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RESUMEN

M. C. Virgilio Bocanegra Garcia Fecha de graduacion: Septiembre 2004

Universidad Autémoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del Estndio: ANALISIS DEL PFRFIL DE EXPRESION DEL CANCER
CERVICAL

Nimero de paginas: 135 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con

especialidad en Biologia Molecular e Ingenicria Genética
Area de Estudio: Gen6mica del céncer

INTRODUCCION. El cdncer cervical constituye el 6% de los tumores malignos, a nivel
mundial y en los paises del tercer mundo causa un alto indice de mortalidad. Al desarrollo de
céncer cervical se ha asociado la infeccidn por el virus del papiloma humano (HPV), del cual se
conocen alrededor de 100 tipos, pero los tipos 16 y 18 son los més frecuentemente encontrados
en cancer cervical. Debido a que el cancer cervical es una enfermedad multifactorial asociada a
un agente infeccioso, la identificacion de genes virales y genes del hospedero, diferencialmente
expresados que puedan eventualmente utilizarse como marcadores moleculares para el desarrollo
de este cancer, es de vital importancia. En este trabajo, se llevd a cabo un anélisis por
microarreglos del transcriptoma de muestras de lineas celulares de cdncer y tejido cervical
normal. Las muestras que se analizaron fueron tejido cervical normal (TCN), células SiHa las
cuales son positivas para HPV 16, células C33A que son HPV negativas y células Hela que son
positivas para HPV18, llevando a cabo la hibridacion competitiva utilizando ¢l tejido cervical
normal comn referencia. Con esto se abarcan tres posibilidades que se pueden presentar: la
presencia de HPV 16, presencia de HPY 18 y ausencia del virus HPV en céncer cervical. También
se llevé a cabo el analisis del perfil de expresion de 5 genes del VPH tipo 16 en las wes lineas
utilizadas.

MATERIALES Y METODOS. Extraccion de RNA por el método de gradiente de cloruro de
cesio. Los RNAs s¢ marcaron mediante una reaccidn de retrotranseripeion con la incorporacidin
de marcadores fluorescentes y se aplicaron a los microarreglos mediante hibridacion competitiva
en un panel de 2000 gemes relacionados con cdncer. Después del apalisis malematico se
descartaron todos los gencs que no tuvieran una diferencia de expresion de al menos 2.5 veces
con respecto a la referencia. Cada gen seleccionado se valido por RT-PCR semicuantitativa. Parg
¢J cstudio de Ja expresidn de los genes virales scleccionados (16, E7, L1, E4 y E2), se disefiaron
iniciadorcs y sondas, para su analiisis par PCR y RT-PCR en tiempo reai.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES. Se analizaron 3 sistemas, TCN/C33A, TCN/SIHA,
TCN/HeLa. De cada sistema se eligieron 3 genes sobre-expresados y 3 genes sub-expresados y
se validé su nivel de expresién diferencial por RT-PCR. De los 18 genes analizados en total, se
obtuvo la validacion de 13 genes de expresion diferencial, lo que nos permitié la identificacion
de Ia altcracion de 6 rutas de sefializacidn en cste tipo de cancer. En el andiisis de Ja expresion de
los genes virales se encontraron niveles de expresidn muy diferentes. pero en general se ohservd
el patrn de bajo niimeru de copias y alta expresion del virus en las células SiHa, alto nimeru de
copias y baja expresion en las c€lulas CasKi. Cabe mencionar que queda por esclarecerse el
papel que juegan estos genes en el CaCU y los mecanismos que regulan la expresion de los
genes virales, ya que la actividad de estos no esté relacionada con el niimero copias del genoma
viral presentcs.
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“Una salus victus, nullam sperare salutem”

Al aumentar la distancia, nuestro conocimiento se va desvaneciendo. Finalmente
alcanzamos la oscura frontera de nuestro telescopio. Alli medimos sombras, y entre los
fantasmales errores de medicion buscamos seflales que sean levemente més
sustanciales. La bisqueda continuard. Hasta que los recursos empiricos no se hayan
agotado no necesitaremos pasar al reino visionario de la especulacion

El reino de las nebulosas. Edwin Hubble. 1936

Cume bitter rain,

and wash from my heart
that saddest of all words:
Home

Ulatempa Poetees, “Song of my Exile™

vil
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Andlisis agf perfil de expresiin del cancer cervicnl
M C. Virgiao Bocanegrs Garca

CAPITULO1

ANTECEDENTES.

1.1. EL. CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cervicouterino (CaCL) constituye el 6% de los tumores malignos a nivel
mundial y en los paises del tercer mundo causa un alio indice de mortalidad. El pronosti-
co de la enfermedad depende del estadio en el que se cncuentra en ¢l momento dc ser
diagnosticada. Mds del 90% de los tumores pueden ser detectados en estadios iniciales,
mediante el tamizado de la poblacidn de alto riesgo con el estudio citoldgico de la prueba
de Papanicolaon. Sin embargo la exploracién no es una préctica rutinaria en mas de
tercio de 1as pacicntes de ricsgo, porecntaje que es alin mayor cn los paises subdesarrolla-

dos, donde prevalece como un problema importante de salud ?-

1.1.1. Epidemiologia y etiologia.

Los estadios cancerosos inician entre la quinta y la sexta década de la vida (edad
media de 54 afius), contrastando con la edad media de las lesiones precursoras (neoplasia
intracpitelial cervical o CIN) que ineiden en mujeres mas jovenes (alrededor de los 40
afios)*. Fl proceso de transformacién maligna requicre un largo periodo de latencia, en

algunos casos de hasta de 20 afios’.



