadas (Figura 2C). Con expresion constante, encontramos proteinas
involucradas en procesos relacionados con la regulacion de la apoptosis y la
glucolisis entre otros (Figura 2B). Ademas, incluyendo todas las proteinas
identificadas, los resultados sugieren que durante la PT las rutas
sobrerrepresentadas estan relacionadas con la respuesta celular al estrés, las
rutas de sefializacion MAPKG6 / MAPK4 y NIK / NF-kappaB (Tabla Suplementaria
4-5). Por otro lado, el analisis de mineria de datos revel6 que GSTM3 y GSTP1
interactuan con las proteinas de los factores asociados al receptor del factor de
necrosis tumoral (TRAF). Especificamente, la interaccion de GSTP1 con TRAF2
se validé previamente en células HeLa [61], y GSTMS se informé como interactor
de TRAFG6 [79] (Figura 3A).

GSTMB3 interactua con TRAF6 en tumores de CC.

Para demostrar que esta interaccion ocurre en condiciones fisioldgicas, primero
demostramos la expresion de TRAF6 en ambos tumores de HelLa y SiHa (Figura
3B). Observamos que solo en los tumores HelLa se expresaba TRAF6. Estos
resultados son consistentes con otros resultados informados que indican que
GSTP1 solo interactua con TRAF2 [61]. Después de eso, desarrollamos el
analisis de interaccion, usando lisados de tumores HelLa de 50 dias y sometidos
a un ensayo de coinmunoprecipitaciéon (IP). Encontramos que, GSTM3
coinmunoprecipita con TRAF6 y viceversa (Figura 3B). Por lo tanto, GSTM3 se
asocia con tumores TRAF6 CC.

18



Sobre-regulados

A proteolysis involved in cellular protein catabolic process
angiogenesis
ATP catabolic process
viral reproduction
RNA metabolic process, mRNA metabolic process
regulation of apoptotic process
anti-apoptosis, negative regulation of apoptotic process
cellular protein metabalic process
cell cyde cell division mitosis
carbohydrate metabolic process glucose metabolic process glycolysis...
transport ion transport
interspecies interaction between organisms
anti-apoptosis

glycolysis

=
N
w
N

(R
o
=
4 o
o}
=
=
™
wn

B muscle filament sliding

protein

g
anti-apoptosis negative regulation of apoptotic process
ghveolysis

cl

carbohydrate metahalic process glucase mef
negative

respo

signal transducti

apoptotic process antigen proc

sis involved in cellular prot

al
RNA metabolic pracess ,mRNA met:
regulation of apaptotic process

cellular prot

nterspecies inte raction

o
N
A
o)
5]

Sub-reguladas
proteolysis involved in cellular protein catabalic process
muscle contraction ,muscle filament sliding
cellular component movement ,muscle filament sliding
response to oxidative stress
angiogenesis
ATP catabolic process
viral reproduction
RNA metabolic process ,mRNA metabolic process
regulation of apoptotic process
anti-apoptosis ,negative regulation of apoptotic process
cellular protein metabolic process
cell cycle ,cell division ,mitosis
carbohydrate metabolic process ,glucose metabolic process...
transport ,ion transport
apoptotic process
muscle filament sliding
cellular component movement
anti-apoptosis
glycolysis

o

1 3 4 5

Figura 2: Analisis de enriquecimiento de la ontologia génica de las proteinas identificadas en el tumor de las
células Hela y SiHa. (A) Procesos bioldgicos enriquecidos en las proteinas compartidas sobre-reguladas. (B)
Procesos bioldgicos enriquecidos en las proteinas compartidas constantes. (C) Procesos bioldgicos enriquecidos
en las proteinas sub-reguladas compartidas. El andlisis se realizé a través del sitio web GeneCodis.

N

Modulacién de la senalizacion MAPK durante la PT

Dada la importancia de las proteinas TRAF sobre la activacion rio abajo de la
cascada de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK), se realizé un
analisis de western blot de la PT. Nosotros analizamos, a la versién fosforilada
de NF-kB p65 (ser529), ERK, JNK'y p38. Nuestros resultados demostraron que
la fosforilacion de p38 y JNK se redujo a lo largo del tiempo en ambos tumores

19



del CC, pero no en pNF-kB y pERK (Figura 3C, Tabla Suplementaria 6). Estos
hallazgos indican que durante la PT los procesos apoptéticos son reprimidos v,
por lo tanto, la proliferacion celular se activa constantemente via ERK y NF-kB.

Activadores enddgenos secretados del receptor TLR4 en el CC

Por otra parte, se sabe que la activacion de la ruta de TLR4 esta impulsada por
la presencia de lipopolisacaridos (LPS) a partir de infecciones bacterianas [80],
pero también por activadores endoégenos [81,82]. Para demostrar que las lineas
celulares CC pueden expresar activadores enddgenos del receptor tipo Toll 4
(TLR4), se realiz6 un analisis in vitro de las proteinas secretadas utilizando las
lineas celulares HelLa y SiHa (Figura Suplementaria 2A, Tabla Suplementaria 7-
8). Las proteinas secretadas se analizaron mediante LC-MS / MS y se
identificaron un total de 432 proteinas HelLa y 447 SiHa, de las cuales 264 eran
comunes entre ambas lineas celulares (Figura 3D). Entre los activadores
enddgenos reportados para TLR4, se identificaron dos proteinas secretadas
miembros de |la familia de las proteinas de choque térmico, HSP60 y HSP70 para
ambas lineas celulares (Figura 3E). Para determinar si estas proteinas también
se expresaron durante la PT, entonces analizamos las proteinas secretadas ex
vivo en tumores CC por western blot (Figura 3F, Figura Suplementaria 2B).
Nuestros resultados, se correlacionaron en experimentos in vivo y ex vivo, lo que
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Figura 3: (A) Red de interaccidn en Cytoscape que representa las interacciones-presa de GSTM3. Las interacciones
GSTM3-presa fueron visualizadas en los bordes de la red. Este analisis se realizd para obtener las interacciones
proteina-proteina informadas en la base de datos SysBiomics; observamos que la proteina TRAF6 interactta con
GSTM3. (B) Andlisis de coinmunoprecipitacion de la GSTM3 y TRAF6. (C) Western Blot para TRAF6, ERK, pERK, NF-
K B, pNF-k B, IKB a, pIKB a, p38, pp38, JNK, pJNK, y TLR4 en los extractos de proteinas de los tumores de Hela y
SiHa. (D) Diagrama de Venn proporcional de las proteinas secretadas en las lineas celulares de CC con 264
proteinas comunes. (E) Se identificaron dos proteinas secretadas in vitro que pueden activar la via sefial de TLR4:
HSP60 y HPS70 (F). Western blot de los activadores de TRL4: HSP70 y HSP60 en los tumores de CC, HSP60
secretada en SiHa y tumores Hela en el dia 50, y la proteina HSP70 secretada en tumores SiHa a los 45 dias y
tumores Hela a los 30 y 50 dias.

20



indica que la secrecion de HSP60 y HSP70 podria activar la sefializacién de
TLRA4.

GSTM3 interactua con E7 de HPV18

Previamente Mileo et al. demostraron que la proteina GSTP1 puede interactuar
con la proteina E7 del HPV16 y esta interaccion mejora la supervivencia de las
células [72]. En el presente proyecto, nos preguntamos si la proteina GSTM3
podria interactuar con la proteina del E7 de HPV18 en células positivas con este
serotipo de HPV. Realizamos una alineacién de superposicion estructural entre
las proteinas GSTP1 y GSTM3 y de las proteinas E7 del HPV 16 y 18 utilizando
el programa MAMMOTH [83], seguido por el software suizo PDB Viewer (Deep
View) v4.1 para visualizar los resultados (Figura 4A) [71]. El modelo de
acoplamiento de la proteina GSTP1 con HPV16 E7, proporcionado por el grupo
Mileo, se utilizd para realizar nuestra superposicién estructural. La alineacion
muestra regiones conservadas y no conservadas al comparar las distancias
entre los carbonos alfa y las secuencias de la cadena principal de aminoacidos.
Los resultados sugirieron que las proteinas GSTM3 y HPV18 E7 podrian
interactuar, de manera similar a la interaccion entre las proteinas GSTP1 y E7
del HPV16 (Figura 4A).
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Figura 4. GSTM3 interactua con E7 de HPV18. Las GST y E7 proporcionan ventajas de supervivencia a las células
expuestas a condiciones de estrés. (A) La superposicion de las proteinas de GSTP1 y GSTM3 muestran altas
similitudes estructurales (verde-naranja), estructuras no conservadas (gris) y la estructura de la proteina E7 de
HPV18 (azul) usando como molde la E7 de HPV16. (B) Interaccién de la proteina recombinante humana ScGSTM3
N-6x his-tag con la E7 de la proteina HPV 18. (C) Las células Hela se transfectaron con un plasmido que expresa
HE718 C-6x his-tag como se indica en los métodos. Los lisados celulares se sometieron a Ni-6x para capturar a los
interactores de la E7; se generd un western blot con anti-his-tag y anticuerpos especificos de GSTM3. La GSTM3
fue identificada por MALDI-TOF y/o LC-MS/MS. (D) Ensayos PAEP. Las células se expusieron a UV (UVB durante
15 segundos), y se sometieron a complementacién proteica exégena con un periodo de recuperacién de 24 horas.
La linea celular MDA se us6 como control negativo para HPV, GSTM3 y GSTP1. (E) Ensayo de supervivencia con
6.0 mM de cisplatino. La linea celular MDA sobrevivid, hasta el cuarto dia (rojo) y la linea celular HaCaT hasta el
sexto dia (naranja). Las lineas celulares Hela y SiHa CC sobrevivieron hasta el octavo dia, que fue el ultimo dia
que se analizo esta prueba. (F) Ensayos de PAEP, usando la linea celular MDA con 6.0 mM de cisplatino y cuatro
dias del periodo de recuperacién, M3/P1/E7 con un 10.7% de supervivencia. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Los datos se presentan como medias (D.E.) de tres experimentos independientes.
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Para demostrar esta interaccion, se generd una construccidn para expresar una
proteina GSTM3 humana recombinante con una etiqueta histidina afiadida en el
extremo N-terminal (N-6x His-tag) en S. cerevisiae (Figura Suplementaria 3A,
Tabla suplementaria 10). GSTM3 se identificd a través de western blot de anti-
His y el analisis de la huella digital de la masa de los péptidos (Figura 4B, Figura
Suplementaria 3A). Después de capturar a la proteina recombinante de la
GSTM3, se incub6 con un extracto proteico de células HeLa (HPV18-positivo)
(Figura Suplementaria 3B). La proteina E7 de HPV18 coeluy6 con GSTM3 N-6x-
his-tag y se identific6 usando un anticuerpo especifico mediante western blot
(Figura 4B). Para verificar esta interaccion, generamos una construcciéon E7 de
HPV18 en S. cerevisiae, pero fue posible obtener una cepa estable que
expresara la proteina. Luego generamos una construccion en el plasmido que
expresara una proteina recombinante de E7 de HPV18 C-6x-his-tag en la linea
celular HeLa y realizaba un ensayo de pull-down (Figura Suplementaria 3C).
Notablemente, nuestros resultados demostraron que GSTMS3 puede interactuar
con HPV18 E7 (Figura 4C, Figura Suplementaria 3D).

Las proteinas GSTs y E7 del HPV18 contribuyen a la supervivencia celular

Una vez demostrada la interaccién de la proteina GSTM3 con la proteina E7 del
HPV18 evaluamos la relevancia de esta interaccidn en la supervivencia celular.
Para esto, desarrollamos un ensayo de sensibilidad al estrés con UV en una
linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 la cual es negativa para HPV18,
GSTM3 y GSTP1 (Figura Suplementaria 4A). Utilizando proteinas
recombinantes de las GST y de la E7 de HPV18 se realizé un analisis de fenotipo
mediante complementaciéon exdgena de las proteinas (PAEP). Este analisis
demostramos que, bajo estrés de radiacion UV (15 segundos UV, IC50), las
células GSTM3 / HPV18 E7 exhibieron una tasa de supervivencia de 84.1%,
mientras que las células GSTP1 / GSTM3 / E7 exhibieron una tasa de
supervivencia de 93.7% después de un periodo de recuperacién de 24 horas.
Estos resultados podrian indicar que existe un efecto sinérgico entre las GST y
las proteinas virales (Figura 4D). Dadas estas observaciones, se realizd un
ensayo in vitro donde las lineas celulares de CC y las lineas celulares negativas
se expusieron a 6 mM cisplatino [73]. Esta concentraciéon de cisplatino mato por
completo a la linea celular MDA-MB-231 al 4to dia del tratamiento. Para la linea
celular HaCaT el total de células muertas fue al 6to dia (Figura 4E).
Sorprendentemente, las lineas celulares que coexpresan GST y HPV E7
sobrevivieron durante al menos ocho dias después del tratamiento (SiHa 17% y
Hela 24% de confluencia) (Figura 4E). Para demostrar que la interaccién GST /
HPV18 E7 era responsable de esta resistencia, se realizé un ensayo PAEP
usando las células MDA-MB-231 que incluyendo las proteinas recombinantes
GSTM3, GSTP1 y E7 de HPV18. Los resultados confirmaron que las lineas
celulares que expresan miembros de la familia de proteinas GST y E7 de HPV
tienen una ventaja en términos de supervivencia celular cuando se tratan con un
agente xenobiodtico (Figura 4E, 4F). Observamos un aumento en la supervivencia
de las células que expresan cualquiera de estas proteinas (HPV18 E7, GSTM3
o GSTP1); sin embargo, el mayor incremento en la supervivencia se observd
cuando tanto GST como HPV18 E7 estaban presentes (Figura 4F).
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La pérdida de las proteinas GST inhiben la proliferacién y la supervivencia de
las lineas celulares de CC

Las GST desempenan un papel importante en la regulacion de MAP cinasas y
NF-kB vias, para activar el mantenimiento celular, la proliferacion y la evasién de
la apoptosis [56]. Con el fin de evaluar el efecto de GSTM3 y GSTP1 en lineas
celulares del CC, inhibimos la expresion de ambas proteinas por medio de
morfolinos oligonucledtidos antisentido (morfolinos). Se disefaron tres
morfolinos, dos para bloquear especificamente a las proteinas y uno con una
secuencia aleatoria utilizada como control (M-GSTM3, M-GSTP1 y M-Control).
Primero evaluamos ocho dosis para cada morfolino en cultivo con dos lineas
celulares, HeLa y HaCaT. Las dosis utilizadas fueron desde 10 a 1.280 ng/mL y
fueron incorporadas al medio de cultivo, posteriormente evaluamos la
proliferacion celular en tres diferentes tiempos a las 24, 48 y 72 horas. En este
experimento, observamos que las células HaCaT no se vieron afectadas por el
tratamiento con M-GSTM3 durante el periodo de analisis. Solo notamos una
ligera pérdida de supervivencia con la dosis mas alta (1.280 ng/mL). En las
células HelLa, notamos pérdidas de viabilidad después de 48 horas de
tratamiento en todas las dosis de M-GSTM3 (Figura 5A). Después de 72 horas,
las dosis mas altas de tratamiento (640 y 1.280 ng/mL) mostraron una
supervivencia inferior al 10% en comparacion con las células de control. Se
obtuvieron resultados similares para el tratamiento con M-GSTP1 en ambas
células.

Para evaluar la respuesta celular en otras lineas celulares, seleccionamos la
dosis de 640 ng/mL, porque es la dosis mas alta que no afect6 a la linea celular
HaCaT. Ademas, realizamos el tratamiento con 640 ng/mL en la linea celular de
CC SiHa (Figura 5B). Observamos una respuesta muy similar entre lineas
celulares de cancer, lo que indica que ambas proteinas GST son esenciales para
la supervivencia celular en el CC, pero no para las células de HaCaT (no
cancerosas). Para validar la efectividad del tratamiento de eliminacion, se realizd
un analisis de transferencia por western blot en las tres lineas celulares para
ambas proteinas (Figura 5D-E). La inmunotransferencia revelé que ambas
proteinas estaban de hecho reguladas negativamente durante todos los tiempos
del tratamiento en las tres lineas celulares. Ademas, evaluamos la viabilidad
celular en las tres lineas celulares después de 24 y 48 horas de tratamiento a la
dosis de 640 ng/mL de los dos morfolinos (Figura 5C). Llevamos a cabo un
ensayo de células vivas/muertas basado en la tincion de Syto9/ioduro de
propidio. Los resultados confirmaron que las células HaCaT no se vieron
afectadas por el tratamiento. Ambas células cancerosas se vieron afectadas de
forma similar. En conjunto, estos resultados sugieren que las células HaCaT
poseen un mecanismo alternativo de mantenimiento celular que ve
comprometidas a las células de CC.
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Figura 5. Knock-down de GSTM3 y GSTP1 afecta la viabilidad de las lineas celulares de cancer cervical en
cultivo. (A) Experimentos genéticos de knock-down de GSTM3 y GSTP1 en células de Hela (lineas de tonos
amarillos) y HaCaT (lineas de tonos azules, utilizadas como control), usando una concentracidn de gradiente
de 10 - 1280 ng/mL. A las 24 horas no se observaron cambios en la proliferacion celular después del
tratamiento. A las 48 horas se observan cambios menores en las células de HaCaT a 640 ng/mL (supervivencia
del 96% en GSTM3 y 95% en GSTP1), y a las 72 horas y la misma concentracién, supervivencia es del 91% en
GSTM3 y 94% en GSTP1. Se observé una disminucidn importante en las células Hela (supervivencia del 38 -
9%, en GSTM3 y del 27 - 9% en GSTP1, a las 48 y 72 horas, respectivamente). (B) Ensayo de viabilidad con M-
Control o M-GST (a 640 ng/mL), determinado por tincion con cristal violeta. (C) Ensayos de células
vivas/muertas se determind con la tincion de SYTO 9 en células tratadas con M-control y M-GST (640 ng/mL).
Barra de escala 50um. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. (D-E). Inhibicidn de GST con tratamiento
morfolino en lineas celulares CC. Expresidn proteica relativa. El western muestra la inhibicién del ensayo con
los morfolinos de GST en las lineas celulares CC (HaCaT utilizado como control negativo de CC). 20 ug de
proteina por muestra fue usado para los western blots. Los datos se presentan como medias (DE) de tres
experimentos independientes (*** P-valor <0.001 con respecto al control).
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La pérdida de GST inhibe la progresion del tumor en el cancer de cuello uterino
Para investigar el papel de las GST durante la PT, examinamos los efectos de
los tratamientos con los morfolinos en un modelo murino (Figura 6A). Para esto,
utilizamos los morfolinos (M-GSTM3, M-GSTP1, y M-Control) para tratar cuatro
lineas de celulares de CC (lineas dos HPV16-positivas, SiHa y CaSki, y dos
lineas de HPV18-positivas, HelLa y Calo), asi como dos controles negativos de
lineas celulares CC, una de cancer de mama (MDA-MB-231) y una de colon
(COLO 205). Los resultados de nuestros analisis in vivo e in vitro correlacionaron
entre si, mostrando una disminucion drastica del volumen en las lineas de células
tumorales de CC (Figura 6B-C). Sin embargo, los resultados para los tumores de
HelLa fueron diferentes de los realizados in vitro. Los tumores de Hela solo
expresaron GSTM3, pero no GSTP1 (Figura 5D-E). Por lo que, el tratamiento
con M-GSTP1 en los tumores de HelLa no afectd la PT, lo que confirma que
GSTP1 no se expresa en estos tumores. Por otro lado, el tratamiento con M-
GSTM3 en los tumores de HelLa disminuyeron drasticamente el volumen tumoral.
En comparacién con el tratamiento con el morfolino control, el volumen tumoral
de HelLa con M-GSTM3 fue 14 veces menor (Figura 6B-E).

En los tumores de CalLo, encontramos que ambas proteinas expresadas GSTM3
y GSTP1 (Figura 6D-6E). El tratamiento de estos tumores con los morfolinos
contra GSTM3 y GSTP1 dieron como resultado una disminucion del volumen del
tumor de 10 y 6 veces, respectivamente (Figura 6B-C). En el caso de los tumores
de SiHa, que expresan ambas proteinas (Figura 6D-E), observamos las mayores
disminuciones en el volumen tumoral después del tratamiento con ambos
morfolinos, con disminuciones de 43 y 62 veces para M-GSTM3 y M-GSTP1,
respectivamente (Figura 6B-C). Los tumores controles de la linea celular de
CaSki también expresaron ambas proteinas. En los tumores tratados, se observé
que los niveles de GSTM3 y GSTP1 no disminuyeron tanto como en otros
tumores que expresaron estas proteinas (Figura 6D-E). El tratamiento con M-
GSTP-1 dio como resultado una reduccion del volumen del tumor de 2.6 veces
en comparaciéon con el control. En el caso del tratamiento con M-GSTM3, no
pudimos observar diferencias significativas entre el volumen de los tumores
control y los tumores tratados con M-GSTM3 en nuestras condiciones
experimentales (Figura 6B-C). Probablemente, la baja eficacia de en la inhibicidén
de la expresion proteica por el tratamiento, particularmente para GSTM3, fue
responsable de la poca respuesta en la reduccién tumoral. De acuerdo con esta
observacion, planteamos la hipétesis de que el GSTM3 remanente es suficiente
para proporcionar un efecto protector a las células tumorales.

