SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX A/0 TRANSCRITO 2, A/ / Y BI3 EN
TENDOS GVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA
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Figura 32. Amplificacién de HOXAI9 transcrito 2 en tejides ovdricos. Las electroforesis en gel
de agarosa al 1.2% muestran la amplificacion de HOXA/0 wanscrito 2 en tejido ovirico de acuerdo
a las condiciones de estandarizacidén. La expresion de HOXA4/0 transcritc 2 con la banda de
amplificacion de 430pb se observa en las muestras de tejido ovérico normales 2N, 3N y 5N, con
patologia benigna 6B y 9B y con patelogia maligna del 12T al 17T. Todas las amplificaciones se
realizaron mediante PCR duplex con ¢l control interno de 276pb del gen Bacting. El camil (-)
contiene la reaccién de PCR sin DNACs blanco y el carril (+) contiene la amplificacion de los
DNAc’s de SiHa utilizados como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado pBS
sk digerido con la enzima de restriccion Msp 1 se encuentra en el carril M.

7.2.2.5. Expresién de HOXAI] en tejidos ovaricos

La amplificacion de HOXA11 en tejido ovirico realizada de acuerdo a las
condiciones estandarizadas se observa en la Figura 33, la cual muestra la expresién de
HOXAI1! con la banda de amplificacion de 179pb en tres muestras normaies, en dos
tejidos con patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovdrico con patologia
maligna. Es decir que la diferencia de expresion entre los tejidos ovaricos es
estadisticamente significativa (p=0.0427), presentando una tendencia en la expresién de
este gen en los tejidos ovéricos con patologia maligna.
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Figura 33. Amplificacion de HOXAITI en tejidos oviricos. Las electroforesis en gel de agarosa
al 1.2% muestran la amplificacién de HOXA!! en tejido ovirico de acuerdo a las condiciones de
estandarizacién. La expresién de HOX411 con la banda de amplificacion de 179pb se observa en
las muestras de tejido ovarico normales 3N, 4N y 5N, con patologia benigna 7B v 9B y en todas
las muestras con patologia maligna (12T al 17T). Todas las amplificaciones se realizaron
mediante PCR duplex con el conirol interno de 276pb del gen fractina. Ei camil (-) contiene la
reaccion de PCR sin DNAc’s blanco y el carril {+) contiene la amplificacion de los DNA¢’s de
SiHa utilizados como testigos positivos. Ei marcador de peso molecular utilizado pBS sk
digerido con la enzima de restriccion Msp 1 se encuentra en el carril M.

7.2.2.6. Deteccion de transeritos de HOXB7 en ovario

La Figura 34 muestra la expresion de HOXB7 con la banda de
amplificacion de 190pb en todas las muestras normales (1N al SN), en ¢inco muestras de
tejido con patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovérico con patologia
maligna. No se observa una diferencia en la expresion de este gen en los tejidos ovéricos

normales y patolégicos.
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Figura 34. Amplificacién de HOXB?7 en tejidos ovarices. Las clectroforesis en gel de agarosa
al 1.2% muestran la amplificacion de HOXB7 en tejido ovarico de acuerdo a las condiciones de
estandarizacion. La expresién de HOXB7 con la banda de amplificacién de 190pb se observa en
todas las muestras de tejido ovérico normales (1N al 5N), con patologia benigna 6B, 7B. 9B, 10B
¥ 11B y en todas las muestras con patologia maligna (12T al 17T). Todas las amplificaciones se
realizaron mediante PCR duplex con el control interno de 276pb del gen Bacting. Fl carril (-)
contiene la reaccidn de PCR sin DNAe’s blanco y ¢l carril (+) contiene la amplificacién de los
DNAc’s de SiHa utilizades como testigos positivos. El marcador de peso malecular utilizado
pBS sk digerido con la enzima de restriccion Msp | se encuenira en el carril M.

