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...whew yow howve eliminated the impossible, whatever remaing, however improbable, must be the

trutiv
~Sir Arthuww Conan Doyle

Anyone who-has never made o mistake has never tried anything new.
~Albert Eingtein

A theory iy something nobody believes; except the person who- made it. Aw experiment iy something
everybody believes; except the person who- made it.
~Albert Eingtein

The beginning of knowledge is the discovery of something we do-not understand.
-Fronk Herbest

To abandow duty iy to destroy that which makes any individual unique and capable of
prodigious featy. Duty is the essence of lifer It iy the only thing over which deativ has no-
dominiow. It iy true immortality.

~Eric vaw Lustbader

Science covmnot solve the ultimate mystery of nature. And that iy because; in the last analysis, we
ourselves are paut of nature and therefore part of the mystery that we awve trying to-solve.
-Mawx Plancks

What gety uy into-trouble is not what we dow't know; it’s what we know for sure that just ain't so-
~Mawk Twairv

The Road Not Takew
Robert Frost

Two roads diverged, inv av yellow wood,
And sorvy I could not travel botiv

And be one traveler, long I stood

And looked dowwn one as for as I could
To-where it bent inthe undergrowth;

Then took the other, as just as foir,

And howing perhaps the better claimy
Because it way grassy and wanted weor;
Though as for that the passing there
Had wornwthemw really about the same;,

And both that morning equally loy
Inleaves no step had trodden black.
Ol I kept the first for another day!
Yet knowing how way leads on to-wavy,
I doubted if I ever should come back.

I shall be telling this withv v sighv
Somewhere ages and ages hence:

Two- roads diverged inv v wood;, and I -
I took the one less traveled by

And that has made all the difference.



Ulysses

It little profity that awv idle king,

By this still heawth, among these bowren crags,
Matchd withy o aged wife; I mete and dole
Unequal lows unto- o savage race;

I cannot rest from trowvel; I will drink
Life to-the lees: AU times I have enjoy'd
Greatly, hawe suffer'd greatly, both with those
That loved me;, and alone; ow shore, and when
Thwo' scudding drifts the rainy Hyades
Vext the dim sea. I am become av noune;
For always roawming withv v hungry heowt
Much hawe I seevrv and knoww, - - cities of mewn
And manners; climates;, councils; goverruments;
Myself not least, but honor'd of thew all, - -
And drunk delight of battle with  my peers;
Faw onthe ringing plaing of windy Troy.

I v v powrt of all that I have wet;

Yet all experience is owv archv wherethwo’
Gleams that untrovelld world whose moawrgin fodes
For ever and for ever whew I move.

How dull it is to-pause; to- make an end,

To rust unburnishvd, not to- shine in use!

As tho’ to-breathe were life! Life piled o life
Were all too- Little, and of one to- me
Little remaing; but every howr is saved
Fromthat eternal silence; something move;
A bringer of new things; and vile it were
For some thwee sung to- store and hoowd myself,
And this gray spirit yeawrning inv desive
To-follow knowledge like o sinking stor,
Beyond the utmost bound of humauv thought.

This is my son, mine oww Telemachus,
to-whomwv I leawve the sceptre and the isle; --
Well-loved of me; discerning to-fulfill
Thig labor, by slow prudence to- make mild
A rugged people; and thwo' soft degrees
Subdue them to-the useful and the good.
Most blameless is he, centred invthe sphere

~ijv~



Of common duties, decent not to-fail
In offices of tenderness; and pay
Meet adoration to- my howsehold gods;
When I o gone. He works his work, I mine

Theve lies the port; the vessel puffs her sail;
Theve gloom the dawk; broad seas. My mariners;
Souls that hawve toil d;, and wrought, and thought with me; -
That ever withv a frolic welcome took
The thunder and the sunshine; and opposed
Free heouts, free foreheads,-- yow and I awe old;
Oold age hathv yet his honor and his toil.
Deativ closes all; but something erve the end,
Some work of noble note, may yet be done;,

Not unbecoming men that strove with Gods.

The lighty begin to-twinkle from the rocks;

The long day wanes; the slow moow climbs; the deep
Moang rouwnd withv many voices. Come, my friends:
'T iy not too- late to- seek v newer world.

Pushv off, and sitting well inv order smite
The sounding furvows; for my purpose holds
To sail beyond the sunset, and the baths
Of all the westerw stars, until I die.

It may be that the gulfs willl wash us down
It may be we shall touch the Happy Isles,

And see the great Achilles; whow we knew.

We are not now that strengthv which inv old davys
Moved eartivand heaven, that which we are, we are, --
One equal temper of hevoic hearts,

Made weak by time and fate, but strong in will
To strive, to-seek, to-find, and not to-yield.

Alfred Terwnyson
(1809-1892)
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RESUMEN

El cancer cérvico-uterino da muerte a una gran cantidad de mujeres a nivel mundial sin
mencionar que en México ocupa el primer lugar de muerte por cancer. La aparicion del
cancer cervical ha sido asociada, en 99% de los casos, con la infeccion previa del virus de
papiloma humano (HPV) en especial los serotipos 16 y 18. La actividad carcindégena del
HPV se debe, principalmente, a la integracion de DNA viral en el genoma de la célula
hospedera y la expresion constitutiva de los genes E6 y E7, cuyos productos peptidicos
interfieren con las proteinas endogenas P53 y Rb que son vitales en la via de supresion de
tumores. Se ha demostrado que la expresion continua de las onco-proteinas E6 y E7 es
necesaria para la conservacion del estado maligno de las células transformadas y que la
represion de alguna de ellas puede inducir arresto en el crecimiento o apoptosis en las
células carcinogenas. Se ha encontrado, ademads, que la via de Mdm2, que es el represor
natural de p53, se encuentra aparentemente funcional pero al mismo tiempo sustituida por
E6. Es posible que al reprimir la expresion de E6, la via de Mdm?2 vuelva a estar funcional,
mas no ha sido reportado hasta el momento. Se ha logrado reprimir de manera eficiente y
por diversos métodos la expresion de la proteina E6 mas nunca se ha comprobado que
efecto pudiera tener esta supresion sobre la expresion del gen mdm2. Se han desarrollado
diferentes estrategias para la supresion de genes, entre las cuales se encuentra integrada, de
manera relativamente reciente, el uso del RNA de interferencia (RNA1). El efecto del RNAi
consiste en el silenciamiento de genes mediante la degradacion especifica del RNA
mensajero correspondiente a la proteina que se desea suprimir, tal efecto de silenciamiento
puede alcanzar hasta un 85% de efectividad y es conocido como knock-down. Tal eficiencia
y especificidad de la via de silenciamiento post-transcripcional lo vuelve una estrategia
importante en la busqueda de los efectos que pudieran presentarse en la expresion de un
gen al silenciar otro que pudiera estar relacionado. En este trabajo se silenciaron los mRNA
de E6 y E7 (HPV-16) por medio de RNAi y se analizd, por medio de PCR semi-
cuantitativo, el efecto que el silenciamiento de alguno de estos oncogenes tiene sobre la
expresion de mdm?2 encontrando que la modificacion en la expresion de £6 y E7 no tiene
efecto alguno sobre mdm2, sin embargo, al inhibir la expresion de mdm?2 el patréon de
expresion de E6 y E7 se ve modificado en forma negativa mientras que la expresion de p53
se ve alterada en forma positiva.
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ABSTRACT

Cervical cancer is currently one of major causes of death amongst women world wide,
and in Mexico is the main cause of death by cancer. The incidence of cervical cancer has
been greatly associated, in as much as 99% of the cases, with the previous infection of
human papilloma viruses, particularly the serotypes 16 and 18. The carcinogenic potential
of HPV infections is mainly due to the integration of the viral DNA into the genomic
material of the host cell and the subsequent constitutive expression of the £6 and E7 genes,
which have the ability of repressing tumor suppressing proteins such as P53 and Rb. It has
been proved that the continuous expression of these oncoproteins is essential for the
conservation of the malignant state of the transformed cells and that the repression of
either, can and will induce growth arrest or apoptosis or both. Moreover, it is important to
notice that though Mdm?2, P53 natural repressor, is apparently functional, it is at the same
time, completely replaced by E6. It is possible that in repressing E6, Mdm2 will quickly
resume its normal functions, but it has not been reported so far. Efficient repression of E6
has been previously achieved by different methods but, so far, it has not been reported what
effect it could have over the expression of mdm?2. Different strategies for gene suppressing
have been developed over time, amongst which is the use of the relatively new RNA
interference. RNAi, known also as post-transcriptional gene silencing, promotes the
specific degradation of the target mRNA and such silencing can reach an 85% of
effectiveness, therefore, is known as gene knock-down. This kind of efficient and specific
effect makes of the RNAI a tempting strategy in searching for the effects that silencing one
gene could have over the expression of another associated gene. In the present work the
mRNA’s of E6 and E7 (HPV-16) were silenced using RNA1 and the results were analyzed
by semi-quantitative PCR to determine if the silencing of either oncogene has any effect
over the expression pattern of mdm2. It was found that the inhibition of the expression of
E6 and E7 has no modifying effect in the expression of mdm?2, however, in silencing mdm2
the expression pattern of £6 and E7 is negatively modified whereas the expression of p353 is
positively modified.
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INTRODUCCION

El céncer es una enfermedad o desorden caracterizado por la divisién no controlada de
células y la habilidad de estas células para invadir otros tejidos ya sea por crecimiento
directo en tejidos adyacentes o por implantacién en sitios distantes por metastasis. La
metastasis es definida como la etapa en la cual las células de cancer son transportadas a
través del torrente sanguineo o del sistema linfatico y son dispersadas en sitios diferentes
del cual se originaron.

Todas las personas pueden verse afectadas por cancer en cualquier periodo de su vida,
pero el riesgo tiende a incrementarse conforme aumenta la edad debido al hecho de que el
dafio al material genético se vuelve mas aparente.

Existen muchos tipos de cancer. La severidad de los sintomas depende del sitio y
caracter de la neoplasia y de si existe, 6 no, metastasis. Un diagnostico definitivo
usualmente requiere un examen histologico realizado por un patdlogo, donde el tejido es
obtenido por medio de una biopsia. La mayoria de los casos de cancer pueden ser tratados y
algunos curados, dependiendo en el tipo especifico, su localizacién y etapa. Una vez
diagnosticado, el céncer es comuUnmente tratado con una combinacion de cirugia,
quimioterapia y radioterapia.

Conforme se realizan avances en la investigacion contra el cancer, los tratamientos se
vuelven cada vez mas especificos para el tipo de patologia neoplasica. Las drogas que
tienen como objetivo tipos de cancer en particular ya existen para diferentes neoplasias. El
cancer eventualmente provoca la muerte si no es tratado, aunque este no es siempre el caso.

El crecimiento no regulado que caracteriza al cancer es provocado por dafios al
material genético resultando en la mutacion de genes que codifican proteinas que controlan
el crecimiento celular. Varios eventos de mutacion pueden ser requeridos para transformar
una célula normal en una maligna. Estas mutaciones pueden ser causadas por agentes

quimicos ¢ fisicos llamados carcindgenos, por ejemplo, la exposicion a materiales
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radioactivos 0 ciertos virus que pueden insertar su material genético dentro del DNA de la
célula hospedera. Las mutaciones ocurren de manera espontinea o son pasadas de
generacion en generacion como resultado de una mutacién en la linea germinal.

Empero, muchas formas de cancer estan asociadas con la exposicion a factores
ambientales como son el humo de tabaco, radiacion, alcohol y ciertos virus, algunos de
estos pueden ser evitados, pero no existe manera eficiente de evadir la enfermedad.

Los tipos de cancer son clasificados por el tipo de célula con el cual guardan alguna
semejanza y por tanto, de la cual se presume proviene el tumor. Las siguientes categorias

generales son las usualmente aceptadas:

1. Carcinoma: tumores malignos derivados de células epiteliales. Este grupo
representa los tipos mas comunes de cancer, incluyendo céncer de mama,

prostata, pulmon y colon.

2. Linfoma y Leucemia: tumores malignos derivados de células sanguineas y de
médula dsea.

3. Sarcoma: Tumores malignos derivados de tejido conectivo o células
mesenquimales.

4. Mesotelioma: Tumores derivados de las células mesoteliales que recubren el
peritoneo y la pleura.

5. Glioma: Tumores derivados de las neuroglias, el tipo mas comin de célula
cerebral.

6. Tumores de Células Germinales: Derivados de las células germinales,

normalmente encontradas en los testiculos y ovarios.

7. Coriocarcinoma: Tumores derivados de la placenta.

En el afio 2007, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), estim6 un total de 7.6
millones de muertes (12.5% del total) debidas al cancer, con una estimacion proyectada de
12 millones en el afio 2030, ya que la incidencia de los casos de cancer va claramente en
aumento y puede volverse un problema aun mas serio.

El cancer de pulmoén, colon, higado y mama se encuentran entre los de mayor

ocurrencia y cabe mencionar que el 80% de las muertes por cancer se presentaron en paises



EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE E6 Y E7 (HPV 16) SOBRE LA EXPRESION DE MDM?2 EN UNA LINEA CELULAR DE CANCER CERVICAL

pobres o en vias de desarrollo, de los cuales, México es parte. Entre los tipos de neoplasias,
el cancer cérvico-uterino es la causa numero uno de muerte en las mujeres de México,
seguido por el cancer de mama.

El cancer cervical se encuentra asociado, en 90% de los casos, con la infeccion del
virus de papiloma humano (HPV), de los cuales, HPV-16 y 18 son causantes, en conjunto,
del 70% de los casos. Se estima que 20 millones de personas sexualmente activas son
infectadas con HPV cada afo, de éstas, alrededor de 500,000 desarrollan neoplasias y
~200,000 mueren a causa de ello.

Estos datos estadisticos se ven repetidos de manera tragica a nivel mundial y lo que
es mas, un aumento en la tasa de mortalidad por cancer se encuentra proyectado hacia el
cercano futuro. Es por tal motivo que la investigacion de los procesos cancerigenos,
asociados con HPV, debe ocupar un lugar de méaxima prioridad para el futuro desarrollo de
métodos de terapia génica, disefiados y dirigidos, para contrarrestar el indice de mortalidad

causado por el virus de papiloma humano.
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HIPOTESIS

El silenciamiento de los oncogenes E6 6 E7 (HPV-16) por medio de RNA de
interferencia puede ocasionar cambios en el patron de la expresion de mdm?2 en una linea

celular de cancer cervical.
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IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION

En este trabajo, se busca establecer el efecto de la inhibicion de E6 y E7 en la expresion
de Mdm?2, con el propodsito de establecer como se comporta la expresion de éstos genes
entre si en una linea celular de cancer cervical infectada por el virus de papiloma humano

tipo 16.
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OBJETIVOS

Obijetivo General

Determinar si la inhibicion de E6 6 E7 (HPV-16) mediante RNA de
interferencia provoca cambios en la expresion de mdm?2 en una linea celular de cancer

cervical.

Objetivos Especificos

Crear un Vector para la Expresion Inducible de shRNA.

Clonar las Secuencias de shRNA en el Vector Inducible pSilencer,..

Crear una Linea Celular de Cancer Cervical que Exprese de Manera Estable la Proteina

de Represion TetR.

Crear Lineas Celulares de Cancer Cervical Establemente Transfectadas con los

Vectores de Expresion de shRNA.