Ademas, se explord la respuesta al tratamiento de los tumores de dos lineas
celulares de diferentes origenes, MDA-MB-231 de cancer de mama y COLO de
cancer de colon. Ambos tumores exhibieron una baja expresion de GSTP1 en
comparacion con los tumores CC (Figura 6D-E). Sin embargo, los tumores COLO
tratados tenian niveles 1,9 veces menores que el control (Figura 6B-C). En el
caso de MDA-MB-231, los niveles de GSTP1 apenas eran detectables en los
tumores de control y, como consecuencia, el tratamiento con M-GSTP1 no afecto
la PT (Figura 6B-C). Los tumores de ambas lineas celulares expresaron GSTM3
y en ambos casos, el tratamiento con el morfolino redujo significativamente los
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niveles de la proteina. Sin embargo, no pudimos correlacionar esta regulacion

negativa con la PT.
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Figura 6: Knock-down de la GSTM3 y la GSTP1 afecta la PT en el CC. (A). Se inyectaron ratones Nu/Nu con 10’
células de cuatro lineas celulares tumorales de CC, Hela, Calo, SiHa y CaSki y dos lineas negativas al CC (MDA y
COLO). Después de 15 dias de la inoculacion de tumores en ratones, seis inyecciones de 400 ng cada una fueron
inyectadas por via intratumoral, una cada tres dias. El tratamiento con morfolino consistié en administrar un
vehiculo que contenia PBS / Morpholino. (B) Tamafio del tumor a los 30 dias de las seis lineas celulares tratadas
con M-control, M-GSTM3 y M-GSTP1 (experimentos por duplicado: R1y R2). (C). Dinamica del crecimiento tumoral
después del knock-down de la GSTM3 y la GSTP1. (D-E). Las inhibiciones de GSTM3 y GSTP1 fueron confirmadas
por IHQ, barra de escala 20 um y graficados la expresion proteica en unidades arbitrarias de fluorescencia (AUF).
Los datos se presentan como medias (SD) de dos experimentos independientes (°P-valor <0.05; *P-valor <0.025;
**p_valor <0.01; ***P-valor <0.001).

GSTM3 y GSTP1 regulan las proteinas MAP cinasas pJNK 'y pp38
Investigaciones previas han demostrado que la expresion de la proteina GSTP1
puede afectar a las MAP cinasas, lo que lleva a una disminucion en la

fosforilaciéon y activacion de pJNK y pp38 [61,72,84,85].

Por

lo tanto,

examinamos los efectos de la desactivacion de la GSTM3 y GSTP1 sobre la
activacién de pJNK'y pp38 y la fosforilacion de p65 y pERK (de la via de NF-kB)
durante la PT del CC (Figura 7). Se analiz6 la expresién de la proteina a través
de ensayos inmunohistoquimicos en todos los tumores CC tratados con
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morfolinos (M-GSTM3, M-GSTP1 y M-control). Los tratamientos con M-GST
dieron como resultado la fosforilacion y activacién de pJNK'y pp38 MAP cinasas.
Los tumores HelLa que solo expresan GSTM3 vy, por lo tanto, solo respondieron
al tratamiento con el morfolino M-GSTM3, mostrando un aumento de la
fosforilaciéon de JNK y p38 (Figura 7A-B). Por otro lado, los tumores de CalLo y
SiHa, solo mostraron fosforilacion de p38, con los dos tratamientos M-GSTM3 y
M-GSTP1; CalLo (Figura 7C-D); y SiHa (Figuras 7E-F). Para los tumores de
CaSki, ambas MAPK se regularon positivamente tras el tratamiento con M-GST
(Figura 7G-H).

GSTM3 y GSTP1 regulan la supervivencia celular mediante la inactivacion de
NF-kB y pERK

Para investigar el papel de los GTS en la muerte celular programada y la
supervivencia celular, también examinamos la inactivacion de la proteina ERK'y
p65 NF-kB (Figura 7). Los tumores de Hela tratados con M-GSTM3 mostraron
inactivaciéon de ambas proteinas (Figura 7A-B). En los tumores de CalLo solo
pERK se inactivd después del tratamiento con cualquiera de los morfolinos para
GST (Figura 7C-D). Para los tumores de SiHa solo se inactivdo NF-kB por
cualquiera de los tratamientos (Figura 7E-F). En los tumores de CaSki, ambas
proteinas se inactivaron después de cualquier tratamiento (Figura 7G-H).
Sugerimos que la inhibicion de las proteinas GSTM3 y GSTP1 indujeron la
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Figura 7. El Knock-down de la GSTM3 y la GSTP1 afecta la activacién de pJNK, pp38, pNFkB,
PERK en tumores CC. (A-B) IHQ y cuantificacidn realizada en tumores de células Hela, (C-D) Calo,
(E-F) SiHa y (G-H) CaSki. Los ensayos se realizaron por duplicado. Barra de escala 20 um. Los
datos se presentan como medias (SD) de tres cortes de cada tumor en dos experimentos
independientes (*P-valor <0.01, ** P-valor <0.005, *** P-valor <0.001).
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apoptosis y disminucion en la supervivencia celular a través de las vias de NFkB
y MAP-cinasas.

Analisis de expresion de GST en muestras de tejido de pacientes CC

Se sabe que la expresion de las GST en algunos tipos de cancer se considera
un signo de mal prondstico, [52-55] y que estas proteinas pueden ser
responsables de la quimiorresistencia observada en muchos pacientes con CC.
Para comprender el papel de la expresion de la proteina GST en la
quimiorresistencia en pacientes con CC, se realiz6 un estudio de seguimiento de
13 pacientes con CC que se habian sometido a quimioterapia (Figura
Suplementaria 5A-B). Los analisis de expresion de proteinas se realizaron para
GSTM3 y GSTP1 usando inmunohistoquimica (IHC). En este estudio,
analizamos el porcentaje de la regidon de interés (ROI) que era inmunopositiva.
Sorprendentemente, todos los pacientes expresaron ambas proteinas, pero con
gran variabilidad con respecto al porcentaje de la ROl (Figura 8A, Figura
Suplementaria 6A-B). Se categorizaron arbitrariamente a los pacientes en tres
grupos en funcién al porcentaje de ROI: débil, moderado y alto para GSTM3 y
GSTP1 (Figura 8B-C). Luego, realizamos un analisis de asociaciéon de la
expresion de GST y la supervivencia del paciente y generamos dos grupos: débil-
moderado para GSTM3 y moderado para GSTP1 (DM-M), y otro grupo con
valores moderados-altos para GSTM3 y valores altos para GSTP1 (MA-A)
(Figura 8D). Los resultados mostraron que la expresion de GSTM3 y GSTP1
podria influir significativamente en la supervivencia de los pacientes con CC.
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Figura 8. Correlacion entre la expresion de proteinas GST y la supervivencia de pacientes CC. A.
Especimenes representativos de CC invasivo con diferentes niveles de expresion de GSTM3 y GSTP1
(débil, moderado y alto). Barra de escala 100 um. B. ROl de GSTM3 y GSTP1 en 13 pacientes CC
evaluados. El porcentaje de ROl de GSTM3 se clasificé como débil (<10%), moderado (10-20%) y alto (21-
50%). B. El porcentaje de ROI de GSTP1 se clasificd como débil (£10%), moderado (20-50%) y alto (51-
100%). D. Trama de supervivencia de Kaplan-Meier, para el estadio avanzado del cancer cervicouterino
segun los niveles de expresion proteica de GSTM3 y GSTP1 (prueba de log-rank, p <0,05). Grupo 1: ROI
débil a moderado de GSTM3 y débil a moderado de GSTP1; y grupo 2: ROl moderado-alto de GSTM3 y
ROl moderado alto de GSP1.
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Hubo una clara correlacién entre la supervivencia del paciente y la expresion de
las proteinas GST. Los pacientes que mostraron una expresion débil a moderada
(DM-M) mostraron una tasa de supervivencia significativamente mas alta que los
pacientes que exhibieron una expresion de GST moderada a alta (MA-A) (Figura
8D, Tabla Suplementaria 12).

Discusién (Proteoma)

En este estudio, desarrollamos un modelo de progresién tumoral mediante el uso
de dos lineas celulares de CC (SiHa y HelLa) xenotrasplantadas en ratones
desnudos atimicos (Nu/Nu). Para analizar el proteoma de la PT, realizamos un
analisis 2D-PAGE que compara tres edades diferentes de tumores de las dos
lineas celulares CC. Observamos que dos miembros de la familia GST (GSTM3
y GSTP1) tenian una mayor expresion durante todo el periodo de tiempo. Los
tumores HelLa expresaron GSTM3, y los tumores SiHa expresaron ambas GST.
Estudios previos indicaron que GSTP1 desempefia un papel regulador a través
de su interaccidon con TRAF2, que afecta la activacion de la sefial apoptética
[61,62]. Con base en estos hallazgos, nos preguntamos si GSTM3 juega un
papel similar al de GSTP1. Para este propdsito, realizamos un analisis
bioinformatico utilizando una red de interaccion proteina-proteina. El analisis
sugiri6 que GSTM3 interactua con TRAF6, y confirmamos esta interaccion por
medio de un ensayo de co-IP de las proteinas GSTM3 y TRAF6 en tumores
Hela.

Por otro lado, se ha informado que TRAF6 estimula la via JNK [61,86], y se
requiere selectivamente la activacion inducida de p38 a través del eje TRAFG-
ASK1 [87]. TRAF6 y TRAF2, a su vez, reclutan los complejos TAK1 e IKK, lo que
lleva a la activacion de NF-kB [88]. También se ha demostrado que TRAF2 y
TRAFG6 se unen y activan ASK1 [87,89]. En consecuencia, si las proteinas GST
estan interactuando con TRAF2/6, estarian regulando JNK, p38 y NF-kB durante
la PT. Por lo tanto, analizamos las proteinas relacionadas con NF-kB, JNK'y p38
en las tres etapas de la PT. Los resultados mostraron que durante la PT de
tumores CC, GST podrian interactuar con TRAF2 y TRAFG6 vy, por lo tanto, regular
la supervivencia celular, la proliferacion celular y la evasion de apoptosis (Figura
3B). Estos resultados fueron consistentes con los de un estudio previo, que
informd que la interaccion de TRAF2 y GSTP1 bloquea la apoptosis y estimular
la supervivencia celular [61]. De manera similar, nuestros resultados sugieren
que la interaccion de GSTM3 y TRAF6 juega un papel anti-apoptético basado en
las interacciones con c-Jun N-terminal cinasa (JNK) [62].

Si bien, se sabe que la activacion de las TRAF puede darse por la via de TLR4
esta puede activarse ante la presencia de lipopolisacaridos (LPS) a partir de
infecciones bacterianas [80]. Esta activacién puede ser cierta para los primeros
estadios del CC donde su ubicacion dentro del tracto genitourinario puede tener
una interaccién con el LPS bacteriano. De hecho, diversos estudios han
reportado que existe una fuerte asociacion entre la vaginosis bacteriana y el CC
[90]. Pero cuando, cuando ocurre diseminacion o metastasis donde sus en
tejidos u dérganos distantes ya no estan en interaccion con el LPS. Se ha
reportado que existen otros activadores proteicos enddégenos como las
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chaperonas HSP60 y HSP70 [81,82], estas proteinas podrian estar activado la
via de TLR4 cuando un tumor se encuentra distante de una infeccién bacteriana.

Por consecuente, realizamos un analisis de identificacion de las proteinas
secretadas de las lineas celulares SiHa y HelLa en cultivo y en tumores. En
ambos experimentos, se pudo identificar a las proteinas HSP60 y HSP70 como
parte del secretoma en ambas células en cultivos in vitro, asi como en sus
tumores. Estos resultados indican que la secrecién de HSP60 y HSP70 podria
potencialmente activar la sefalizacion de TLR4 vy, por lo tanto, inducir la
supervivencia celular y la evasién de la apoptosis durante de la PT.

Por otro lado, informes anteriores ademas han indicado que, la interaccion de
GSTP1 con la proteina viral E7 de HPV16, proporciona a las células cancerosas
una mejor capacidad de adaptacion bajo estrés [72]. En este proyecto se
demostrd que la proteina GSTM3 interactua con la proteina E7 de HPV18. Con
el fin de aclarar si esta interaccion puede proporcionar a las células una ventaja
en términos de supervivencia celular en condiciones estresantes, realizamos
experimentos de supervivencia en presencia de GSTM3, GSTP1y E7 de HPV18.
En células tratadas con UV vy cisplatino, los resultados indicaron que la
incorporacion de cualquiera de estas proteinas proporcionaba una ventaja de
supervivencia y cuando se incorporaban las tres proteinas aumentaba
ligeramente en comparacion con las proteinas individuales. Teniendo en cuenta
estos hallazgos, concluimos que las GST vy las proteinas E7 de HPV interactuan
y favorecen la supervivencia celular, pero la sola presencia de cada una de estas
proteinas aumenta también la supervivencia celular. Esto indica que, la
interaccion no es crucial para responder ante condiciones estresantes.

Se han hecho estrategias basadas en ARN antisentido (ARN interferentes) para
bloquear a las proteinas E6 y E7 del HPV, el analisis de estas estrategias han
mostrado una reduccion significativa de proteinas virales y una pérdida de
muchas caracteristicas de las células transformadas in vitro [39]. Pero, los
resultados de la rescision tumoral no ha sido lo suficientemente consistente [36].
Por otro lado, este es el primer reporte donde se reporta la sobre expresion de
las proteinas GST en CC por lo que no se han llevado a cabo estrategias
basadas en el bloqueo de sus ARNm para reducir la expresion de sus proteinas
y conocer su funcién in vitro o durante la PT. Ademas, se ha observado que,
muchos pacientes con CC tienen una alta resistencia farmacos o a los
tratamientos con quimioterapia. La expresion de las proteinas GST pueden
contribuir a la supervivencia de las células cancerosas y pueden ser las
responsables de esta observacion [54,55]. La expresion de las GST en algunos
tipos de cancer se considera como un indicador de mal prondstico [52,53].

Teniendo esto en cuenta, propusimos inhibir la expresion de la GSTM3 vy la
GSTP1 tanto en cultivos celulares como en tumores xenotrasplantados. En los
resultados de los cultivos, las células cancerosas SiHa y Hela se vieron
afectadas drasticamente por el bloqueo de ambas GST, mientras que las células
controles HaCaT (no cancerosas) no se vieron afectadas por la inhibiciéon de
estas proteinas. Estos hallazgos apuntan a que la GSTM3 y la GSTP1 son
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cruciales para la supervivencia y la proliferacion de células cancerosas en cultivo.
En tumores xenotransplantados, observamos que en aquellas lineas celulares
de CC que expresaban al menos una de estas proteinas, el volumen del tumor
disminuia drasticamente después del tratamiento con morfolinos.

Por lo tanto, sugerimos que la expresion de GST (GSTM3 o GSTP1) podrian
estar involucrada en la modulacion de los procesos de detoxificacion en las
células cancerosas y, por lo tanto, pueden participar en la respuesta de la
supervivencia a la quimioterapia convencional en pacientes. Ademas, se ha
comprobado que las GST regulan las vias de sefalizacion de la cinasas, y se ha
demostrado que la GSTM3 y la GSTP1 inhiben la sefalizacion de JNK y
previenen la activacion transcripcional de las vias de estrés celular descendente
[56]. Estas proteinas (GST) podrian coevolucionar durante el proceso de
tumorigenesis para permitir que las células se adapten a las condiciones
estresantes asociadas con el microambiente tumoral. Este mecanismo de
adaptacion permitiria ademas que las células cancerosas respondan a los
agentes xenobidticos, como los agentes de la quimioterapia [84,85,91]. Aqui
demostramos que la inhibicion de GSTM3 o GSTP1 activa la senalizacion de
JNK'y p38 la cual conduce a las células a apoptosis y, por lo tanto, disminuye el
volumen del tumor. Por otro lado, observamos que la inactivacion de NF-kB y/o
ERK después de la inhibicion de las GST inhiben la supervivencia celular.
Analizamos también, tumores de células de cancer de mama triple negativo
(TNBC) MDA-MB-231, y bajo nuestras condiciones experimentales no se
observo la expresion de la proteina GSTP1 durante la PT; ni cambios en el
crecimiento tumoral después del tratamiento con morfolino anti-GSTP1, contrario
a lo observado por Louie Sharon y sus colaboradores, el cual observaron que en
lineas celulares de TNBC sobre expresan la proteina GSTP1 e inhiben el
crecimiento tumoral con un inhibidor especifico para la proteina [57].

Se ha demostrado que la GSTM3 esta asociado con el riesgo de contraer cancer
a nivel genético, donde la asociacion de ciertos polimorfismos y/o mutaciones
aumenta el riesgo de diferentes tipos de cancer como, cancer de pulmén [59],
cancer de prostata [58] y cancer colorrectal [53,60]. La sobre expresion proteica
de GSTMS3 en cancer de colon se considera como un marcador de metastasis
de ganglios linfaticos regionales [53]. Por otro lado, la subexpresion de GSTM3
sSe asocia con una mejor supervivencia en el cancer de vejiga urinaria [63]. Los
estudios genéticos del CC han demostrado que los polimorfismos en el gen
GSTM3 se asocian con un mayor riesgo de desarrollar este tipo de cancer [55].
Sin embargo, no ha habido suficientes estudios que aborden las correlaciones
con los puntos finales clinicos. En el presente estudio, demostramos que existe
una fuerte asociacion de la expresion de proteinas GSTM3 y GSTP1 y la
supervivencia de los pacientes. Nuestros resultados concuerdan con los datos
clinicos, ya que la supervivencia de los pacientes con CC se asocié con altos
niveles de proteina GST (Figura 7C). Estos datos también estuvieron de acuerdo
con estudios sobre la vejiga [63] y el cancer de colon [53] en los que se encontrd
que la sobreexpresion de la proteina GSTM3 se asociaba con una tasa de
supervivencia reducida de los pacientes. Por lo que proponemos un mecanismo
mediante el cual las células de CC utilizan las proteinas GST para evitar la
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apoptosis y activar la supervivencia y proliferacién celular. Ademas, esta
respuesta se ve afectada por la inhibicion de estas proteinas (Figura 9). Estos
hallazgos ilustran los papeles cruciales de al menos estas dos proteinas de la
familia de GST en la progresion del CC y su resistencia a condiciones
estresantes.

Auto-activation

_~"' "'-, Secreted proteins
; ;
TLR4
srenefinnan, - HSP70
[ estmz | wrars | ([ mRarz [ aster ) TLR4 activators in tumoral secretome
TTILL] mamamnn SErEsEsmsEEEEEEEE ~
TAKL
— :
£716 GSTP1 : ! Y :
. MKK1/2 MKK4/7 MEK3/6
1 1 1
st tecti
bl ILowexg ) [CErezz J vk )[ e3s )
¢ SURVIVAL APOPTOSIS
 ANDCELL :
" DIVISION NUCLEUS
TLRA
7 aeeefonnns - =
[ estmz [ Ttrare | [ marz [ deter )
7 H 5 7
Tamaman mananan EsEsssmsEEEEEEEE ~
A H .
7 TAK1 .
w . .
(e | cwws | enananad : :
ers | cgfe1 | 3 : " v
r - MKK1/2 MKK4/7 MEK3/6
A4 1 1
No-5ti tecti
s e [nexe ) [CErez ) vk [ w3 )

WYy e JSELPR e b L eouyroes Sy
£ SURVIVAL

» AND CELL
.. DIVISION NUCLEUS

Figura 9. Representacion esquematica del papel de las proteinas GST en tumores CC. Durante la
progresién del CC, varios procesos como la supervivencia celular, la proliferacién y la evasion de la
apoptosis a través de las vias de las MAPK cinasas y NF-kB son estimulados por la presencia de GSTM3
y/o GSTP1. El knockdown de GSTM3 y GSTP1 afecta la activacion de la apoptosis activada a través de
la activacion de JNK 'y p38 o la inhibicidn fosforilada de NF-kB y ERK.