Anchsts det perfil de pypresion et rancer cervical
M (. Yirgilio Bocanegra Garcia

La etiologia del CaCU se asemeja a las patolopias venéreas®, ya que se asocian & ba-
jo nivel econdmico, inicio precoz de las relaciones sexuales, coitos frecuentes, multiples
parejas sexuales y colto con hombres no circuncisos o con escasa higiene genital, asi co-
mo con el habito de fumar™®*!%, También se ha relacionado al CaCU con varios haploti-

11121314 oin embargo, el factor de

pos de complejo mayor de histocompatibilidad (HLA)
riesgo causal demostrado en los estudios epidemioldgicos mediante técnicas maleculares,
cs la infeccion por el papilomavirus humano (HPV)'*. La infeccion por HPV es frecucnte
en la poblacion y se transmite a través de las relaciones sexuales. Hay alrededor de 100
tipos de HPVs, de los cuales solo 23 de cllos infectan al cérvix. Los tipos llamados ma-
lignas, de entre los que destacan el 16, 18, 31 y el 45 se asocian con frecucncia a displa-
sias moderadas (CIN II) y displasias severas (CIN III) o carcinomas in sifx, ademds de
que se encuentran en la mayoria de los pacientes con CaCU (95%) . Los llamados HPV
benignos, (como el tipo 5, 11, 12) en cambio solo se encuentran en tumores cpiteliales
benignos, comunmente conocidos como verrugas. La tipificacion de HPVY puede ser util
en las pacientes con citologias con anormalidades de bajo grado o citologias dudosas, a

fin de determinar el riesgo evolutivo individual y recomendar e] seguimiente mds estre-

cho a las mujeres con alto riesgo de una posible progresian a carcinoma.

1.1.2. Cuadro clinico y diagndstico del CaCTU.

El CaCU se origina ep la union de los epitelios escamose y columnar (ver figura 1), sien-
do las lesiones precursoras la displasia o el carcinoma in sity, las cuales progresan lenta-
mente a cancer invasivo. os estudios longitudinales muestran que las pacientes no trata-

das con cdncer in situ desarrollaran carcinoma invasivo en un periodo de 10 a 12 afios en



el 30-70% de los casos; aunque en el 10% de los casos las lesiones pueden progresar de

forma acelerada del estadio in situ a carcinoma invasivo en el periodo de un afio.

Escamosa <

Intermedia 3

Parabasal

Basal {

Figura 1. Epitelio cervical normal. Se observan las cuatro capas principales de la zona de transicion del
epitelio cervical normal, comenzando en la parte inferior con la capa basal, luego la parabasal, intermedia y
escamosa, con estas tres ultimas proliferando a partir de la capa basal'®,

Una vez desarrollado el céncer, el tumor invade en profundidad hasta romper la
membrana basal, penetrando el estroma cervical directamente o por los canales vascula-
res. Los diferentes estadios y grados de progresion del CaCU se esquematizan en la figura
) 1

Desde el cérvix, el tumor puede extenderse a la vagina o al segmento uterino infe-
rior o a través de los espacios paracervicales y los ligamentos uterosacros. También puede
fijarse a la pared pélvica por extension directa o por coalescencia del tumor con las ade-
nopatias regionales. Localmente, puede afectar a la vejiga urinaria por via anterior y pos-

teriormente al recto.

2
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Displasia Carcinoma

s 1

1
Muy Micro-
Normal leve Leve Mod Grave Insitu invasivo

<l'5rado1 Grado2

Grado3
Seuy

T
Neoplasia Intraepitelial Cervical Carcinoma

Figura 2. Esquemas de clasificacién de progresion y estadios del CaCU. Existen dos esquemas de clasi-
ficacién del grado de avance del CaCU, el primero (arriba) puede diferenciar entre displasia y carcinoma y

establece niveles de desarrollo que van desde muy leve hasta carcinoma microinvasivo. El segundo (abajo)
solo tiene tres clasificaciones del grado de avance del CaCU.

El cérvix dispone de una rica red de vasos linféticos, que drena a los ganglios pélvi-
cos y a los paraadrticos. Usualmente el orden de la afectacion es progresivo: inicialmente
existe afeccion pélvica, posteriormente paraadrtica y a continuacion a distancia; de ahi la
importancia del tratamiento local en estadios tempranos, La localizaciéon de las metdstasis

es preferentemente al pulmon, ganglios extrapélvicos, higado y huesos'’.

La enfermedad preinvasiva se detecta usualmente en la exploracién rutinaria y se
confirma con la citologia de la exploracién Papanicolaou. Esto es de vital importancia, ya
que las pacientes con enfermedad invasiva precoz pueden ser asintométicas. El primer
sintoma del CaCU invasivo es la metrorragia o el sangrado postcoital, ocasionalmente
con flujo vaginal maloliente, el dolor pélvico se presenta en casos de enfermedad invasi-
va. La triada de dolor cidtico, edema de pierna e hidronefrosis se asocia a la enfermedad

pélvica avanzada. Otros sintomas como la hematuria, incontinencia urinaria secundaria a
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fistula vesico-vaginal o estrefiimiento por afectacion rectal pueden presentarse por afecta-

cion de Organos vecinos.

La evaluacién de la paciente debe incluir; historia ¢linica con examen clinico com-
pleto incluyendo el examen pélvico y rectal, hemograma, bioquimica hepatica y tenal,
sedimento de orina, tomogratia axial computarizada (TAC) abdominal y pélvica, y citos-
copia en ¢aso de sospecha de afectacidn local. El estudio histoldgico es basico y puede
requerir estudio citoldgico, colposcopia, biopsias de los cuatro cuadrantes cervicales y
dilatacion con legrado uterino. La extension del estudio se determina por los hallazgos de
cada procedimiento, pero debe suministrar suficiente informacion para cstadificar ade-

cuadamente a la paciente.'’