Determinar si Existe un Cambio en la Expresion de mdm?2 Provocado por la Inhibicion

de E6'y E7 en una Linea Celular de Cancer Cervical.
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ANTECEDENTES

Cancer Cervical y el Virus de Papiloma Humano (HPV)

El cancer es una de las enfermedades que afecta a la humanidad de una manera notable
y uno de los tipos que ha cobrado mas importancia tltimamente es el cancer cérvico-uterino
ya que, a nivel mundial, da muerte a una gran cantidad de mujeres sin mencionar que en
Meéxico ocupa el primer lugar de muerte por cancer. La aparicion del cancer cervical ha
sido asociada, en 90% de los casos, con la infeccion previa del virus de papiloma humano
(HPV) y se estima que actualmente cerca de 20 millones de personas se encuentran
infectadas con este virus. El HPV es una de las infecciones sexualmente transmisibles mas
comunes y se estima que un 80% de la poblacién adulta sexualmente activa ha sido
infectada con uno u otro serotipo durante el curso de su vida. La gran mayoria de la gente
infectada no sufre de efectos adversos y nunca se entera de que ha sido infectada mas puede
infectar a otras personas. El sistema inmune, por lo regular, remueve el virus del cuerpo
dentro del lapso de un afio, después del cual la persona serd inmune a ese serotipo del virus
en particular (Miinger, 2002; Greenblatt et al., 2005; Sinal, 2005). Se han identificado mas
de 200 serotipos de HPV pero solo 23 de estos infectan el cérvix y de estos solo 13 estan
asociados con cancer y son considerados de “alto riesgo”.

La mayoria de las infecciones de HPV no progresan hasta la aparicion de cancer ya que
el proceso de transformacion de células cervicales a células cancerosas es lento. De manera
comun, los casos de cancer se presentan en personas que han estado infectadas por un largo
periodo de tiempo, usualmente, mas de una década (Miinger, 2002; Greenblatt et al., 2005;
Sinal, 2005).

El virus de Papiloma Humano es no-envuelto y su capside es de forma icosaédrica de

55nm de didmetro. El genoma del HPV es de DNA de doble cadena circular con un tamafio
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aproximado de 8Kbp y contiene ocho marcos de lectura que codifican para diez proteinas,

(Miinger, 2002; Greenblatt et al., 2005; Sinal, 2005); figura 1.

Figura 1. Virus de Papiloma Humano

En general, los Virus de Papiloma Humano de tipo 16 y 18 en su conjunto, son
responsables de mas del 70% de los casos de céncer cervical, siendo el tipo 16 el causante
de un 41 a 54% de los casos de cancer (Noel et al., 2001; Baseman, 2005). La actividad
carcinogénica del HPV se debe, principalmente, a la integracion de DNA viral en el
genoma de la célula hospedera y por la expresion constitutiva de los genes £6 y E7, cuyos
productos peptidicos interfieren con las proteinas endégenas P53 y Rb que son vitales en la

via de supresion de tumores.

Caracteristicas Generales de E6 y E7 (HPV)

Se ha encontrado que existen proteinas virales que son capaces de unirse a la proteina
P53 y volverla no funcional o degradarla. Tal es el caso de la proteina E6 del virus de
Papiloma Humano. Los virus de papiloma humano (HPV), que infectan el tracto genital,
estan asociados con el cancer de tracto ano-genital humano, en particular el cancer cervical
(revisado en World Health Organization, 1995). Se sabe que los HPV son los agentes
causantes primarios de mas del 90% de los casos de cancer cervical (Bosch et al., 1995),
siendo HPV tipo 16 el mas frecuentemente encontrado en estos tumores. Aproximadamente
500,000 mujeres desarrollan cancer cervical cada ano y 200,000 mueren por ello, haciendo

de esta enfermedad la segunda causa mas comin de muerte de mujeres por cancer en todo

~10~
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el mundo (Pisani et al, 1993). Sin embargo, el cancer se desarrolla de manera poco
frecuente aun después de la infeccion por estos tipos de HPV, y cominmente pasan de afios
hasta décadas después de la infeccion inicial hasta la aparicion del cancer.

Dos genes de HPV, E6 y E7, son expresados en los carcinomas cervicales y en las
lineas celulares derivadas del carcinoma (Goodwin, 2000). Estos genes son, basicamente,
los responsables de la transformacion cancerigena de las células infectadas, el mecanismo

por el cual lo realizan se esquematiza brevemente en la figura 2.

Figura 2. Esquema de los mecanismos de E6 (A) y E7 (B).

~11~
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E6 posee una secuencia de ~550bp y codifica una proteina de 158aa con un peso
molecular de ~19KDa, esta proteina, en conjunto con la proteina asociada a E6 (E6AP), se
une a P53 y lo lleva a su rapida degradacion mediada por ubiquitina, deshabilitando asi las

funciones de arresto celular y apoptosis de las cuales p353 es responsable (Figura 3).

Figura 3. Proteina E6 del Virus de Papiloma Humano

Por otro lado, E7 tiene una secuencia de ~300bp y codifica un polipéptido de 98aa con
un peso aproximado de 11KDa, E7 se une a los miembros hipofosforilados de la familia de
retinoblastoma resultando en su desestabilizacion y la disrupcion de los complejos Rb/E2F
(Berezutskaya et al., 1997; Dyson et al., 1989; Smith-McCune et al., 1999) facilitando y

promoviendo la entrada en la fase replicativa de la célula infectada (Figura 4).

Figura 4. Proteina E7 del Virus de Papiloma Humano

Por lo tanto, la expresion de las proteinas E6 y E7 puede facilitar la adquisicion de
cambios genéticos adicionales que conducen a la progresion carcinogénica (Goodwin,
2000). La correlacion de la infeccion con HPV y la mutacion de p53 ha sido muy estudiada
en el cancer cervical, y a causa de que la proteina E6 inactiva a P53, pareceria que las

mutaciones de p353 estarian confinadas a los casos de HPV negativos. Esto, con unas pocas

~12~
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excepciones, resulta ser cierto (Park et al, 1994), pues incluso una variante de p53wt
(Arg72) es mas susceptible a ser degradado por E6 que su contraparte p53wt (Pro72)
(Zehbe et al., 2001). Ademas de su interaccion con P53, se acumula evidencia de que E6
posee actividades transformantes y reguladoras de crecimiento independientes de su
interaccion con P53 (Kubbutat, 1998; Rapp, 1998).

Aun con la expresion de E6, actividad residual de p53 de tipo silvestre ha sido
reportada, sugiriendo que la cantidad de expresion de E6 es proporcional a la inhibicion de
la actividad de P53 (Butz et al., 1999). Por lo menos en algunas lineas celulares de cancer
cervical, la expresion continua de E6 y E7 parece ser requerida para el mantenimiento del
estado maligno (von Knebel-Doeberitz et al., 1992). Por lo tanto, inclinar la balanza a favor
de p53 podria restablecer la funcion supresora de tumores de P53 en células de cancer
cervical (Hietanen et al., 2000).

En resumen, las funciones supresoras de tumores de P53 y Rb son abrogadas en las
células de cancer cervical por las proteinas E6 y E7. Se han propuesto varias estrategias
para controlar el crecimiento de las células cancerigenas que expresan E6 y E7, entre éstas
se incluyen (a) el uso del gen E2 de papilomavirus bovino para reprimir la expresion de E6
y E7 (HPV-16) (Dowhanick et al., 1995; Hwang et al., 1996), (b) estrategias de anti-
sentidos para £6 y E7 (HPV-16) (Beer-Romero et al., 1997; Greenstone et al., 1998;
Traidej et al., 2000), (c) el uso de formas variantes de £6 (HPV-16) que interactian con la
proteina E6 (HPV-16) completa y con P53, resultando en la supresion de la degradacion de
P53 mediada por E6 (HPV-16) (Pim et al., 1997), (d) el tratamiento con drogas como
Leptomicina B y Actinomicina D que activa la respuesta p53 por inhibicion de E6 (HPV-
16) y dano al DNA (Hietanen et al., 2000) y recientemente se han realizado ensayos de

supresion de alguno de los oncogenes (E6 o E7) por medio de RNAi (Hall, 2003).

Caracteristicas Generales de P53

En el desarrollo del estudio de las enfermedades de cancer, el aspecto genetista crecid
junto a la ciencia de la biologia molecular y el interés en particular sobre el estudio del gen

p53 ha cobrado gran importancia desde el descubrimiento de que éste es el gen que se

~13~
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encuentra mutado con madés frecuencia durante el desarrollo de tumores cancerigenos
(Greenblatt et al., 1994).

P53 es codificado por el gen TP53 que se encuentra en el locus 17p13.1 y su secuencia
codificante mide 2.64Kbp que se traduce en un polipéptido de 393aa (Figura 5) con un peso
aparente de 53KDa (de ahi su nombre) y un peso real de 43.7KDa, esta diferencia esta dada
por su alto contenido de residuos de prolina, que provocan su migracion retardada en SDS-

PAGE.

Figura 5. Proteina Supresora de Tumores P53.

La frecuencia de mutaciones que ocurren en p53 aunado a la variedad de tumores, que
incluyen los carcinomas de mama y de cérvix, que se generan como resultado de la
inactivacion de p53, sefiala la importancia que este gen tiene como un agente supresor de la
formacién de tumores. Una de las evidencias contundentes de que el gen p53 actua como
un gen supresor de tumores se deriva del hecho de que ratones a los cuales se les ha
inactivado el gen p53 mediante recombinacion homoéloga desarrollan diversos tipos de
tumores (Donchower et al, 1992; Jacks et al, 1994). Aun no se ha descifrado
completamente el mecanismo mediante el cual p53 funciona como un agente supresor de
tumores, sin embargo se sabe que su funcion como factor de transcripcion es importante en
esta via (Raycroft et al., 1990; Fields, 1990). Como ejemplo, al ocurrir un dafio en el
material genético, la proteina P53 se estabiliza dando como resultado un incremento en la
concentracion de la misma y como consecuencia ocasiona los procesos de arresto celular en
la fase G1 del ciclo celular (prolonga la fase G1 dando oportunidad a que las mutaciones se

reparen antes de entrar a la fase de sintesis de DNA) u ocasionando una muerte celular

~ 14~



EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE E6 Y E7 (HPV 16) SOBRE LA EXPRESION DE MDM?2 EN UNA LINEA CELULAR DE CANCER CERVICAL

programada (apoptosis) (Finlay et al., 1989; Lowe et al., 1993). Durante la activacion de
P53 se induce la expresion de mdm?2, que es su regulador natural, y otros genes como p21,
bax, y gadd45 (Barak et al., 1993; Kastan et al., 1992; Miyashita, 1995; el-Dairy et al.,
1993). El gen p21 esta involucrado en el proceso de arresto celular en la fase G1 del ciclo
celular, ésto es logrado gracias a su actividad reguladora de diversas Quinasas
Dependientes de Ciclinas (CDK) (Harper et al, 1993) y también a su afinidad con la
molécula PCNA que es una de las subunidades de la DNA Polimerasa ¢ y por tanto inhibe
directamente la replicacion del DNA sin afectar los procesos de reparacion del mismo
(Chen et al., 1995, y Luo et al., 1995); por otro lado, Bax esté relacionado con la proteina
Bid que ocasiona la liberacion de Citocromo C que a su vez, activara la via de caspasas
provocando apoptosis (LeBlanc et al., 2002). Un esquema general de la actividad de P53

puede apreciarse en la figura 6.

Figura 6. Mecanismos de accion de P53. (A) Apoptosis. (B) Arresto celular.

~15~
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Caracteristicas Generales de Rb

pRB es un polipéptido de 928aa con un peso de ~106KDa, se encuentra codificada por
el gen RBI que se encuentra en el locus 13q14.1-14.2 y que produce un mRNA de 4772bp
(Figura 7).

Figura 7. Proteina Supresora de Tumores pRb.

La proteina Retinoblastoma es un importante supresor de tumores ya que la presencia
de mutaciones que interfieren con su funcion provocan la aparicion de diferentes tipos de
cancer (Korenjak, 2005). La funcién normal de Rb es la de prevenir que la célula se divida
o progrese a través del ciclo celular. Por tanto, cuando Rb es ineficiente en su papel, las
células mutadas pueden continuar dividiéndose y posiblemente volverse cancerosas.

pRb previene que la célula replique el DNA dafiado evitando que entre en la fase de
sintesis (Fase S) o que progrese a través de la fase G1 del ciclo celular (Das et al., 2005).
pRbD se une e inhibe un factor de transcripcion llamada E2F-DP, el cual es necesario para
promover a la célula a la Fase S (Funk et al., 1997; De Veylder et al., 2003; de Jager et al.,
2005; Greenblatt, 2005; Sinal, 2005). En tanto E2F-DP se encuentre inactivado, la célula
permanece atrapada en la Fase G1. El complejo pRb-E2F/DP también atrae a la histona de-
acetilasa a la cromatina aumentando asi la supresion de la sintesis del DNA.

Cuando es tiempo de que la célula entre en la Fase S, los complejos de quinasas
dependientes de ciclinas (CDK), y otras ciclinas diferentes, fosforilan a pRB, inhibiendo asi
su actividad (Miinger, 2002; Bartkova et al., 2003; Das et al., 2005; Korenjak, 2005). La
fosforilacion inicial es realizada por la ciclina D/CDK4,6 y posteriormente por la ciclina
E/CDK2. pRb permanece fosforilada a través de las Fases S, G2 y M del ciclo celular
(Miinger, 2002).
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La inhibicion de pRb permite que E2F-DP se disocie del complejo y se vuelva activo
(Miinger, 2002; De Veylder et al., 2003; Das et al., 2005). Cuando E2F es liberado activa
factores como las ciclinas A y E, que promueven la entrada al ciclo de replicacion celular
activando a las CDK y a una molécula llamada antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA) que apresura la replicacion celular y la reparacion aumentando la afinidad de la

DNA polimerasa por el DNA (Funk et al., 1997; Das et al., 2005; Greenblatt, 2005); figura
8.

Figura 8. Mecanismo de accion de pRb.

Caracteristicas Generales de Mdm2

El gen mdm?2 se encuentra localizado en el locus 12q13-14 que se transcribe en un
mRNA de ~2.35Kbp que a su vez es traducido en un polipéptido de 497aa con un peso
molecular aproximado de 56KDa (Figura 9).

Figura 9. Mdm2
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La proteina del gen mdm? tiene la habilidad de unirse a la region amino terminal de la
proteina del gen 7P53 e inhibir sus funciones, de aqui que Mdm2 sea considerado un
regulador negativo de P53 (Momand et al., 1992). De hecho, la sobre-expresion de Mdm?2
en células en cultivo traen como consecuencia la inhibicioén de tales propiedades de P53
como: Transcripcion, arresto celular en G1 y apoptosis (Finlay et al., 1993; Chen et al.,
1996; Haupt et al., 1996). Puesto que Mdm?2 inhibe las funciones de P53 es logico pensar
que mdm?2 se pueda comportar como un oncogén mediante la inactivacién de una proteina
supresora de tumores como lo es P53. De hecho, la sobre-expresion de mdm?2 en células
NIH-3T3 las vuelve tumorogénicas (Fakharzadeh ef al., 1991) y en combinacion con el gen
ras puede transformar fibroblastos de embriones de rata (Finlay et al., 1993). En el humano
se ha encontrado que el gen mdm2 esta amplificado en su expresion en un 30 a 40% de los
casos de sarcoma y en baja cantidad en carcinomas de mama (Oliner et al., 1992; Sheikh et
al., 1996). En la mayoria de estos tumores que sobre-expresan mdmZ2, TP53 no estd mutado,
es decir, apoya la evidencia de que Mdm?2 actiia como un oncogén al unirse e inactivar a
P53. Sin embargo, Mdm?2 podria tener otras funciones in vivo ya que posee un dominio de
union al DNA (tipo RING) el cual no es necesario para su union a P53.