Conclusion 1

La sobre expresion proteica de las proteinas GSTM3 y GSTP1 durante la
progresion tumoral (PT) desempena un papel regulador a través de la interaccion
con las proteinas TRAF2/6 y por lo tanto una evasién de la transduccion de
senales de la activacion de la apoptosis, favoreciendo la supervivencia celular y
la progresién tumoral. Ademas, sugerimos que la expresion de GST podrian
estar involucrada en la modulacion de los procesos de detoxificacion en las
células cancerosas y, por lo tanto, participar en la respuesta de la supervivencia
a la quimioterapia convencional en pacientes con CC. En consecuencia, en este
proyecto se propone que las proteinas GSTM3 y GSTP1 pueden ser novedosos
y prometedores candidatos para ser usados como blancos terapéuticos y/o
factores de prondstico para pacientes con CC.
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Resultados del analisis del secretoma

Identificacion de proteinas secretadas de lineas celulares de cancer de cuello
uterino.

En este estudio se analizé ademas el secretoma de 3 lineas celulares de CC, la linea
celular SiHa, HeLa y C-33A negativo a HPV y una linea celular negativa al CC HaCaT y
negativo a HPV (Figura 10A). Estas lineas fueron seleccionadas por representar los
tipos histolégicos y genotipos virales mas frecuentes en el CC (3-5). Se identificaron
1662 proteinas de las cuales 17 proteinas estaban compartidas en las 3 lineas celulares
de CC y ausentes en el control (Figura 10B, Suplementario Tabla 13). Ademas, se
identificaron 45 proteinas compartidas en las lineas celulares que son positivas al HPV
(Figura 1B).

“
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Proteinas totales por linea celular:

Il Hela: 432
SiHa: 447
N C-33A:343
I HaCat: 440
Proteinas unicas:

Il Hela: 115
SiHa: 100

I c-33A:67

Il HaCat: 107

Proteinas compartidas entre lineas celulares:
C SiHa c33 I C-33 vs Hela vs SiHa: 17
. [JSiHavsC-33:13
I Helavs C-33:11
I SiHa vs Hela: 45

Figura 10. Analisis del secretoma de las lineas CC y su control negativo: (A) Gel de 1D SDS-PAGE.
Las lineas celulares fueron cultivadas con RPMI advanced sin SFB hasta llegar al 70% de
confluencia para posteriormente retirar el medio y colocar medio RPMI-1640 fresco sin SFB al
cultivo celular e incubarlo por 20 horas, posteriormente se tomo el sobrenadante, se centrifugo
y filtro con una membrana de PVDF de 0.22 um se congelo v liofilizé para obtener el secretoma
(mas detalles ver métodos). El gel se cortdé cada 3 mm generando 20 secciones por cada carril.
Las proteinas se identificaron usando LC-MS / MS. (B) Proteinas totales, Unicas y compartidas por
linea celular CCy su control negativo. (C) Diagrama de Venn que muestra la interseccion entre las
proteinas compartidas de las lineas celulares CC y su control negativo.
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Ademas del estudio cualitativo, se realiz6 un analisis cuantitativo de 200
proteinas secretadas mediante la técnica cuantificacion libre de marcaje, label-
free quantification (LFQ) (Figura 11A). Se observo la sobreexpresion de 6
proteinas secretadas G3P, HSP7C, LDHb, PSBS, ROA1 Y ROA2 en las 3 lineas
celulares de CC comparadas con su control negativo (Figura 11 B). Por otro lado,
el analisis de jerarquia por cluster en el mapa de calor reveld una similitud en la
expresion de proteinas entre las lineas celulares positivas al HPV (SiHa y HelLa).
Estos analisis permitieron obtener un conjunto de proteinas comunes
sobreexpresadas para las lineas de CC.
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Figura 11. Cuantificacion libre de marca (LFQ) de 200 proteinas del secretoma de las lineas celulares de CC vs
su control negativo: (A) Graficas de dotplot. Se encontraron 92 proteinas totales sobreexpresadas en las 3 lineas
celulares de CC seguin su valor Log: (lineas celulares CC vs HaCaT). Para Hela: 45 proteinas sobreexpresadas, SiHa:
35 proteinas sobreexpresadas, C-33A: 12 proteinas sobreexpresadas. (B) Mapa de calor de las proteinas
expresadas en las lineas celulares. La agrupacidn jerarquica de ligamiento completo muestra los valores en Logz
(expresidn de proteina / HSP71) en una escala de colores. (C) Grafica de expresidn de 6 proteinas compartidas

sobreexpresadas en las 3 lineas de CC.



Analisis de las proteinas compartidas presentes en el suero de los ratones
inoculados con lineas de CC

Para demostrar que las proteinas secretadas son detectables en sueros de
ratones con tumores xenotransplantados con lineas celulares de CC, se realizo
un modelo murino para obtener el suero con ratonas hembras de la cepa Nu/Nu
que previamente se les habia xenotransplantado las lineas celulares de CC
(Figura 12A). Establecimos una cohorte de 9 ratones con 3 diferentes lineas
celulares y sus controles en 3 diferentes tiempos de la PT (para mas detalles ver
métodos). Este analisis nos ayudara saber si las proteinas del secretoma in vitro
pudieran ser candidatos a biomarcadores séricos (Figura 12B). Se analiz6 la
proteina KIAA1293, que es una de las proteinas que se expresd unicamente en
las lineas de CC, pero se encontraba ausente en la linea control (HaCaT) en el
analisis cualitativo del secretoma in vitro (Suplementario 13). Se observo que
esta proteina se expresaba en todos los sueros de los ratones con tumores, pero
en los sueros de las ratonas inoculadas con SiHa se presentaron incrementos
en sus niveles de expresion durante el tiempo (Figura 12C).
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Figura 12. Analisis de la KIAA1293 en sueros de ratones: (A) Esquema de trabajo para la obtencion
de los sueros de las ratonas que fueron xenotransplantadas con 107 células con dos lineas celulares
tumorales de CC (Hela y SiHa). (B) Western blot de la proteina KIAA1293 en los sueros de las
ratonas inoculadas con Hela y SiHa (sueros de ratonas sin ocular fueron usadas como controles).
Los sueros se sometieron a una transferencia de western blot con 20 pg de proteina por muestra.
(C) En los sueros de las ratonas con los tumores de Hela no hubo diferencias significativas en los
cambios en la expresion de proteina KIAA1293 y en los tumores de SiHa se observé un incremento
en la expresion (P-valor<0.01). Los ensayos se realizaron por triplicado como se muestra en los
geles. Los datos de las graficas se presentan como medias (+ desviacion estdndar, SD) de tres
experimentos independientes. El P-valor < 0.05 y se considerd estadisticamente significativo.
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Validacion de la proteina KIAA1293 como biomarcador en sueros de pacientes
con CC

Para conocer el potencial como candidato a biomarcador de la KIAA1293 se
realizd un estudio con una cohorte de 10 pacientes con CC y 10 controles
negativos para CC (Figura 13). El analisis de expresién de la proteina KIAA1293
se realizo utilizando western blot. Todos los pacientes analizados en este estudio
presentaron la expresion de la KIAA1293 (Figura 14A). Por otra parte,
sorprendentemente los sueros de los controles no presentaron expresion de la
proteina KIAA1293 en este estudio (Figura 14B). Se observo ademas que los
pacientes mostraron diferencias en los niveles de expresion de cada muestra
analizada (Figura 14C).
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Figura 13. Validacion de la proteina candidata KIAA1293 en los sueros de pacientes con CC. (A) 20 ug
de proteina sérica de pacientes con CC fueron utilizadas para la trasferencia de western blot. La
proteina KIAA1293 se expresd en todas las muestras de CC (abajo gel tefiido con rojo ponceau
mostrando la region de la proteina y usado como control de carga). (B) 20 ug de proteina sérica de
controles para CC fueron utilizadas para la trasferencia de western blot. Ninguna muestra expreso la
proteina KIAA1293 bajo nuestras condiciones experimentales. (C) Izquierda Patrones de expresién de
la KIAA1293 en los sueros de pacientes con CC; derecha Grafica de caja de los datos se presentan como
las medias de la expresion de la proteina KIAA1293 en pacientes CC vs Controles (+ desviacion
estandar, SD) de las muestras independientes. El P-valor < 0.01 y se considerd estadisticamente
significativo.

Discusién (Secretoma)

Las mejores estrategias en la busqueda de biomarcadores parten del analisis del
secretoma en lineas celulares cancerosas. Para resolver este tipo de problemas,
en este estudio se utilizaron herramientas proteémicas en células en cultivo y el
desarrollo de un modelo murino para el analisis de los datos del secretoma in
vitro y su validacion con muestras de pacientes con CC. Para analizar el
secretoma in vitro realizamos un analisis mediante LC-MS/MS de 3 diferentes
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lineas celulares de CC y fueron comparadas con un control negativo (HaCaT).
Observamos 17 proteinas que se encontraban presentes uUnicamente en las
lineas celulares de CC y ausentes en la linea celular negativa HaCaT. Se utilizé
la proteina KIAA1293 como para demostrar su validez como biomarcador en
sueros de ratones xenotransplantados con 2 lineas celulares de CC (HelLa y
SiHa) para generar tumores. Usando el suero de estos ratones se comprobdé la
expresion de la proteina KIAA1293 en estos sueros. Se valido esta proteina en
sueros de pacientes con CC y comprobd su potencial como biomarcador sérico.

La proteina humana Geraniltranstransferasa (KIAA1293) se ha demostrado que
es esencial responsable de dirigir el flujo de carbono a la via de los terpenos o
isoprenoides. Por lo tanto, los cambios en la actividad de la KIAA1293 podrian
alterar el flujo de los terpenos hacia otras ramas de esta via y, por lo tanto, jugar
un papel crucial en la regulacion del metabolismo de los terpenos esencial para
diversos procesos biolégicos [92]. En consecuencia, la KIAA1293 también
controla los niveles intracelulares de todos los metabolitos de isoprenoides y
modula la modificacion postraduccional (prenilacion) de la familia Ras GTPasas
(por ejemplo, H-Ras, K-Ras, N-Ras) que son esenciales para la supervivencia
celular [93]. Esta muy bien documentado el hecho de que las proteinas Ras
mutadas son predominantes en la oncogénesis, por lo que se ha sugerido el
desarrollo de inhibidores de la KIAA1293 como posibles agentes terapéuticos
para el tratamiento de algunos tipos de cancer [93].

A pesar su eficacia prometedora de estos inhibidores en analisis in vitro y
preclinicos, s6lo un pequefio subconjunto de pacientes responde a la terapia con
inhibidores de la KIAA1293. Ademas, la inhibicion in vivo induce modificacién
post-traduccional de geranilgeranilacion de las proteinas Ras mutadas,
restaurando su funcion bioldgica. Actualmente, los bifosfonatos que contienen
nitrégeno, como el zoledronato y el risedronato, son los unicos farmacos
clinicamente validados que se dirigen a la KIAA1293 humana demostrando su
eficacia en multiples tipos de tumores [94,95]. Estudios de expresion de la han
demostrado que en fibroblastos la KIAA1293 se encuentra sobreexpresada y
aumenta la farnesilacién de la proteina de sefalizacion de Ras y activando la
cascada de senalizacion de ERK extracelular [96]. Notarnicola y su equipo de
trabajo investigo la actividad detectable de KIAA1293 en el cancer colorrectal
humano confirmando que la KIAA1293 juega un papel significativo en la
proliferacion celular del cancer colorrectal [87]. Por lo que esta proteina podria
estar involucrada en el mantenimiento de la supervivencia celular en el CC. En
este trabajo demostramos que la proteina KIAA1293 es secretada y es
detectable en cultivos celulares, sueros de ratones inoculados y de pacientes
con CC. Este es el primer reporte donde se demuestra la secrecion de la
KIAA1293 en lineas celulares y muestras de pacientes con CC. Si bien la
KIAA1293 contiene péptido senal (Figura Suplementaria 7) aun se desconoce
cual es el mecanismo por el cual la proteina es secretada al medio extracelular
y su funcién en el CC.
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Conclusién 2

Con el analisis protedmico del secretoma se logré identificar 17 proteinas
presentes en las células de CC y ausentes en su control negativo. Ademas, se
encontraron 6 proteinas sobreexpresadas con respecto a su control. Se pudo
analizar la proteina KIAA1293 en sueros de 10 pacientes con diferencias
estadisticamente significativas, mostrando que esta proteina puede ser un
candidato prometedor util en la identificacion de esta enfermedad. La evaluacién
en grandes estudios prospectivos ayudara a delinear aun mas su papel en el
diagndstico y manejo de los pacientes con CC.

Si bien existen reportes sobre la expresion de la proteina en algunos tumores
este es el primer estudio donde se demuestra la secrecion de esta proteina 'y su
expresion en tumores de CC. Por otro lado, aun es necesario abordar su posible
papel como regulador de la supervivencia celular, la evasion en la transduccion
de sefnales de la apoptosis y la progresion tumoral.
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Resultados del analisis del membranoma

Identificacion de proteinas de membrana en las lineas celulares de cancer de
cuello uterino.

En este estudio se analizé el membranoma de 2 lineas celulares de CC: la linea
celular SiHa y Hela, y una linea celular negativa al CC y al HPV: HaCaT (Figura
1A). Se identificaron 1683 proteinas de las cuales 334 proteinas estaban
compartidas en las 2 lineas celulares de CC y ausentes en el control negativo
(Figura 15B). Ademas, se realiz6 un analisis cuantitativo de las proteinas de
membrana mediante la técnica cuantificacion libre de marcaje, label-free
quantification (LFQ) (Figura 15C). Por otro lado, las proteinas identificadas se
distribuyeron de acuerdo con su patrén de expresién encontramos 335 proteinas
sobreexpresadas y 188 subexpresadas compartidas en las dos lineas celulares
de CC comparadas con la linea control HaCaT (Figura 15D y 16A-B).

Posteriormente, se usaron las proteinas identificadas en ambas lineas celulares
para realizar un analisis de enriquecimiento funcional basado en los procesos
biolégicos de las ontologias genicas (Gene Ontology: GO) (Figura 16C-D).

A Hela vs HaCaT Log, SiHa vs HaCaT Log,

% o
3 g
T

3 3
] pd
c “
] 8
= €
g £
: g

0 2 E s s » = ©
Sumatoria de todas las Intensidad de Sumatoria de todas las Intensidad de
LFQ Log; LFQ Log,
B D Sobreexpresadas
el 334 Hela
elLa
173 95 (335 23
222
8
. Subexpresadas
67
Hela/

14 st 45

Figura 15. Identificacion de las proteinas de membrana en el CC: (A) Gel representativo
de las proteinas de membrana de las 3 lineas celulares analizadas, 2 lineas celulares de
CC Hela y SiHa; y una linea control negativo HaCaT. (B) Diagrama de Venn se observan
334 proteinas Unicas en los membranomas de las lineas celulares de CC. (C) Graficas de
dotplot de las proteinas compartidas en las 3 lineas celulares de CC segun su valor Log2
(lineas celulares CC vs HaCaT). Abajo se muestra un diagrama de Venn donde se observan
430 proteinas que estaban sobreexpresadas en Hela vs HaCaT, y 358 proteinas
sobreexpresadas en SiHa vs HaCaT. 335 proteinas estan compartidas en las 2 lineas
celulares de CC.
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Las proteinas diferencialmente expresadas se agruparon segun sus niveles de
expresion y se sometieron a un analisis de enriquecimiento. Nuestros resultados
indicaron que las proteinas que aumentan sus niveles en el membranoma del
CC estan principalmente involucradas en el transporte intracelular de proteinas,
interaccion intraespecies de organismos, transporte regulado por vesiculas,
reparacion de ADN, puntos de revision del ciclo celular, organizacion de la
membrana celular, entre otros procesos (Figura 16C). Por otro lado, entre las
proteinas cuya expresion esta regulada negativamente, los procesos bioldgicos
encontrados enriquecidos fueron la regulaciéon de la coagulacion sanguinea,
activacion de plaquetas, procesos catabdlicos GTP, movimiento del componente
celular, de granulacion de las plaquetas, metabolismo de carbohidratos, anti-
apoptosis, vias de sefalizacién del receptor acoplado a la proteina G, reciclaje

endocitico (Figura 2C).

A Sobreexpresadas B Subexprsadas
2 w o 3 a
. . gdggfedcce B2 E
57 s gaefiiziifscesalis
S e S o
:E 5 é 2 I
Z 4 £ 4
[ ) I
£ 3 £ %
o 2 o 8
2 jod
=t =
o 2
BLZES E H] EEx8E E E - 14
BEREUEREIEZREEE 3§§a§; “
EHela =Sia EHela ©Sita
C Sobreexpresadas D Subexpresados
Witotic cofl cyclo [BF), intraceliular protein_ [ endooytic recycting (87) [
DNA requsir (BP), mitoiic cell opcie (89), o [ G-protein coupled receptor signafing... I
- S _ actin ament bundie assembly (BP)
|
Vesicle-mediated transport (67}, cauar.. [N anté 87), negatie egabotion of _ [
DN repair [5P), mitotic cell cycle (8, Dva_ [N - '~ I
OWA ropar 5P, o cce checkpoies () N cellular eomponcnt movemcnt (874 [
Vesicle-mediated transport (2] [N TP catabolic process (o) N
e | (8P, platelet [
Wntraceliubar preteintransport (67) | biood coagulation (5 NN
0 5 10 15 0 5 10 15

Figura 16. proteinas identificadas y distribucion de su patréon de expresion: (A) Grafica de las 23 proteinas con
mayor sobreexpresion en ambas lineas de CC. (B) Grafica de 19 proteinas con mayor subexpresion compartidas
en las dos lineas celulares de CC. (C) Procesos bioldgicos enriquecidos en las proteinas compartidas sobre-
reguladas. (D) Procesos bioldgicos enriquecidos en las proteinas compartidas subexpresadas compartidas. El
andlisis se realizd a través del sitio web GeneCodis.

Prediccién bioinformatica de hélices transmembranales y Proteinas de
membrana presentes en CC

Se analizaron las hélices transmembranales mediante un analisis bioinformatico
usando el software publico TMHMM 2.0, a un conjunto de proteinas presentes
en las lineas celulares de CC y ausente en el control negativo HaCaT. Los
resultados obtenidos mostraron 32 proteinas que contenian hélices
transmembranales (Figura 17) y, por lo tanto, estas proteinas podrian ubicarse
en la superficie celular o en la membrana nuclear. Las proteinas que se
encontraron presentes y con hélices transmembranales (HTMM) en las lineas de

CC fueron.
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Figura 17. Prediccion de las hélices transmembranales. Graficas esquemdticas de las proteinas. Cada proteina
tuvo un numero esperado de aminoacidos en las HTMM (NEH) mayor a 18 lo que es probable que la proteina
tenga. La proteina MOT1 contiene la mayor cantidad de hélices transmembranales (11 hélices HTMM) predichos
y un NEH=242.63, le sigue la proteina CD63 se predijeron 4y un NEH=91.43, y MPCP con 2 HTMM y un NEH=59.96.
Para el resto de las proteinas solo se predijo una hélice transmembranal y el NEH vario entre 19.6 - 51.96.

Relacion de los niveles de expresion del ARNm de las proteinas con helices o
transmembranales y la supervivencia en pacientes con CC

Para conocer la expresion del ARNm de estas proteinas se utilizd la base de
datos del Human Protein Atlas, |la cual tiene informacion de los ARN mensajeros
(ARNm) y proteinas de diversos tejidos con cancer. Se utilizé la informacion de
esta base 291 muestras de pacientes con CC que estaba dividida en dos grupos
los de baja y alta expresion (Figura 18). Se pudieron analizar 12 de las 14
proteinas el cual STX6, SEC22B, RPN1, CD63, CANX, MOT1, MYOF, RTN4,
HLA-A y NICA presentaron una mayor supervivencia cuando el ARNm tenia una
baja expresiéon. LRRC59 y SLC25A3 presentaron una mayor supervivencia
cuando el ARNm estaba en alta expresion (Figura 18).

41



STXE w0 SEC22B w ] RPN1
tas pom w
‘E ] ool 1 - :Iptoom
flon am Baa expresion (n=83) -
g [ Maeerestnl208 -
I= CANX MOTI
i
[ e o
e pres & } I 1 rou2
LI
H LRRC59
x
H
H
i 1 peaoat

HLA-A o NICA

7 peowon PO00L

Figura 18. Supervivencia en los pacientes con CC y la expresion de los niveles de ARNm de 12 proteinas con
hélices transmembranales tomadas de la base de datos The Human Proteome Atlas. Tomando IUsando 291
muestras de pacientes de CC se observd la probabilidad de supervivencia (Kaplan-Meier) segln los niveles de
expresion de su ARNm de la HLA-A (prueba de log-rank, P-valor <0.05).

Discusion (membranoma)

La RPN1 es una proteina que forma parte esencial del complejo de N-oligosacaril
transferasa (OST) que cataliza la transferencia de un oligosacarido de alto
contenido de manosa de un donador de oligosacaridos ligado a lipidos a un
residuo de asparagina dentro de un motivo consenso Asn-X-Ser/Thr en las
cadenas de polipéptidos nacientes [97].