En cuanto a la anatomia patoldgica, el carcinema escamosa comprende el 90% de
las lesiones, mientras que el adenocarcinoma aproximadamente el 10% restante. Los car-
cinomas adenoescamosos y 1os carcinomas de células pequerias son raros. Se han descrito

. i ; : P ) ; 7
también sarcomas primarios y linfomas primarios y secundarios,'

1.1.3. Estadias del CaCLU,

Lz estadificacidn se basa en la informacion obtenida mediante el examen pélvico bajo
anestesia, 1a pielografia cndovenosa, citoscopia y rectoscopia. La estadificacion es clinica
y no varia con los hallazgos quinirgicos. La clasificacién recomendada es la de la Federa-

tion Internationale de Gynecologie et Obstetrique (FIGO),
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En el estadio I la enfermedad estd limitada al cerviz. En el II afecta més alld del cér-
vix a los dos tercios superiores de vagina o &l tejido parametrial, pero no llega a la pared
pélvica. En el estadio 111 el tumor alcanza la pared pélvica, afecta los ganglios pélvices o
al primer tercio inferior de la vagina. En el estadio I'V ha invadido la mucosa de la vejiga

o del recto o hay metastasis a distancia .

1.1.4, Factores prondstico del CaCU,

Los [actores pronéstico més umportantes son el estadio ¢linico, el volumen turnoral,
el grado de diferenciacion celular, el tipo histologico (escamoso versus adenocarcinoma o
adenoescamcso), la extension linfatica y la invasién vascular. Segin diversos estudios,
otros factores de mal prondstico son: compromiso capilar linfatico, profundidad de la
compromiso estromal, edad, mal estado general micial, e infeccion por HPVs de alto
riesgnlq.

Sin embargo, el mayor problema para determinar el prondstico de la enfermedad en
etapas tempranas, cuando no hay todavia sinlomas claros y los estudios citoldgicos no
mucstran cambio alguno, radica cn la falta de marcadores moleculares que pucdan prede-

] ., 19
cir la evolucion de 1a enfermedad.

1.1.5. Tratamiento

Durante afios los esquemas de irradiacion y/o cirugia han sido los tratamientos de

eleccion. .a quimioterapia se¢ ha utilizado asistencialmente y con objetivo paliativa en las
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recurrencias o en la enfermedad metastisica, aunque actualmente se utiliza con éxito co-

mo radiosensihlizadora

En la mayoria de los centros s¢ prefiere la cirugia para tratar los estadios I y Ila,
pues preserva la {uncidn ovarica y vaginal. La cirugia es siempre de eleccion en casos de
cdncer y gestacion, enfermedades inflamatorias intestinales o anexiales asociadas, irradia-
cion previa de la pelvis y en presencia de un tumor ovérico concomitante. La eleccion de
la cirugia va a depender del volumen tumoral. Las complicaciones de cirugia radical por
lo general son fundamentalmente urcldgicas. Aunque el porcentaje de fistulas urinarias es
bajo (0-3%), ¢l dafio a la sensibilidad vesical y a la capacidad contractil del musculo de-
trusor son muy frecuentes y estdn en relacion directa con la radicalidad de la operacidn.
Otras complicaciones, todas ellas prevenibles, son la aparicién de linfocele, la infeccidm,

hemorragia y el tromboembaolismo pulmomlr.20

La radioterapia puede aplicarse como tratamiento localizado, de forma exclusiva o
postoperatoria. La radioterapia externa pélvica se administra mediante rayos X de alta
encrgia. La dosis recomendada es de 45 a 50 Gray (postoperatoria) o 70 (ray para trata-
miento con radioterapia externa exclusiva. Las fuentes radiactivas son el cesio 137 y los

hilos de iridio 192.%!

La guimiotcrapia en la enfermedad localmente avanzade puede reducir el tamafio
tumoral (92% de remisiones en esquemas basados en cisplatino), facilitando la labar del
tratamiente local. La quimioterapia puede inhibir la reparacién de la lesion producida por

la irradiacion, puede pramocionar la sincromzacion de las células en una fase sensible a la
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irradiacidn del ciclo celular, iniciar la proliferacién de c€lulas en fase de reposc y reducir
la fraccion de células hipéxicas que son resistentes a la irradiacion. La quimioterapia

también pucde aumentar de forma independiente el porcentaje de muerte celular™™.

1.2. EL. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANOQ (HPV),

Se ha demostrado que el desarrollo del CaCLU esta fuertemente asociado a infeccio-
nes con los HPVs de alto resgo, especificamente con los tipos 16 y 18%. La interaccion
de proteinas virales can proteinas de regulacion del ciclo cehular del huésped lleva a un
descontrol de éste y condiciona a las células afectadas a la transformacién maligna. Las
proteinas transformantes varian de un tipo de virus a otro. En los papilomavirus bovinos
(BPV), la proteina ES es [a responsable de la transformacion, mientras que en los humna-
nos (HPV), como en el tpo 16 y 18, las proteinas E6 y F7 son las involucradas en la
transformacion. La proteina E6 se enlaza a la principal proteina celular supresora de tu-
mores P53 y acelera su depradacion, micntras que la proteina E7 se une a otra importante
proteina supresora de tumores, PRB para inactivarla. Algunos PVs pueden transformar las
c€lulas por si solos y otros parccen requerir de la cooperacion de oncogenes cclulares
activados (como los de la familia Ras). Curiosamente, en la mayoria de los casos, todos
los genes del PV se mantienen en las células tumorales, aunque se ha observado en algu-

nos €asos, coma ¢n el del BPV tipo 4 (BPV4), que el DNA viral se pierde luego de la

transformacion?®26.27
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1.2.1. Biologia Molecular del HPV.

Los HPVs son virus de DNA pequefios, no envueltos, con un genoma circular de
doble cadena de aproximadamente 7,200 a 8,000 pb. Todos sus marcos de lectura abierta
(ORFs) estéan restringidos a una sola cadena. Las secuencias codificantes han sido clasifi-
cadas como tempranas (E, del inglés early) y tardias (L, del inglés late), para indicar su

secuencia de expresion en el ciclo de vida viral. (Ver figura 3).