Con el propoésito de demostrar que Mdm?2 es un regulador negativo de P53 y de obtener
evidencias de otra posible funcion del gen mdm2, se decidi6 inactivar el gen al introducir
una delecion (knock-out) mediante recombinacion homodloga en células embrionarias. De
esta manera se desarrolld un ratén carente de mdm2 (Montes de Oca-Luna et al., 1995). En
este estudio se encontré6 que los ratones knock-out heterocigotos del gen mdm?2 eran
normales en contraste con los homocigotos en los cuales, la falta de mdm2, ocasiono la
muerte de los embriones entre los 3 y 6 dias de desarrollo.

Puesto que los estudios in Vitro indicaban que Mdm?2 pudiera ser un regulador negativo
de P53, se planteo la hipotesis de que los embriones knock-out de mdm?2 (homocigotos para
la mutacion) morian por efecto de la falta de la regulacion negativa de P53. En este sistema
al no estar presente Mdm?2, P53 podria estar activo ocasionando los procesos de arresto
celular o apoptosis, y por consecuencia P53 seria el responsable de la muerte embrionaria a
través de uno de estos procesos. Esta hipdtesis se demostrd cruzando ratones carentes de

ambos genes: mdm?2 y TP53. Los resultados fueron contrastantes, mientras que los ratones
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mdm2 knock-out morian durante el desarrollo embrionario, los ratones knock-out de mdm?2
y TP53 nacieron vivos, fenotipicamente normales y fértiles (Montes de Oca-Luna et al.,
1995).

Por otro lado, también se obtuvieron resultados preliminares que indican que el gen
bax, el cual es también un gen blanco de P53, revierte parcialmente el fenotipo de los
ratones mdm2 knock-out, es decir, que bax es parte de la via de apoptosis, pero que debe de
existir otro gen que en conjunto inducen la muerte del embridon por apoptosis. El hecho de
que la carencia de mdm?2 ocasiona la muerte embrionaria, la cual es dependiente de P53,
indica que ambos genes se expresan desde una fase muy temprana el desarrollo
embrionario.

Una posible explicacion de su expresion a este nivel embrionario es que la
combinacion P53-Mdm?2 forma parte de un sistema global de proteccién contra dafios al
DNA (mutaciones) para preservar la integridad del genoma a nivel celular, individual y de
especie. Esta hipotesis es en base al siguiente razonamiento: si una célula sufre una
mutacion en una fase muy temprana del desarrollo embrionario (como lo seria en la fase de
blastocisto cuando las células aun no se han diferenciado) todas las células que se
generarian a partir de ella tendran la mutacion y es muy probable que se presente en un
gran numero de tejidos; esto implica que las células germinales podrian haber heredado
dicha mutacioén y por lo tanto de que se pueda transmitir a la descendencia y finalmente de
fijarse en la poblacion. Aqui radica la importancia del sistema P53-Mdm?2 el cual responde
a estos dafios en el genoma ocasionando ya sea un arresto en la fase G1 del ciclo celular
dando tiempo a que la mutacidn se repare o que ocurra apoptosis.

Se ha pensado que la inhibicién de la expresion de mdm?2 y la sobre-expresion de
TP53wt podria, en gran parte, revertir el proceso de transformacién y/o provocar la
eliminacion de las células cancerosas.

Se han implementado varios acercamientos a esto, pero uno de particular interés por su
éxito fue logrado por Chao y colaboradores en 1998 quienes sintetizaron y transfectaron
mdm?2 anti-sentido ademas de TP53wt a células cancerosas logrando que una gran parte de
estas sufrieran de apoptosis acelerada.

En la figura 10 se muestra un esquema general de las actividades de Mdm2.
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Figura 10. Actividades de Mdm?2

Generalidades del RNA de Interferencia (RNAI)

El fenémeno de silenciamiento post-transcripcional de genes (PTGS) mediado por
RNAI fue descrito por primera vez en el nematodo Caenorhabditis elegans en el cual la
introduccion de RNA de doble cadena (dsRNA) resulta en la efectiva y especifica
inactivacion del gen correspondiente a través de la degradacion del mRNA endogeno (Fire
et al., 1998; Bass, 2000). Esta técnica genera rapidamente la pérdida de funcion gen-
especifica o de fenotipos hipomorficos y la potencia de la interferencia ser heredada a la
descendencia (C. elegans) (Kamath et al., 2001).

El descubrimiento de este fenomeno vino de experimentos con RNA antisentido, donde
se observo que los RNA's sentido y antisentido eran efectivos para producir fenocopias de
mutaciones de pérdida de funcion genética (Fire et al., 1998; Montgomery and Fire, 1998;
Guo, 1995).

El mecanismo por el cual el dsSRNA evita la expresion del gen objetivo alin no esta
completamente definido. Estudios recientes sugieren que sondas de dsRNA derivadas de

secuencias que estan presentes en la unidad de transcripcion primaria pero no de aquellas
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en el promotor o regiones intergénicas, pueden interferir con la expresion del gen objetivo
(Fire et al., 1998). Solo unas pocas copias del dsSRNA por célula son necesarias para
eliminar la produccion de proteinas ya que el mecanismo es de naturaleza catalitica y no
funciona titulando el mRNA enddégeno como fue propuesto para las técnicas tradicionales
de RNA antisentido. El gen objetivo no parece estar mutado, ni la transcripcion del gen
cesa en la presencia del dsRNA, sin embargo el mRNA objetivo del RNAI esta ausente en
el citoplasma y reducido en el nucleo. Estos resultados indican que el dsRNA ejerce su
efecto durante o posterior al proceso del RNA, pero antes de la traduccion a proteina
(Montgomery and Fire, 1998; Montgomery et al., 1998).

El silenciamiento de genes endogenos mediado por la introduccion de RNA de doble
cadena (dsRNA) ha sido demostrado en muchos organismos, incluyendo gusanos, moscas y
mamiferos (Bass, 2000; Fire, 1999). Para desencadenar RNA1, el dSRNA debe ser proveido
exdgenamente (Fire er al., 1998) o transcrito de transgenes que cargan una secuencia
antisentido interna (Tavernarakis et al., 2000).

Cuando el dsRNA no es directamente producido por un transgén con una repetida
invertida interna o suplementada exdgenamente, la transcripcion no intencional de RNA
anti-sentido de un promotor vecino o leido a través de transgenes adyacentes arregladas
como repetidas (Fire et al., 1998) podria explicar la produccion de dsRNA. Ademas, la
sintesis de RNA complementario (cCRNA) por una enzima llamada RNA polimerasa-RNA
dependiente (RdRP) (Kooter et al., 1999) podria también participar en la produccion de
dsRNA.

RdRP podria participar también, no solo en la sintesis de cRNA sino que también en la
amplificacion de la sefial de dsSRNA, permitiendo que el silenciamiento se disperse por todo
el organismo en C. elegans (Fire, 1999). El como el dsSRNA conlleva a la degradacion de su
RNA homologo permanece incierto. Se ha propuesto que el dsRNA es objetivo de una
dsRNA endonucleasa llamada Dicer que genera pequefias piezas de dsRNA, de 21 a 25
nucleodtidos de longitud (Bass, 2000). Dicer, en conjunto con otra proteina llamada R2D2 se
asocian a los extremos 5’ de cada cadena y solo aquella que posea la menor estabilidad
termodinamica es montada en el complejo de silenciamiento (RISC) (Tomari et al., 2004).
Entonces, el alineamiento de estos fragmentos de dsRNA con el mRNA, seguido por un

intercambio de cadenas, generaria nuevos substratos que son fracturados en los mismos
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sitios por la proteina Argonauta (Fagard et al., 2000; Tomari et al., 2004; Liu et al., 2004)

produciendo, asi, un efectivo silenciamiento del gen objetivo (Figura 11).

Degradacion de
mRNA blanco

Figura 11. RNA de interferencia (RNA1)

Se ha encontrado que, mientras que en C. elegans y D. melanogaster los dsRNA
pueden ser de longitud considerable, en las células de mamiferos, sin embargo, el tamafio
de estos RNA de doble cadena esta restringido a menos de 30bp (Elbashir ef al., 2001), ya
que si la longitud de estos dSRNA es mayor, se desencadena una respuesta citotéxica dentro

de la célula mediada por la proteina PKR, que inhibe la sintesis de proteinas y activa las
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vias de apoptosis de la célula, se piensa que esta respuesta PKR es una medida antiviral
(revisado en Gil, 2000).

El proceso de RNAi ha cobrado gran importancia en los ultimos afos, por ejemplo, el
premio Nobel fue recientemente otorgado a los Doctores Craig Mello y Andrew Fire por
haber descrito este proceso por primera vez.

Nuevas e importantes innovaciones se han realizado con el fin de mejorar los efectos de
RNAI en un sistema dado, ejemplo de esto es la reciente aportacion de Diederichs et al.,
2008, en la cual la co-expresion exdgena de Argonauta 2 con RNAi aumenta en gran
manera el indice de silenciamiento en comparacion con solo el RNAI.

El futuro del RNAi como herramienta para la investigacion en la expresion de diversos

genes 0 como terapia génica es bastante prometedor.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Escherichia coli, DHSa [F-, ¢80dlacZAM1S5, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl,

hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, )-, thi-1, gyrA96, relAl]

SiHa, linea celular adherente con morfologia epitelial. Tumor: Carcinoma de célula
escamosa, nivel de bio-seguridad 2, obtenida a partir de una biopsia de un sujeto femenino
de etnia asiatica con 55 afios de edad. Posee integrado el genoma de Virus de Papiloma

Humano (HPV-16), 1 a 2 copias por cé¢lula.

PLASMIDOS

pSilencer 1.0 (AMBION)

(1)

(3164) (3) BsaAl (228)

F1 origin

Scal (2858)
Puul (2748)

Ampicillin

(458)
Pwul (501)

Kpnl {658)
BamHI (675)

pSilencer 1.0-U6

-mouse U6 Promoter

3292 bp

(2305)
(2243)

(990)

Apal (995)
Hindlll {(1021)
EcoR| (1033)
Smal (1047)

(135g) - BamH (1051)

ColE1 origin

Figura 12
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pcDNAG6/TR (INVITROGEN)

Figura 13

pcDNA4/TO/LacZ (INVITROGEN)

Figura 14
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pEGFP-N3 (CLONETECH)

Apal |
(4358)

Eco0109 |
(3852)

Stul
(2575)

ENZIMAS

AMYV RT polimerasa
DNAsa |

RNAsa

T4 DNA Ligasa

taq polimerasa
Apal (5°-GGGCC|C-3)
Ddel (5-C[TNAG-3")
EcoRV (5°-GAT|ATC-3")
Kpnl (5-GGTAC|C-3")
Xmal (5-C|CCGGG-3°)

CULTIVO CELULAR

Cajas de cultivo, 60 mm.
DMSO

Frascos de cultivo, 25 cm?.

poly A

Kan'/
Neo'

MCS
{591-685]

pEGFP-N3
BsrG | (1385)

Not | (13%)
Xba 1* (1408)

SV40 ori
Psvm
e

Afl 1l (1638)

Dra I (1870

Figura 15

PROMEGA, NEW ENGLAND BIOLABS
PROMEGA

SIGMA

PROMEGA

PROMEGA, GENESCRIPT

PROMEGA

NEW ENGLAND BIOLABS
PROMEGA, FERMENTAS

PROMEGA, FERMENTAS

PROMEGA

CORNING
SIGMA

CORNING, NUNC
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Lipofectamin 2000

PBS 1xpH 7.4

Pipetas seroldgicas 10y 5 ml
Placas de 24 y 12 pozos
Suero Fetal Bovino

TRIPSINA-EDTA 1x

MEDIOS DE CULTIVO

DMEM
Medio LB (Luria-Bertani) Agar
Medio LB (Luria-Bertani) Caldo

ANTIBIOTICOS

E

Ampicilina, stock 100mg/ml
Antibidtico-Antimicotico 100x
Blasticidina, stock 2 mg/ml
Tetraciclina, stock 10 mg/ml

Zeocina, stock 100 mg/ml

UIPO

INVITROGEN

CORNING
CORNING
GIBCO
GIBCO

GIBCO
USBiological

USBiological

USBiological
GIBCO
INVITROGEN
USBiological

INVITROGEN

Autoclave, Balanza analitica, Camara de electroforesis horizontal, Camara fotografica

digital, Campana de flujo laminar, Centrifuga refrigerada, Espectrofotometro, Fuente de

poder, Hematocitometro, Incubadora con agitacion, Incubadora de CO,, Microcentrifuga,

Micropipetas, Microscopio de Fluorescencia,

Termociclador, Transiluminador de luz UV, Vortex.

~27 ~

Microscopio

invertido,

Pipet Aid,



EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE E6 Y E7 (HPV 16) SOBRE LA EXPRESION DE MDM?2 EN UNA LINEA CELULAR DE CANCER CERVICAL

~.

DISENO EXPERIMENTAL

WRPIYSOp ), BRIy
5od oETPELEH SIEIETY

(U __________W" #

DATERTET ) AL

~28~



EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE E6 Y E7 (HPV 16) SOBRE LA EXPRESION DE MDM?2 EN UNA LINEA CELULAR DE CANCER CERVICAL

ACTIVIDADES A REALIZAR

Crear un Vector para la Expresion Inducible de shRNA.
1.1. Eleccion de un Promotor para la Expresion de RNA..
1.2. Introducir la Secuencia Operadora TetO1 dentro del Promotor de RNApollIl U6.

1.3. Clonar un Cassette de Seleccion en el Vector pSilencer-Ubreo;.

Clonar las Secuencias de shRNA en el Vector Inducible pSilencer,..

2.1. Alinear y Clonar las Secuencias de shRNA en pSilencer:..

Crear una Linea Celular de Cancer Cervical que Exprese de Manera Estable la Proteina

de Represion TetR.

3.1. Transfectar el Plasmido pcDNA6/TR en la Linea Celular SiHa.

3.2. Detectar el Gen TetR por PCR en las Lineas Establemente Transfectadas con
pcDNAG6/TR.

3.3. Detectar la Expresion de 7etR por RT-PCR en las Lineas Establemente
Transfectadas con pcDNAG6/TR.

3.4. Ensayo de Tincion LacZ en las Lineas Establemente Transfectadas con

pcDNAG6/TR.

Crear Lineas Celulares de Cancer Cervical Establemente Transfectadas con los

Vectores de Expresion de shRNA.

4.1. Determinar el Funcionamiento del Promotor U6rei01.

4.2. Transfectar en SiHa/TR los Plasmidos que Expresan RNA de interferencia para los
genes E6y E7 (HPV-16).

4.3. Genotipificar las Lineas Celulares Establemente Transfectadas por PCR.
Determinar si Existe un Cambio en la Expresion de mdm?2 Provocado por la Inhibicion

de E6'y E7 en las Células de Céancer Cervical.

5.1. Estandarizar las Reacciones de PCR Semi-Cuantitativo.
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5.2. Analizar el Efecto del Silenciamiento Post-Transcripcional de E6 y E7 (HPV-16)
por medio de RNAi en la Expresion de mdm2 por medio de PCR Semi-

Cuantitativo.
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METODOLOGIA

Crear un Vector para la Expresion Inducible de shRNA.

1. Eleccion de un Promotor para la Expresion de RNAi. Entre los promotores de

RNA polimerasa III comercialmente disponibles se encuentran H1 y U6. En
nuestro caso, la eleccion se inclind hacia U6 y el plasmido utilizado fue pSilencer

1.0 (AMBION).

1.2. Introducir la Secuencia Operadora TetOl dentro del Promotor de RNApol 111 U6.

Se introdujo, mediante PCR, la secuencia operadora TetO1 en el promotor U6 del
plasmido pSilencer 1.0, los oligonucleotidos utilizados fueron: 5°- GGT ACC CGC

TCT AGA ACT AGT GG -3’y 5°- GGG CCC AAA CAA GGC TTT TCT CCA AGG GAT ATT
TAT AAC TCT ATC AAT GAT AGA GTG TCT CAA AAC ACA CAA TTA CTT TAC AGT
TAG GGT GAG TTT CCT TTT GTG CTG -3°.