CD63 funciona como receptor de superficie celular para TIMP1 y juega un papel
en la activacion de cascadas de senalizacion celular. Juega un papel en la
activacion de ITGB1 y senalizacion de las integrinas, lo que lleva a la activacion
de AKT, FAK/PTK2 y MAPK [98], y como se reportd en los resultados anteriores
las MAPK juegan un papel importante en la supervivencia y progresion de los
tumores de CC. La CD63 promueve la supervivencia celular, la reorganizaciéon
del citoesqueleto de actina, la adhesion celular, la propagaciéon y la migracion.
Jugando un papel importante en los procesos de transporte vesicular intracelular
[99].

La CANX es una proteina de unién al calcio que interactua con glicoproteinas
recién sintetizadas en el reticulo endoplasmico (RE). Puede actuar para ayudar
al ensamblaje de proteinas y/o la retencién dentro del RE de las subunidades de
proteinas no ensambladas. Parece jugar un papel importante en el aparato de
control de calidad del RE mediante la retencion de proteinas incorrectamente
plegadas [100]. La CANX se ha propuesto como un biomarcador sérico en
cancer de pulmén [101].

42



MOT1 es una proteina transportadora de monocarboxilato acoplado a protones.
Esta proteina cataliza el transporte rapido a través de la membrana plasmatica
de muchos monocarboxilatos como lactato, piruvato, oxoacidos de cadena
ramificada derivados de leucina, valina e isoleucina, y los cuerpos cetdnicos
acetoacetato, beta-hidroxibutirato y acetato. Dependiendo del tejido y de las
circunstancias, se regula la importacion o exportacion de los cuerpos cetdnicos
y del acido lactico. MOT1 se requiere para la asimilacion normal de nutrientes,
modula los niveles celulares de lactato y piruvato, pequefias moléculas que
contribuyen a la regulacion de las vias metabdlicas centrales y la secrecion de
insulina, con efectos concomitantes en los niveles de insulina en plasma y la
homeostasis de glucosa en sangre [102].

Otra proteina que se encontré como presente en las lineas del CC y no en el
control negativo fue RTN4. Esta proteina esta asociada al reticulo endoplasmico
y a la mielina. Es un factor regulatorio del crecimiento y del desarrollo en el
sistema nervioso [103]. La evidencia emergente ha manifestado que la proteina
de RNT4 puede estar desempefiando un papel en el proceso de la apoptosis en
las células cancerosas [104]. Se ha observado que variaciones genéticas en
RTN4 3'-UTR puede contribuir a la susceptibilidad de contraer carcinoma de
células escamosas cervicales [105].

Las moléculas de clase | HLA se encuentran en la mayoria de las células
nucleadas y presentan péptidos desde el citosol hasta las células T citotoxicas;
por otro lado, las moléculas HLA de clase |l se encuentran en células
presentadoras de antigeno (por ejemplo, células dendriticas y macrofagos) y
péptidos presentes degradados en vesiculas intracelulares para ayudar a las
células T [106]. Las moléculas del antigeno leucocitario humano (HLA) de clase
Iy Il juegan un papel critico en la forma en que los péptidos del HPV se presentan
ante las células T. La alta afinidad de un receptor de células T con un complejo
de péptido-HLA de HPV y una senal coestimuladora es necesario para activar
una respuesta de células T y puede variar con el tipo de HLA. Los cambios sutiles
o el deterioro en las respuestas de las células T pueden permitir el escape de la
vigilancia inmune o la induccion de la anergia inmune o la tolerancia a los
péptidos del HPV [107].

NICA es la subunidad esencial del complejo y-secretasa (GS). La GS es un
complejo de enzimas compuesto de PS1, NICA, APH-1 y PEN-2 [108]. Este
complejo cataliza la escisién intramembrana de proteinas tales como los
receptores Notch y APP (proteina precursora de la beta-amiloide). EI complejo
GS desempenfia un papel en las cascadas de sefializacién de Notch, Wnty en la
regulacion de los procesos descendentes a través de su papel en el
procesamiento de proteinas reguladoras clave, y mediante la regulacion de los
niveles de CTNNB1 citosdlico. El reconocimiento de la relevancia de NICA ha
llevado a investigaciones sobre su papel biolégico en el cancer. Se ha
demostrado que NICA esta sobreexpresado en el 47.5% de los pacientes con
cancer de mama y le confiere una peor supervivencia general en los pacientes
[109]. Se ha demostrado que la inactivacion estable de NICA aumenta los efectos
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antitumorales de los inhibidores de EGFR mediante la inhibicion de Notch y Akt
[110] y que aumenta la respuesta de la quimioterapia en cancer de colon [111].

Estas proteinas tienen una probabilidad de supervivencia mayor cuando los
niveles de ARNm de estas se encuentran subexpresada. Lo que nos indica que
pueden ser potenciales biomarcadores de prondstico en pacientes de CC.

Conclusién 3

La identificacion de 14 proteinas con hélices transmembranales presentes en las
lineas celulares de CC son potenciales candidatos a biomarcadores celulares
del CC. Ademas, se analizaron los niveles del ARNm de estas proteinas en
pacientes mostrando que la subexpresion del mensajero esta relacionada con la
supervivencia del paciente. Dado estos hallazgos promisorios aun es necesario
hacer una validacion de la proteina en muestras de pacientes en una evaluacion
de estudios prospectivos que ayuden a delinear el papel diagndstico de estas
proteinas.

Perspectivas y Recomendaciones

e Los resultados presentados en este proyecto sobre el papel de las GST
son los encontrados en cuatro tipos diferentes de lineas celulares de CC.
Por lo que es recomendable explorar a profundidad el papel de estas
proteinas primero en modelos murinos con tumores de pacientes con el
fin de analizar la respuesta de la inhibicion de las GST en los tumores y
las vias de administracion optimas de los tratamientos. Ademas de su
farmacodinamica y su farmacocinética para su posterior aplicacion en
ensayos clinicos.

e En este proyecto se usé una metodologia (secretoma) para poder
identificar los activadores enddgenos secretados de la via de TLRA4.
Ademas de estos analisis se han realizé un analisis del secretoma de las
lineas celulares, para la busqueda de biomarcadores séricos. Se pudo
analizar una proteina candidato en sueros de ratones xenotransplantados
con células de CC y en sueros de pacientes. Esta proteina podria servir
como biomarcador sérico para mejorar el diagndstico y/o la prognosis del
CC. Pero debido al limitado tamano de la cohorte podria dar como
resultado la falta de validacion del biomarcador en la enfermedad. Por lo
que se recomienda, la evaluacion en grandes estudios prospectivos para
ayudar a delinear el papel diagnoéstico en el manejo de los pacientes con
CC. Ademas de validar la lista de los posibles biomarcadores en una
cohorte mayor de pacientes con diferentes diagnésticos (infeccién con
HPV, lesiones pre-neoplasicas, cancer in situ e invasivo) para conocer su
papel prondstico.
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Figura suplementaria 1: Proteinas compartidas en los tumores de HeLa y SiHa. Imagen
representativa de cada proteina por dia diferente (30, 45 y 50). (A) 14 con expresion
constante en tumores HelLa y SiHa. (B) Subexpresion de 3 proteinas a lo largo del tiempo en
HelLa y SiHa. (C) 17 Proteinas con diferente expresion entre los tumores de Hela y SiHa. Se
empled la normalizacién puntual utilizando la densidad total en la imagen del gel, para garantizar
la independencia de los datos y las variaciones experimentales entre los geles. Se realizé una
prueba de t-Student para evaluar las diferencias entre las proteinas expresadas diferencialmente.
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Figura suplementaria 2: Flujos de trabajo para obtener proteinas secretadas in vivo o ex
vivo. Las lineas celulares se cultivaron en medio libre de suero RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen)
avanzado hasta que se alcanzé un 70-80% de confluencia en 500 cm? Triple Flasks (Nunc Clon).
El medio se retird y las células se enjuagaron tres veces con 500-600 mL de solucion fisiolégica
estéril (NaCl al 0,9% (p / v)). Después del lavado, se afiadi6 medio RPMI 1640 sin rojo fenol
(Gibco, Invitrogen) y las células se incubaron durante 20 horas. Mas tarde, el medio se retird y
se centrifugd a 1,500 g durante 5 minutos. El sobrenadante se paso6 a través de una membrana
de PVDF de tamafio de 0.22 ym (Millex, Millipore) y se almacend a -70°C hasta su uso posterior.
Para las proteinas secretadas de los tumores HelLa y SiHa, se inocularon ratones hembra Nu /
Nu (de 4 a 6 semanas) con 107 células. Después de 30, 45 y 50 dias después de la inoculacién,
se recogieron los tumores (triplicado) y se lavaron 3 veces con 50 mL de solucién fisioldgica para
luego se incubaron durante 20 horas con RMPI exento de fenol rojo y libre de suero. Como
hicimos para los experimentos in vitro, el medio se retiré y se centrifugd a 1,500 g durante 5
minutos. El sobrenadante se paso a través de una membrana PVDF de membrana de tamafio
de poro de 0.22 ym (Millex, Millipore) y se almacendé a -70°C hasta su uso posterior.
Posteriormente, las proteinas secretadas in vitro y ex vivo se liofilizaron y resuspendieron en 1
mL de agua ultrapura. El aislamiento de proteinas se realizé mediante extraccion con fenol como
se describe en Métodos.
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Figura suplementaria 3: Construccion de plasmidos de levadura, transformaciéon y
expresion de proteina recombinante. (A) Se construyd una proteina recombinante humana de
GSTM3 con una etiqueta de histidina (His) que se expresara en la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Las muestras se separaron en SDS-PAGE al 12%. Linea 1: Marcadores, Linea 2:
Lisado ScGSTM3 (GSTM3 N-6x His-Tag en S. cerevisiae), Linea 3 y 4: Lavados de purificacion,
Linea 5y 6: ScGSTM3 purificado con 300 mM de Imidazol. ScGSTM3 se identificé a través de
la toma de huellas dactilares de péptidos utilizando el programa Mascot (Matrix Science). (B)
Después de capturar el GSTM3 recombinante, se incubd con un extracto de proteina de células
HelLa (positivo para HPV18) a 4°C durante la noche. Se analizaron las interacciones de la
proteina GSTM3 6x his-tag. Linea 1: Marcadores, Linea 2 y 3: flujo proesado ScGSTM3, Linea
4: Proteinas HelLa que no interactian con ScGSTM3, Linea 5: Interaccion de proteinas HelLa con
ScGSTM3. La proteina E7 de HPV18 coeluyd con la ScGSTMS y pudo identificarse utilizando
transferencia de western blot (20 pg de proteina y un anticuerpo especifico). (C) La proteina
recombinante de E7 de HPV18 con una expresion de His en la linea celular HeLa. Las muestras
se separaron en 15% de SDS-PAGE. Linea 1: Marcadores, Linea 2: Hela, Linea 3 y 4: lavados
de purificacion, Linea 5 y 6: HeLaE718 purificado con 300 mM de Imidazol. HeLaE718 se
identific6 mediante western blot con anticuerpo especifico his-tag. (D) Después de capturar la E7
del HPV18 recombinante 6x his-tag con perlas de niquel, se incub6 a 4 ° C durante la hoche con
un extracto proteico de Hela. Linea 1: Marcadores, Linea 2 y 3: lavados de purificacion, Linea
4: proteinas HelLa que interactian con HE718. La coeluye la proteina GSTMS3 con la proteina E7
del HPV18 y se pudo identificar utilizando la transferencia por western blot asi como LC-MS/MS
la masa de los péptidos (20 ug de proteina y un anticuerpo especifico).
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Figura suplementaria 4: (A) MDA-MB-231 es una linea celular negativa para HPV18 y las
proteinas GSTs (GSTM3 y GSTP1). Se observa en la imagen un gel de electroforesis agarosa
al 1% con productos de PCR del gen de la capside L1 del HPV y la B-globina como control interno,
se realiz6 ademas una transferencia de western blot de las proteinas GSTM3 y GSTP1. (B)
Expresion de las proteinas GSTM3 y GSTP1 en cortes de tumores de MDA (cancer de mama) y
COLO 237 (cancer de colon) generados en ratonas de la cepa Nu/Nu. Se observa una expresién
negativa de la proteina GSTP1 en la linea celular MDA y no presenta cambios significativos en
el crecimiento tumoral. Los tumores de la linea celular COLO mostraron una disminucion en la
expresion de la proteina GSTP1 con el tratamiento con morfolino y una disminucién del
crecimiento tumoral del 47.7%.

Referencia de la Figura suplementaria 4

1. Depuydt CE. et al. Comparison of MY09/11 consensus PCR and type-
specific PCRs in the detection of oncogenic HPV types. J Cell Mol Med.
2007 Jul-Aug;11(4):881-91.
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Figura Suplementaria 5: Expresion de las proteinas GSTM3 y GSTP1 en estadios
avanzados de CC. Las muestras de biopsia se tifieron con anticuerpos anti-GSTM3 y anti-
GSTP1. Se muestran una microfotografia representativa de cada biopsia de CC que fueron
usadas para el analisis de % de la ROI (la region en café-marron es positiva a la proteina GST).
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Figura Suplementaria 6: Cinética de crecimiento de las lineas celulares con y sin
SFB. No hay diferencias significativas cuando las células llegan a confluencia del
70% al sexto dia.
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Figura Suplementaria 7: Analisis de péptido senal. El andlisis muestra que con
un corte de 0.340 que la proteina tiene péptido sefial con una puntuacion D=0.343
entre las posiciones 21 and 22: y una Red neural=SignalP-noTM (sin sitios
transmembranales).
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Tabla Suplementaria 1. El perfil proteémico se obtuvo de cada vez y luego se comparé
para encontrar proteinas diferenciadas durante la PT. Se calcularon los spots totales por
tiempo y el coeficiente de correlacion (CCf) para garantizar resultados representativos.

Hela/

SiHa

Tiempo

Spots/CCf

Spots /CCf

T30
T45
T50

824/0.710
763/0.723

1012/ 0.724

765/ 0.731
768/0.836
766/0.756

Tabla Suplementaria 2. Total de proteinas expresadas en tumores de HelLa (dias 30,45y

50)

Hela  IDSwissprot Puntuacion MASCOT P-valor #stdelspot(SSP) MediaT30 SDT30 CV MediaT45 SDT45 CV MediaT50 SDTS0 CV  T30-1  T730-2  T30-3  T45-1 T452  T45-3 T50-1  T50-2  T50-3
ANXA1 134 2.10E-08 2325 1865.10  819.0 0.44 2226.47 284.5 0.13  1785.30 39.51 0.02 1583.30 1224.20 2787.80 2517.20 1948.70 2213.50 1825.20 1746.20 1784.50
ANXA3 148 1.00E-10 5222 177640 678.0 0.38 275467 670.0 024  2323.10 25528 0.11 1430.60 1341.00 2557.60 344170 2719.10 2103.20 238330 2043.10 2542.90
ANXAS 65 2.10E-02 7227 3509.67 1532.5 0.44 5106.23 7485 0.15 5059.80 1342.72 0.27 242630 2839.60 5263.10 595630 4816.60 4545.80 5806.60 5863.10 3509.70)
ATPB 126 2.00E-05 7528 4676.10 1227.2 0.26 5893.30 3038.6 0.52  6607.03 586.69 0.09 3585.70 4437.50 6005.10 2811.90 5980.80 8887.20 6985.50 6904.40 5931.20|
BGH3 135 6.20E-07 1624 294137 7719 0.26 3644.30 1054.0 0.29  4388.03 2202.49 0.50 2999.80 2141.90 3682.40 2737.00 3395.40 4800.50 5229.80 6045.50 1888.80)
CH60 74 3.30E-03 6643 8456.13 2667.7 0.32 12558.17 1254.3 0.10 15212.77 6054.17 0.40 9991.60 5375.70 10001.10 13901.50 12355.30 11417.70 18051.90 19325.60 8260.80
cuct 80 4.80E-03 6224 252820 1109.7 0.44  2360.33 269.0 0.11  2022.97 320.65 0.16 2188.00 1628.40 3768.20 2425.60 2590.70 2064.70 2332.20 2044.70 1692.00|
CP21A 67 3.70E-03 4222 1317.07 1800 0.14 137417 141.0 010  1284.90 224.60 0.17 112130 1354.60 147530 1307.40 1536.10 1279.00 1387.70 1439.70 1027.30)
DHE3 150 2.50E-08 1528 4476.60 3156.8 0.71 6127.20 1702.8 0.28  3780.67 1017.12 0.27 7936.30 1752.50 3741.00 8092.40 5200.30 5088.90 4244.60 4483.10 2614.30|
EF2 178 3.90E-11 1724 286237  956.7 0.33 2660.07 556.7 0.21  4106.03 196239 0.48 2673.20 2014.40 3899.50 3245.40 2597.50 2137.30 4844.20 5592.30 1881.60|
EIF3I 81 4.60E-03 5322 3242.80 11239 0.35 225857 81.8 0.04 223873 17559 0.08 251830 2672.60 4537.50 2251.60 2343.60 2180.50 2391.70 2277.50 2047.00
ENOA 92 3.80E-05 2427 11404.97 1659.6 0.15  14828.60 7121 0.05 15107.87 2462.03 0.16 11813.20 9579.30 12822.40 15650.50 14439.50 14395.80 15980.40 17014.80 12328.40)
FSCN1 126 2.00E-05 1529 259237 861.5 0.33 4878.50 4689.1 0.96 240847 839.43 0.35 2630.00 1712.70 3434.40 10287.10 2394.10 1954.30 2730.50 3039.20 1455.70|
GDIB 83 3.40E-04 3528 1262.07 154.3 0.12 1209.37 172.6 0.14 115823 22593 0.20 1440.20 1169.40 1176.60 1408.40 111840 1101.30 1366.60 1190.00 918.10
GRDN 73 3.50E-03 8529 1755.97 5713 0.33 1883.07 148.8 0.08 1556.73 165.34 0.11 1514.40 1345.10 240840 1999.50 1934.30 1715.40 1505.60 1423.00 1741.60)
GRP78 189 8.20E-15 7612 6064.57 4459.7 0.74 5984.50 3058.2 0.51  1727.33 1177.12 0.68 2923.30 11169.10 4101.30 2455.60 7860.80 7637.10 1167.40 934.70 3079.90|
Constantes ©STO1 89 6.80E-04 3224 1722.73 5639 0.33 217273 619 0.03 1924.13 26621 0.14 1386.50 1407.90 2373.80 2230.70 2180.00 2107.50 2215.10 1864.50 1692.80|
ISP71A 78 9.40E-04 5637 8999.17 873.8 0.10 9924.87 437.1 0.04 10809.70 1693.69 0.16 8498.20 8491.20 10008.10 9471.90 9958.60 10344.10 11597.50 11966.00 8865.60)
HSPB1 136 1.40€-08 4127 2667.37 1321.0 0.50 292270 186.0 0.06 338533 712.24 0.21 154570 2333.00 412340 312530 2883.00 2759.80 3551.80 3999.60 2604.60
K1C17 102 2.60E-11 7436 6685.20  998.1 0.15 7872.13 2069.5 0.26 432010 103829 0.24 5539.20 7152.60 7363.80 5482.50 9050.60 9083.30 4998.30 4837.20 3124.80|
K2C8 98 3.40E-12 4529 5006.70 1884.9 0.38 7150.30 256.7 0.04  5023.80 1171.98 0.23 3051.70 5155.70 6812.70 7282.20 6854.50 7314.20 4975.90 6219.00 3876.50
PDIA3 165 1.70E-11 4627 4127.73  879.9 0.21 5911.90 1046.0 0.18  5440.57 2264.07 0.42 3271.00 5029.10 4083.10 6680.00 4720.60 6335.10 6648.40 6844.60 2828.70|
PGAM1 73 3.50E-03 1126 2798.63 10343 0.37 3264.13 610 0.02 247820 575.12 0.23 2614.40 1868.80 3912.70 3194.00 3293.50 3304.90 2198.20 3139.70 2096.70)
PHB 136 1.40€-08 5225 3560.77 1653.0 0.46 392570 7727 020  3417.00 577.41 0.17 245110 2770.60 5460.60 4817.20 3447.80 3512.10 3803.90 3693.80 2753.30)
PKHA2 66 2.30E-02 7629 1744.07 3974 0.23 1993.90 3547 018  1760.73 312.56 0.18 177170 1333.60 2126.90 2326.80 2034.00 1620.90 2062.50 178130 1438.40)
PRDX2 75 1.90€-02 5134 3462.00 5385 0.16 491457 1090.0 0.22  4166.27 642.56 0.15 2841.60 3808.90 373550 5920.60 5066.60 3756.50 4509.00 4564.80 3425.00)
PRDX4 107 1.10E-05 5133 1860.23 3526 0.19 2515.87 273.7 0.11  1868.37 397.45 021 1628.00 1686.70 2266.00 2302.10 2824.30 242120 2159.70 2029.80 1415.60|
PSAL 73 2.10E-02 3225 2592.90 1508.8 0.58 2207.73 664.6 0.30  2167.87 264.93 0.12 1370.70 2128.70 4279.30 1969.40 2958.60 1695.20 1887.00 2203.30 2413.30
PSAS 81 4,00E-03 8144 232270 13223 0.57 234057 2413 010 192660 370.91 0.19 1473.70 1648.20 384620 2364.10 2569.20 2088.40 2272.90 1971.70 1535.20|
PSBA4 85 1.80E-03 4129 1923.63 1161.3 0.60 190317 307.8 0.16  1294.60 379.35 0.29 717.30 2019.70 3033.90 1609.30 2223.20 1877.00 1644.60 1347.70 891.50)
RAN 73 2.60E-02 1125 514233 2118.8 0.41 6325.80 1256.1 0.20 583233  987.68 0.17 3898.50 3939.70 7588.80 5346.50 7742.00 5888.90 5780.30 6845.00 4871.70|
RUVB1 85 1.80E-03 2531 947.33 6202 0.65 127813 1253 010 93820 206.27 0.22 64210 538.90 1661.00 1420.80 1186.20 1227.40 1097.50 101190  705.20|
TCcPz 109 8.20E-07 3634 1870.30  393.1 0.21 2108.00 209.4 0.10  2570.87 84155 0.33 1730.00 1566.60 2314.30 2322.70 1904.30 2097.00 3173.10 2930.20 1609.30
TPIS 102 4.10E-06 1123 6009.80 2255.0 0.38 657437 1320.2 0.20  6890.77 1327.15 0.19 5304.40 4191.80 8533.20 8076.00 5595.80 6051.30 6193.80 8421.20 6057.30)
ACTS 172 4.10E-13 6431 50982.17 10963.9 0.34  36467.00 8420.4 0.23 23297.67 2882.68 0.12 61194.10 39395.90 52356.50 44564.30 37079.70 27757.00 22316.30 21033.80 26542.90)
ANXA2 68 9.90E-03 1320 6825.27 2969.1 0.44 479133 21219 0.44 321250 1185.08 0.37 5838.10 447550 10162.20 6568.30 5363.70 2442.00 1873.40 3638.10 4126.00|
DDX3X 104 2.60E-06 2724 1637.73  304.2 0.19 126177 518.4 0.41  1023.97 165.85 0.16 1742.70 1295.00 1875.50 85340 1845.00 1086.90 958.80 900.60 1212.50|
sub-regulada IF4A1 134 2.90E-09 5426 6004.87 9487 0.16 222527 2329 010  1556.17 410.79 0.26 6268.50 4952.20 6793.90 1967.60 2287.30 2420.90 1529.80 1979.50 1159.20|
TPM3 65 2.00E-02 8248 4614.03  767.1 0.17 4343.53 1474.2 0.34  3654.07 637.68 0.17 3856.10 4596.10 5389.90 5987.90 3902.40 314030 4113.90 3922.20 2926.10|
TPM4 106 1.60E-06 8247 2589.80  663.5 0.26 2162.10 799.3 0.37  1467.47 191.81 0.13 2208.20 2205.30 3355.90 2920.00 1327.00 2239.30 1502.10 1260.70 1639.60
VIME 171 4.30E-12 6525 9236.07 4031.3 0.44 14943.13 1489.9 0.10  3913.60 900.58 0.23 13386.00 8987.20 5335.00 15210.10 13337.80 16281.50 4163.00 4663.20 2914.60
G3p 79 8.40E-04 321 342177 8300 024  4287.07 756.8 0.18 492557 34355 0.07 2969.70 2915.90 4379.70 3494.90 4363.60 5002.70 5290.70 4608.70 4877.30|
obre-regulad GSTM3 81 5.70E-04 6128 1727.23  223.8 0.13 285570 449.8 0.16  3221.23 42939 0.13 1653.50 1549.60 1978.60 2464.60 3347.30 275520 3412.80 3521.50 2729.40|
LDHB 106 1.40E-05 4318 2509.73  671.8 0.27 4786.73 233.6 0.05  5797.53 2034.85 0.35 1735.20 2860.40 2933.60 4538.20 4820.20 5001.80 6683.50 7239.20 3469.90)
Oscilantes HSP7C 134 2.60E-09 6640 4191.50 2269.4 0.54 9750.03 3957 0.04  5466.40 341.62 0.06 5997.60 1644.20 4932.70 9296.30 10023.20 9930.60 5197.20 5351.30 5850.70)
TPM2 71 5.30E-03 8328 5344.93 1993.2 0.37 393.83 370.7 0.94  1554.67 2151.53 1.38 4868.60 3633.10 7533.10 735.90 0.00  445.60 0.00  653.80 4010.20]