Wik il il M e, bl i bk b 7 ok b g il i o

Region temprana Region tardia Regién no
codificante

Figura 3. Anatomia del virus del papiloma humano tipo 16. A) El genoma viral consta de 7904 pares de
bases distribuidas en 8 genes y una regién reguladora (URR). B) Presenta una cdpside compuesta por las
proteinas L1 v L2. C) Muestra los sitios de poliadenilacion, ubicados al final del gen ES y de L1, respecti-
vamente.

Los genomas de HPV contienen hasta ocho genes tempranos y la mayoria contienen

los genes El, E2, E4, ES, E6 y E7 (E3 se encuentra solamente en los BPV1). Estos codi-

fican para la replicacion viral y transformacién celular, y la expresion de estos genes pue-
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de ser detectada en las dreas de las lesiones inducidas por el HPV. Los genes L, como el
L1y L2, codifican para las proteinas estructurales y su expresion estd restringida a la par-
te del epitelio que estd en diferenciacion activa, donde la replicacion viral también suce-
de. Los ORFs de L1 y E6 estan separados por 400 a 1,000 pb que ne codifican para pro-
teina alguna, y a esta region se le conoce como region no codificante (NCR, del inglés
non coding region), region larga de control (I.CR; long contrel region) o region regulado-
ra rio arriba (URR; upstream regulatory region). Contiene secuencias promotoras y po-
tenciadoras criticas para regular |a replicacion viral y la transcripcion de los genes celula-
res y virales, Hay otra pequefla region no codificante (SNR) entre ES v 1.2 con una fun-

cion biolégica wodavia desconocida®®??30

1.2.2. Caracteristicas de los HPVs,

Las caracteristicas de la infeccion de HPV incluyen un tropismo restringido a cé-
lulas epiteliales humanas y un ciclo de vida viral fuertemente lipado al programa de dife-
renciacion del queratinocito hospedero. Este ciclo particular ha limitado a los investipa-
dores el estudiar el ciclo de vida vegetativo del HPY por décadas, debido a la carencia de
un modelo de cultive in vitro. De hecho, la transcripcion viral estd restringida a las célu-
las epiteliales de vrigen hurnano, y mas especificamente a los queratinocitos. En contras-
te, los genomas de HPV pucden mantenerse y replicarse cn varias lincas celularcs indife-
renciadas a pesar de la infeccion restringida, mientras que Jas proteinas de replicacion El

y E2 sean expresadas’ '~

10
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1.2.3. Genética del HPV - Integraci6én y ensamblaje.

La infeccion por HPV tiene su inicio en las células basales del epitelio escamoso
estratificado (ver figura 1), donde una combinacién particular de factores celulares inter-
aciuan con ¢l LCR y propician la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7. Los
productos de estos genes alteran el ciclo cclular por su interaccion e inactivacion de las
proteinas supresoras de tumor P33 y PRB, respectivamente. E1 y E2 son las proteinas
gue se sintetizan posterniormente, E2 bloquea la transeripeion temprana y penmite que El
se una especificamente al ongen de replicacion viral localizado en el [LCR, iniciando la
replicacion del genoma viral. Siguicndo el curso de la infeccion viral, la regulacion nega-
tiva de E2 sobre E6 y E7 conduce a la liberacion de P53 y PRB, y el proceso de diferen-
ciacion continia. Despugs, un promotor tardio putativo puede activar los genes de la cap-
side 1.1 y L2 En csta ctapa, los virus maduros son cnsamblados y pueden ser detectados

en las capas superiores del epitelio escamoso™.

Se ha observada que una alteracidn de la transcripcion del gen E2 estd usualmente
asociada con la neoplasia genital maligna. En la ausencia de E2, las proteinas E6 y E7
contimian siendo expresadas de modo constitutivo, provocando la inmortalidad de las
células infectadas y bloqueando el programa de difetenciacion epitelial que se mostrd en
la figura 1. Los estudios de hibridacion in siti han mostrado que los patrones de la expre-
sién de los genes varian de acuerdo al grado de la lesion clinica. Las proteinas de la re-
gion temprana del HPV pueden ser detectadas a través de tedo el espectro de lesiones de

HPV. En las lesiones benignas, las proteinas E4 y ES son las més expresadas, mientras

11
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que la expresion de E6, E7 y E2 es baja. En contraste, E6 y E7 son altamente expresadas

en las lesiones de alto grado.

En las lesiones genitales, el DNA de HPV es detectado mas cominmente como mo-
léculas episomales en las lesiones precursoras, mientras que usualmente se encuentra in-
tegrado en la célula hospedera en los tumores malignos. Ademas, el J[PV siempre estd
integrado en lincas celulares derivadas de CaCU o en células inmortalizadas por transfec-
cion con DNA de HPV 16 ¢ 18. La integracién del DNA del HPV es considerada como
un paso importante en la progresion del tumor. Las consecuencias de la integracion en la
¢structura y expresion del genoma viral han sido estudiadas extensamente, peto poco se
sabe de sus efectas sobre los genes celulares involucrados en la proliferacion celular. La
integracion del genoma viral cn el DNA celular puede tener un impacto en los estados
iniciales de la transformacidn celular, en el mantenimiento del fenotipo transfarmado y/o
en la progresion del tumor. Ademas, €l genoma viral integrado pucde llevar a la expresion
de proteinas con actividad transformante. Toda vez que la integracién viral puede provo-
car que el genoma hospedero gane genes con un nuevo mecanismoe regulador que involu-
cra tanto la pérdida de mecanismos reguladores virales o la adicion de nuevos mecanis-

mos de¢ origen celular®,

La integracion del HPV en el genoma celular involucra ruptura de la regidn del gen
E2, por lo tanto s¢ inactiva la expresion de E2. Ya que el ORF de E2 del HPV codifica
para proteinas de modulacion transcripcional, se ha sugerido que la integracion del virus
en €l genoma del hospedero v la interrupcion de la expresion de E2 podria desencadenar

una expresion descontrolada de los genes transformantes E6 y E7. Otro evento general-

12
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mente resultante de la integracion de HPV-16 o 18 es la expresion de E6/E7 via transcri-
tos fusionados virales-celulares. También se considera que la localizacian cromosomica

de la integracion del 11PY pudiera jugar un papel importante en esi¢ proceso.