La reaccion de PCR se realiz6 de la siguiente manera: 1x PCR buffer
(GENESCRIPT), 0.25mM dNTP mix (FERMENTAS), 2.5mM MgCl,, 0.10uM de
primers y 0.3u tag polimerasa (GENSCRIPT). El programa utilizado fue:
95°C/5°194°C/1°-58°C/1°-72°C/1°(35 Ciclos)|72°C/7’.

El vector pSilencer 1.0 fue cortado con las enzimas Kpnl y Apal (PROMEGA)
agregando: 1x buffer de reaccion (PROMEGA, NEW ENGLAND BIOLABS,
FERMENTAS), 1X BSA, 5-10png de DNA y 2u de enzima en un volumen final de
20ul, incubando a 37°C por media hora. El plasmido, sin promotor, fue purificado
de un gel de agarosa TAE 0.8%. El producto de PCR anterior fue también digerido
con las enzimas de restriccion Kpnl y Apal. El amplicon fue ligado al vector con
T4 DNA polimerasa (NEW ENGLAND BIOLABS) en una relacion 1:1, la ligacion se
incubo a temperatura ambiente por 20 minutos después de lo cual se transformé en

E. coli DH5a calcio competente.
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Para preparar las células calcio competentes, la cepa DH5a. (E. coli) fue sembrada
en 3ml de medio LB caldo y se incub6 a 37°C/150 rpm toda la noche, de este pre-
inoculo 100-500ul se cultivaron en un matraz de 500ml con 100ml de medio LB
caldo y se incubo a 37°C/150 rpm/3-5 hrs u OD 600nm 0.2-0.4 (en delante todos
los pasos se realizaron en frio), las células se centrifugaron en tubos de 50ml a
3000 rpm/4°C/7 min, el medio se decantd y se resuspendieron en 20ml de buffer
frio (60mM CaCl,, 10mM PIPES, 15% Glicerol, ajustado a pH 7.0 con NaOH), las
células se centrifugaron una vez mas a 2500 rpm/4°C/5 min, fueron resuspendidas
nuevamente en 20ml de buffer y se incubaron en hielo por 30 min o toda la noche a
4°C, se volviod a centrifugar a 2500 rpm/4°C/5 min y se resuspendieron en 2ml de
buffer, las células se alicuotaron en tubos de 1.5ml (50-200ul por tubo) y se
almacenaron a -80°C.

Al dia siguiente de la transformacion, se tomaron 10 colonias y se cultivaron en
3ml de medio LB caldo (ampicilina 100pg/ml) y se incubaron a 37°C/150
rpm/toda la noche. Al dia siguiente se vaciaron 1.2ml del cultivo en un tubo de
1.5ml y se centrifugaron a 12 000 rpm/30 segundos, se decantd el medio y se
resuspendieron las bacterias en 150ul de Solucién I (50mM glucosa, 10mM
EDTA, 25mM Tris-HCI), se agregaron 300ul de Solucion II (0.2N NaOH, 1%
SDS) mezclando delicadamente por inversion de tres a cinco veces y se incubaron
a temperatura ambiente por 3 minutos (no excediendo el tiempo de incubacién mas
alld de cinco minutos), se afiadieron 250ul de Solucion III (3M KOAc, 5.75ml
acido acetico glacial, aforado a 50ml con DDH,0) se mezclaron por inversion 5
veces y se incubaron en hielo por 5 minutos, se centrifugaron a 14 000 rpm/10
minutos y se decantd el sobrenadante en un tubo nuevo, se agregaron 350ul de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se dio vortex por 30 segundos, se
centrifugaron a 12 000 rpm/5 minutos y se extrajo la fase acuosa para colocarla en
un tubo nuevo, se afiadieron 500ul de isopropanol, se mezclaron por inversion y se
incubaron a -20°C/20 minutos, la muestra se centrifuga a 14 000 rpm/15 min/4°C,
se decantd el alcohol con cuidado de no tirar la pastilla (DNA plasmidico y RNA)
y se agregaron 500ul de alcohol etilico 70%, se mezclaron brevemente por

inversion (el uso de un vortex es opcional) y se centrifugaron a 14 000 rpm/5
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minutos, se decantd el alcohol con cuidado y se dejo secar la pastilla a temperatura
ambiente por 10-15 minutos, la pastilla se resuspendié en 50ul TE 1x con RNAsa
(10pg/ml) y se incubo a 37°C/10 minutos.

El DNA extraido de cada clona fue entonces cortado nuevamente con las enzimas
Kpnl y Apal para confirmar la presencia del promotor Ubreo en el vector

pSilencer 1.0.

1.3. Clonar un Cassette de Seleccion en el Vector pSilencer-UbGr..0;. Para anadir un

marcador de seleccion, se disefiaron los primers 5’- AAC GGG GTA CCG GAA CAA
CACTCA ACCCTATCT -3’y 5’- GCG GCG GGT ACC CCA GAC ATG ATA AGA TA CAT
TGA TG -3’ para amplificar el gen de resistencia a zeocina encontrado en el
plasmido pcDNA4/TO/LacZ (INVITROGEN), estos primers también insertan el sitio
de restriccion Kpnl (negrita) en los extremos del amplicon; la reaccion de PCR se
realiz6 siguiendo el programa: 95°C/5°|94°C/30”-60°C/30”-72°C/2°(35 Ciclos)|72°C/7".

El producto de PCR resultante fue digerido con la enzima Kpnl y clonado en el
mismo sitio de restriccion del vector pSilencer-Ubr0;, 1a ligacion se transformo
en E. coli DH5a calcio competente. E1 DNA obtenido de las clonas transformadas
fue cortado con la enzima de restriccion Kpnl para confirmar la insercion del gen
zeocinaen el vector pSilencerreo;.

Se determind la orientacion en la cual el gen de resistencia (Zeo) se integré al

vector usando las enzimas Ddel y Xmal.

2. Clonar las Secuencias de shRNA en el Vector Inducible pSilencer:,.

2.1. Alinear y Clonar las Secuencias de shRNA en pSilencer,. El disefio de las

secuencias de RNAi1 se realizO con ayuda del programa proporcionado por
AMBION. La secuencia de los oligos es: 5’-GTC CTG AAG AAA AGC AAA G-3’° para
E6 y 5°-ACT GAT CTC TAC TGT TAT G-3’ para E7. Se agreg6 la secuencia 5°-GAT-3’
en el extremo 3°, ademas de la secuencia 5’-CCGG-3’ en el extremo 5°.

Los oligos se mezclaron de manera equimolar (10uM) en un volumen final de

200pul de buffer de alineacion (PBS 1x pH 6.8, 2mM MgCl,) y se expusieron al
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programa de temperaturas siguiente: 95°C/5S min, 70°C/5 min disminuyendo de
manera gradual a temperatura ambiente. Las construcciones de shRNA (short
hairpin RNA) se clonaron en el vector pSilencer;, en los sitios Apal/EcoRV. Para
identificar las clonas positivas los DNA se cortaron con las enzimas de restriccion

Kpnl/EcoRV'y las muestras se corrieron en un gel de agarosa TAE 2%.

3. Crear una Linea Celular de Cancer Cervical que Exprese de Manera Estable la
Proteina de Represién TetR.

3.1. Transfectar el Plasmido pcDNAG6/TR en la Linea Celular SiHa. Para el ensayo de

transfeccion, se sembraron 2x10° células (SiHa) en medio completo DMEM (10%
suero fetal bovino, 100u penicilina:100pug estreptomicina:0.25ug amfotericina
B/ml) en una placa de 12 pozos, al dia siguiente, se extrajo el medio y se
combinaron 1.6pg de pldsmido pcDNA6/TR con 4ul de Lipofectamin 2000
(INVITROGEN) en 200ul de medio DMEM por pozo y se incubo a temperatura
ambiente por 20 minutos. La mezcla fue entonces agregada a las células anadiendo,
ademas, 800ul de medio. Las células se incubaron a 37°C/5% CO; toda la noche.

Al dia siguiente se sustituyo el medio por DMEM/10% FBS y a las 48 hrs se aplico
blasticidina (2pug/ml) por un periodo de 7-10 dias, después de este periodo, se

realizaron cultivos monoclonales de las células sobrevivientes.

3.2. Detectar el gen TetR por PCR en las Lineas Establemente Transfectadas con

pcDNAG6/TR. Se recolectaron las células del frasco de cultivo usando Tripsina-
EDTA 1x (GIBCO) y se resuspendieron en 1.5ml de PBS 1x (2.68mM KClI,
1.47mM KH,POy4, 136.89mM NaCl, 8.10mM Na,HPO,4, pH 7.4), se centrifugaron
a 12 000 rpm/1 min y se lavo la pastilla dos veces con PBS 1x; se decantd el PBS
1x y se resuspendieron las células en 1ml de buffer de lisis nuclear (10mM Tris-
HCIl, 400mM NaCl, 2mM EDTA), se centrifugaron a 12 000 rpm/5 min, se decant6
el buffer y las células se resuspendieron en 300ul de buffer de lisis mas 10ul de
proteinasa K (10mg/ml) y 40ul de SDS 10%, se mezclo de manera suave y se

incubd a 45°C toda la noche. Al siguiente dia se agregaron 100ul de 6M NaCl al
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lisado, se mezclo vigorosamente por inversion por 15 segundos y se centrifug6 a 14
000 rpm/10 min, se decantd el sobrenadante en un tubo nuevo y se repitid el
proceso hasta que no hubo mas precipitacion de sales, se transfirid el sobrenadante
a un tubo nuevo y se agregd 1/10 del volumen total de Acetato de Sodio 3M (pH
5.2), se mezclo y se afiadio 2-3 volimenes de isopropanol frio, se mezclo hasta que
el DNA empezo6 a precipitar, se centrifugd a 14 000 rpm/5 min, se decantd el
alcohol y se lavo la pastilla con 500ul de etanol 70%, se centrifugd una vez mas a
14 000 rpm/5 min, se decant6 el etanol y se dejo secar la pastilla por 10-15 minutos
a temperatura ambiente, el DNA se resuspendié en 200ul de TE 1x (10mM Tris,
ImM EDTA) con RNAsa.

A partir de las muestras de DNA obtenidas de las diferentes clonas, se realizo una
reaccion de PCR utilizando los primers 5’-AGA GCT GCT TAA TGA GGT CGG -3’y 5’-
AGC GAC TTG ATG CTC TTG ATC -3’ para detectar la secuencia codificante de TetR
(~400 bp), el programa utilizado fue como sigue: 95°C/5°(94°C/30”-60°C/30”-72°C/1°(35

Ciclos)[72°C/7’.

Detectar la Expresion de TetR por RT-PCR en las Lineas Establemente

Transfectadas con pcDNAG/TR. Para extraer el RNA total, se tomaron las placas
donde se sembraron las células, se decantd el medio y se lavé dos veces con PBS
1x, se decantd el PBS 1x y se utilizd6 Trizol (INVITROGEN) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Para observar la calidad del RNA, las muestras se cuantificaron en un
espectrofotometro, se mezclaron con el buffer de muestra [SOul buffer MOPS 10x
(0.2M MOPS, 10mM EDTA, 50mM NaOAc), 250ul formamida de-ionizada, 90ul
formaldehido 35%, 108ul DDH,O DEPC (di-etil pirocarbonato 0.1%), 2ul
bromuro de etidio (stock 10mg/ml)] y se incubaron a 65°C por 10 minutos, se
agregaron 3pl de buffer de carga (0.25% bromofenol, 0.25% xylen cyanol, 20%
FICOLL/ DDH,0 DEPC) y se corrieron por electroforesis en un gel de agarosa
MOPS (1.7% formaldehido) usando buffer MOPS 1x.

La reaccion de RT-PCR se realizo utilizando 4ug de RNA total mas 0.5ug de oligo

dT por cada pg de RNA utilizado en un volumen de 11ul, ésta mezcla se incub6 a
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70°C/10 minutos y luego se enfrid en hielo por 5 minutos. Pasado dicho tiempo, se
agregaron 2.5ul de AMV RT 10x buffer, ANTP’s (0.5mM final), 10u de inhibidor
de RNAsas y 3u de AMV RT polimerasa en un volumen final de 25ul, se incub6 la
reaccion a 42°C/1 hr. El PCR se realiz6 utilizando los primers y las condiciones

descritas en el punto 3.2.

3.4. Ensavo de Tincion LacZ en las Lineas Establemente Transfectadas con

pcDNAG/TR. Se sembraron 2x10° células en una placa de doce pozos y se
transfectd el plasmido pcDNA4/TO/LacZ (INVITROGEN) usando Lipofectamin 2000
(INVITROGEN), el ensayo se realizo por triplicado.

Para inducir la expresion de LacZ se agregd tetraciclina al medio completo DMEM
a una concentracion final de 10 pg/ml y se incubé a 37°C/5% CO..

Al transcurrir 72 horas de la transfeccion, se retir6 el medio y se dieron dos lavados
con PBS 1x, las células se fijaron con glutaraldehido (0.5% en PBS) por 10
minutos, se lavd dos veces con PBS 1x y se agregd la solucion de tincion (SmM
ferricianuro de potasio, SmM ferrocianuro de potasio, 2mM MgCl2, 1 mg/ml X-

gal). La tincion fue incubada en la oscuridad a 37°C toda la noche.

4. Crear lineas celulares de cancer cervical establemente transfectadas con los

vectores de expresion de shRNA.

4.1. Determinar el Funcionamiento del Promotor Ubr.0;. Se disefid y construyd el

vector RNAI contra GFP usando la secuencia 5’-GAA GCA GCA CGA CTT CTT C-3’
en la manera descrita en el objetivo 2.1. Se prepararon 2.1x10° células y se
mezclaron con los complejos Lipofectamin 2000-pSilencer,./pEGFP-N3 'y
Lipofectamin 2000-pS;.-shRNAGFP/pEGFP-N3 (la proporcion entre los vectores
fue de 2:1). Posteriormente se sembraron ~350,000 de estas células (por pozo) en
placas de 12 pozos (Figura 16).

Las células fueron incubadas por doce horas después de las cuales se reemplazo el
medio con 2ml de medio completo DMEM y agregando 2ul de tetraciclina (stock

10mg/ml) a los ensayos positivos.
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Al transcurrir 48 horas mas, se recolectaron las células lavando dos veces con PBS
I1x y aplicando tripsina. Estas células fueron resuspendidas en PBS 1x y
recolectadas en tubos de 1.5ml donde se lavaron dos veces mas con PBS 1X. Las
células se precipitaron por centrifugacion, se resuspendieron en 20ul de PBS Ix y
se montaron en portaobjetos para su andlisis en un microscopio confocal (Leica

DB1000).

CORNING

Figura 16. Co-transfeccion de pSilencer.-pEGFP-N3 (control) y pS.-shRNA/GFP-pEGFP-N3 en SiHa/TR3.
En la serie marcada TET + se agregod tetraciclina a una concentracion de 10pg/ml mientras que la serie
marcada TET — se utilizo como un control negativo.