Tabla Suplementaria 3. Total de proteinas expresadas en tumores de SHa (dias 30,

50)

45y

Sita 1D Swissprot_Puntuacion MASCOT __P-valor_#stdel spot_MediaT30 __SDT30 ___CV__ MediaT@ SDT45 __CV__ MediaTs0 _SDT0 v | T30 T302 303 Tas1 T452 453 T50-1 T502 503
[acts 122 3.706-07 630 3867287 1210962 031 3212857 401037 012 3433297 2117.95 006 3262090 5261550 3078220 2826690 3627270 3184610 3420170 3651350  32283.70)
AcTG 107 4.006-07 6107 31043 15073 049 28643 10563 037  447.00 7242 016 17970 27630 47530 16450 35020 34460 52760 42600  387.40|
|ANXAL 132 3.406-08 1224 302163 92353 026 305757 41943 014 351753 34909 010 261090 442150 383250 257920 336230 323120 361350 380860 313050
|ANXAS 102 4.106-06 7219 356780 65446 018 417163 67086 016  3489.53  559.67 016 283420 391580 401340 364620 492730 394140 397870  3610.70  2879.20|
BGH3 £ 3.606-04 618 227373 51534 023 198543 44309 022 239333 39171 016 286080 189600 206440  1907.00 158680 246250 283240 226790  2079.70)
cHe0 122 370607 6523 687837 73047 011 782980 180277 023 562230 99425 018 604200 720190 739120 631540 982390 735010 675910 519280  4915.00|
DHE3 80 7.40-04 414 264043 52285 020 179727 24772 014 213990 33364 016 311260 273020 207850 204330 154790 180060 221720 242810  1774.40)
EF2 184 260614 88 216543 10099 005 225053 56824 025 184063 34782 019 227010 217540 205080 290650 190910 193600 146560 190370 215260
FSCNL 108 8.60E-06 415 236873 56297 024 213660 68136 032 300327 41887 014 265060 273510 172050 216710 144050 280220 331700 316520  2527.60)

Constant|INRH3 153 2.706-10 1225 182720 27328 045 147117 931 007 154750 37596 024 186370 208040 153750 147500 137300 156550  1827.10 169530  1120.10|
SP71 183 270613 S608 2559410 378018 015 2083023 147230 007 225420 342215 015 2156870 2906860 2614500 2238350 2065210 1045510  24460.80  24530.00  18572.80)
HsP7C 134 2.606-09 6728 3014483 219376 007 2681993 189032 007 2442063 454362 019 2799150 3237690 3006610 2517670 2639730 2888580 2817410 2571850  19369.30|
k1c17 192 2.60-10 7428 1470097 271226 018  13857.93 120235 009 1248887 125408 010 1557560 1686800 1165930 1512380 1371880 1273120 1312000 1330200  11044.60)
LDHB. m 5.206-07 4231 253337 74436 029 216833 8679 004 204677 3318 016 23570 335360 190080 207180 223990 219330 242600 190470  1809.60)
PCNA 14 2.606-07 8214 38347 107127 028 325473 21741 007 25268 53156 021 300770 357190  5079.80 347850 324140 304430 306570 251190 20029
PDIA3 135 1.706-08 4524 1885320 121536 006 1536317 89916 006 1691397 199138 012 1949850 1745130 19609.80 16249.50 1538830 1445170 1753800 1851860  14685.30)
PHB 131 5.206-09 5132 258533 58962 023 269703 40367 015 261173 89149 034 213570 325290 236740 229580 269220 310310 362060  1930.10 228450
PROXA 80 7.406-04 4125 11517 16931 015 117077 17005 015 97760 25265 026 109490 129370 95690 106450 136690 108090 120580 102090 70610
PsBa 7 2.206-03 4124 67957 19600 029 88463 17390 020 105923 21982 021 75580 82600 45690 86160 106890 72340 131110 96060  906.0)
Psa1 % 230605 1123 124893 30717 025 160987 13603 008 107520 33127 031 106800 160360 107520 152570 176680 _ 1537.10 137370 113310 71880
[aTPB 174 130612 7429 463360 70841 015 480633 78084 016 288947 28618 010 399210 539390 451480 462340 566240 413320 207950 311980  2569.10
DDX3X 134 2.106-08 616 210183  487.09 023 131273 7683 006 131457 25317 019 266400 183590 180560 12460 139600  1297.60 143750 143280  1023.40)
IGRP75 75 220603 5616 331650 56263 017 307710 46516 015 181820 33000 018 277350 389690 327910 348360 257240 317030 171680  2187.00  1550.80|

down-regulated | <1617 176 330612 7427 1738387 260960 015 1469357 142169 010 1217877 48077 004 1494480 1707.00 2013580 1613520 1465280 1329270 1225060 1261400 1166270
RUVB1 137 1.106-08 2416 155897 33112 021 120817 4926 004 77537 7542 010 135990 194120 137580 124160 115160 123130 82040 81740  688.30)
TPVa 106 1606-06 8217 246047 28269 011 205777 3668 018 190440 14780 008 218470  2047.10 274960 247690 190130 179510 179770 207310  1842.40)
Tcpz 158 860611 2522 239167 24960 010 204213 11760 006 127907 7623 006 226360 223210 267930 205090 215510 192040 134600 129510 119610
VIvME 147 1.306-10 7519 446683 160243 036 443943 61038 014 147973 21231 014 _ 631650 358680 349720 427010 393160 511660  1407.20 131320 171880
[acTs. 101 4.00E-06 6110 62520 14237 023 129533 6160 005 23473 32361 014 61610 77390 48560 125570 136630 126400 260110 204560  2327.50|
ANXA3 168 8.60E-12 4230 82780 14391 017 71523 11498 016 114993 2807 002 67610  8M0 96240  847.20 63660 66190 115110 117740 112130
cuict 8 3.606-04 7114 46490 16104 035 156210 59045 038 178203 44371 025 32110 63890 43470 88220 194600 185810 226150 138590  1698.70|
EIF31 % 7.506-05 526 757.03 24009 032 82737 16400 020 141823 32582 023 48830 85030 93550 64240 88470 95500 179440 122450 123580
ENOA 81 210604 413 1397277 294832 021 2250447 218751 010 4280130 163496 004  13067.80  17267.50 1158300 2000840  24087.80  23417.20 4393890  40927.70 4353730
ENOA* 14 2.606-07 1423 289687 94363 033 558613 116998 021 741130 148210 020 250910 397260 220890 510480 692000 473360 610130 711260  9020.00|
GsTP1 7 5.406-03 5125 1487.63 41555 028 390573 67105 017 430723 41165 010 101970 181360 162960 320210 307650 453860 471900 389570 4307.00|

upregalated |08 154 2.60E-11 7734 97583 21927 022 83273 8512 010 541727 93148 017 92580 78590 121580 73980 90690 85150 490960  4849.90  6492.30)
SPB1 108 1.006-06 4123 108377 20200 019 122153 11827 010 188570 10080 005 108290 128620 88220 130960 126790 108710 176940 194800  1939.70)

Kkic17 154 260611 7422 2187113 223979 010 17487.90 774682 044 4204053 114965 003 2391150 22227.30 1947460 2577100 1627140 1042130 4334900 4119230 4158030

K2c8 2 3.406-12 4518 1098120 79629 007 1132663 228173 020 2980017 362002 012 1006360  11389.20 1149080 1317520 1202820 877650 3070390 3288270 2581390

PGAM1 135 210609 112 203897 62936 031 431210 194868 045 576803 129159 022 165290 276520  1698.80 268880 377430 647320 619510  4317.00  6792.00)

PRDX2 21 5.206-08 5010 129037 25132 019 296193 173126 058 285203 90570 032 121740 157010 108360 120570 301300  4667.10 252090 215850  3876.70|

Psas % 1.206-04 8117 89280 28471 032 158050 76259 048 202577 37698 019 91830 116390 59620 70850 212260 19040 244430 171290 19200

RAN 13 2.406-07 121 120230 33593 028 174597 81994 047 295150 95181 032 139740 139510 81440 139290 116170 268330 386320 196410  3027.20)

[TPis 8 5.006-04 113 233450 85053 036 741660 261126 035 859830 334419 039 172460 330610 197280 464600 777060 983220 1092390 476580 _ 10105.20)
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Tabla Suplementaria 4. Analisis de enriquecimiento de proteinas compartidas en los
tumores de HelLa y SiHa, usando GeneCodis: Procesos Biolégicos

Expresion items Detalles del item Hyp_c Genes
G0:0006096 glicolisis 3 1.18E-06  1.77E-05 LDHB,TPI1,PGAM1
G0:0006916 anti-apoptosis 3 3.42E+04  1.04E-04 HSPB1,HSPAS5,PRDX2
G0:0044419 interaction entre organismos interespecies 2 1.01E-02  1.16E-02 RAN,KRT8
G0:0006810,G0O:000681 transporte,transporte de iones 2 3.42E+04  1.15E-03 ATPSB,CLIC1
G0:0005975,G0:00060( proceso metabolico de carbohidratos ,proce 2 1.86E-05  1.40E-04 TPI1,PGAM1
G0:0007049,G0:00513( ciclo celular, divisién celular, mitosis 2 1.22E-03  2.28E-03 RAN,RUVBL1
Sobre- G0:0044267 procesos metabolicos proteinas celulares 2 7.63E-03  9.54E-03 CCT6A,EIF3I

reguladas G0:0006916,G0:00430¢ anti-apoptosis, regulacion negativa de los pt 2 3.42E+04  7.15E-05 HSPB1,HSPAS
G0:0042981 I de los p! poptotico: 2 3.42E+04  4.06E-03 PSMAS,PRDX2
G0:0016070,G0O:001607 Procesos metabolicos del ARN, procesos me 2 3.42E+04  4.57E-03 PSMAS5,HSPB1
G0:0016032 reproduccion viral 2 1.01E-02  1.08E-02 PSMAS5,RAN
G0:0006200 proceso catabolico del ATP 2 3.42E+04  6.66E-04 ATPSB,HSPAS
G0:0001525 angiogenesis 2 3.42E+04  2.50E-03 ATP5B,HSPB1
G0:0051603 Proteolisis involucrada en los procesos celul 2 7.15E-05  2.68E-04 PSMAS,HSPAS
G0:0044419 interspecies interaction between organisms 4 2.87E-05  1.00E-04 RAN,KRT8,VIM,DDX3X
GO:0006096 glycolysis 3 2.03E-06  1.42E-05 LDHB,TPI1,PGAM1
G0:0006916 anti-apoptosis 3 3.42E+04  1.78E-04 HSPB1,HSPAS5,PRDX2
G0:0006928 Componente del movimiento celular 3 3.42E+04  1.90E-05 HSPB1,TPM4,VIM
G0:0030049 muscle filament sliding 3 3.42E+04 1.10E-06 TPM4,VIM,ACTA1
G0:0006915 apoptotic process 2 3.42E+04  4.20E-02 PSMAS5,VIM
G0:0006810,G0O:000681 transport ,ion transport 2 3.42E+04  2.80E-03 ATPSB,CLIC1
G0:0005975,G0:000600 carbohidrate metabolic process ,glucose me 2 2.65E-05 1.11E-04 TPI1,PGAM1
G0:0007049,G0:005130 ciclo celular ,cell division ,mitosis 2 1.72E-03  2.58E-03 RAN,RUVBL1

Sub-reguladas G0:0044267 cellular protein metabolic process 2 1.07E-02  1.25E-02 CCT6A,EIF3I

G0:0006916,G0:004306 anti-apoptosis, regulacion negativa de los pr 2 3.42E+04  1.00E-04 HSPB1,HSPAS5
G0:0042981 Regulacion de los procesos apoptoticos 2 3.42E+04  5.70E-03 PSMAS,PRDX2
G0:0016070,G0:001607 Procesos metabolicos del ARN, procesos me 2 3.42E+04  6.40E-03 PSMAS,HSPB1
G0:0016032 Reproduccion viral 2 1.42E-02  1.50E-02 PSMAS5,RAN
G0:0006200 Procesos catabdlicos del ATP 2 3.42E+04  1.80E-03 ATP5B,HSPAS
G0:0001525 angiogenesis 2 3.42E+04  3.50E-06 ATPS5B,HSPB1
G0:0006979 Respuesta al estres oxidativo 2 3.42E+04  1.60E-03 TPM4,PRDX2
G0:0006928,G0:003004 Componente del movimiento celular,muscle 2 3.42E+04 1.70E-06 TPM4,VIM
G0:0006936,G0:003004 muscle contraction, muscle filament sliding 2 3.42E+04  3.90E-04 TPM4,ACTA1
G0:0051603 Proteolisis involucrada en los procesos celul 2 1.02E-04  2.30E-04 PSMAS,HSPAS
G0:0044419 interspecies interaction between organisms 7 3.01E-08  3.91E-07 HSPD1,HSPA8,RAN,KRT8,PSMB4,VIM,DDX3X
G0:0007165 Transduccidn de sefiales 6 3.42E+04  9.60E-04 PHB,PDIA3,RAN,ANXA5,ANXA1,CLIC1
G0:0044267 Procesos metabolicos de las proteinas celule 5 8.70E-06  1.41E-05 EEF2,PDIA3,CCT6A,HSPD1,EIF3I
G0:0006916 anti-apoptosis 5 3.42E+04  1.58E-06 HSPB1,HSPAS5,ANXAS5,PRDX2,ANXA1
G0:0042981 Regulacion de los procesos apoptoticos 5 3.42E+04 1.78E-06 PSMAS,PHB,PSMA1,PSMB4,PRDX2
G0:0016070,G0:001607 Procesos metabolicos del ARN, procesos me 5 3.42E+04  2.40E-06 PSMAS5,HSPB1,HSPA8,PSMA1,PSMB4
G0:0006915 apoptotic process 4 3.42E+04  2.76E-03 PSMAS,PSMA1,PSMB4,VIM
G0:0043065 Regulacion positiva de los procesos apoptot 4 3.42E+04  2.91E-05 PDIA3,HSPD1,ANXA5ANXAL
G0:0002474 Procesamiento de antigeno y presentacion ¢ 4 3.42E+04  2.33E-06 PSMAS,PDIA3,PSMA1,PSMB4
G0:0043066 regulacion negativa de los procesos apoptot 4 3.42E+04  1.50E-04 HSPB1,HSPAS5,HSPD1,ANXA1
G0:0016032 Reproduccion viral 4 3.10E-04  4.03E-04 PSMAS5,RAN,PSMA1,PSMB4
GO0:0034641 Procesos celulares del metabolismo de los ¢ 4 3.42E+04  4.58E-05 PSMAS5,PSMA1,PSMB4,GLUD1

Constantes G0:0006200 Procesos catabdlicos del ATP 4 3.42E+04  1.35E-06 ATP5B,HSPAS5,HSPD1,HSPA8
G0:0006928 Componente del movimiento celular 4 3.42E+04  2.43E-06 HSPB1,TPM4,VIM,ANXA1
G0:0051603 Proteolisis involucrada en los procesos celul 4 1.40E-08  3.65E-07 PSMAS,HSPAS,PSMA1,PSMB4
G0:0006915,G0:000247 Procesos apoptoticos, procesamiento y pres 3 3.42E+04  6.04E-07 PSMAS5,PSMA1,PSMB4
G0:0007165,G0:004306 Transduccidn de sefiales, Regulacion positiv: 3 3.42E+04  7.39E-06 PDIA3,ANXA5ANXA1
G0:0006986,G0:000695 Respuesta a las proteinas no plegadas, respt 3 3.42E+04 1.01E-06 HSPB1,HSPD1,HSPA8
G0:0045892 Regulacion negativa de la transcripcion, DN/ 3 3.42E+04  7.31E-03 PHB,ENO1,HSPA8
G0:0005975,G0:000600 Proceso metabolico del carbohidrato, proce: 3 3.24E-07 2.11E-06 ENO1,TPI1,PGAM1
G0:0007049 Ciclo celular 3 9.12E-03  9.12E-03 RAN,RUVBL1,ANXA1
G0:0006096 glicolisis 3 1.18E-07 1.02E-06 LDHB,ENO1,TPI1,PGAM1
G0:0006916,G0:004306 anti-apoptosis, regulacion negativa de los pt 3 3.42E+04  2.58E-06 HSPB1,HSPAS5,ANXA1
G0:0006457 protein folding 3 3.42E+04  7.85E-04 PDIA3,CCT6A,HSPA8
G0:0001525 angiogenesis 3 3.42E+04  5.40E-04 ATP5B,HSPB1,TGFBI
G0:0030049 deslizamiento del filamento muscular 3 3.42E+04  6.81E-06 TPM4,VIM,ACTA1
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Tabla Suplementaria 5. Vias de Reactome de las proteinas compartidas en los tumores
HelLa y SiHa

Identificador de vias
R-HSA-392499
ReHSA-2262752
ReHSA-450531
R-HSA 397014

- Nombre de lavia

Metabolismo de proteinas
Respuesta celular a estrés.