1.2.4. Funciones e interacciones de la oncoproteina viral E7

a) Formacion del compicjo PRB-E2F y la progresidn del ciclp celuiar; En el epi-
telio escamoso normal, las células basales son las Unicas capaces de proliferar y una vez
que dejan la capa basal, comienzan a diferenciarse. Las células normales tienen puntas de
control gque sc¢ encargan de revisar la progresion del ciclo eclular del paso GI1 al S y del
G2 al M, de modo que las células con DNA dafiado o con replicacidn incompleta puedan
tener tiempo de reparar €l dafio. Cuando €l HPV expresa la proteina E7, ésta se une a
PRB, provocando una disociacion del complejo entre la protcina PRB y la proteina E2F,
lo cual lleva a un incremento en la cantidad de E2F libre. E2F es una proteina que induce

la sintesis de DNA para que la célula entre en divisidn.

En cclulas normales no infectades, la accion de E2F cambia durante el curso del ci-
clo celular. En G1, E2F estd asociada con PRB desfosforilada o con las proteinas p107 o
p130. El complejo PRB-E2F funciona como un represor activo del ciclo celular, debido a
gue la sobrexpresion de PRB regula negativamente la transcripeion de promotores depen-
dientes de E2F por debajo de los niveles basales. La activacidn de E2F sucede cuando la
célula pasa el limite G1/S. Los complejos PRB-E2F se disocian y la E2F es libre de ac-

tuar como un activador transcripeional siempre y cuando PRB sea fosforilada. La fosfori-

13



. -inalisiy del perfil de evpresion dei concyer cervaeal
M. C. Virgilic Bocanegra Garcia

lacion de PRB depende de ciclinas dependientes de cinasas (CDK). Las CDKs consisten
de una subunidad catalitica estable (CDk) y una ciclina, que es una subunidad reguladora

degradable que es resintetizada durante la progresion del ciclo celular.

b) El compiejo PRB-E7 y sus efectos, La ancoproteina E7 de HPV-16 evita que las
células suprabasales pascn a la fase GO del ciclo celular, incrementando con ¢sto la canti-
dad de células replicantes que estdn disponibles. En las células infectadas por HPVY, E7
compite directamente con E2F por la unidn a PRB, provocando con ésto un incremento
de E2F libre. E7 pucden interactuar tambicn con protcinas relacionadas a PRB, como la
p107 y la p130, las cuales estdn asociadas con E2F4 y E2FS5 en el ciclo celular. Esta inter-
accion lleva a la expresién de ciclina E y ciclina A, las cuales estdn involucradas en la
inhibicion de la familia de prete/nas PRI normales. Se ha mostrade que Ja expresion de
la oncoproteina E7 llcva a la inactivacion de varias sefiales reguladoras del crecimicnto,
incluyendao al arresto del ciela celular mediado por P53 en G1, inhibicién del crecimiento
mediada por TGF-beta y quiescencia de queratinocitos suprabasales. En contraste con los
queratinocitos normales, los queratinacitos 11P'V-16 positivos que expresan 17 muestran
unga diferenciacion celular retrasada y una actividad de cdk2 cinasa clevada, ademas de
altos niveles de P21 y asocigcidn de P21 con cdk2. E7 puede interactuar con P21 y elimi-
nar la actividad de inhibicion de P21 sobre las actividades asociadas a las ciclinas A y F.
Esta capacidad dc interaccion de E7 durantc la difcrenciacion de queratinocitos parcce
contribuir a la habilidad de E7 de permitir la sintesis celular de DNA en los gueratinocitos
en diferenciacion®. Para mds detalles ver la figura 4 donde se tratan de ejemplificar todas

estas interacciones.

14
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Figura 4. Esquema general de la regulacién del ciclo celular. Cuando hay dafio en el DNA, éste se de-
tecta y la célula responde activando factores de reparacion ¢ inhibidores de la progresién del ciclo celular.
Dos de las proteinas que responden al dafio del DNA son la supresora de tumor P33 y la ciclina chk1. A su
vez, P53 interactia con P21 para bloquear la actividad de cdk2 (ciclina dependiete de cinasa 2) evitando el
paso de G1 a la fase S y una replicacion alterada del DNA. Uno de los blancos.de cdk2 es la proteina PRB,
otra proteina supresora de tumor. Cuando estd desfosforilada, PRB interactiia con los factores transcripcio-
nales E2F y previene la transcripcion de los genes necesarios para la progresién del ciclo celular. Cuando
PRB es fosforilada (PRBp) por ciclinas dependientes de cinasas como ¢dk2 y cdk4, PRB ya no interacttia
con E2F y el ciclo celular pasa del G| a S. Las oncoproteinas E6 y E7 al interactuar con P53 y PRB previe-

nen las funciones normales de éstas, desregulando el ciclo celular.