7.2.2.7. Amplificacion de HOXBI3 en tejidos ovaricos con patologia maligna

Los geles de agarosa al 2.0% en la Figura 35 muestran la amplificacion de
HOXBI3 en tejido ovdrico y en la linea celular SiHa utilizada como control positivo. La
expresion de /OXBI3 con la banda de amplificacion de 300pb no se detecté en ninguna
de las muestras normales (IN al 5N), pero se expresa en una muestra de tejido con
patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovarico con patologia maligna (12T
al 17T). Estos resultados muestran una clara tendencia de la expresion del gen HOXB13
en los tejidos con patologia maligna (p=0.0006).
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Figura 35. Amplificacion de HOXBI3 en tejidos ovaricos. Las electroforesis en gel de
agarosa al 2.0% muesiran la amplificacion de H#OXBi3 en tejido ovérico de acuerdo a las
condiciones de estandarizacion, La expresion de #OXB13 con la banda de amplificacion de
300pb no se observa en ninguna de tas muestras de tejido ovarico normales (1N al 5N). pero se
observa en la muestra de tejido con patologia benigna 7B v en todas las muestras con patologia
maligna (12T al 17T). Todas tas amplificaciones se realizaron mediante PCR duplex con el
control interno de 276pb del gen Baciira. El carril (-) contiene la reaccién de PCR sin
DNAc™s blanco vy el carril (+) contiene la amplificacién de los DNAc’s de SiHa utilizados
como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado pBS sk digerido con la
enzima de restriceion Msp I se encuentra en el carril M.

En resumen la expresion de los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y BI3 en los
tejidos ovéricos normales, con y sin patologia maligna analizados en esta tesis (Figura
36) muestra que los genes HOXA10 transcrito 2, 411 y B13 presentan una diferencia
significativa en la expresiéon de los tejidos no malignos en comparacién con los
malignos. La expresidn preferencial de los genes HOXAQ transcrito 2 y HOXA1] en los
tejidos ovaricos malignos fue estadisticamente significativa (p=0.0427). De estos tres
genes, la diferencia significativa mds evidente la podemos observar en el gen HOXBI3
(p=0.0006), por lo que se decidié realizar la cuantificacion relativa de HOXBI3
mediante PCR tiempo real para determinar de una forma més precisa los resultados
obtenidos.

Ychelf Cuaranta Monmy 60



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES H#OX A f0 TRANSCRITO 2, A/ ¥ BI3EN
TENDOS OVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA W
el

HOXA7  HOXA10Transcrito2
Tejidonomaligno 11 : 16‘ E Tejidonomaligno 11 g 6
Tejido maligno 6 A 2 | Tejido maligno 6 3 o  F-00427
8 i
HOXA9Transcrito 1 HOXA11
Tejidonomaligno 11 Ié‘ Tejidonomaligno ! I =5J 6
Tejido maligno 6 E Tejido maligno 6 - g yes

HOXA9Transcrifo 2 HOXB7
v : 1 E Tejidonomaligno 1
Tejido no maligno o e .
0
Tejido maligno 6 6 E 0

HOXA10 Transcrito 1 b HOXB13

= = 11
Tejido no maligno g n Tejido no maligno i
Tejido maligno 6 g n Tejido maligno 6 \g

Encendido ﬂl
Apagado .

Figura 36. Expresién diferencial de los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y Bl3 en tejidos
ovaricos. En la 1abla s muestra un resumen de la expresion de los genes HOX analizados en el
tejido ovérico no maligno (muestras normales y con patologia benigna) y maligno (muestras con
patologia maligna). Se encontré una expresién diferencial significativa en la expresion de
HOXAI0 wanscrito 2, A1} y Bi3 emire los tejidos oviricos ne malignos y malignos analizados
{(cuadro rojo).

7.3. Cuantificacién de la expresion de HOXB13 mediante PCR tiempo real

Para cuantificar la expresion de HOXBI3 en las muestras de tejido ovérico, se

realizé la estandarizacidn de la reaccion de PCR tiempo real del gen HOXBI3 y de £
actina con los DNAc’s previamente obtenidos de la linea celular SiHa.