4.2. Transfectar en SiHa/TR los Plasmidos que Expresan RNA de interferencia para los

genes E6 y E7 (HPV-16). Se cultivaron dos placas de 24 pozos con 1x10° células y

se incubaron toda la noche a 37°C/5% CO,. Al dia siguiente, se mezclaron 0.8ug
de pSilencer,, pS.-shRNA/E6363 6 pS.-shRNA/E757 con 2ul de Lipofectamin
2000 en 100ul de medio DMEM por pozo y se incubaron por 20 minutos a
temperatura ambiente. Se retir6 el medio de las células y se agregd 400ul de medio
DMEM por pozo para luego afiadirse la mezcla DNA/Lipofectamin 2000, las
células se incubaron nuevamente toda la noche y al siguiente dia se retird la mezcla
de transfeccion y se agregaron 500ul de medio DMEM (10% FBS). Al cabo de 24
horas las células se pasaron a placas de 12 pozos y al término de 24 horas mas se
inici6 la seleccion de células establemente transfectadas utilizando Zeocina

(100pg/ml) por 15 dias.
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43. Genotipificar las Lineas Celulares Establemente Transfectadas por PCR. Se

tomaron las clonas que pasaron el proceso de seleccion con zeocina y se extrajo el
DNA gendmico usando una alta concentracion de sales.

Los oligos utilizados en la reaccion de PCR fueron: Uétet fwd (5° - GGT ACC CGC TCT

AGA ACT AGT GG - 3”), U6 rvs (5’- AAA CAA GGC TTT TCT CCA AGG G -3°), UbtetOl rvs
(5’- T TAT ACT CTA TCA ATG ATA GAG -3”) y pSU6 rvs (5’- TTA CGC CAA GCG CGC

AAT TAA C -3°). Cada uno de los oligos reversos esta disefiado para detectar la
integridad de las construcciones dentro de las células (Figura 17). El programa de
amplificacion fue 95°C/5°194°C/307-57°C/30”-72°C/1°(30 Ciclos)[72°C/6> para U6 rvs y

U6TetO1 rvs, para pSU6 rvs, el programa fue 95°C/5°194°C/307-59°C/30”-72°C/1°(35
Ciclos)|72°C/7’.

e

U6TetOlrvs —~ € pSU6Tvs
U rvs

Figura 17. Esquematizacion de las regiones de unidn de los diferentes primers para la genotipificacion de
las clonas SiHa/TR3 establemente transfectadas con las construcciones de shRNA para £6 y E7 (HPV-
16).

5. Determinar si Existe un Cambio en la Expresion de mdm2 Provocado por la

Inhibicion de E6 y E7 en las Células de Cancer Cervical.

5.1. Estandarizar las Reacciones de PCR Semi-Cuantitativo. Los oligos utilizados en

las reacciones de PCR fueron: Agapdh5 5°-AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT-3,
hgapdh3 5°-CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3’, Mdm2RTF 5°~GCG CGA AAA
CCC CGG ATG GTG AGG-3’, Mdm2RTR 5-CCT GTG CTC TTT CAC AGA GAA GC-3’,
P3 5-GGT TCA CTG AAG ACC CAG GTC C-3’, GE5R 5°-ACC ATC GCT ATC TGA GCA
GCG C-3°, E6RTF 5°-CAG GAC CCA CAG GAG CGA CCC-3’, E6RTR 5°-GGA CAC AGT
GGC TTT TGA CAG-3’, E7RTF 5-CCC AGC TGT AAT CAT GCA TG-3’, E7RTR 5-CCC
ATT AAC AGG TCT TCC AAA GTA CG-3°.
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Se prepard el experimento de PCR multiplex de la siguiente manera: 1x buffer de
PCR, 2.5mM MgCl,, 0.25mM dNTP’s, 100nM primer hgapdh5, 100nM primer
hgapdh3, 100nM  primer Mdm2RTF/P3/E6RTF/E7RTF, 100nM  primer
Mdm2RTR/GESR/E6RTR/ E7RTR, 0.3u taq polimerasa, 250ng cDNA, aforado a
25ul con DDH,0 estéril, 95°C/5’|94°C/457-59°C/457-72°C/1°(34 Ciclos)[72°C/7> siguiendo
una curva que comprende 22, 24, 26, 27-34 ciclos. Se realizaron de tres 3 a 4
repeticiones de este experimento, los productos de PCR se analizaron por
electroforesis, los geles se capturaron en forma digital y se analizaron los valores
densitométricos obtenidos, se calculd el valor de la media de cada punto y se
graficaron para obtener la curva de crecimiento de cada uno de los genes

analizados.

Analizar el Efecto de Silenciamiento Post-Transcripcional de E6 v E7 (HPV-16)

por medio de RNAi en la Expresion de mdm2 por medio de PCR Semi-

Cuantitativo. Se sembraron 8x10° células de las diferentes clonas (pSilencery,, pSi.-
ShRNA/E6363 'y pSi-shRNA/E757) en cajas petri de 60 mm por duplicado; se
indujo la expresion de RNAI, en los ensayos positivos, agregando tetraciclina a una
concentracion final de 10ug/ml. Estos experimentos se realizaron por lo menos en

seis ocasiones diferentes para cada clona (Figura 18).

Figura 18. Esquema grafico del montaje de los experimentos de induccion de la expresion de RNAI en las
diferentes clonas de TR3. Estos experimentos se realizaron en por lo menos seis eventos con su respectiva
repeticion.
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Al pasar 48 hrs, se extrajo el RNA total usando TRIZOL (INVITROGEN), se
tomaron 4pug RNA de cada muestra y se trataron con RQ1 DNAse (PROMEGA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El experimento de RT-PCR se llevo a cabo de la siguiente manera: 2ug oligo dT,
Ix AMV RT buffer (NEW ENGLAND BIOLABS), 10u RNAsin (inhibidor de RNAsas,
PROMEGA), 0.5mM dNTP mix, 3u AMV RT polimerasa (NEW ENGLAND
BIOLABS), DEPC DDH,0 a 30pl. La reaccion se incub6 a 42°C por 1 hora.

El cDNA obtenido de cada muestra se cuantific y se diluyd a una concentracién
final de ~100ng/pl. Las reacciones de PCR Semi-Cuantitativo se realizaron usando
27 ciclos para mdm2, 28 ciclos para p53 y 25 ciclos para E6 y E7. Al finalizar las
reacciones de PCR, las muestras se cargaron en un gel de agarosa TAE 0.8%, se
tifieron utilizando bromuro de etidio y se documentaron en forma digital para hacer
el analisis densitométrico usando el programa Gel Pro Analyzer 4.0™.

El analisis estadistico se realizo mediante una Prueba “t” de Student, este tipo de
analisis es aplicado cuando se quiere estimar el valor de la media de una poblacion
con distribucion normal cuyo tamano de muestra es pequeilo y donde la desviacion
estandar debe ser determinada a partir de los datos obtenidos. Con esta prueba se
puede establecer la significancia estadistica de la diferencia entre la media de dos

poblaciones si p<0.05.
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RESULTADOS.

Crear un Vector para la Expresion Inducible de shRNA.

1. Eleccion de un Promotor para la Expresion de RNAi. La eleccion del promotor

adecuado siempre esta en funcion de aquello que se desea expresar. En el caso de
una construccion de shRNA, lo ideal seria un promotor de fuerte expresion ademas
de que sea sencillo en su funcionamiento y que no altere la estructura secundaria de
dicha construccién afiadiendo secuencias no deseadas, en este caso, secuencias
como podrian ser 5’ y 3’ UTR.

Dentro de estos requerimientos, se encuentran los promotores de RNA polimerasa
IIT que dirigen la expresion de RNA’s nucleares pequefios (snRNA’s). Existen
varias ventajas al usar sistemas bajo la regulacion de promotores de RNApollll, por
ejemplo, estos promotores son activos en un gran numero de lineas celulares, la
transcripcion de shRNA es alta, ya que estos son promotores constitutivos y el
hecho de que sean activados por elementos en cis encontrados exclusivamente en la
region 5’ flanqueante resulta en moléculas de RNA uniformes que contienen
términos 5’ y 3’ bien definidos.

El plasmido utilizado en este trabajo fue pSilencer 1.0 (AMBION), que fue
amablemente donado por Tomoo Iwakuma, MD, PhD (Department of Molecular

Genetics, University of Texas M.D. Anderson Cancer Center).

1.2. Introducir la Secuencia Operadora TetOl dentro del Promotor de RNApol 111 U6.

Al crear un vector con shRNA’s (short hairpin RNA) se obtiene la ventaja de que
se puede expresar estos RNAI (interference RNA) dentro de la célula objetivo de
una manera sencilla y mucho mas barata que transfectar con siRNA (short
interference RNA) sintéticos, pero al mismo tiempo se tiene la limitante que

representa la eficiencia de transfeccion inherente a cada linea celular.
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En este trabajo se eligio trabajar con la linea celular de cancer cervical SiHa, estas
células han sido transformadas por el serotipo de interés, el Virus de Papiloma
Humano Tipo 16 (HPV-16), pero esta linea celular no posee una buena eficiencia
de transfeccion (<5%), por tanto, al realizar los ensayos para introducir los
vectores-shRNA en las células y analizar los datos, obtendriamos una imagen
sesgada de los resultados causado por el fondo que representaria una buena
cantidad de células no transfectadas.

Para lograr una expresion uniforme de las construcciones de RNAi dentro de la
linea celular de cancer cervical, se propuso crear lineas establemente transfectadas
con los vectores-shRNA, pero el problema surgié al considerar que las células
transformadas por HPV requieren de la expresion continua de E6 y E7 para
permanecer viables y al intentar introducir en las células, de manera estable, los
shRNA para los genes anteriores la probabilidad de éxito seria considerablemente
baja, por tanto, un método para controlar la expresion de los RNAI era esencial. A
la fecha, existen varios vectores cuya expresion de RNAi puede ser regulada y los
métodos por los cuales ha sido hecho se enumeran en Henriksen et al., 2007.

En el momento en que esta decision fue hecha, el desarrollo de vectores y la
expresion de RNA de interferencia de manera regulable se encontraba,
técnicamente, en vias de desarrollo, asi que, usando como guia la estrategia
realizada por Ohkawa y Taira, 2000 (esquematizada en la figura 19), se introdujo
la secuencia de represion TetO; (5°-AC TCT ATC AAT GAT AGA GT-3°) dentro del
promotor U6 del plasmido pSilencer 1.0, haciéndolo regulable por la proteina de
represion TetR (Figura 20).

El promotor U6 del vector pSilencer 1.0 fue reemplazado por nuestro promotor
modificado, denominado en delante como U6te,o1. El DNA obtenido de las
bacterias transformadas fue digerido con las enzimas de restriccion Kpnl/EcoRV
para confirmar la insercion del promotor U6t €n el vector, qué en delante serd

referido como pSilencerrqo; (Figura 21).
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Sin Tetraciclina (No hay expresién)

“ . ©

Factores requeridos para la transcripcién

Con Tetraciclina (Expresién)

Us

: TetR

Figura 19. Esquema del sistema tet on/tet off.

Figura 20. PCR de U6. En el gel se muestra el amplicon obtenido del PCR, proceso durante el cual se introdujo la
secuencia operadora TetO1 que servira para regular la expresion de los shRNA. Gel de agarosa TAE 0.8%.
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Figura 21. Digestion de pSilencerreo; con Kpnl/EcoRV, en esta imagen se puede apreciar al promotor
Ubreio1 que fue clonado en lugar del promotor original. Gel de agarosa TAE 0.8%

1.3. Clonar un Cassette de Seleccion en el Vector pSilencer-Ubr.0;. Con el promotor

inducible en nuestro vector, era posible expresar los sShRNA de manera uniforme en
las células establemente transfectadas, pero, para lograr obtener las lineas estables,
era necesario un marcador de seleccion para separar aquellas células en las que el
vector se integrd de manera estable al genoma de la célula.

Como se hizo notar anteriormente, ya existen varios vectores que, ademas de
poseer promotores inducibles, tienen marcadores de seleccion para diferentes
drogas, como pueden ser higromicina, neomicina y puromicina (pSilencer 3.1y 5.1
retro de AMBION, por ejemplo), pero, nuestro vector es de primera generacion y no
cuenta con tales ventajas, es importante notar que incluso no se contaba con el
mapa del vector y que fue necesario hacerlo en el laboratorio para poder trabajar
con ¢€l.

Para afiadir un marcador de seleccion, se amplifico el gen de resistencia a zeocina

por PCR a partir del plasmido pcDNA4/TO/LacZ (Figura 22).
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Figura 22. El plasmido pcDNA4/TO/LacZ (INVITROGEN), fue utilizado como molde para amplificar el gen de
resistencia a Zeocina, el gen encompasa el promotor S¥40 ori, el promotor sintético para bacterias EM-7, la secuencia
codificante del gen bleomicina (Sh ble) y la secuencia de terminacion SV40 pA, se agregaron, ademas, 100bp en el
extremo 5’ para separarlo de la secuencia promotora U6. Gel agarosa TAE 0.8%.

El producto de PCR resultante fue digerido con Kpnl y clonado en el vector
pSilencer-Ubr..0;. E1l DNA de las clonas obtenidas posteriormente, fue digerido,
una vez mas, con la enzima Kpn/ para confirmar la insercion del gen zeocina en el

vector pSilencerrqo;, que en delante sera referido como pSilencer,. (Figura 23).

pSilencer:
4480 bp

Zeocina

Figura 23. Digestion de pS,, (1) y pSilencerrqo: (2) con Kpnl. (M) Marcador de
peso molecular. Gel de agarosa TAE 0.8%

Al tener las clonas positivas, se determind la orientaciéon en la cual el gen de
resistencia (Zeo) se integroé al vector, pues era necesario que el marcador se
transcribiera hacia el lado opuesto del promotor Ubre01, de lo contrario, podria
inhibir la expresion de los shRNA. Para determinar esto, se tomé el DNA de las

clonas positivas y se cortd con las enzimas Ddel y Xmal, lo cual resulté en un
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patron de bandas definido mediante el cual se pudo determinar la orientacioén

antisentido del gen de zeocina dentro del vector pSilencer,. (Figura 24).

Nmmere Emzimas | Sitio de Corle obteniile
D ] deal 1 Didel Xmal 4069-1205 1623
pSilencern
e 1 Ddel_Xmal 1464-2238 715
4480 bp
3 Xmal-Ddel 2239-2953 715
4 Ddal Ddal 3529-4068 540
5 DdalDdel 2054-3362 409
& Kmal-Xmal 1206-1401 196
T Ddel-Ddel 3363-3528 166
il 8 Xmal-Ddel 1402-1463 62

Figura 24. Digestion de pS,, (1) y pSilencerreo: (2) con Ddel y Xmal. (M) Marcador de
peso molecular. Gel de agarosa TAE 2%

Clonar las Secuencias de shRNA en el Vector Inducible pSilencer:..

2.1. Alinear y Clonar las Secuencias de shRNA en pSilencer,.. Para lograr la expresion

de siRNA a partir de un plasmido, se disefiaron oligonucledtidos de 55 bases de
largo complementarios a la secuencia de los genes objetivo [E6 y E7 (HPV-16)]. El
disefio de los oligos permitira que al ser transcritos por la RNA polimerasa III

formen estructuras de RNA de doble cadena de 19bp de longitud (Figura 25).

siRNA.

Un:l:l:l:l:l:‘JU (short inferferenceRNA)

Figura 25. Vista grafica y general sobre el proceso de un RNAi expresado a
partir de un plasmido
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El disefio de las secuencias de RNAi correspondientes a los genes objetivo sigue
reglas basicas de disefio en las cuales se establece que las secuencias candidato
deben empezar por AA, el porcentaje de GC debe ser entre 30-50% y debe evitarse
secuencias de T de mas de cuatro bases en tindem (la sefal de terminacion de la
RNA polimerasa III es una serie de cinco timinas). Las secuencias fueron
posteriormente seleccionadas en base a la baja estabilidad termodindmica del
extremo 5’ de la secuencia antisentido, causando asi, que sea la unica cadena que
se incorpore en el complejo de silenciamiento y pueda unirse al mRNA objetivo
(Khvorova et al., 2003).