Con

traccion muscular

R-HSA-5689603
ReHSA 382556
R-HSA-6785807
R-HSA-70263
ReHSA-211733
R-HSA-1236978
ReHSA-350562
R-HSA-69017
R-HSA-69229
R-HSA-75815
ReHSA-349425
ROHSA-180534

ReHSA-169911

R-HSA-69610

R-HSA-69601 iada por ul de

ReHSA-69613 Punto de control G1/5 al dafio al ADN independiente de ps3
FBXL7 a 6

ReHSA-174113 Dey iada por SCF-beta-TrCP de Emi1

ReHSA-4641257 Dey de AXIN

R-HSA-8941858 Re e la expresiony actividad de RUNX3.

R-HSA-180585 Dey iada por Vif de APOBEC3G

R-HSA-69541 Es

#E.total [~ Relacién [= P-valor |- FDR
2009 0183052 S74E.04 000701149

405 0036502 429604 000701149

8 0008018 S89E07 137604

05 001679 683E04 000701149

8 0008018 245604 000701149

% 0008747 341604 000701149

3 0003098
50 0004556
50 0004556
51 0004647
51 0004647
51 0004647
51 0004647
52 0004738
53 ooos
53 0004829
53 0004829
Y
53 0004829
55 0005011
55 000s01L
55 000011
55 0005011
56 0005103
57 ooosisa
59 0005376

460604 0,00701149
SE7E.04 000701149
231604 000701149
7.08£-04 000701149
7.08E.04 000701149
750604 000701149
750E-04 000701149
7.50E.04 000701149
750604 000701149
793604 000701149
B37E.04 000701149
837604 000701149
837604 000701149
B37E.04 000701149
837604 000701149
931E.04 000701149
931E.04 000701149
931E.04 000701149
931E.04 000701149
9.81E.04 000701149
LO3E.03 000701149
114603 0.00701149

2

* #Reacci(- #Reac total

= Rel de reac.

- Entidades envil - Entidades - Identifical - res de reaccion encontrados

752602

170602 P11021;P11142,P3 P11021;P111 R-HSA-5251955;R-HSA-5251959;R-HSA-5618098,R-HS,
1102 ;i X

245603 P11142 :

367603

376603

103603 ¢

263603

4.33-03 P11142,P08670,Q1 P11142,P085

235603

188604 P28066;P28070;P2 P28066;P280 R-HSA-211715
4.70-04 P28066;P28070;P2 P280GE;P 250 R-HSA- 1236970
3.76-04 P28066;P28070;P2 P28066;P280 R-HSA-353125
3.76€-04 P28066;P28070,22 P28066,P280 R-HSA-69016
4.70-04 P28065;P28070;P2 P28066;P 250 R-HSA-75825
4.70-04 P28066;P28070;P2 P28066;P280 R-HSA-75825
4.70-04 P28066;P28070,P2 P28066;P 280 R-HSA-264458
4.70-04 P28066;P28070;P2 P28066;P 280 R-HSA- 180573
47004 P28066;P28070;P2 P28066;P280 R-HSA-211715
4.706-04 P28066;P28070;P2 P28066;P280 R-HSA-69600
47004 P28066;P28070;P2 P28066;P 250 R-HSA-69600
4.70-04 P28066;P28070;P2 P28066;P280 R-HSA-69600
564604

2.826-04 P28066;P28070,P2 P28066;P280 R-HSA-174203

7,530

84704 P28066;P28070;72 P28066;P 280 R-HSA-8952408

3.766-04 P28066;P28070;P2 P28066;P280 R-HSA-180603
141603 P28066;28070;P2 P28066;P280 R-HSA- 26158
8.47E-04 P28066;P28070;72 P28066;P 280 R-HSA-5607731

Tabla Suplementaria 6. Niveles relativos de las MAPK, NFkB, TRAF6 and TLR4
SD SiHa/protein Tiempo Media (R. a Actina)

Hela/proteina Tiempo Media (R. a Actina)

SD

ERK

30
45
50

0.53
0.54
0.55

0.18
0.14
0.08

ERK

30
45
50

0.32
0.33
0.26

0.01
0.05
0.01

pERK

30
45
50

0.13
0.06
0.09

0.03
0.02
0.01

pERK

30
45
50

0.11
0.13
0.17

0.01
0.02
0.05

JNK

30
45
50

0.17
0.17
0.24

0.08
0.01
0.06

JNK

30
45
50

0.11
0.12
0.15

0.02
0.02
0.04

pINK

30
45
50

0.04
0.03
0.04

0.02
0.02
0.01

pINK

30
45
50

0.01
0.03
0.01

0.00
0.02
0.00

p38

30
45
50

0.32
0.36
0.34

0.08
0.06
0.10

p38

30
45
50

0.52
0.42
0.41

0.06
0.03
0.06

pp38

30
45
50

0.04
0.06
0.03

0.02
0.01
0.01

pp38

30
45
50

0.01
0.01
0.01

0.00
0.00
0.00

NF-kB

30
45
50

0.34
0.37
0.22

0.01
0.01
0.04

NF-kB

30
45
50

0.39
0.26
0.43

0.02
0.03
0.01

pNF-kB

30
45
50

0.13
0.19
0.15

0.04
0.04
0.03

pNF-kB

30
45
50

0.11
0.14
0.11

0.02
0.01
0.02

IKBat

30
45
50

0.27
0.25
0.24

0.01
0.01
0.01

IKBat

30
45
50

0.20
0.22
0.20

0.00
0.02
0.02

p-1KBa

30
45
50

0.00
0.00
0.08

0.00
0.00
0.01

p-IKBa

30
45
50

0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00

TRAF6

30
45
50

0.14
0.25
0.25

0.02
0.06
0.09

TRAF6

30
45
50

0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00

TRL4

30
45
50

0.06
0.15
0.46

0.02
0.02
0.05

TRL4

30
a5
50

0.93
0.24
0.71

0.05
0.04
0.08
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Tabla Suplementaria 7. Proteinas secretadas en células HelLa. 432 proteinas identificadas.
Los datos de protedmica de espectrometria de masas se han depositado en el Consorcio
ProteomeXchange a través del repositorio de socios PRIDE con el identificador de

conjunto de datos PXD005466.

D Masa_Puntuaden ) Puntuacon Péptidos em 1D Puntuadn o Puntuadién
762258 1433 protein epsilon 2155 21 5 P37 Glucokinase. 0 3% QU0 Nudearmite 238115 a1 6P1805 Vinaulin ) 3 5
P6I981 1433 protein gar 2285 149 3 pos7a4 lucose-6p 63107 ) 6PISS3L  Nudeosidec 17138 28 PORZZS  onwillebre 309058 ® s
P63104 1433 protein zeta/delta 2ms £ 3 asreus Glutamate [t 125385 ® 4P23%  Nudeosidec 17287 4 70821 Worepesta o ) s
asnast X o 51 ap7a7 Glutathione 27548 7 20180 Nudeosome 338054 E 5Q9P20  Worepeat-c o E 2
(QUKWHS_ 1-phosphatiaylinositol-4,5 bisphosphate phosphodiesterase eta-1 0 ) 4 pos0s Giyceraldehy 36030 n 209NTKS  Obglike AT 44715 18 1AGNES?  WDrepeatc 180182 Y a
o7s038 X 0 £l 4 pon21s Glycoproteir 13066 @ 205VsT9 Obscurin 867540 s 6AUGRY  Xin actin-bin o E s
P62081 405 ribosomal protein S7 2113 125 3 Q8wx6s Gproteinco o 3 4.Qs8YG1  partitioning 3 3 nc finger . o “ 6
08365 405 ribosomal protein SA 22833 38 2pe226 GTP-binding 24408 m 4pey  peptidyipro 18001 285 3psa6  Zinchingerp 187758 Y 3
P32754 - hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 506, 181 6 pe3201 ninenuc 35055 = 200790 pepticylpro 51772 m 7
P10805  60KDa heat shock protein, mitochondrial 61016 09 10 PODMVS/POOMVS Heatshock 7 70008 39 2005613 pericentrin o E 6
P05388 605 acidic ribosomal protein PO 52 18 3 P33 Heatshock7 70331 35 1092626 Peroxidasin 0 3 4
762899 605 ribosomal protein 1050 st P1706e et shack 70884 23 2 Peroxiredox 2209 w 2
QU2878 605 ribosomal protein L6 2708 E) 2611102 Heatshocke 70854 661 1632119 Peroxiredox 21878 7 8
752209 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating. 3106 215 20792 Heatshockp 22768 i 4Qu31@  Perodredox 30521 205 s
PL1021  78K0a glucose-regulated protein 72288 1 1po7500 Heatshockp 84607 2 12P30041  Peroxiredos 25019 m s
QBIZT6  Abnorma spindle-like microcephaly-assodiated protein B 082 Heatshockp 83212 1010 10P30085  Phosphatidy 21084 =) 4
BWDI Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic s 7 1 a9sRW7 Hemicentin. 613001 @ 00750 Phosphaticy o [ 3
32 Actin,alpha cardiac muscle 1 4199 80 2 asnoaz Hemicentin: 542265 @ 5Pa8TL  Phosphogluc  6uIL 20 6
P68133  Actn, alpha skeletal muscle a0 a0 2pe905 Hemoglobin 1524 5 2p00558  phosphoglyc 44586 68 1
P62736  Actn, aoric smooth musdle a0 B 2 pessr Hemoglobin 15688 Y 1P18669  Phosphoglyc 28786 135 s
60709 Actin, cytoplasmic 1 a0 60 1ps1s Hepatomad 26772 & 617 Phosphoser 97 18 3
P63261  Actn, cytoplasmic 2 ar7es, &0 1ast Heterogenec % 1Q9HTPS  Pleckstrinhe 147877 E) a
$25054  Adenomatous polyposis col protein auuass, I & posss1 Heterogenec 38723 1w 14 tin 531466, £ s
00468 Agrin 214706 s 7 azpst Heterogenec [ 100UW2  Plexin-AL 210833 “ 4
QUMACT A-kinase anchor protein SPHKAP 186339 3 4 psioe feterogenec 39571 57 10870 Polycysticki o s 4
PL2814  Alpha-actinin-1 2993 57 1 Q103 Heterogenec 38410 14 3psBi6t  Polycystin-1 3 B H
P35609  Alpha-actnin-2 103788, u P22 Heterogenec 37407 2w POCGA7  Polyubiquiti 25745, 158 3
043707 Alpha-actinin-a 1007 1436 P Histone H2A 14083 13 1P0C648  polyubiquiti 76982 18 3
P06733  Alpharenolase. 7139 un 6 p04%08. Histone H2A 14127 134 1063 POTEankyrir 121286 e 4
Q6% Alpha-protein kinase 3 201148 E) 5 Q930 Histone H2A 14097 13 1P02505  prelamin-A/ 74095 23 2
QsTCUs _ Alstrom syndrome protein 1 o @ 7 p20671 Histone 1A 14099 13 VS Probable ATI o 35 3
o a £ 5 Q96KKS Histone H2A 13898 13 1a5HOUD  Probable ATI 0 3 2
Q2955 Ankyrin-3 a3 S 6 Q878 Histone 1A 13528 1 1Q1s751  probable £3 o ) 3
B3 Annexin AL 38690 4 106R113 Histone H2A 14087 1 107559 probablets 509759 & s
PO7355 Annexin A2 38580 n 10 cBIUES Histone H2A 13987 El 1000507 probable ubi o 3 a
POS7S8  Annexin AS 014 21 s Q7 Histone 1A 13580 13 1607737 profilin-1 15045 s 4
PaGO13  Antigen KI-67 358470 57 5 a0 Histone H2A 14113 134 07956 Prolow-dens 504276 % 9
000203 AP-3 complex subunit beta-1 o E 3 csmThL Histone H2A 14011 13 1a8NBP7  proproteine 74239 0 s
PO4114  Apolipoprotein 8100 s15283 el 5 p1610s Histone H2A 15135 E] 192576 Proteasome 29537 188 7
03150 rt- o 3% 25307 Histone #2813 100 4P25787  proteasome 2588 7 6
P00966_ Argininosuceinate synthase 501 m 5 asanwe Histone 128 13912 100 ap2s788  proteasome 28415 1% s
P17172  Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 46219 E 68431 Histone H3.1 15394 158 Proteasome 27382 303 s
Q72591 AT-hook-containing transcription factor 15508, 3 3 Queess Histone H31 15099 155 6OUBE  Proteasome 27870 a1 9
QST9A4 _ ATPase family AAA domain-containing protein 38 3 I 47108 Histone H32 15379 158 6P20618  proteasome 26472 15 3
Q96QE3 _ ATPase family AAA domain-containing protein 5 o » 4 paas Histone H33 15318 180 6Pu70  proteasome 22933 150 s
QSBZCT  ATP-binding cassette sub-family A member 2 269701 3 6 Qa2 Histone H33 15200 @ 1928070 proteasome 185 o 3
Q8I2Y2  ATP-binding cassette sub-family A member 7 230201 3 3 pe2805 Histone Ha 11360 78 762807 proteasome 355 7
P533%  ATPcitrate synthase 120762 sas 7014685 Histone-lysit 593017 s 6928072 proteasome 25341 155 3
Posis0 aess32 @ 4 asneze Histone-Iyst 3 @ 68V Protein AHN 3 8 s
QS62R1 _ Beta-actin-ike protein 2 0 6 101508 Histone-Iyst o 3 4080678 protein argir E) 1
P25098 _ Beta-adrenergic receptor kinase 1 o u 300673 Histone-lyst o @ 5Q0UPAS  Proteinbass 416214 % 3
P13929  Beta-enolase 5502 216 2p33 Homeobox £ 3 3 3099219 rotein Dapl 2 Y s
Q6T60 _ Bifunctional polynucleotide phosphatase/kinase o = 1Qu003 Hydrocephal o & 4P0737  proteindisul 57081 £l s
(QENFCS  Borlentation of chromosomes in celldivision protein Lke 3 @ 6 asver? lgGFcbindin 571639 “ 3P3001  proteindisul 56747 s 1
014514 Brain-specific ngiogenesis inhibitor 1 0 w© 4p1a735 Insulin-degr: o 3 301508 protein disul 2 m 3
060241 erain-specific angiogenesis inhibitor 2 o 3 075578 Integrinalph o = UK ProteinFAM 111081 3 3
(QY6DS _ Brefelgin Arinhibited guanine nucleotide-exchange protein 2 201909 2 12006 Interleukine 95279 I 305184 Protein furry o » 6
Q96GW7  Brevican core protein 99056 s 2.aawvno Intraflagella o s 409719 proteinjagse 133277 @ 2
NSI6  Bromodomain and WD repeat.containing protein 1 o 6 4092761 Keratin, type o ;4 20906V0  proteinpiccc 566309 “ 4
P31327  Carbamoyl-phosphate synthase (ammonial, mitochondrial 164835 13 3 p136ds Keratin, ype 752 962 1101379 proteinshro 6302 » 6
P07339  Cathepsin D s 2 6 Qsass Keratin,type 53478, 7 208772 proteinshro 216724 s 1
QUUBR2  CathepsinZ 338465 167 P16t Keratin, type 43557 o 307254 protein sidel 3 » 3
QETON4  CDK5 and ABLL enzyme substrate 1 3 @ 1po2533 Keratin,type 51529 3 4QsTOn protein S712 0 E 5
(QSGSNE_ CDKS regulatory subunit-associated protein 2 o E 3 p19012 Keratin, type 49181 1 3050005 Protein TAN: 0 % s
QONXGO. Centlein 161501 @ 3 po8779 Keratin,type 51236 184 4Q0UIC6  Proteinargin 74618 @ 1
Pasasa  Centromere protein P 367597 st 6 a0se Keratin, type 5 123 4Qus17 protocadner 3 6
Q02224 Centromere-associated protein £ o st 5 posas Keratin, type 48029, 103 3810W7  Protocadher 505209 3 4
QSVT05 _ Centrosome-associated protein 350 350716, s 5 pos727 Keratin,type 44079 m 2P00451  purinenuce 32087 17 4
000299 Chlorice intracellular channel protein 1 26506 128 20730 Keratin,type 49287 n 3098007 Putativebet 41089 20 s
$28329  Choline O-acetyltransferase 82183 33 sam Keratin,type 49792 ] 3QSVTED  putstiveelor  s01s3 285 4
172060 CUP-associating protein 1 o & ar: Keratin, type 3 149 Q0S8 putativehea a3l 237 3
10909 Clusterin 261 205 3 pass27 Keratin,type 62027 1285 12POCTM2  Putatveher 3200 m 1
P23528  Coflin-1 1191 195 3 asnse2 Keratin,type 64801 & 30900 PutativePolt 261767 E 4
X7 Colleccoil domain-containing protein 17 o 3 2 pos Keratin, type 65999 75 16 QoS Putatvetus 2753 E) 2
2005 Colled-coil domain-containing protein 76 3 @ 3a778 Keratin,type 61864 B4 1 Pyruvatekin 57900 61 1
o a 4935 Keratin,type 65393 1507 13 P31150 0P di 50550 @ 2
o B 4 qoists Keratin, type 65800 185 apso3es  RabGOPdise 50631 a9 3
18479 3 4p12035 Keratin,type 64378 m 3P321  Radixin 521 s 3
358 295001 57 7 19013 Keratin,type 57250 195 4PSIIST  Rasrelated o B 1
715 Collagen alpha- LX) chain EE 1361 3113647 Keratin,type 62340 32 662367 Receptortys 224161 3 3
QUS707 _ Collagen alpha-1() chain 0 @ 1po2 Keratin, type 300 5Q86URS  Regulatings: 138956 El 6
QBIZCS  Collagen alpha- 100XV chain o 1 7 poazsa Keratin, type 0 30 4.QWNT  Retinits pige 3 @ 3
P13942  Collagen alpha-2(XI)chain w1670 & 10 pos729 Keratin,type 51354 124 3096227 RhoGTP o Y 6
P12111  Collagen alpha-3(VI) chain o Y 235y Keratin,type 57256, 101 4Q0H7B2  ibosomepr 35560 a a
QEW274. Cortactin-binding protein 2 o & 3quacna Keratin, type 55842 £ 309P269  Ribosome-bi o @ 6
Q9677 CUB and sushi domain-containing protein 1 asge21, w 3 asevas Keratin, type 7 157 4051242 Rootletin 228388 a9 7
060194 Cublin 398480 @ 5 ams? Keratin,type 57830 18 4052736 Ryanodinert 564206 52 7
QB6VPG  Culln-associated NEDDS dissociated protein 1 136289 2 1095678 Keratin,type 59524 140 3oz sacsin o a8 7
PO1034  Cystain-C 15789 El 1a8nINg Keratin, type o @ 3007955 serinefargin 27728 @ 2
Q14204 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 3072 st 6 aswces Keratin,type 57800 181 4QSNRPT  Serinefthrec 143503 u 3
PO Dedicator o cytokinesis protein 6 EY 3 pos787 Keratin,type 53671 131 4Qu3s35  serinefthrec o 3 4
P81605  Dermeicin 12 & 1 aekess Keratin, type 50494, ® 2096015 serine/threc o “ s
P15924  Desmoplakin 31569 1 4qsuwis Kin of IRRE-I o % 309v351  Serine/thvec o 50 4
09622 Diydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial s4143 m 6 aoP2e2 Kinesin-like 0 fn 2935237 serping a9 180 4
Q9P265 _ Disco-interacting protein 2homolog & o E) 3 asero1 Kinesin-like o S 4PSOISt SerpinHL dsa11 145 s
075417 DNA polymerase theta 197474 3 ase Kinesin-like 0 E 200768 semalbun 69321 27 4
0673 DNA polymerase zeta catalytic subunit 0 s 5 QoL Kinesin-ike 194468, @ 200UPx8 SH3and mul o s 3
P78527  DNA-dependent protein kinase cataytic subunit aca7es & 9 p2s301 Lamininsubi 336867 = 5098Y80  SH3and mul 3 “ 6
075165 Dnal homolog subfamily C member 13 0 ) 4015230 Laminin subx 0 2 5952630 Signaltranse 0 % 3
Q6PKX4_ Docking protein6. 0 % 2p11007 Lamininsub 177489 S 201813 spectrinalpt 284361 3 4
Q8IVF4_ Dynein heavy chain 10, axonemal susn % 6 asem Lethal(3)mal o 8 H2S4  Spectinbet 3 15 3
Q96T Dynein heavy chain 11, axonemal i1 B 6 s5007 Leucine-rich o s 3QINRCs  spectrin bet o Bl s
Q9P225 Dynein heavy chain 2, axonemal 3 4asvzxe Levcine-rich 151462 “ 5Qu88  Spliceosome 48960 s1 2
Q8TDS7 _ Dynein heavy chain 3, axonemal 7068 % 5 psosst Upopolysacc o » SQoNvis  stbilin-l 27530 3 s
QBTET3  Dynein heavy chain'5, axonemal sasee, @ Poo3: Ulactatedel 36665 s 4Q8TERD Sushi, nidog: o E 2
Q5€066_ Dynein heavy chain 6 axonemal arser 3 7 qezvRa Lisctatedet 36484 ss 24085 Sushi,vor o B s
Qo6IB1  Dynein heavy chain's, axonemal 16335 8 5 Qsmvz2 Ulsctatedel 41936 10 4Q0ULWO  Targeting pre o 3 2
6 Dynein heavy chain domain-containing protein 1 o @ 5 po71ss Llactatedet 36615 552 3099973 Telomerase 290307 3 a
03001 ystonin o EY 4 aonzr2 Lowdensity 515159 I 7622105 TenascinX 0 3 6
Q14115 Dystroglycan 7381 i 107 Low-density [ Ed 5QOHBLO  Tensinl 185585, & 2
P11522  Dystrophin o ) 3075581 Low-density 180314 3 3P1059  Thioredoxin 11730 187 1
91 ElA-binding protein p400 3276 3 7 asueL1 Lysine-spec 175545 El 3QueEsl  Thioredoxin 70711 ) 1
PAS792 3 SUMO-protein ligase RangP2 35797, & 5 aBNg; ysine-spect 92039 3 saswza  Tin 313810 121 2
095714 €3 ubiquitin-protein ligase HERCZ 526895 E 5 paos2s Malate dehy 3 3s1 QoBXRS  Tolllke rece 3 ) 2
72627 €3 ubiauitin-protein igase HUWEL o % 4 paoszs. Malate dehy 35481 13 35576 TPRrepeat-c o u a
QSTéS7 €3 ubiquitin-protein ligase UBR 3 B 208w MAX gene-: 3 @ GAGHSYL  Transcriptior 293705 3 7
Q6ZMW3 chinoderm microtubule-associated protein-ike 6 0 3 4p01033 Metalloprote 23156 % 2002785 Transferinr 84818 % 4
P68104 _ Elongation factor Lalpha 1 50109 285 aanFU7 Wethyleytos o s 309ss  Transformati 437318 52 7
26641 longation factor 1-gamma 185 1asspk2 Microwbule 669721 0 7095359 Transforming 309237 3 6
P13639 _ Elongation factor 2 95277 a8 4 asupnz Microtubule 0 u S5072 Transitional 89266, 3% 1
P60812 _ Eukaryotic niiation factor 4A-1 6125 s 1060307 Microtubule 143049 s SP201  Transketolas 67835 %5 s
Q14240 ukaryoticinitation factor 4A-1 w7 s 1asiRss Microtubule o B 501348 Treade prot 0 2 s
asivo1 o = 109022 Widasin o & 10P60178  Triosephos 25653 03 1
QENEVE  Exophi o “ 6p26038 esin e 7 607592 Trple functi 0 51 4
QBeXKe  Extracellular matrix protein FRAS1 aazed6 3 6 Qgwxi7 Mucin-16 0 El 68363 Tubulinalph 50120 715 15
p1s311 5370 o 6amses Mucin-19 s7790, ) 40%QE3  Tubulinalph 49863 s 15
QSNVIL Fanconi anemia group | protein 149220 w0 4075005 Multipleepi, 161072 3 SPeale  Tubulinaph 49892 E) 2
P14328 _ Famesyl pyrophosphate synthase 8205, 236 2as8u76 Multiplemy, 29394 % 3QONYES  Tubulinalph 2 ) 2
16658 Fascin Saa96 3 7an Myosin1a 227863 Y 260737 Tubulinbeta 4963 e s
P45327  Fatty acd synthase 2735 853 23 p10ss Myosin-3 23766, 3 3 Tubulin beta 25 s
QZHG _Fibronectin type Il domain-containing protein 1 o @ 7 a7E201 Myosin7e | 221251 @ 6Q32CM7  Tubulinbeta a97aa 102 3
Q5200 Fibrous sheath-interacting protein 2 78011 “ 6 QsuknT Myosinxv | 39504 a 6P62979  Ubiquitn40 17953 167 3
P20930  Filaggrin 3922 s 10014513 Nekcassociat @ 6P6297  UbiouitinG0 14719 167 3
07535 Filamin-8 277990 % P20929 bulin o @ 5Q8N412  Uncharacte 28 2 3
P04075_ Fructose-bisphosphate aldolase A 39395 13 18 QaNFoL Nesprin 1010358 £ 8091485 Uncharacteri 3 E) 6
P05972_ Fructose-bisphosphate aldolase C 30031 190 aasL Neurobeach o E) 42037 Uncharacteri o El 6
P05382  Galectin-1 14706 “ 1a0s666 Neuroblaste 628699 i 905245 Uncharacteri o “ 6
Q08380 Galectin-3-binding protein 65289 3 17 21359 Neurofibron o E 4QoeoHs  UPROSsepro 18783 218 7
P0S104  Gamma-enolase am w 2 qounas Neurogenic o Y 4055399 Urotensin2 o u 1
QveT2 Girdin Y 3asnEvt Neuron navi o r 4pass3  Utrophin 39220 8 4
P14136  Giial firilary acidic protein %850 el 2a1s818 Neuronalpe 47093 20 1005THA  Vacwolarpro 491535 u a
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Tabla Suplementaria 8. Proteinas secretadas en células SiHa. 447 proteinas identificadas
Los datos de protedmica de espectrometria de masas se han depositado en el Consorcio
ProteomeXchange a través del repositorio de socios PRIDE con el identificador de
conjunto de datos PXD005466.