1.2.5. Funciones ¢ interacciones de la oncoproteina viral E6 y su efecto sobre P53,

a) P53: proteina supresora de tumor y su papel en la apoptosis: La proteina P53
fue descubierta originalmente porque forma complejos con el antigeno T de SV40. Ahora
se sabe que interactiia con otras oncoproteinas de virus de DNA como las de los adenovi-
rus y los papilomavirus. El gen que codifica para P53 se encuentra mutado o alterado en

la mayoria de los tumores, implicando que la pérdida del producto normal del gen estd
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asociada con la emergencia de células transformadas. La proteina P53 es activada por
varias sefales, incluyendo el dafio al DNA, llevando al subsecuente arresto del ciclo celu-
lar y de la apoptosis. Esta proteina actia como un guardidn gendémico que previene la
acumulacion de errores genéticos, los cuales podrian llevar a la transformacion de células
y formacion de tumores. La proteina P53 es un factor transcripcional especifico de se-
cucncia y los genes que regula incluyen a; p21, gadd 45. bax, mdm2, ciclina G e IGFBP3,
La activacion de estos genes relaciona a P53 con las rutas que gobiernan el arrgsto del
ciclo celular en G1, llevan a la apoptosis o inducen la reparacién del DNA. El blanco me-
jor conocido de P53 es P21, un inhibidor de CIDKs (incluyendo a F/Cdk2 y A/Cdk2), el
cual es inducido per P53 a través de un motivo de unién de P53 localizado 2.5 Kb rio
arriba del promotor del gen p21. La induccidn de p21 media el arresto del ciclo celular en
G1 mediante la prevencién de la fosforilacion de los miembros de la familia de proteinas
de RB. La funcion del producto de E6 durante una infeccion del HPV, es intervenir ncga-
tivamente en las rutas de regulacidn del ciclo celular y modificar el ambiente celular para
facilitar a replicacion viral en una célula diferenciada terminalmente. Para lograr ésto, la
proteina E6 se une a P53 y provoca su degradacion rapida mediante la via celular de la
ubiquitina; como consecuencia, cuando la oncoproteina E6 previene todas las funciones
normales de P53, favorece la acumulacion de errores en el DNA y con ésto la posibilidad

; 36,37.3
de que la célula se transforme’®?7 %,

b) Participacion de P53 en la apoptosis. La palabra apoptosis procede del griego y
significa “caida con fragmentacion”, hace referencia a un evento celular descrito clésica-
mente, que cursa con una condensacion del citoplasma, reduccién del volumen, conden-

sacion de la cromatina con fragmentacion del DNA y formacion de cucrpos apoptoticos
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provenientes de la rotura celular. Este proceso estd programado genéticamente y constitu-
ye la forma en que se contrarresta cualquier exceso que se produzca en la proliferacion de
un tejido. Por otra partc, suponc un medio de scguridad que permite eliminar las células
con genotipo/fenotipo alterado. Este proceso puede activarse igualmentc ante diversos
estimulos como la irradiacidn, quimioterapia, infecciones virales, factores de crecimiento,

hormonas o procesos de desartallo embrionario.

Estudios recientes han mostradc que muchos virus pueden inducir apoptosis en cé-
lulas infectadas, pero que los virus transformantes pueden inhibir los eventos apoptdticas,
provocando la transformacion de la célula. Los virus mas cstudiados a este respecto han
sido el virus de la vaccinia, citomegalovirus murino, PV, adengvirus y herpesvirus. La
inhibicidn de la apoptosis se puede llevar a cabo cuando el virus tiene genes homdlogos a
bel-2, debido a que puede generar inhibicidn de la cascada de las caspasas o inhibicién de
Fas/TNE. El mecanismo especifico por el cual los HPVs inhiben la apoplosis ain no esta

claro®®

Entre los factores celulares que contrelan ¢sle proceso se destacan los miembros de
la familia bel-2. Esta familia contiene dos grupos de genes, los apotdticos (bax, bel-Xs.
bak, bad) y los antiapoptéticos (bel-2, bel-XL, bag-1, mel-1). Las proteinas interaccionan
unas con otras, por ¢jemplo, cuando un exceso de bax desplaza a bel-2, de forma que pre-
dominan los dimeros bax-bax en lugar de los bax-bcl-2, la consccuencia es la activacion
de la apoptosis. Por el contrario, si existe una sobreexpresion de bel-2, entonces predomi-
na el dimero bax-bcl-2, lo que inhibe la apoptosis independientemnente de los estimulos

externos°. Existen otras protcinas fuera de esta familia, que participan tante como induc-
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toras de la proliferacion celular como inducteras de 1a apoptosis, enfre éstas estdn las ya
mencionadas P53 y PRB, ademds de myc y ras. Finalmente, es importante destacar ¢l
sistema de proteinas caspasas, que son tanto iniciadoras como efectoras del proceso de
apoptosis. Estas son proenzimas con actividad proteolitice, muy bien rcguladas, que

cuando son activadas, matan a la célula inhibiendo las proteinas anti-apoptoticas®'.

1.2.6. Oncogenicidad y desregulacion del ciclo celular por E6 y E7.

Lina vez que la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 de los IIPVs de alto niesgo
queda fuera de control, éstas despliegan una habilidad clara para perturbar la regulacion
normal del crecimiento celular. Para el HPV, la oncogenicidad evidentemente no es una
parte normal de su ciclo de vida, ya que eventualmente mata al hospedero. Los HPVs son
capaces de inducir sintesis de DNA cclular, lo cual cvidencia su dependencia de Ja ma-
quinaria celular del hospedero. La funcion de esas oncoproteinas virales durante una in-
feccion productiva es asegurar la replicacion del virus en las células que han llegado a
una diferenciacion terminal. Para ellg, tienen medios para evitar los puntos de revision del
DNA danado. Por todo ésto, 1a activacion o inactivacion de los genes celulares adiciona-
les requeridos para la invasion y metdstasis puede no ser ung consecuencia directa de las
oncoproteinas E6 y F7, sino fenomenos separados en la cadena de transformacién celu-

4243
lar =",
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1.3. LA IMPORTANCIA DE LOS CAMBIOS EN EL PERFIL DE EXPRESION
EN EL DESARROLLO DE CANCER.