7.3.1. Estandarizacién de la expresién del gen S-actinag en células SiHa

Para la estandarizacién de la cuantificacion de la expresion de factina mediante
PCR tiempo real se realizo una curva estandar que permite determinar la eficiencia de la
reaccion de amplificacién con los oligonucleétidos limitados de facting marcados con
sondas Tagman® y con el fluoréforo VIC (Applied Biosystems). La Figura 37A muestra
la amplificacion de factina en los DNAc’s de las células SiHa mediante la acumulacion
de fluorescencia por los productos ampiificados de una region del transcrito de Bactina.
En la Figura 37B se muestra la eficiencia de la reaccion de PCR con las condiciones
usadas en la pendiente de una regresién lineal de los Cr obtenidos y del logaritmo en
base 10 de las concentraciones de RNA’s totales a partir de los cuales se sintetizaron los

Yecholt Cuoranta Manmy 61



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX 410 TRANSCRITO 2, 41 ¥ 813 EN
TEJIDOS QVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA W
e

DNAc’s contenidos en la reaccion de PCR. La pendiente obtenida es de -3,488 y
mediante la formula E = 1087 Pr¥el g obruvo la eficiencia (E)=1.935. Esta eficiencia
fue considerada adecuada ya que la recomendada para llevar a cabo adecuadamente el
analisis de los datos de expresion génica relativa puede variar en un rango del 90-110%
(Nolan et gl., 2006). Debido a que la eficiencia obtenida del 93.5% con los iniciadores
para factina usados en la reaccion de PCR, no fue necesario la optimizacién de la
reaccion.
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Figura 37. Eficiencia de los oligonucledtidos marcados con sondas TagMan® para
cuantificar la expresidn para el gen constitutive Sactina en los DNAc’s de las células SiHa.
Se realizé una curva de calibracién utilizando diluciones seriadas por duplicado de los DNAc’s
de la linea celular 8iHa con los oligonucledtidos para el gen B-actina usando en el termociclador
Chromo 4™. A) Curvas de amplificacién del gen Bactina obtenidas en el programa Opticon
MonitorTM a partir de las eoncentraciones de 250, 125, 75, 37.5 v 0 ng (control negativo) de los
RNA’s totales obtenidos de la linea celular SiHa. B) Curva estindar donde se grafica el Cr contra
el logaritmo de la concentracion de RNA’s en cada dilucién (se muesira el promedio y la
desviacién estandar de cada duplicado). La ecuacién de la linea de regresion, el valor de R%y la
eficiencia (E) se indican en la parte superior de la gréfica. La eficiencia (E=1.935) fue calculada
a partir de la formula E = 105! "¢y )3 eficiencia en por ciento 1-Ex 100 es igual a 93.5%.

7.3.2. Amplificacion del gen HOXEBI3 en células SiHa

La estandarizacién de HOXB!3 se llevo a cabo con una curva estindar para
determinar la eficiencia de la reaccién de PCR con los oligonucledtidos de HOXB!3
marcados con sondas Tagman® y con el fluoréforo FAM. La Figura 38A muestra las
curvas de amplificacion del gen HOXBI3 en los DNAC’s de las células SiHa obtenidas
en el termociciador Cromo 4™ y graficadas por el programa Opticon Monitor™. La
curva estandar se realizo con diluciones seriadas de 1/2 de los DNAc’s y para evaluar la
eficiencia de la reacciéon de PCR en éstas condiciones se obtuvo la pendiente en la linea
de tendencia de una regresion lineal de los Ct obtenidos en cada reaccion de PCR y del
logaritmo en base 10 de las concentraciones de RNA total a partir de las cuales fue
sintetizado e} DNAc contenido en la reaccion como se observa en la Figura 38B. La
pendiente obtenida mostré una eficiencia del 92%, que se encuentra dentro del rango
especificado para realizar la cuantificacién de la expresion génica sin la necesidad de
optimizar ninguno de los componentes de la reaccion de PCR.
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Figura 38. Eficiencia de los oligonucledtidos marcados con sondas TagMan® para
cuantificar la expresién para el HOXBI13 mediante RT-PCR tiempo real en los DNAe’s
de las células SiHa. La curva estindar se llevéd acabo con diluciones seriadas de los DNAc’s
de la linea celular SiHa con los aligonucledtidos para la amplificacién del gen HGXBI13 en
el termociclador Chromo 4™. A) Las curvas de amplificacion del gen HOXBI3 se
obtuvieron usando el programa Opticon Monitor™ a partir de las concentraciones de 250,
125, 75, 37.5 y 0 ng (control negativo) de los RNA’s totales de la linea celular SiHa g partir
del cual se sintetizaron los el DNAc’s. B) La grafica muestra ¢l Cy contra el logaritmo de la
concentracion de los RNA’s en cada dilucién (promedio y desviacion estindar de cada
duplicado). La ecuacién de la linea de regresion, el valor de R? y la eficiencia (E) se
imuestran en la parte superior de la grafica. La eficiencia (E=1.9206) fue calculada a partir de
la formula E = 10t Podetely 5 eficiencia en por ciento 1-Ex100 es igual a 92%.