Actualmente, existen herramientas mas eficaces para el disefio de los RNA1, como
pudiera ser la pagina de internet siDirect, este motor de busqueda sigue algunas
otras reglas ademas de las utilizadas por AMBION y que son mas eficientes, estas
reglas pueden ser revisadas en Ui-Tei et al., 2004 y Reynolds et al., 2004, otra vez,
esta herramienta no se encontraba a la mano al disefiar los oligos, pero es
importante notar que el disefio realizado y escogido se encuentra dentro de los
candidatos fuertes al utilizar esta herramienta (siDirect) para disefiar secuencias de
RNAi contra E6y E7.

Los oligos contienen la secuencia antisentido seguida por una secuencia de 15
bases no homologas y la secuencia sentido a continuaciéon sumando en total ~55bp.
Al tener alineados los oligos, las construcciones de shRNA (short hairpin RNA) se
clonaron en el vector pSilencer;, en los sitios Apal/EcoRV. Para identificar las
clonas positivas, los DNA se cortaron con las enzimas de restriccion Kpnl/EcoRV
(Figura 26), en las clonas positivas, el promotor unido a la construccion de shRNA
mide ~50bp mas que el promotor del plasmido control, para poder ver tal
diferencia, las muestras se corrieron en un gel de 2%. Los vectores obtenidos
fueron denominados pS,.-shRNA/E6363 para E6 y pS.-shRNA/E757 para E7. Los
nimeros en los nombres de los plasmidos representan la posicion en el mRNA a la

cual son complementarios.
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pSilamcary
a2 EEKbp

pSilencer=-shRIVA
4998 bp

1.1 Kbp

UsTetOl +shENA
*— .4Mbp

U6 TetO1
~350hp

BcoRV

img L

Figura 26. Digestion de pS,.-shRNA/E6363 (1), pS.-shRNA/E757 (2) y pSw. (3) con Kpnl y EcoRV. (M)
Marcador de peso molecular. Gel de agarosa TAE 2%

Crear una Linea Celular de Cancer Cervical que Exprese de Manera Estable la

Proteina de Represion TetR.

3.1.

3.2.

Transfectar el Plasmido pcDNAG/TR en la Linea Celular SiHa. Para que el sistema

de induccién por tetraciclina disenado funcionara, era necesario que la proteina de
represion TetR se expresara dentro de las células, para ello, se transfecto, de
manera estable, el vector pcDNA6/TR (INVITROGEN) en las células SiHa. De este
experimento, se obtuvieron un total de seis clonas estables, de las cuales, la clona 5
presentaba una morfologia extraia y crecia de manera muy lenta hasta que,

finalmente, dejo de crecer.

Detectar el gen TetR por PCR en las Lineas Establemente Transfectadas con

pcDNAG6/TR. Para las cinco clonas restantes, transfectadas con el plasmido
pcDNAG/TR, era necesario confirmar que habian integrado también el gen TetR,
pues es comun que las células solo integren los genes de resistencia. Para
averiguarlo, se extrajo el DNA genomico de cada clona y a partir de las muestras
de DNA obtenidas de las diferentes clonas se realizé una reaccion de PCR para

detectar la secuencia codificante de 7efR (~400 bp), figura 27.
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Figura 27. PCR para detectar el gen TetR en las clonas establemente transfectadas de la linea celular SiHa: SiHa/TR 1
(1), SiHa/TR 2 (2), SiHa/TR 3 (3), SiHa/TR 4 (4), SiHa/TR 6 (5), pcDNAG6/TR (+), Negativo (-). Gel de agarosa, TAE,
0.8%.

De las clonas obtenidas, solo las clonas 1, 2 y 3 resultaron positivas, se repitid el
PCR de la clona 4 pero resulto negativo, probablemente la banda ahi observada

provenga del carril nimero 3.

3.3. Detectar la Expresion de TetR por RT-PCR en las Lineas Establemente

Transfectadas con pcDNAG6/TR. Una vez con las clonas transgénicas identificadas

era esencial definir si el gen TetR estaba siendo expresado, para esto, se realizo la
extraccion del RNA total de las clonas seleccionadas (1, 2 y 3) y se realizé una
reaccion de RT-PCR. Con el cDNA listo, se realizé el PCR para amplificar el
mRNA de TetR (Figura 28).

—TetF.
~400bp

Figura 28. PCR para detectar el cDNA de TetR en las clonas establemente transfectadas con pcDNA6/TR: SiHa/TR 1 (1),
SiHa/TR 2 (2), SiHa/TR 3 (3), RNA total (4), pcDNAG6/TR (+), Negativo (-).Gel de agarosa, TAE, 0.8%.

Como se puede apreciar en el gel, a pesar de que la clona 1 posee el gen, no lo

expresa, mientras que 2 y 3 si. Con dos clonas identificadas, se debia establecer el

grado y funcion de la proteina TetR.
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3.4. Ensayo de Tincion LacZ en las Lineas Establemente Transfectadas con

pcDNAG6/TR. Las secuencias de operacion TetO son reconocidas por la proteina de
represion TetR y se une a ellas evitando la transcripcion de cualquier secuencia que
se encuentre rio abajo de ellas. La tetraciclina tiene gran afinidad por la proteina de
represion y al unirse a ella evita, a su vez, que TetR cierre el operador.

Para establecer el grado de expresion, asi como la funcionalidad, de la proteina de
represion TetR en la linea celular, se utilizé el gen reportero LacZ, este gen se
encuentra en el plasmido pcDNA4/TO/LacZ (INVITROGEN), dicho vector posee dos
operadores TetO2.

El vector arriba mencionado, fue transfectado en las clonas estables SiHa/TR2 y 3
usando Lipofectamin 2000 (INVITROGEN). Al dia siguiente de la transfeccion, se
agregd medio fresco (DMEM/10% FBS) adicionando tetraciclina, a una
concentracion de 10pg/ml, en los ensayos positivos.

Al transcurrir 72 horas de la transfeccion, se hizo el ensayo de tincion de LacZ, que
determiné la funcionalidad de TetR en base al numero de células azules presentes

tanto en los tratamientos Tet (-) como Tet (+), figura 29.

Sin Tetraciclina Tatracicling 10 ppiml
TR PR W

R A ot "9 SiHa/TRS
- ) - s %

PR/ S '-£~:~-'.' SR

Figura 29. Tincion de LacZ, las clonas SiHa/TR2 y 3 fueron transfectadas

con el vector pcDNA4/TO/LacZ y posteriormente tefiidas para observar el
nivel de expresion de la enzima. Foto: HP Photosmart 927, 40x.

Al observar los resultados de la tincion, se puede observar que el nivel de represion

en SiHa/TR2 es mucho mayor que en SiHa/TR3, pero al agregar tetraciclina el nivel
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de induccion es muy bajo en comparacion, el por qué de este fendémeno queda poco
claro, mas sin embargo, los niveles de represion e induccion en la clona TR3 son

bastante buenos, por ende, esta fue la clona que se utiliz6 en adelante.

4. Crear lineas celulares de cancer cervical establemente transfectadas con los

vectores de expresion de shRNA.

4.1. Determinar el Funcionamiento del Promotor Ubr.0;. Antes de crear las clonas

estables con las construcciones de shRNA era necesario saber si nuestro promotor
modificado, U6, era funcional y podia ser operado correctamente por la
proteina de represion TetR. Una manera sencilla de averiguarlo fue mediante el uso
de un gen reportero, en este caso, GFP.

La proteina verde fluorescente (GFP) esta compuesta por 238 aminoacidos y tiene
un peso de 26.9KDa, fue originalmente aislada de Aequorea victoria y tiene un
espectro de excitacion con luz UV de 395nm (mayor emision) a 475nm (menor
emision) con una emision maxima de 509nm (color verde). Existen varios
plasmidos que poseen este gen reportero y el vector utilizado en este experimento
fue pEGFP-N3 (CLONTECH), este vector posee dos mutaciones (Phe-64 a Leu y Ser-65
a Thr) que le proporcionan un mejor rango de fluorescencia (max. excitacion
488nm, max. emision 507nm), este plasmido fue amablemente proporcionado por
el Dr. Pablo Zapata Benavides, F.C.B., U.A.N.L.

Ademads, se disen6 y construyd el vector RNAi contra GFP. Este vector,
denominado pS.-shRNA/GFP, fue co-transfectado con el plasmido reportero
pEGFP-N3 en SiHa/TR3 agregando 2ul de tetraciclina (stock 10mg/ml) a los
ensayos positivos.

Al transcurrir 72 horas, se recolectaron las células y fueron resuspendidas en PBS
en tubos de 1.5ml. Las células se montaron en portaobjetos para su andlisis en el

microscopio de fluorescencia (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de la co-transfeccion de pSilencer.-pEGFP-N3 (A y B) y pS.-shRNA/GFP-pEGFP-N3 (C y D) en
SiHa/TR3. A las 12 horas de la transfeccion se agregd tetraciclina a una concentracion final de 10pg/ml en los ensayos

positivos (B y D), los negativos (A y C) se utilizaron como punto de comparacion entre los tratamientos.

Al seguir el andlisis de la figura 30, se puede observar que en las células
transfectadas con el vector control pSilencer,, (A y B), éstas presentaron una
fluorescencia mas intensa y un numero relativamente mayor de células
fluorescentes, mientras que en aquellas transfectadas con el vector pS.-
shRNA/GFP, el nimero de células fluorescentes, asi como la intensidad de éstas, se
vio afectado en el control negativo (C) y bastante reducida en el tratamiento con
tetraciclina (D).

Por tanto, de este experimento podemos concluir que el promotor Ubte0; puede ser
operado de manera satisfactoria por el sistema Tet-On/Tet-Off y que, ademas,
puede expresar construcciones de shRNA. Habiendo determinado lo anterior, se

prosiguio a la transfeccion de las secuencias de shRNA para £6 y E7 en SiHa/TR3.

Transfectar en SiHa/TR los Plasmidos que Expresan RNA de interferencia para los

genes E6 y E7 (HPV-16). Una vez que se obtuvo la linea celular que seria utilizada

(SiHa/TR3) y se determind la funcionalidad del promotor U6rc01, se transfectaron
los plasmidos pSilencer,, pSi-shRNA/E6363 'y pS.-shRNA/E757 usando

Lipofectamin 2000 (INVITROGEN) y la seleccion de células establemente
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transfectadas se realiz6 utilizando el antibiodtico Zeocina. Al termino de 15 dias, se

propagaron las clonas sobrevivientes para su genotipificacion.

Genotipificar las Lineas Celulares Establemente Transfectadas por PCR. Para

identificar las células establemente transfectadas con las construcciones de shRNA,
se tomaron las clonas que pasaron el proceso de seleccidon con zeocina y se extrajo
el DNA gendmico para su analisis por PCR.

Al tratar de amplificar la secuencia del promotor U6 (la secuencia de este promotor
es murina y los oligos utilizados no detectan el promotor endogeno), todas las
clonas se mostraron negativas, lo cual resultdé inesperado, pues la deteccion de
zeocina fue positiva en todos los casos (Figura 31) y la probabilidad de que las 21+
clonas obtenidas hubieran expulsado la secuencia promotora junto con la
construcciéon de shRNA resulté poco creible, por tanto, fue necesario crear las
condiciones adecuadas para la deteccion de dichas secuencias en el genoma de las

clonas obtenidas.

M1 2 34 586+ -

#—Zeocing
=] .1 Kbp

Figura 31. PCR para la deteccion del gen Zeo en las clonas estables de shRNA: pS,,-3 (1), pSi.-4 (2),
E6363-2 (3), E6363-5 (4), E757-3 (5), E757-4 (6), pSilencer,. (+), negativo (-). Las condiciones para la
deteccion de este gen son las mismas descritas en el punto 1.3, gel de agarosa, TAE, 0.8%.

Cuando se busca detectar secuencias dificiles por medio de PCR, es necesario

tomar algunas cosas en mente, como puede ser:

a. El contenido de G/C dentro de la secuencia (>50% dificulta mucho
su amplificacion, existen varios métodos para lograrlo, la adicién de

DMSO 5% v/v es uno de ellos),
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b. La formacion de estructuras secundarias por parte de los oligos o el
molde

c. La concentracion de iones cationicos en la reaccidn, no es claro ain
el rol de estos cationes en el proceso de replicacion del DNA, solo se
sabe que la concentracion adecuada de ellos en la reaccion es
necesaria para que la polimerasa amplifique el producto deseado,
usualmente 1.5-2.5mM de MgCl, son suficientes en la mayoria de

los ensayos.

El contenido de G/C de la secuencia promotora U6 es de ~42%, es alta pero no lo
suficiente, asi que se decidid probar con diferentes concentraciones de iones de
magnesio. Para establecer las condiciones apropiadas para la deteccion del
promotor Ubreo; mediante PCR, fue necesario, primero hacer una curva que uso
concentraciones de 1.5-5mM MgCl,. El buffer de reaccion se encuentra a 15mM de
MgCl, y a partir de esta concentracion inicial se ajusto la molaridad final de iones
de magnesio en la reaccion.

Como se puede apreciar en la figura 32, el amplicon resultado de los oligos Ubtet
fwd-U6 rvs, no presenta gran problema para obtenerse, aunque es necesario notar

que se obtienen mejores resultados a una concentracion de 4-5SmM MgCl.

Figura 32. PCR de estandarizacion de la concentracién de MgCl, usando los oligos Ubtet
fwd-U6 rvs. Gel de agarosa, TAE, 0.8%

En el caso del juego de oligos Ubtet fwd-pSUG6 rvs, la reaccion se vio restringida a

la concentracion de 4mM MgCl, (Figura 33).
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M 2530 40 30 + -
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Figura 33. PCR de estandarizacion de la concentracién de MgCl, usando los oligos Ubtet
fwd-pSUG rvs. Gel de agarosa, TAE, 0.8%

Finalmente, en el caso del par de oligos Ubtet fwd-U6TetO1 rvs, La deteccion fue
un poco mas complicada, ya que no se obtuvo resultado bajo ninguna condicién de
la curva descrita anteriormente, se intentd, ademads, realizar gradientes de
temperatura y concentracion de MgCl, sin éxito. Se resolvid realizar nuevamente el
experimento utilizando el amplicon Uétet fwd-U6 rvs como molde en lugar de
DNA gendmico, asi que se repitieron las condiciones de la curva ya establecida,
pero usando, esta vez, Sng del producto de PCR antes obtenido. El resultado de este
experimento fue positivo y se encontrd que, a excepcion de los anteriores ensayos,
este es bastante mas laxo en cuanto a la concentraciéon de MgCl, obteniendo

mejores resultados a 2.5mM (Figura 34).

—mMbgCR
M 25 30 40 50 + -

-

. . . . <—~500bp

et

Figura 34. PCR de estandarizacion de la concentracién de MgCl, usando los oligos Ubtet
fwd-U6TetOl rvs. (+) 20ng pSilencer, (-) PCR U6, 1.5mM MgCl, Gel de agarosa, TAE,
0.8%

Una vez estandarizadas las condiciones de deteccion por PCR del promotor U601

en el genoma de las clonas SiHa/TR3 establemente transfectadas con los vectores
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de shRNA, se dispuso el primer experimento usando los oligos Uétet fwd-U6 rvs,
El resultado del experimento puede apreciarse en la figura 35, en donde se puede
observar que las clonas utilizadas: pSi,/3 y 4, pSi,-E6363/2y 5y pS,-E757/3 y 4

son positivas.

«— U5
~400bp

Figura 35. Genotipificacion de las clonas estables para las construcciones de shRNA usando los oligos Ubtet fivd-U6
rvs: pStz-3 (1), pStz-4 (2), E6363-2 (3), E6363-5 (4), E757-3 (5), E757-4 (6), Positivo (pSilencer,, 10ng), Negativo (-).
Gel de agarosa, TAE, 0.8%.