Todos los procesos llevados a cabo dentro de la célula son controlados en ultima
instancia por instrucciones del material genético, ¢l que a su vez responde a estimulos
ambientales. Todas las condiciones celulares pueden ser reflejadas en el perfil de expre-
5160 de una c¢élula cn un momento dado. El perfil d¢ expresidn varia de acucrdo a las ne-
cesidades celulares para adaplarse a una determinada situacion. Las diferencias basicas
entre una célula normal y una célula cancerosa son conocidas desde hace mucho tiempo,
siendo éstas la capacidad de crecer en cultivo, el nimero de divisiones que la célula pue-
de llevar a cabo, el requerimicnto de factores de crecimiento y la interaccién de las célu-
las con su ambiente. Sin embargo, los cambios a nivel de perfil de expresién que hacen
posibles estas difercncias no estan descritos de manera integral y detallada™. Como todo
proceso, cstos cambios deben comenzar de manera sutil, con solo unos ¢uantos genes
primordiales alterados en su perfil de expresion, de modo que un conocimiento en las
diferencias de éste entre las células normales v cancerosas podria generar conocimiento
suficiente para identificar marcadores tempranos que permitan precisar estos cambios en
sus 1nicios, para asi poder tomar dccisioncs acertadas sobre el diagndstico y tratamiento

de determinada condicién.*®

L.3.1. Estrategias de andlisis de perfil de expresion.

Los primeros analisis para evaluar la expresion dc un gen fueron llevados a cabo
mediante técnicas de hibridacién con sondas de dcidos nucleicos marcadas con fluores-

cencia o radiactividad, para identificar genes expresades vy diferencias en los niveles de
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expresion de éstos. Tiempo después se implementaron las tecnologias basadas en la reac-
cidn en cadena de la polimerasa (PCR), las cuales ademas de permitir analizar un gen,
podian utilizarse para la sintesis in virro de éste. Sin embargo, ambas técnicas solo permi-
ten el estudio de uno o un grupo de genes relacionados y dificilmente se puede analizar
un perfil de expresion completo, donde se involucran cientos o miles de genes expresados

diferencialmentc.

Una variante de la PCR, es la tecnologia de despliegue diterencial del RNA que
permite comparar dos cordiciones celulares en un solo experimento. Otras metodologias
para estudiar los perfiles de expresion son secucnciacion de bancos de DNA complemen-
tario (DNAg), hibridacion sustractiva, y analisis serial de la expresion genética (SAGE),
Actualmente se cuenta con metodologias mas eficientes para detectar y cuantificar la ex-

presion de varios miles de genes en un solo experimento.

La técnica més reciente para la cuantificacién de un gen o un grupo de geoes, es la
amplificacidn por PCR en tiempo real (qPCR). Esta es en principio, igual que la amplifi-
cacion por PCR comun, solo que ademés d¢ cmplear los iniciadores tradicionales, adicio-
nalmente utiliza una sonda que se une especificamente a la regidn blanco a amplificar, y
es disefiada de tal mancra que cada vez que la DNA polimerasa lleva a cabo el proceso
de extensidn, destruye a csta sonda. La sonda esta marcada con un colorante fluorescente
(F) y con un “apagador” de la fluorescencia (Q de “quencher”), cada unc colocado en un
extremo de ella; el apagador absorbe la sefial del colorantie fluorescente cuando la sonda
esta intacta, pero cuando la sonda es destruida por la polimerasa, el fluordforo y el apaga-

dor se separan, generandose una scfial cada vez quc una nueva copia de la secuencia
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blanco es fabricada. La sefial emitida es detectada por el instrumento y registrada en la
computadora. De este modo, se lleva una cuenta en tiempo real del nimero de copias que
se van generando, Esta estrategia se ha convertido en una herramienta muy (til en la
cuantificacion de la expresidn de genes, con el inconveniente mismo de las otras metodo-

logias descritas, la de analizar a un gen a la vez en cada ensayo.

1.3.2. El desarrollo de la tecnologia de micrearreglos para el analisis de la expresion
genctica.

Fl antecedente dirccto para el andlisis de un gran mimero de genes (perfil de expre-
sion) mediante arreglos de estos, viene de la década de los 80s con Leonard Augenlicht,
guien se enfocd en demostrar que habia un cambio sutil pero significativo en los niveles
de expresion de los genes de células cancerosas. Su experimento consistio en tomar 400
colonias de bacterias dc una hiblioteca de DNAc, a partir de las cuales extrajo DNA y lo
acomodd¢ en arreglos definidos en una membrana. Con este arreglo de genes, midio el
nivel de expresion en difereutes muestras celulares, marcando los DNAcs de estas mues-
tras con radioactividad*. Con esto logrd comparar los niveles de expresion de cientos de
genes en un solo experumento y verificar las diferencias que €stos presentaban en células
notmales y en células de cdncer. En estudios posteriores de cdncer de colon, éste investi-
gador demostro que un 3% de lus genes estudiados disminuyeron su expresion 2 una ter-
cera parte o menos y 5% de los genes ensayados mostraron un aumento tres veces supe-
rior en las células de cdncer, con respecto a las células normales de colon. En este estudio
se detectaron cambios en los patrones de expresion en cada etapa del desarrollo del cdn-
cer de colon y ademas que las células intestinales provenientes de pacientes con una for-

ma heredada particular de cancer de colon tuvicron patrones de expresion genética dife-
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rentes. Sin embargo, todos estos hallazgos no causaron mucha impresion, porque los revi-
sores argumentaron que las membranas contenian genes no identificados, y de los pocos
que se conocia la secuencia, no se conocia su funcién. Ademds eran parte de cientos o
miles de genes cuya expresion cambiaba y las manchas obtenidas por la sefial de radiacti-
vidad no eran claras para defimir con certeza el grado del cambio de expresion. El articulo
fue rechazado en revistas de alto impacto y finalmente fuc publicado en Cancer Research.
Aun publicado, el informe recibio escasa atencion y el Instituto Nacional de Salud (NIH)