7.3.3. Cuantificacién relativa de HOXBI3 en SiHa

Los valores de los Cr obtenidos en cada una de las curvas estandar fueron
corregidos de acuerdo a la formula 4 (ver Materiales y Métodos), para realizar la
normalizacién de acuerdo a la eficiencia de amplificacién para cada gen. Posteriormente,
se obtuvo el AACr, restando los Cr’s de la amplificacién del gen Bactina a los valores
de Cr obtenidos de la amplificacion del gen HOXBI3. La Figura 39 muestra los
resultados de los AACt con la concentracién de los RNA’s totales en ng a partir de los
cuales se sintetizaron los DNAc’s utilizados en la reaccion de PCR, La pendiente
obtenida (6E™) corresponde al valor de la sugerida para la validacion de éste método
(menor o igual a 0.1), que indica que la diferencia en la expresién entre el gen de
referencia (Factina) y el gen problema (HOXB13) no presenta variaciones significativas
en diferentes concentraciones de Ios DNAc's,
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Figura 39. Validacion del método AACy para la cuantificacién relativa de expresiéon génica de
HOXB13 mediante PCR tiempo real. A los Cy obtenidos para la curvas estandar del gen HOXB{3 se
les restaron los Cr obtenidos para el gen f-actina (previamente normalizados por la eficiencia de la
reaccion de PCR para cada gen) obteniendo asi el ACt para cada una de las concentraciones de los
RNA’s totales a partir de la cual se realiz la RT-PCR. La grafica muestra ¢l AACr contra el logaritmo
de la concentracion de RNA en cada dilucion (promedio y desviacion estindar de cada duplicado) y se
indica en la parte superior de la grafica la ecuacién de la linea de regresidn y el valor de R%

7.4. Cuantificacion relativa de la expresion de HOXBI13 en los tejidos oviricos

La cuantificacién de la expresion de PCR tiempo real del gen HOXBI3 y el gen
Factina se realizé mediante los DNAc’s de los tejidos ovaricos previamente obtenidos
para la amplificacion de los genes HOX mediante PCR punto final.

La cuantificacion relativa del gen HOXB13 se realizo mediante la amplificacion
de PCR tiempo real de los genes HOXBI3 y factina en los tejidos ovaricos normales
(n=5), con patologia benigna (n=6), y con patologia maligna (n=6). Una vez obtenidos
los valores de Cr para cada reaccidn se llevo a cabo la normalizacion de éstos valores y
se aplicd la formula del método AACT previamente validado para estas condiciones
utilizando como valor calibrador el AACy de la muestra de tejido ovarico normal 5N que
se comprobé mediante examen microscopico como ovaric normal (comunicacion
personal del Dr. Raul Garza Garza). Lo anterior permitio obiener la cuantificacion
relativa de expresion de HOXBI3 que representa el numero de veces mas que se
encuentra aumentada la expresion con respecto al calibrador, La Tabla IX muestra la
cuantificacion de los resultados obtenidos de la expresion de HOXRB/3 en escala normal
y logaritmica. Debido a la diferencia en la magnitud de los resultados en la expresion de
HOXBI 3 relativa a la muestra normal de ovario se decidié utilizar los datos en escala
logaritmica base 10 para una mejor cuantificacion y analisis de los datos.

El andlisis de la cuantificacion de la expresion de HOXB13 en los tejidos
ovaricos normales en la Figura 40A en escala logaritmica muestra una diferencia clara
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en los valores obtenidos en los tejidos ovdricos y benignos con la excepcion de la
muestra de tejido ovarico benigno 7B que muestra valores definitivamente en el rango
de los obtenidos en las muestras de tejide ovdrico con patologia maligna.