Para verificar que se tratara del promotor Ubreo;, se tomaron 5ng de los

amplicones anteriores y se realizd una nueva reaccion de PCR usando los primers

Ubtet fwd-UbtetO1 rvs (Figura 36).

Figura 36. Deteccion de la secuencia TetO1 en las clonas estables para las construcciones de shRNA usando los oligos
Uttet fwd-U6TetO1 rvs. El orden de las muestras es el mismo que en la figura 35. Gel de agarosa, TAE, 0.8%

Todas las clonas amplificaron lo cual indica que se encuentra presente la secuencia
operadora TetOl, existe alguna disparidad en el tamafio de las bandas,
posiblemente debido a un artificio creado por el gel en que se corrieron las
muestras, ademas de que en algunos carriles se pueden observar bandas adicionales
debidas, probablemente, a la presencia de amplicones no terminados o dimerizados

de la reaccion anterior.
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Con dos pruebas positivas, solo restaba comprobar que se hubiera integrado el resto
de la construccion, para ello, se utiliz6 el primer pSU6 rvs que se une a una region

plasmidica rio debajo de la construccion de shRNA (Figura 37).

M 1 2 5 4 5 & + -

|

Figura 37. Genotipificacion de las clonas estables para las construcciones de shRNA usando los oligos U6tet fwd-pSU6
rvs. El orden de las muestras es el mismo que en la figura 35. Gel de agarosa, TAE, 0.8%

El resultado es bastante bueno, pues todas las clonas elegidas resultaron positivas,
aunque las muestras de los carriles uno y dos se ven débiles esto es muy
probablemente debido a que hubo un error en la cuantificacion del DNA.

Con las clonas listas, se procedi6 a hacer los andlisis de expresion de mdm2, p53,

E6 'y E7 mediante PCR Semi-Cuantitativo.

5. Determinar si Existe un Cambio en la Expresion de mdm2 Provocado por la

Inhibicion de E6 y E7 en las Células de Cancer Cervical.

5.1. Estandarizar las Reacciones de PCR Semi-Cuantitativo. Una vez que clonas

establemente transfectadas con los shRNA fueron genotipificadas, se procedié a la
estandarizacion de las reacciones de PCR Semi-Cuantitativo (PCR-SQ), en este
tipo de experimento se busca la cuantificacion relativa de la expresion de un gen en
comparacion a otro de expresion constante, como puede ser un gen de
housekeeping, es importante notar que en este tipo de experimentos las reacciones
de PCR no deben estar saturadas, pues de lo contrario el andlisis ya no sera
cuantitativo, pero al mismo tiempo, se debe elegir un punto en que la variacion en
la cantidad del problema analizado pueda ser apreciable en el gel. De manera usual,
se busca amplificar los dos genes en la misma reaccion, es decir una reaccion de
PCR multiplex, pero estas reacciones presentan sus propios problemas, como

puede ser la competencia entre los amplicones dando como resultado que uno de
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ellos se presente en menor cantidad o se encuentre ausente del todo, por tal razon
es necesario estandarizar la reaccion multiplex antes de estandarizar la curva de

amplificacion (Figura 38).

[

"R

Figura 38. Prueba de PCR multiplex, Mdm2 (1), p53 (2), E6 (3) y E7 (4). En el carril 3 (E6), se pueden notar las dos
variantes de E6, Tipo I (~400 bp) y Tipo II (~200 bp). Gel de agarosa, TAE, 0.8%

Una vez resuelto que la amplificacion conjunta del gen housekeeping y los
problemas (Mdm2, p53, E6 y E7) no presentaba mayor reto, se dispuso a
estandarizar la curva de amplificacion para cada uno de los genes; las graficas
representan el valor de la media obtenida de tres a cuatro experimentos (Figuras

39-42).
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Figura 39. Curva de estandarizacion para determinar el ciclo en que se hara el ensayo de semi-
cuantificacion de la expresion de Mdm?2. En la grafica, la linea de color negro representa la curva de
amplificacion de GAPDH, mientras que la linea de color azul representa la de mdm?2.
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Figura 40. Curva de estandarizacion para determinar el ciclo en que se hara el ensayo de semi-
cuantificacion de la expresion de p53. En la grafica, la linea de color negro representa la curva de
amplificacion de GAPDH, mientras que la linea de color rojo representa la de p53.
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Figura 41. Curva de estandarizacion para determinar el ciclo en que se hara el ensayo de semi-
cuantificacion de la expresion de E6. En la grafica, la linea de color negro representa la curva de
amplificacion de GAPDH, la linea de color naranja representa la de E6*1 y la linea de color verde
representa la curva de E6*I1.
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Figura 42. Curva de estandarizacion para determinar el ciclo en que se hara el ensayo de semi-
cuantificacion de la expresion de E7. En la grafica, la linea de color negro representa la curva de
amplificacion de GAPDH, mientras que la linea de color purpura representa la de E7.

Segun los resultados de las curvas obtenidas, los ciclos utilizados para semi-
cuantificacion fueron: ciclo 27 para Mdm?2, ciclo 28 para p53, y ciclo 25 para E6 y
E7. Con los ciclos de amplificacion determinados, el siguiente paso era analizar los
resultados obtenidos de las clonas establemente transfectadas con los vectores de

RNA de interferencia.

5.2. Analizar el Efecto de Silenciamiento Post-Transcripcional de E6 v E7 (HPV-16)

por medio de RNAi en la Expresion de mdm2 por medio de PCR Semi-

Cuantitativo. Una vez que se estandarizaron los ciclos en los cuales se haria el
analisis semi-cuantitativo para cada uno de los genes, se prepar6 el experimento de
induccion y de manera subsecuente, se extrajo el RNA total usando TRIZOL
(INVITROGEN), este RNA se cuantifico usando un espectrofotdémetro (EPPENDORF).
Se tomaron 4ug de cada RNA y se corrieron en un gel de agarosa MOPS 1x para
observar la calidad del RNA en base al estado de las sub-unidades ribosomales 28

y 18s (Figura 43).
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Figura 43. Las diferentes clonas de TR3/shRNA fueron sembradas y se indujo la expresion de shRNA
aplicando tetraciclina (10pg/ml) e incubando por 48 hrs. 4pg del RNA total extraido se corrieron en un gel para
observar su calidad en base al estado de las bandas de las sub-unidades ribosomales 28 y 18s. (M) Marcador de
peso molecular. pSilencer,./3 - (1), pSilencer./3 + (2), pSilencer./4 — (3), pSilencer./4 + (4), pS.-E6/2 — (5), pS..-
E6/2 + (6), pS-E6/5 — (7), pS-E6/5 + (8), pS-E7/3 — (9), pS-E7/3 + (10), pS.-E7/4 — (11), pS-E7/4 + (12),
SiHa/TR3 (13). Gel de agarosa, MOPS 1x, 0.8%

Después de haber verificado que el RNA se encontrara en buenas condiciones se
dispuso la reacciéon de RT-PCR para obtener cDNA de cada una de las muestras,
pero antes de proseguir con el RT-PCR se debia estar seguro de que no habia DNA
genodmico que contaminara las muestras de RNA, por tanto, cada muestra de RNA
fue tratada con DNAsal.

Una vez realizado lo anterior, el experimento de RT-PCR se llevo a cabo y el
cDNA obtenido se cuantificé y se realizaron las reacciones de PCR Semi-
Cuantitativo usando 27 ciclos para mdm2, 28 ciclos para p53 y 25 ciclos para E6 'y
E7. Los ensayos se documentaron en forma digital y el analisis densitométrico se
realiz6 usando el programa Gel Pro Analyzer 4.0™.

La densitometria consiste en la medicion de la densidad Optica de un material dado,
en este caso, de las bandas obtenidas de los PCR-SQ. Los resultados numéricos,
obtenidos en forma de Absorbancia Relativa, se capturaron, se normalizé la
expresion de los genes analizados contra GAPDH y se calculd la media para cada
uno de los tratamientos.

El analisis estadistico se realiz6 mediante una Prueba “t” de Student, en este tipo de
analisis se establece que, si p<0.05, existe entonces una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de los grupos que estan siendo comparados.

En las gréficas y tablas siguientes se muestran los resultados de la expresion de los
genes mdm?2, p53, E6 y E7. Las lineas celulares definen con que vector fue
establemente transfectada la linea SiHa/TR3, considerada como el control (C):

Mock V. (mock vector) representa las lineas con la construccion pSilencer;,, RNAi-
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E6 representa la construccion pS,.-shRNA/E6363 y RNAi-E7 a la construccion pS;.-
shRNA/E757. Por otro lado, la abreviacion () indica que no se aplico la induccion
con tetraciclina mientras que en (+) se aplicd una dosis de tetraciclina (10pg/ml)
para inducir la expresion de shRNA. En las graficas, los valores de las medias
obtenidas estan representados por colores oscuros mientras que los colores mas
claros representan el valor de la desviacion estandar.

El resultado de cada media graficada fue obtenida de dos clonas diferentes por

vector realizando de tres a seis repeticiones (Figuras 44-48 y Tablas 1-5).

Mock V. Mock V. RNAi-E6 RNAi-E6 RNAi-E7 RNAi-E7 ~ SiHa/TR3
(-) (+) (-) (+) - (+) ©
8.069 8110 8728 8.563 8.360 8.219 8.541

1535 3.048 2623 2.464 1.476 0.949 0.670

1.768 6971  5.161 4.554 1.633 0.676 0.337

Mock V. RNAi-E6 RNAI-E7

0.601 0.898 0.833
0.798 0.987 0.601
0.981 0.930 0.879

Tabla 1. Se presentan los valores de la media, desviacion estindar, varianza y anélisis de la Prueba “t”
obtenidos de Mdm?2, los simbolos en la tabla representan: negativo vs. control [(-)/(C)], positivo vs. control
[(+)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran significativamente diferentes si p<0.05.

MDM2
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Mock V. Tet MockV. Tet RNAi-E6Tel RNAi-E6Tet RNAI-E7 Tet RNAi-E7 Tet SiHa/TR3
- (&7 (&) (&7 (¢ (&7
Linea Celalar

Abs, Rel.
EN-

[&]

Figura 44. Analisis estadistico de la expresion de MDM2. En la grafica se presentan los diferentes vectores que fueron
transfectados en SiHa/TR3: Mock V. (pSilencer..), RNAI-E6 (pS.-shRNA/E6363) y RNAI-E7 (pS.-shRNA/E757). (-) representa
los ensayos negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).
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() (+)
8.959  9.103
2922 1.587
7473 2.205

0.567
0.576
0.904

() (+)
11227 10.866
3.167  3.083

8.779 8.319

0.523
0.649
0.820

)

7.860
3.658
11.714

Mock V. Mock V. RNAi-E6 RNAi-E6 RNAi-E7 RNAi-E7 SiHa/TR3

(+) ©
8.045 10.015
4.006 4.163
14.043  15.168

RNAi-E7
0.290
0.351
0.924

Tabla 2. Se presentan los valores de la media, desviacion estandar, varianza y andlisis de la Prueba “t”
obtenidos de p53, los simbolos en la tabla representan: negativo vs. control [(-)/(C)], positivo vs. control
[(H)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 45. Analisis estadistico de la expresion de p53. En la grafica se presentan los diferentes vectores que fueron transfectados
en SiHa/TR3: Mock V. (pSilencer,;), RNAI-E6 (pS,.-shRNA/E6363) y RNAI-E7 (pS.-shRNA/E757). (-) representa los ensayos
negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).

Tabla 3. E6*I
Mock V. MockV. RNAi-E6 RNAi-E6 RNAi-E7 RNAi-E7 SiHa/TR3
) (+) ) (+) -) (+) (©)

media | 11.113 9.763 16.035 12.224 12.407 9.515 11.343
o 2.266 2.573 2.419 2.960 2.920 1.948 1.789
var 4.402 5.678 4.877 7.305 5.685 2.531 2.745
Prueba “t”
Mock V. RNAI-E6 RNAI-E7

()/(C) 0.837 0.003 0.603

(+)/I(C) 0.210 0.542 0.244

()/(+) 0.318 0.035 0.236

Tabla 3. Se presentan los valores de la media, desviacion estandar, varianza y anélisis de la Prueba “t”
obtenidos de E6*I, los simbolos en la tabla representan: negativo vs. control [(-)/(C)], positivo vs. control
[(H)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 46. Analisis estadistico de la expresion de E6*I. En la grafica se presentan los diferentes vectores que fueron transfectados
en SiHa/TR3: Mock V. (pSilencer..), RNAiI-E6 (pS.-shRNA/E6363) y RNAI-E7 (pS.-shRNA/E757). (-) representa los ensayos
negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).

Mock V. Mock V. RNAi-E6 RNAi-E6 RNAi-E7 RNAi-E7 SiHa/TR3
() (+) () (+) & (+) ©
13.517  13.505 17.726 14.692 12.253 12.040 15.398

2.449 3.164 1.519 1.855 4.267 0.822 1.384
4.499 7.509 1.845 2.754 13.656 0.507 1.532

Mock V.

RNAi-E6 RNAI-E7

0.234 0.035 0.239
0.328 0.516 0.003
0.995 0.023 0.927

Tabla 4. Se presentan los valores de la media, desviacion estandar, varianza y analisis de la Prueba “t”
obtenidos de E6*II, los simbolos en la tabla representan: negativo vs. control [(-)/(C)], positivo vs. control
[(H)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 47. Analisis estadistico de la expresion de E6*11. En la grafica se presentan los diferentes vectores que fueron transfectados
en SiHa/TR3: Mock V. (pSilencer.), RNAI-E6 (pS.-shRNA/E6363) y RNAI-E7 (pS.-shRNA/E757). (-) representa los ensayos
negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).
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Mock V. Mock V. RNAi-E6 RNAi-E6 RNAi-E7 RNAi-E7 SiHa/TR3
(<) (+) () (+) & (+) ©
20.983 19210 23853 25.027  20.527  17.986  26.306
6377 6970 6277 6325 4729 4081 2.358
32.535  38.864 31524 32014  17.898 13324 4449

Tabla 5. Se presentan los valores de la media, desviacion estiandar, varianza y anélisis de la Prueba “t”
obtenidos de E7, los simbolos en la tabla representan: negativo vs. control [(-)/(C)], positivo vs. control [(+)/(C)]
y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 48. Analisis estadistico de la expresion de E7. En la grafica se presentan los diferentes vectores que fueron transfectados en
SiHa/TR3: Mock V. (pSilencer..), RNAiI-E6 (pS.-shRNA/E6363) y RNAI-E7 (pS.-shRNA/E757). (-) representa los ensayos
negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).

El efecto de silenciamiento por RNAI es altamente especifico y se pudo observar
que el silenciamiento de cualquiera de los oncogenes no afecta la expresion de los
demads genes analizados a excepcion de E7, cuyo silenciamiento altera los niveles
de expresion de E6, por otro lado, se decidio analizar el patron de expresion de los
genes ya analizados silenciando, ahora, a mdm2.

Para lograr esto, se disefio la secuencia de RNA1 5’-CGCCACAAATCTGATAGTA-3".
Esta secuencia es complementaria al mRNA de mdm2 en la posicion 856 y se clond
en el vector pSilencer,, en la manera descrita en el punto 2.1 obteniendo asi el
vector pS;-shRNA/MDM?2856. Se crearon las lineas establemente transfectadas
(punto 4.1) y se genotipificaron (punto 4.2).
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Una vez con las clonas estables se realiz6 el ensayo de induccion, extraccion de
RNA total, RT-PCR y PCR-SQ. Los resultados obtenidos fueron analizados por
densitometria, se graficaron las medias de cada tratamiento y se sometieron al
analisis estadistico utilizando la Prueba “t” de Student (Figuras 49-53 y Tablas 6-
10).