D Masa _puntuacion D Mass __ Puntuac6n Péptidos em1D Nombre de la prorteina___Masa ___ Puntuacion_Péptidos em D Puntuacién
P315%  14.3.3 protein beta/alpha 28307 7 3POG7A1__ Glucose-6-phosphate isomerase 5T 0 205261 MyosinXVila 20520 £ 6P0MT7  Trypsinl 27155 W 2
P62258 1433 protein epsilon 29185 57 5Q8TCUS  Glutamate [NMDA)receptor subur 127005 2 6Q6T4RS  Nance-Horan syndrome prote 178183 3 4PGEE3  Tubulinalph 50964 @ 1
P78 1433 protein theta 28128 s 3P78417  Glutathione S-ansferase omega:l 27945 & 3Q8VF7  Nebulinrelated-anchoringp 198688 @ 3096QE3  Tubulinalph 50708 a0 1
PE3104 1433 protein zeta/delta 201 102 4P0406  Glyceraldehyde-3-phosphate dehy, 36361 619 3QBUKHO  Nesprin-2 o as PG Tubulinalph 50810 28 1
aonass X o “ 3P62826  GP-binding nuclear protein Ran 2683 2 6Q62NI1 Neurobeachin-like protein 2 “ 3QoNYES  Tubulinalph 50506 18 1
Qarwrs . o S 2Q8NDAB _ HEAT repeat-containing protein 74 o u 3009666 Neuroblastdifferentiation-a: 633316 7 760737 Tubulinbets 50375 o 1
Pa3686 265 protease regulatory subunit 68 76, % 3 PODMVE/POI Heat shock 70KDa protein 1A/18 7043 a0 9P21359  Neurofibromin 0 3 5Q0H7  Tubulinbets 5117 103 2
P62265 405 ribosomal protein S18 17740 n 3P3IL Heatshock OKDa protein Like 70013 1 BQSNEVI  Neuron navigator 1 203760 % 7PGETL Tubulimbets 50551 B fi
P62847 405 ribosomal protein 524 15 6 1730532 Heatshock 70KkDaprotein4 95525 7 3015818 Nevronal pentraxin-1 am 19 aPaBA Tyrosine-pre 129675 el 5
P62081 40 ribosomal protein §7 2145 19 4P17066  Heat shock 70KDa protein & 71608 20 5099574 Newroserpin 717 103 1e234  Ubiquitndik 119260 16 1
P08865 405 ribosomal protein SA o E 4PIL  Heatshock cognate 71KDa protein 71234 04 12.086XR2  Niban-like protein2 o E) 40STEA3  Uncharacteri 134101 w 4
$32754 & hydroxyphenylpyruvate dioxygenase as256 Bl 7QU931 et shock protein 75KDa, mitochs 80654 108 2P29474  Nitricoxide synthase, endotl 135130 3 409185 Uncharacter 0 EQ 4
P10805  60KDa heat shock protein, mitochondrial 6178 28 8P04792 et shock protein beta-1 258 E 2015233 Non-POUdomain-containing [ st 109V Uncharacteri o a s
P05385 605 aciic ibosoma protein PO 31567 29 590700 Heat shock protein HSP -alpha 85333 37 1QBVIS  Nostin o @ 302D Uncharacteri 561392 @ 5
P62913 605 ribosomal protein L11 20516 14 2P08238  Heatshock protein HSP 90-beta o s18 3092621 Nuclear pore complex protei o 38 30524 Uncharacterl 127754 3 3
730050 605 ribosomal protein L12 18011 st 1750652 Heatshock-related TOKDa protein 70128, e 7PIS3L Nudeoside diphosphate kine 17389 4 207505 Usherin sa7sa1 @ s
PE3731 605 ribosomal protein 124 17930 % 1Q96RW7  Hemicentin-1 w3 @ 6P23%  Nucleoside diphosphate kin: 17481 m 8P4 Utrophin 0 EQ 7
6 phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating sas52 27 408NDA2  Hemicentin2 ss0s21 B 4QSNTKS  Obglike ATPase 1 as0ss 100 10708 Vacuolarpre o ) 4
P11021  78kDa glucose-regulated protein 72580 a0 9P09651  Heterogeneous nudear ribonuclec 38933 it 35vsT9 Obscurin as1261 E 5Q960K1  Vacuolarpro 92765 E 2
agtess 15 10607 3 1Qp51 Heterogeneous nudearrbonuclec 34471 1w 3050103 PAB.dependentpoly(A)spec 137244 Y 3P18206  Vinculin 0 s 3
Q8iZT6  Abnormal spindle-like microcephaly-associated protein anaso1 “ 676978 Heterogeneous nudear ribonuclec 51426 . 30Q98Y64 partitioning defective Ghom: 41150 34 2003457 Voltage-dep 266470 E s
QUBAD1 Acety-Co acetylransferase, cytosolic 2050 0 2P2262  Heterogeneous nudear ribonuclec 37576 i} 4P62337  peptidyl-prolyl cistransiso 18309 25 3075191 Xylulose kin 0 4
P6a032  Actn, alpha cardiac muscle 1 a2 20 12090l Histone deacetylase 5 o 50 292384 Peptidyl-prolyl cistransison 23865 a1 60566 zincfingerp 414696 s 7
P65133  Actn, alpha skeletal muscle a6 250 12P0C0S8  Histone HaA type 1 1209 103 1006830 Peroxiredorin-1 2m S 409193 zonadnesin o S 3
$62736  Actn, aortic smooth muscle a6 108 2P04508 _ istone H2Atype 1.8/ 10183 103 1p32118  Peroxiredorin2 2085 26 6
Actin, cytoplasmic 1 a3m 71 19.Q03077 _ Histone H2A type 1.C 1113 103 1013182 Peroxiredoin s 2 s
P63261  Actn, cytoplasmic2 a3 71 1920671 istone H2A type 1D, 10115 103 1P30041  Peroxiredorin-G 2197 7 B
P53999  Activated RNA polymerase I transcrptionl coactivator p15 1165 a 1Q96KKS  Histone H2A type LH 13914 103 1930085 Phosphatidylethanolaminet 21190 7 1
P23526  Adenosylhomocysteinase a1 158 50987 Histone H2A type 1) 1392 103 1936871 Phosphoglucomutase-1 6189 230 s
P00S68 Adenylate kinase isoenzyme 1 2815 & 206A113 Histone HaA type 24 10119 103 1900558 Phosphoglycerate kinase 1 5216 70 1
QOIS18 Adenylyl cycase-associated protein 1 su03 E 2016777 Histone H2A type 2-C 1a012 103 1907205 Phosphoglycerate kinase 2. asa3 181 7
#8477 ADP-ribosylation factor 1 20838 i 2Q770  Histone H2Atype 3 10129 103 191869 Phosphoglycerate mutase 1 28996 31 7
P61204 ADP-sibosylation factor 3 2072 P 20Q98TMI _ Histone H2AJ 10027 103 1p13797  Plast 71560 & 3
PBA0BS_ ADP-ribosylation fator 5 20727 [ 10705 Histone HAY. 13517 B 1Q1519  Plectin sus17 El 8
PL814 Alpharactinin-1 104005 310 12p0C0SS  Histone H2AZ 13561 s 1910960 Polyadenylate-binding prote 71306 51 s
043707 Alpha-actnin-4. 105636 s 15096808 Histone HaBtype 1A 10207 @ 208100 Polycystic kidney disease prc o u a
PO6733  Alpha-enolase 7631 85 10P33778  Histone HaB type 1:8 13090 10 2poB16L  polyoystint 468373 o 7
Q8TCUA _ Alstrom syndrome protein 1 3685, 50 5962807 Histone Ha8 type 1.C/E/F/G/1 13306 18 206583 POTEankyrin domain family 123582 307 fil
QOBXX3 _ Ankyrin repeat domain-containing protein 303 161035 r 5PSEETS Histone HaBtype 1.D 13976 18 2ASA30  POTEankyrin domain family | 123692 S 3
Q53163 Ankyrin repeat domain-containing protein 57 » 3083075 Histone HaBtype 1H 139 18 2P0CG38 POTEankyrin domain family | 123530 7 4
Q12955 Ankyrin: s 6P068%9 _ Histone HaBtype 1) 139 10 2060809 PRAME family member 10 o g a
PO73Ss  Annexin A2 38952 330 6060814 Histone HaB type 1k 13930 18 2602565 prefamin-A/C 7540 8 3
POS7SE  AnnexinAS 36099 145 Histone H28 type 1.1 13992 18 2p07602  Proactivator polypeptide. 0202 & 1
P46013  Antigen KI-67 3ste81 ® 599879 Histone HaBtype 1M 12029 148 209020 probable cation-transporting. o @ 1
P04114 Apolipoprotein 8-100 s17930 o 6009877 Histone M2 type LN 13962 18 2091408 Probable E3 ublauitin-protell 446102 s 4
03150 Art- K o @ 3923527 Histone HaBtype 1.0 1394 10 207592 probable E3 ubiguitin-proteil 519504 a
P00966 _ Argininosuccinate synthase 6035 310 10QI6778  Histone H2B type 2-€ 13960 110 208NR48 probable histone-lysine N-m. o 3 4
PS4136  Arginyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 76015 3 3Q5QNWS  Histone HaB type 2 13960 18 2002809 procollagen-ysine -oxoglut 84285 & a
Pis8s8  Arylulfatase 8 o 3 208N257_ Histone HaB type 3-8 13048 156 2007737 profilin-1 15295 306 5
P17174  Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 6543 m 4PSI053 istone HaBtype -5 1398 18 12001 prolferating ell nuclearanti 29252 B 2
Q72591 AT-hook-containing transription fator 156176 E PGB Histone H31 15557 & 3090080 proliferation-assodiated prot 44299 108 1
QST9A4 _ ATPase family AAA domain-containing protein 38 o a 56695 Histone M1t 15677 6 3Q8NBP7  Proprotein convertase subtll 75866 ) 2
QE3  ATPase family AAA domain-containing protein 5 200929 S 3Q7ID13 Histone H32 15081 & 392576 protessome subunitalphaty 29950 st 3
Q86UQ _ ATP-binding cassette sub-family A member 13 582507 % 4PBa3  Histone H33 15008 & 3025767 proteasome subunitalphaty 26076 190 4
QHIZV2 ATP-binding cassette sub-family A member 7 23699 o 3Q6NXT2  Histone H33C 15350 & 88 Proteasome subunitalphaty 28787 I 3
P5339  ATP-citrate synthase. 1223 657 3P62805  Histone Ha 11392 155 4925789 protessome subunitalphaty 29846 % 1
QU389 AT-rich interactive domain-containing protein 54 o E 2014685 Histonelysine Nemethyluansferas 601158 @ 6PGO00  proteasome subunitalphaty 27934 13 4
Ps160 a0 f 309673 Histone-lysine N-methyltransfera o 3 50UB1 Protessome subunitalphaty 28089 130 s
QSHOF3  8CL-6 corepressor-like protein 1 o 3 404603 Hycrocephalus-inducing protein h 582477 a 3020618 Protessome subunitbetatyp 26844 ) 2
QU884 Beta-Lsyntrophin o S 3P00452  Hypoxanthineguanine phosphorlt 24504 a 1P28070  Proteasome subunit betatyp 20450 £ a
Q5621 Beta-actinlike protein2 5% 156 4Qu97  Importin subunit beta-1 26 & 492807 protessome subunitbetatyp 25 219 5
P13925  Beta-enolase ar3oa 19 3000410 Importins 125730 ;4 2928072 proteasome subunitbetatys 25713 e} 4
(QBNFCS _ Biorientation of chromosomes in cellciision protein 1-ike: [3 E 4QuS7 Inositol 1,45 trisphosphate recept o E 6QBIVF2  Protein AHNAKZ 0521 & a
080241 Brain-specific angiogenesis inhibitor 2. o 2 7P13645  Keratin, type | ytoskeletal 10 so120 1084 11.Q3UPAS  Protein bassoon 0 Bl 6
QNYQS  Cacherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 1 335175 n 50995 Keratin, type | ytoskeletal 12 e 101 3p07237  protein disulide-isomerase 57567 m 7
(QONYQ7  Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 w3521 2 4P13646  Keratin, type | ytoskeletal 13 o113, 1 4P30I01 protein disulfide-isomerase. 57281 29 1
QoH251 Cadherin23 o 3 6502533 Keratin, type | ytoskeletal 14 117 13 30508 protein disulide-isomerase. 48577 161 4
QBN3K9 _ Cardiomyopathy-associated proteins as1703 @ 4PI012  Keratin type | ytoskeletal 15 0653 % 309%6v0  proteinypi o E 6
Q8WX08 Caskin-1 o 3 4POBTI9  Keratin type | toskeletal 16 su7sa 21 Q14160 Protein scribble homolog 175055, 3 4
QoUBR2 CathepsinZ 610 13 3004635 Keratin, type | cytoskeletal 17 assa1 [ 3005785 protein Wiz “ 6
Q14004 el division protein kinase 13 o S 3P08727  Keratin, type | ytoskeletal 19 a3 7 2Q9NYQB _ Protocadherin Fat 2 a7 s 5
QSHC77 Centromere protein) o » 4Q2MIS  Keratin, type | ytoskeletal 24 ss751 s 306007 protocaderin Fat 4 3 “ s
Q02224 Centromere-associated protein £ o % 3Q72370  Keratin, type | cytoskeletal 25 5570 @ 2096100 Protocadherin-16 0 El a
QSVI06  Centrosome-assaciated protein 350 o Y 4Q7ZE  Keratin, type | ytoskeletal 27 50515 & 3P00481  purine nucleoside phosphony 32517 210 7
000299 Chlorice inracellular channel protein 1 7m0 13 3Q7237  Keratin, type | cytoskeletal 28 s1318 I 205VTEQ  Putative elongation factor 150709 a0 1
Q12873 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3 o i 693527 Keratin, type | ytoskeletal 6235 1034 16 Q5678 putative heatshock proteint 44671 s s
00610 Clathrin heavy chain 1 193545 193 10QONSB2  Keratin, type Il cuticular Wb 66102 A 2P0CTM2 Putative heterogeneous nucl 34469 w 3
460 CUP-associating protein 1 o S 4P0A264  Keratin, type Il ctoskeletal 1 6301 102 26731 putative protein shisa-8 20 [ a
P10905  Clusterin 5087 115 207278 Keratin, type Il ctoskeletal 1b 2 155 7p46087  Putative ribosomal RNA metl 0 “ 3
QUUEF2  Costomer subunit gamma-2 o 2 49308 Keratin, type Il ctoskeletal 2epid: 65795 o1 10.Q0HES putative tubulin-lie protein 27915 7 1
P23528  Coflin-1 18783 25 400154 Keratin, type Il cytoskeletal 2013l 66588 109 3P1618  Pyrwvate kinase sozymes M1 SE736 " 2
Q02388 Collagen alpha- 11Vl chain 206208 % 4P12035  Keratin, type l cptoskeletal 3 ara1 101 3pS0395  Rab GOP dissociation inhibitc 51287 a8 7
Q99715 Collagen alpha-1(XI) cha 3878 a3 6P1013  Keratin,type l cyoskeletal 4 16 7 3QI671 RasandRabinteractor 1 o g 3
Collagen alpha-1(Xl) chain o 2 5P13647  Keratin,type l yoskeletal 5 s 258 3P51157  Ras-elated protein Rab28 50 2
P08123  Collagen alpha-2() chai 19917 u 4502538 Keratin, type Il cytoskeletal 64 601 s 6PIOSS  Receptor-type tyrosine-prote 214774 3 s
P13942  Collagen alpha-2(4) chain o & Keratin, type Il ytoskeletal 68 6ous 35 500p227 GTPase-activating protei 163665, E 2
P12111  Collagen alpha-3(Vi)chain 5750 2 6PaB68  Keratin, type Il cytoskeletal 6C L 1 8PGOSSL  ibose-phosphate pyrophos 35 ] 1
QBWZ74. Cortactin-binding protein 2 F £l 3P08729  Keratin, type i ooskeletal 7 51572 18 309H7B2  ibosome production fa 35507 @ 3
P12277  Creatine kinase B-type 3083 ) 20358 Keratin, type | ctoskeletal 71 0 8 309P2t9  mibosome-bindingprotein 153020 6 3
Q86VP6  Cullin-associated NEDDE-dissociated protein 1 138525 st 2QUCN Keratin, type 1l otoskeletal 72 56610 7 3GBNIGL  ANAexonuclease Lhomolog 132891 B 3
POI034 Cystatin-C. 16081 18 2086146 Keratin type Il ctoskeletal 73 so611 151 551282 Rootletin 29086, 5 s
Cytoplasmicdynein 1 heavy chain 1 536760 s QRIS Keratin, type | etoskeletal 74 o £ 309273 Ryanodine receptor 2 s71865 % 7
QPO Dedicator of cytokinesis protein & o @ 4095678 Keratin type Il ytoskeletal 75 £ 185 5Qisa13  yanodine receptor 3 3
0359 Deoxyribonucleoside 5 monaphosphate N-glycosidase 19259 & 1QSNINA  Keratin, type Il ytoskeletal 78 o 3 2080035 serine/arginine repetitivem 300720 & 4
014531 _ Dinycropyrimidinase-related protein 4 o a AQ5KES Keratin, 58220 Bl 4Qov31 Serine/threonine-protein kir 244868 @ 3
Q14689 Disco-interacting potein 2 homolog A 172887 a 5P0S767  Keratin, s3027 159 4P62140  Serine/threonine-proteinph 38073 El 3
060673 DNA polymerase zeta catalytic subunit o 2 300241 Kinesin-ike p o E 3Qu315  Serne-proteinkinase ATM 356828 3 s
Q02880 ONA topoisomerase 2-beta 184682 3 309004 Kinesind o @ 5P02787  serotransfertin 700 S 2
P27695  DNA.(apurinic o apyrimidini site) Iyase: ase79 50 206323 KN motifand ankyrin repeat doma o @ 208W75  serpinAL2 o 35 H
DNAdirected RNA polymerase Il subunit RPCL o S 2005 Laming2 67585, 3 2935237 serpings 3256 m a
075165 Onay homolog subfamily C member o 3 3P25391  Laminin subunitalpha-1 o 3 5Ps0ise  SerpinHl 46751 15 4
QSPKXE Docking protein & o 2 552043 Laminin subunit alpha 2 33870 ;4 5P02768  erum albumin 71060 = 3
QBIVF4 Dynein heavy chain 10, axonema! o [ 4PaBs3 Large proline-ich protein BAT2 29568, a 4.QOUPXB  SH3and multiple ankyrin rep. o 5 3
Q96OTS _ Dyneln heavy chain 11, axonemal o 38 7Q96M7  Lethal(3)malignant brain tumor ik 89921 Y 3Q96Y80 SH3and multiple ankyrin rep, 3 Bl 4
QOUFH2 _ Dynein heavy chain 17, axonemal si737 @ 555007 Leucine-rich repeat serine/threon 290688 ) 49H29 Solute carier organic anion t ° 3
Q9P225._ Dynein heavy chain 2, axonemal o ¥ 6QSVZKS  Leucine-rich repeat-containing pre 153228 3 300H3E2  sortingnexin2s 0 3 3
(Q8TDS7 _ Dynein heavy chain 3, axonemal 7611 r 58UG6  Leucyl-cystinyl aminopeptidase o 2 2080800 spastin o1 3 a
QSTEZ3  Dynein heavy chain 5, axonemal o 2 5Q8N36  Ligand-dependent nuclear receptc o Q) 2013813 Spectrinalpha chain, brain 285575, 51 4
Q9685 Dyneln heavy chain domain-containing protein 1 0950 “ 4500338 Llactate dehydrogenase A chain o 537 208H254  Spectrin betachain,brain3 290693 % 4
Q03001 Dystonin 867875 ® 10098172 Liactate dehydrogenase Alike 68 42508 17 2QONRCS  Spectrin beta chain, brain 4 o s 6
Q72627 €3 ubiquitin-protein igase HUWEL o 51 4P07195  Lactate dehydrogenase 8 chain 37065 o 1P11277  Spectin betachain, erythroc 0 % 4
Q67112 €3 ubiauitin-protein igase UBR3 o ) 2Q9NZR2  Low-density lipoprotein receptor-| 536259 E 4Q5POWS  Spermatogenesis-associated 68130 ) 3
QBIUD2  ELKS/Rab-interacting/CAST family member 1 o i 30750%  Low-density lipoproteinreceptor- 217797 50 65013838 Spliceosome RNA helicase B/ & 1
P68104  Elongation factor 1-alpha 1 5064 50 1Q12012  Lymphoid-restricted membrane pr o 3 20770 Sterolregulatory elementbi 141819 a 2
9. Elongation factor Lalpha 2 50962 7 1P10619  Lysosomal protective protein ss145. @ 1QIS7T72 Striated muscle preferentiall 357376 @ a
$296%2 _ Elongation factor 1-delta 3181 8 3P405  Malate dehycrogenase, cytoplasm 36775 168 2060278 sushi domain-containingpro. 68953 D 1
P26611 _ Elongation factor 1. gamma 50525 1 1089 MAX gene-associated protein o @ 3QSTERD  Sushi, nidogen and EGFlike ¢ 158357 s s
?13639  Elongation factor 2. 96711 30 5Qu564  Mediatorof RNA polymerase I tra 0 % 3000 Talint 27m6 @ a
015083 €RC protein2. o “ 4096168 Melanoma-associated antigen D4 | 81843 P 20066 Talin2 2829 s 4
P60882 _ Evkaryoric intiation factor 4 6628 152 6Qa1  Mesothelin o770 @ 205TC0 Tau-tubulin kinase 1 o 1
P63241  Eukaryotic transiation intiation factor SA-1 17145 £ 1901033 Metalloprotelnase inhibitor 1 23000 & 2678371 T-complexprotein Lsubunit 56040 3 1
X4 Extracellular matrix protein FRAS1 asaon, a s E 9PSOI9L  T-complex protein Lsubunit 58650 7 2
p1s311 Eain 726 50 @ T-complex protein 1subunit 60481 % 3
P14324 Famesyl pyrophosphate synthase r n o S 400983 T.complexprotein Lsubunit 60107 7 1
QU668 Fascin 55158 o o G 4P4368  T-complexprotein Lsubunit 6127 231 s
P49327  Faty acd synthase 276610 500 20060307 Microtubule-associated serine/thr 144213 “ 3PS030  T-complex protein Lsubunit 60450 n s
AQVIZ Fer-Llike proteins o S 3559 Microtubule-assocated tumorsup 151203 3 2Pa0227  T-complex protein Lsubunit 58676 11 s
QZHGA _ Fibronectin type Il domain-containing protein 1 206145 o SQoNUZ2  Midasin 0088, @ 7099973 Telomerase protein compont 0 @ a
075365 Filamin-g 20049 a 4.Q8NACE Misshapen-ike kinase 1 150873 15 208024 Teneurin1 o 3 6
Q807 Formin-1 159015 % 599797 Mitochondrialintermediate peptic 81817 u 5Q9HBLO  Tensinl 187026, Bl 3
QSSZK8  FRASLrelated extracellular matix protein 2 o 3 5095819 Mitogen-activated protein kinase | o 3 2055RHS  Tetratricopeptide repeat pro 3 2 3
POAO75  Fructose-bisphosphate aldolase A 30915 so7 13926038 Noesin 198 a6 1271059 Thioredoxin 12063 2
P03972 _ Fructose-bisphosphate aldolase C 3304 181 308WK7  Mudn-16 2366620 £ 906881 Thioredoxinreductase 1ot 71841 3 4
Q9UKI3 G patch domaincontaining proteins 165218 E 107259 Mudn19 o Y 4507202 Thyrold peroxidase 104851 6
P0S382  Galectin-1 15080 @ 2015746 Myosinlight chain kinase, smooth 213816 “ 3aBwza2  Titin 3849990 10 3
Q8380 Galectin-3-binding protein 6361 150 5P Myosinil 3 2 3P31629  Transcrption factor HIVER 0 “ H
P03104 G nolase ams s 3Q72006  Wyosin-1a 29353 3 4P027B6  Transferrin receptor protein 85506 1 a
Q02820 Gamma-glutamyl hydrolase 3452 o 2071 Wyosin T8 o @ 51558 Tanstorminggrowth factor-t 75436 El 1
QeT2 Girdin o o 2p1335  Wyosin® 209 3 4PSS0T2 Transitionl endoplasmicretl 90282 s il
P14136 Gl fbrillary acidic protein 50099 & 2035579 Myosin9 28167 51 392901 Transketolase 6739 b2 1
PL1413 Glucose-6-phosphate 1.dehydrogenase. 59507 o 3QSUKNT Myosinv 398694 E 3p60174  Trosephosphate isomerase | 26986 a 3
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Tabla Suplementaria 8. Distancias en 2 y 3 Angstroms (A) entre el GSTM3 y el E7 HPV18.