Interesantemente, estos valores de cuantificacién de los transcritos de HOXBI3
mediante tiempo real corresponden predominantemente con los resultados obtenidos
mediante PCR tiempo final. Inclusive muestran la expresién positiva de HOXBI3 en una
sola muestra de tejido benigno (Figura 40B) que corresponde efectivamente a la misma
muestra 7B. Por otro lado, la comparacion de los niveles de expresion de HOXBI3 en las
muestras de tejido maligno (12T, 16T y 17T) presentan valores en los limites de las
mugstras con patologia no maligna. No obstante, la Figura 24C muestra que cuando se
realiza la prueba estadistica de t-student en los resultados de la cuantificacion relativa de
HOXBI3 v los obtenidos mediante PCR punto final de HOXB/ 3, fue negativa y positiva
con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0001). Esto indica objetivamente
la relacion que mantienen los resultados obtenidos en la expresion diferencial de
HOXBI3 mediante PCR punto final y la cuantificacion del transcrito de HOXBI3
mediante PCR tiempo real.

Por otro lado, en la Figura 41A se muestran los promedios y las desviaciones
estandar de los valores en escala logaritmica de la cuantificacién relativa de HOXBI13
para cada tipo de tejido ovarico analizado (normal, patologia benigna y maligna). El
analisis estadistico en la Figura 41B muestra claramente que existe un aumento en la
expresion relativa de HOXBI3 en muestras de tejido ovarico con cancer en comparacion
con tejidos ovdricos normales y con patologia benigna (p<0.05).

Tabla IX. Coantificacion Relativa del gen HFOXBI3 en muestras de tejido

ovirico
Muestra de Expresion de HOXBi3 relatvaa Escals logantmica
tepdo muestra normalde ovanoe Expreswtn de FOXBI 2 rclativaa
ovanco (Escala normal) una moestra pommaldeovane
(Escala loganmmica)
IN 84 77950 7433 [ 9283300038
2N 24 67911 4792 1391940 0260
3N 49 996111 8348 1 69880 0159
4N 114141109320 1056710 0355
3N 10159102779 0 000010 0000
oB 0.6282+0 1988 0213040 1397
B 2314 67042515 2552 3 359010 0975
3B 86 1265248 9172 i 8969102614
9B 0 3200400377 0 484240 0499
108 19 309524 4366 1279910 1007
1B 10 56812 3183 10200400835
12T 102 24663 0811 2 009610 0131
13T 1015 5514178 7351 3 006020 0337
14T 712 78771453 9923 2803740 2979
15T 4985 61454228 1554 3697520 0199
16T 76389221 73423 1 882910 0098
T 122 54618+£17.1107 2086210 0608
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Figura 40. Cuantificacién relativa del gen H#OXBI3 mediante PCR tiempo real en tejidos
oviricos normales, y con patologia benigna y maligna. la cuantificacién de la expresion
génica de HOXB13 se realiz0 mediante PCR tiempo real de los genes fractina y HOXBI3 por
duplicado ¢n los DNAC’s obtenidos de los tejidos de ovario, usando el método AACT. A) Las
barras muestran la cuantificacién de la expresidn génica de HOXBI3 (media y desviacion
estandar) en escala logaritmica en las muestras de tejidos ovéricos normales (azul), con
patologia benigna (naranja) y maligna (rojo). B) Resumen de ia expresion de HOXBI3 en
muestras de tejido ovéarico utilizando PCR punto final. C) La grafica muestra que los valores
de la cuantificacién relativa (escala logaritmica) de HOXBI3 en ¢l apagado y encendido de
AOXEB!3 por PCR punto final. Las muestras apagadas de HOXB!3 son menores
significativamente (p<0.0001) que las muestras con este gen encendido.
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Figura 41. Cuantificacién relativa del gen HOXBI3 mediante PCR tiempo real en tejidos
oviricos normales, y con patologia benigna ¥ maligna. La cuantificacién de la expresion
génica de HOXBI3 se realizé mediante PCR tiempo real de los genes Sractina y HOXBI3 por
duplicado en los DNAc’s oblenidos de los tejidos de ovario usando el método AACT. A) Las
barras muestran la cuantificacidn de la expresion génica de HOXBI3 (media y limites de
confianza) en escala logaritmica en los tejidos ovaricos normales, y con patologia benigna y
maligna B) La prueba de contrastes de HSD (diferencia honesta significativa) de Tukey mostrd
diferencia significativa en la cuantificacion relativa de HOXBI3 entre el tejido maligno y los
tejidos normales y con patologia benigna (p<0.05),
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