RNAi-Mdm2  RNAi-Mdm?2  SiHa/Tr3

) (+) ©
3.671 3.324 9.952
0.429 0.754 0.392

0.138 0.426 0.115

RNAi-Mdm?2
7.050E-07
4.233E-05

0.461

Tabla 6. Se presentan los valores de la media, desviacion estandar, varianza y analisis de la Prueba “t”
obtenidos de Mdm?2 en las clonas tratadas con RNAi-Mdm?2, los simbolos en la tabla representan: negativo vs.
control [(-)/(C)], positivo vs. control [(+)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)].Los valores se consideran
significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 49. Analisis estadistico de la expresion de MDM2. En la grafica se presenta el vector que fue transfectado en SiHa/TR3:
RNAI-Mdm2 (pS.-shRNA/MDM2856). (-) representa los ensayos negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la
expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).
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RNAi-Mdm?2 RNAi-Mdm2 SiHa/Tr3
-) (+) ©
6.421 6.216 2.771
0.596 1.115 0.565
0.284 1.021 0.255

RNAi-Mdm?2
9.088E-06
0.0004
0.704

Tabla 7. Se presentan los valores de la media, desviacion estindar, varianza y anélisis de la Prueba “t”
obtenidos de p53 en las clonas tratadas con RNAi-Mdm2, los simbolos en la tabla representan: negativo vs.
control [(-)/(C)], positivo vs. control [(+)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran
significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 50. Analisis estadistico de la expresion de p53. En la grafica se presenta el vector que fue transfectado en SiHa/TR3:
RNAi-Mdm2 (pS.-shRNA/MDM?2856). (-) representa los ensayos negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la
expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).

Tabla 8. E6*I
RNAi-Mdm2 ~ RNAi-Mdm2 ~ SiHa/Tr3
& flz) ©

media 10.923 11.145 18.444
(o} 0.709 0.693 1.204
var 0.402 0.384 1.159
Prueba “t”
RNAi-Mdm?2
(-)/(C) 1.134E-05
(H/I(C) 1.458E-05
()(+) 0.630

Tabla 8. Se presentan los valores de la media, desviacion estandar, varianza y analisis de la Prueba “t”
obtenidos de E6*] en las clonas tratadas con RNAi-Mdm2, los simbolos en la tabla representan: negativo vs.
control [(-)/(C)], positivo vs. control [(+)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran
significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 51. Analisis estadistico de la expresion de E6*1. En la grafica se presenta el vector que fue transfectado en SiHa/TR3:
RNAI-Mdm2 (pS.-shRNA/MDM?2856). (-) representa los ensayos negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la
expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).

RNAi-Mdm?2 RNAi-Mdm2 SiHa/Tr3
-) (+) ©
16.670 17.928 25.548
2.651 3.057 3.110
5.272 7.012 7.257

RNAi-Mdm?2
0.001
0.012
0.080

Tabla 9. Se presentan los valores de la media, desviacion estandar, varianza y anélisis de la Prueba “t”

obtenidos de E6*II en las clonas tratadas con RNAi-Mdm2, los simbolos en la tabla representan: negativo vs.

control [(-)/(C)], positivo vs. control [(+)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran
significativamente diferentes si p<0.05.

Abs, Rel,
o
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Figura 52. Analisis estadistico de la expresion de E6*I1. En la grafica se presenta el vector que fue transfectado en SiHa/TR3:
RNAi-Mdm2 (pS.-shRNA/MDM?2856). (-) representa los ensayos negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la
expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).
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RNAi-Mdm?2 RNAi-Mdm?2  SiHa/Tr3

) (+) ©
8.958 6.566 14.475
1.309 2.024 1.324
15.637 2.732 1.168

RNAi-Mdm?2
0.006
0.007
0.172

Tabla 10. Se presentan los valores de la media, desviacion estindar, varianza y andlisis de la Prueba “t”
obtenidos de E7 en las clonas tratadas con RNAi-Mdm?2, los simbolos en la tabla representan: negativo vs.
control [(-)/(C)], positivo vs. control [(+)/(C)] y negativo vs. positivo [(-)/(+)]. Los valores se consideran
significativamente diferentes si p<0.05.
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Figura 53. Analisis estadistico de la expresion de E7. En la grafica se presenta el vector que fue transfectado en SiHa/TR3:
RNAi-Mdm2 (pS.-shRNA/MDM2856). (-) representa los ensayos negativos y (+) representa los ensayos donde se indujo la
expresion de shRNA aplicando tetraciclina (10pg/ml).

Obtenidos los resultados de los PCR-SQ de las clonas de shRNA-mdm2, resultd
inesperado que los niveles de todos los genes se vieran afectados comparados con
el control, aun cuando no se habia inducido la expresion de RNAi aplicando
tetraciclina, para tratar de explicar este fendmeno se buscd observar el nivel de
expresion de la proteina TetR en las lineas celulares con shRNA.

Se preparo el experimento de RT-PCR para detectar TetR usando el cDNA de cada
uno de los tratamientos, este experimento se realizé en forma similar al descrito en

el punto 3.3 (Figura 54).
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Figura 54. RT-PCR para el analisis de la expresion de la proteina de represion TetR en las clonas estables de RNAI.
Gel de agarosa TAE 1.0%.

En la figura anterior se puede apreciar que la expresion de TetR se encuentra
notablemente disminuida en las clonas de shRNA-mdm2, el por qué de esto puede
solo ser especulado, ya que puede deberse a alguna mutacion del gen TetR 6 a algun
efecto de la expresion del shRNA-mdm?2. En todo caso, en base a este resultado
podemos definir que el patron de la expresion de los genes analizados tanto en los
ensayos de induccion, como en los negativos para ésta, es debido a la baja expresion
de la proteina de represion TetR y por tanto, la expresion constitutiva del shRNA-

mdm?2.
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DISCUSION

En el andlisis estadistico de la expresion de mdm?2 podemos observar que durante la
inhibicion de los oncogenes E6 y E7 los niveles de mdm2 permanecen sin diferencia
significativa entre los tratamientos y comparados con el control (SiHa/TR3) al igual que en
todos los casos de p53.

Sin embargo, al realizar los analisis sobre la expresion de E£6, se observa un cambio
en la expresion de éste en las muestras tratadas y sin tratar. En el caso de E6 Tet (-), la
expresion, tanto de E6* como E6*I se vio aumentada de forma significativa, p=0.003
(E6*I) y p=0.035 (E6*II) en comparacion al control, este aumento es de ~41% (E6*]) y
~15% (E6*II). Por otro lado, en el caso de E6 Tet (+), no existe una diferencia significativa
en comparacion al control [p=0.542 (E6*]) y p=0.516 (E6*I])], sin embargo, si existe una
diferencia significativa entre los tratamientos [E6 Tet (-) vs. E6 Tet (+)], donde p=0.035
(E6*I) y p=0.023 (E6*II), lo que representa una reduccion de la expresion de ~24% (E6*1)
y de ~18% (E6*I]). El por qué la expresion de £6 aumentd en manera significativa respecto
al control en los casos no tratados podria explicarse en el hecho de que el sistema tet-on/tet-
off no exhibe una represion total del gen controlado por el operador TetO, lo cual pudo
ocasionar que al expresarse los ShRNA-E6 de manera basal y amenazara la preservacion
del estado maligno de la célula, la expresion de E6 aumentd para conservar su estado
cancerigeno, pues de lo contrario, acorde a la literatura, la disminucién en la expresion de
cualquiera de los oncogenes precede a un arresto en el crecimiento 6 a la apoptosis (Van
Knebel-Doeberitz et al., 1992; Hietanen et al., 2000).

En el caso de E7 Tet (-), la expresion de E6 no cambid de forma significativa en
comparacion al control ni entre los tratamientos, pero, en el caso de E7 Tet (+), aunque
p=0.24, existe una disminucion de ~16% (E6*) y de ~22% (E6*II) donde p=0.003
representa una diferencia significativa con respecto al control. El hecho de que la expresion

de E6 se vea afectada en las células donde se inhibe la expresion de E7 no es

~71 ~



EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE E6 Y E7 (HPV 16) SOBRE LA EXPRESION DE MDM?2 EN UNA LINEA CELULAR DE CANCER CERVICAL

completamente inesperado, pues, después de todo, la expresion de ambos oncogenes se
encuentra estrechamente relacionada ya que, incluso, se puede dar en forma bi-cistronica.

En el analisis de la expresion de £7, no se observan cambios significativos entre los
tratamientos ni comparados con el control méas que en los casos donde se inhibe
directamente a E7. En el caso de E7 Tet (-) no existe una diferencia significativa comparado
contra E7 Tet (+) (p= 0.390), sin embargo, si existe una diferencia significativa entre E7
Tet (-) y el control, donde p=0.051 representa una disminucion de la expresion de E7 de
~22%. En el caso de E7 Tet (+), p=0.006, lo cual presenta una diferencia en la expresion
de ~32% comparado con el control.

En base a estos resultados podemos afirmar que la inhibicién de los oncogenes E6 'y
E7 no afecta en ninguna manera la expresion de mdm?2 y p53. Ademads, es necesario notar,
que es posible que el bajo indice de silenciamiento de los oncogenes E6 y E7 pueda ser
debido a una falla en la induccion de la expresion de los shRNA al aplicar la tetraciclina, ya
sea porque no se aplico la suficiente cantidad del inductor 6 por sobre-expresion del
represor.

Por el contrario, al realizar los analisis de los genes estudiados en este proyecto en
las células donde se inhibe la expresion de mdm?2, se puede observar un claro cambio en la

expresion de todos los genes comparando los tratamientos contra el control (Tabla 11).

-63.1%

-66.6%

+131.7% +124.3%
-40.8% -39.6%
-34.7% -29.8%
-38.1% -54.7%

Tabla 11. Diferencia en la expresion de los genes analizados en sARNA-mdm2 comparados con el control, representada en porcentaje.

La clara diferencia en el valor de las medias de los tratamientos comparados con el
control, son respaldados con diferencias estadisticamente significativas. El cambio en el

patron de expresion en todos los casos de inhibicion de mdm2, provocado principalmente
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por la falla en la expresion de TetR, lo que ocasiono la expresion constitutiva del shARNA-
mdm?2, resultd en algo que no se esperaba en lo absoluto, pues los niveles de p53 solo se
ven incrementados cuando se inhibe la expresion de mdm?2 en células HPV negativas y no
en células HPV positivas (Traidej et al., 2000), cabe mencionar que en dicho trabajo se
busco el silenciamiento, por RNA antisentido, de E6AP y mdm2, lo cual puede ser
realmente importante, pues quien tiene afinidad por P53 es E6, E6AP sirve como una
ubiquitin E3 ligasa, es decir, el sustrato que serd directamente degradado en la via de
ubiquitinacion, mientras que MDM?2 tiene afinidad por P53 y sirve, al mismo tiempo, como
E3 ubiquitin ligasa, sin mencionar que los métodos de silenciamiento por RNA antisentido
y RNAIi son completamente diferentes; donde un RNA-AS impide solo la entrada de su
mRNA complementario en el ribosoma 6 la produccion de proteinas truncadas, el RNAi
promueve su completa degradacion.

El cambio en la expresion de E6 y E7 también fue sorpresivo, pues al estar
sustituido MDM2 por E6 en la via de degradacion de P53 (Hengstermann et al., 2001), se
esperaria que los niveles de mdm2 se modificaran al inhibir la expresion de E6, es decir,
que aumentara en respuesta a la estabilizacion y acumulacién de P53 en el ntcleo 6 que
disminuyera en respuesta al mismo estimulo y por consiguiente condujera, mas facilmente,
a la célula a un estado de arresto en el crecimiento 6 de apoptosis, no lo contrario.

No obstante, es un efecto que debe estudiarse a fondo para tratar de dilucidar, en su

entereza, la relacion entre la expresion de mdm?2 con la de los oncogenes E6 'y E7.
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CONCLUSIONES

Ha sido reportado que la inhibicion de E6 provoca un aumento en la expresion de
mdm?2 en células de cancer de pulmoén infectadas con HPV (Cheng et al., 2007); pero en el
presente trabajo se encontrd que la inhibicion de la expresion, por RNAI, de los oncogenes
E6 y E7 (HPV-16) en una linea celular de cancer cervical no tiene efecto alguno sobre el
patron de expresion de mdm?2 ni de p53.

Por otro lado, al haber obtenido lineas celulares establemente transfectadas con RNAi-
Mdm?2, se puede concluir que, a pesar de que la expresion de los oncogenes E6 y E7 se vio
disminuida y se pudo apreciar un aumento en la expresion de p53, esto no es suficiente para
inducir un efecto de apoptosis o arresto celular en las células tratadas con RNAi-Mdm?2.

Si bien el papel de Mdm2 en una célula infectada por HPV no ha sido determinado por
completo, si se ha encontrado que el silenciamiento conjunto de E6 y mdm?2, incluyendo
algunos otros antagonistas de p53, puede potenciar el efecto de apoptosis en éstas células
(Koivusalo et al., 2006), pero el por qué de ello no queda suficientemente claro.

En este trabajo se encontr6 que el silenciamiento de mdm2 por RNAIi en una linea
celular de cancer cervical provoca una disminucion en los niveles de mRNA de los genes
E6 y E7 (HPV-16), al mismo tiempo, se muestra un aumento en la expresion de p53, si este
incremento es debido a la disminucién de E6 o un resultado directo del silenciamiento de
mdm?2 queda, alin, por ser determinado. Mas aln, los cambios observados en la expresion
de E6 y E7 sugieren una probable relacion entre la expresion de estos oncogenes y Mdm?2

que aun debe ser esclarecida.
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RESUMEN BIOGRAFICO

Vi la luz, por primera vez, un dia domingo 18 de septiembre de 1977 a las 6:00 pm,
en la Region Lagunera, mas propiamente dicho, en la Ciudad de Lerdo de Tejada, Durango.
En esta ciudad residi hasta los tres afios de edad, cuando mis padres se mudaron a la ciudad
vecina de Torreén, Coahuila. Ingresé a la Escuela Primaria Federal Lucio Blanco a los
cinco anos de edad, gradudndome en el afio de 1989 mismo en el que ingresé a la Escuela
Secundaria Federal #2, terminando mi secundaria en el afio de 1992, en este mismo afo, en
el cual debia cursar mi bachillerato, mi madre observo en mi cierta tendencia al caos por lo
cual decidid apartarme de la educacion proporcionada por el gobierno e inscribirme en la
Preparatoria LUZAC, una escuela privada, en la cual, reprobé el curso de Métodos de
Investigacion. Mi avidez, desde pequeio, por la lectura y el ambiente proporcionado en mi
bachiller, debido en su mayor parte a los maestros tan excelentes que tuve, modificaron mi
actitud y me encaminaron hacia el estudio, en particular, de la biologia. En el afio de 1995
me gradué de la preparatoria y decidi estudiar en la Escuela Superior de Biologia, U.J.E.D.,
de la cual, después de haber reprobado, en 6 ocasiones, el examen final de Genética
Avanzada, egresé en el afo 2000. Fue durante este mismo afo que me inscribi en la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL, en el programa de Maestria en Ciencias con
Especialidad en Genética, al afio siguiente obtuve mi titulo de Licenciatura en Biologia y
ese mismo afio cambié al programa de Doctorado en Ciencias con Especialidad en
Biotecnologia, en este afio, 2008, después de mucho tiempo y una cantidad innumerable de
contratiempos, aprendizaje, conocimiento, experiencia y aventuras, presento mi examen

profesional y continuo mi viaje para encontrar mi destino.
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