Proteina

Distancia E7 de HPV 18 GSTM3

Aminodcido Posicién Aminodcido Posicién
HIS 51 ASP 102
TYR 52 ARG 82

2R ASN 53 ASN 106
PHE 57 GLN 76
MET 84 LYS 73
GLU 85 ASP/PHE 60/61
LEU 87 PHE 61

Proteina
Distancia E7 de HPV 18 GSTM3

Aminodcido Posicién Aminodcido Posicién
ALA 50 GLU 95
HIS 51 ASP 102
TYR 52 ARG/GLU 82/105
ASN 53 GLU/ASN 105/106
PHE 57 GLN 76

3A ARG 66 ASN 106
HIS/LYS 63/71 LYS 98
LEU 83 PHE 61
MET 84 LYS 73
GLY 85 ASP/PHE 60/61
THR 86 PHE 61
LEU 87 PHE 61
GLY 88 PHE 61

Tabla Suplementaria 10. Lista de cebadores usados para generar la proteina GSTM3
recombinante. El protocolo de la PCR se uso el siguiente programa: 94 ° C durante 1
minuto, 62 ° C durante 45 segundos y 72 ° C durante 2 minutos 30 ciclos.

Nom | Secuencia5’ >3’
bre
M3-1 | ATGTCGTGCGAGTCGTCTATGGTTCTCGGGTACTGGGATATTCGTGGGCTGGC

GCACGCCATCCGCCTGCTCCTGG

M3-2 | CATAGTCAGGAGCTTCCCCGCACGTGTACCGTTTCTCCTCATAAGAGGTATCCG
TGAACTCCAGGAGCAGGCGGATGG

M3-3 | GGAAGCTCCTGACTATGATCGAAGCCAATGGCTGGATGTGAAATTCAAGCTAGA
CCTGGACTTTCCTAATCTGCCCTACC

M3-4 | GCTTGCGAGCGATGTAGCGCAAGATGGCATTGCTCTGGGTGATCTTGTTCTTCC
CATCCAGGAGGTAGGGCAGATTAGG

M3-5 | GCTACATCGCTCGCAAGCACAACATGTGTGGTGAGACTGAAGAAGAAAAGATTC
GAGTGGACATCATAGAGAACC

M3-6 | CAGTTTTTCGTGGTCAGAGCTGTAACAGAGCCTTATCAGTTGTGTGCGGAAATC
CATTACTTGGTTCTICTATGATGTCC

M3-7
GCTCTGACCACGAAAAACTGAAGCCTCAGTACTTGGAAGAGCTACCTGGACAAC
TGAAACAATTCTCCATGTTTCTIGG

M3-8 | GGTGAGAAAATCCACAAAGGTGAGCTTTTCCCCGGCAAACCATGAGAATTTCCC
CAGAAACATGGAGAATTG

M3-9 | CCTTTGTGGATTTTCTCACCTATGATATCTTGGATCAGAACCGTATATTTGACCC
CAAGTGCCTGGATGAGTTCC

M3- CCAAGTGCCTGGATGAGTTCCCAAACCTGAAGGCTTTCATGTGCCGTTTTGAGG

10 CTTTGGAGAAAATCGCTGCC
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M3- CCACTGGGCCATCTTGTTGTTGATGGGCATCTTGCAGAACTGATCAGACTGTAA

11 GTAGGCAGCGATTTTCTCCAAAGC

M3- CCATCAACAACAAGATGGCCCAGTGGGGCAACAAGCCTATATGCTGA

12

GST | ATAGACAAGCTTAACAAAATGTCTGGGTCGTCGCACCATCACCACCATCATTCG

M3- TGCGAGTCGTCTATGG

Hindl | NOTA: Este oligo contiene el Hindlll (negrita), el sitio de iniciacion de la traduccion y

Il los codones para 6 histidinas (en negrita y subrayados).

GST | ATACAAGGATCCTCAGCATATAGGCTTGTTGC

M3- NOTA: Este oligo contiene el sitio de restriccion BamHI (negrita).

Bam

HI
Material y métodos suplementarios de la tabla suplementaria 10.

El gen GSTM3 sintético se disefid de acuerdo con el uso del codén de S. cerevisiae con el
programa Synthetic Gene Designer (Wu G et al. 2005). Los oligos de 60 a 80 nucleodtidos se
disolvieron a una concentracioén final de 25 uM, y la temperatura de fusion (Tm) se ajusté a
aproximadamente 60 ° C (Tabla Suplementaria 10). Los resultados superpuestos para oligo-
conjuntos siguiendo el método de PCR de dos pasos se usaron para la construccion del gen
sintético (Dillon PJ. & CA Rosen. 1990). AccuPrime Pfx DNA polimerasa (Invitrogen) se afiadié
ala primera ronda de PCR, usando una temperatura de hibridacion de 60 °C, y se usaron tiempos
de elongacioén secuencial de 30 segundos hasta 2 min durante 3-5 ciclos. Se empled un total de
2 uL de los productos como molde para la segunda PCR usando cebadores con sitios de
restriccion que flanquean el producto de longitud completa. Los productos de PCR se cortaron
con las enzimas Hindlll y BamHI (Fermentas) y se insertaron en el plasmido pYES2. Los
plasmidos de expresion resultantes se replicaron en E. coli DH5a y luego en cepa S. cerevisiae
21278B (MATa ura3). Las células se cultivaron rutinariamente en medio YEPD, y la
transformacion de levadura con los plasmidos de expresion se realizé tal como se describe en el
manual del usuario (version K) del kit pYES2 (Invitrogen). Las células de levadura transformadas
se seleccionaron en placas minimas que contenian 0.67% de YND (Difco, BD) con aminoacidos
(sin Leu), dextrosa al 2% y agar al 2%. La induccion de la proteina recombinante se realizé en
matraces de 150 mL con 50 mL de medio de induccién (0.67% de YNB con aminoacidos (sin
Leu), 2% de L-galactosa y 2% de rafinosa). Inoculamos los cultivos con aproximadamente 5 x
105 células de levadura/mL en cada matraz. Después de 72 horas de incubacién a 30 °C con
agitacion constante (200 rpm), las células se recogieron, se congelaron rapidamente y se
almacenaron a -80 ° C. Las células de levadura inducidas se lavaron con 50 mL de ddH20 tres
veces y se resuspendieron en 1 mL de Buffer Kpi 50 mM (pH 7,0), con glicerol al 5% y un coctel
de inhibidor de proteasa (tableta completa, Roche).

Referencia de la Tabla Suplementaria 10

Dillon PJ, Rosen CA. Un método rapido para la construccion de genes sintéticos utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa. Biotechniques. 1990; 9: 298, 300.

Wu G, Bashir-Bello N, Freeland S. El disefador de genes sintéticos: una plataforma web flexible
para explorar el espacio de secuencias de genes sintéticos para la expresion heteréloga. 2005
IEEE Comput Syst Bioinforma Conf Trabajo Poster Abstr. 2005. pagina 258-9.
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Tabla Suplementaria 11. Primers utilizados para la amplificacién y clonacién del gen E7
del HPV18. El protocolo de la PCR se usé el siguiente programa: 94 ° C durante 1 minuto,
60 ° C durante 45 segundos y 72 ° C durante 2 minutos 30 ciclos.

Nombre Secuencia 5’ > 3’ Comentario

E718-1 ATGCATGGACCTAAGGCAACCATT

E718-2* CTGCTGGGATGCACACCA

E7-18-Hind contiene el sitio Hindlll (negrita) y la secuencia inicial HPV
11 ATACAAAAGCTTATGCATGGACCTAA | 18 (negrita).

E7HPV18- contiene un fragmento de secuencia de histidina 6x

his* GATGGTGATGATGCTGCTGG (negrita).

Univ His-

Tag BamH contiene el sitio BamHI (negrita) y el fragmento 6x histidin:
[ TACGTGGATCCTAGTGGTGATGGTG | (negrita)

Tabla Suplementaria 12. ROI de proteinas GST de pacientes CC

Media  Media Sum . Media Media
Sumdela delano Media del Sumdela Sumdela
L L % ROl de o, L, Media del
tincion tincion tincién  notincién
Area total la Areatotal % ROl dela

(Area) (Area) (Area) (Area)

() () de células FRA;CION (um?) () de células FRAC,CI(')N
Proteina 1D (um?) DE AREA Clasificaciéon Proteina (um?) DE AREA  Clasificacion
502 311,243.79 735,599.42 1,046,843.21 29.73 High 814,269.62 442,021.41 1,256,291.03 64.8 High
300 36,571.91 527,141.79 563,713.70  6.49 Weak 536,105.53 566,210.48 1,102,316.01 48.6 Moderated
698 67,007.39 177,911.74 244,919.13 27.36 High 511,678.95 488,372.19 1,000,051.14 51.2 High
324 113,134.55 580,128.64 693,263.20 16.32 Moderated 895,090.00 448,948.52 1,344,038.52 66.6 High
345 450,109.91 838,099.43 1,288,209.34 34.94 High 577,972.52 686,381.85 1,264,354.38 45.7 Moderated
944 126,711.35 655,983.41 782,694.77 16.19 Moderated 516,617.31 696,180.99 1,212,798.30 42.6 Moderated
GSTM3 535 253,528.44 1564,860.42 818,388.86 30.98 High GSTP1  869,484.57 380,402.05 1,249,886.62 69.6 High
241 236,100.04 639,148.15 875,248.19  26.98 High 232,216.69 761,975.89 994,192.58 234 Moderated
209 22,949.68 484,613.05 507,562.73  4.52 Weak 265,209.56 355,823.84  621,033.40 42.7 Moderated
592 39,824.78 830,366.61 870,191.39  4.58 Weak 221,299.66 490,337.19 711,636.84 31.1 Moderated
440 200,506.09 985,348.59 1,185,854.68  16.91 Moderated 877,113.35 420,341.69 1,297,455.04 67.6 High
552 113,462.72 617,323.87 730,786.59  15.53 Moderated 240,094.59 345,836.90 585,931.49 41.0 Moderated
537 72,269.62 680,970.07 753,239.69  9.59 Weak 37,216.89 708,046.98  745,263.87 5.0 weak

Tabla Suplementaria 13. Conjunto de proteinas comunes del analisis del secretoma
cualitativo de las lineas de CC.
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