rechazd una aplicacion en busca de fondos para desarrollar el sistema*’,

Aunque no en forma ¢xacta, bdsicamente los microarreglos se han considerado co-
mo una extension de las metodelogias de hibridacién tipo Northern (que rutinariamente
se han empleado para el andlisis diferencial de expresion de genes). Solo que los microa-
rreglos permiten el analisis de la cxpresion de vanos miles de genes en un solo experi-
mento apoyandose en la competencia entre dos tipos de sondas. En los andlisis de Nort-
hern, la sonda esta en la solucion de hibridacién, mientras que en las técnicas de microa-
rreglos las sondas son las que estan fijadas a un soporte sdlido, y el material genético a
hibridar es la mezcla de los DNAcs de los dos sistemas a comparar. El desarrollo comer-
cial de los microarreglos solo pudo lograrse de modo practico, por los avances en el cam-
po de la robdtica y en las téenicas de fotolitografia para dirigir la sintesis de bibliotecas
combinatorias aplicadas a la biclogia molccular. Los microarreglos de acidos nucleicos
funcionan mediante hibridacion de RNA o DNAc (en solucion v marcado), a sondas de
DNA unidas a una superficie, en una localizacion especifica. La relacion de la sefial obte-
nida a partir de la hibridacidn a gran escala competitiva, proporciona una medida del ni-

vel de expresion de un gen dado en una condicion determinada, par lo que esta tecnologia
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es especialmente Gti] para el estudio de enfermedades complejas como el cancer, como ya
lo habia demostrado Augenlicht. El primer reporte de un estudio utilizando microarreglos
fue hecho en diciembre de 1996 por Lockhart D. J y cols*’. Actualmente la tecnologia de
microarreglos es ofrecida por varias casas comerciales y se basa en distintas estrategias,
come tener DNAc completos en los soportes slidos o también representaciones de los
genes con sondas de 20 hasta 40 nucledtidos. L.os métodos de marcaje son mediante la
incorporacion de nucledtidos marcados con compuestos fluorcscentes y también se dis-
pone de una variada seleccién de aparatos para detectar y cuantificar las sefiales fluores-

centes.

1.3.3. Estudios del transcriptoma.

Ahora con el acceso a la secuencia de miles de genes o secuencias expresadas mar-
cadas (ESTs), una de las mas importantes aplicaciones para los microarreglos es €l moni-
toreo de la expresion genética (abundancia del RNAm)™®, La coleccion de genes que son
expresados o anscritos a partir de IDNA genomica, referido como el perfil de expresion
o transcriptoma. €s un determinante del fenotipo celulary la funcién. La transcripcion del
DNA pendmico para producir RNAm, es el primer paso en el proceso de la sintesis de
proteinas y las diferencias en la expresion de genes son las responsables tanto de los cam-
bios morfolégicos y fenotipicos, asi como de ser indicadores de las respuestas celulares a

P . . . g
estitnulaciones y perturbaciones ambientales :

I'n términos de entendimiento de la funcidn de los genes, el saber cuando, donde y

cual gen es expresado y en qué cantidad, es central para entender la actividad y el papel
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biolégico de la proteina codificada, asi como las relaciones entre los productos génicos de

dos organismos que interachian, como en el caso de las células cervicales y el HPV, en el

desarrollo de CaCU.

1.3.4. Estudios del transcriptuma del CaCTU.

Los estudios sobre perfiles de expresion utilizando microarreglos en CaCU se han
enfocado principalmente a dos aspectos: 1) identificar genes diferencialmente expresados
entre el CaCl] y el tejido cervical normal; asi como en 11) establecer parametros de clasi-
ficacion de los estadios de progresion del cdncer. Otro enfoque que se les ha dado & los
estudios del transcriptoma del CaCU ha sido para determinar la susceptibilidad o resis-
tericia a la radioterapia con base al nivel de expresion de algunos genes celulares, Los

antecedentes reportados son los siguientcs.

En cuanto a los estudios para identificar genes diferencialmente expresados esta el
estudio de Nees y cols., en 2001 donde utilizaron microarreglns de DNAc para examinar
las alteraciones globales en la expresion en queratinocitos en diferenciacion, después de
ser infectados con retrovirus a los que se les habian insertado los genes que codifican para
las proteinas E6 y E7 de HPV16. [.a expresion de RO genes celulares (4% aproximada-
mentc) fuc reproduciblemente alterada por E6 y/o E7. El anilisis por agrupamiento clasi-
ficé esos genes en tres grupos funcionales: 1) genes de respuesta a interferon, 2) genes
estimulados por NF-kappaB y 3) genes regulados en la progresion del ciclo celular v sin-
tesis de DNA. Se encontré que E6 reduce la cxpresion de IT'N-alfa y beta, subregula la

proteina STAT-1 v reduce la unién de STAT-! al elemento dc respuesta estimulado por
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IFN. Por otro lado E7 por si solo fue menos efectivo, sin embargo. la coexpresion de E6 y
E7 subregul6 los genes de respuesta a IFN mas eficientemente que E6 solo. E6 potencid
la expresién de componentes celulares de la ruta de sefialamiento NF-kappaB, incluyendo
a pS0, NIK y la proteina de interaccion a TRAF. E6 también incremento la secrecion de
IL-8, RANTES, la proteina 1 alfa macrdfago inflamatoria v 12 proteina 10 kappaDa indu-

cible por [FN gamma en los queratinocitos en diferenciacién.*

Cheng v cols., en 2002 utilizaron RT-PCR, despliegue diferencial y microarreglos
de DNACc para identificar genes celulares involucrados en la carcinogénesis de carcincma
cervical de celulas escamosas. Se estudiaron 38 pacientes en vanas ctapas de la enferme-
dad y 5 pacientes sin CaCU. De particular interés fueron las clonas G32C4B y G3CC que
se identificaron como e! gen de la NADH deshidrogenasa 4 y el pen de la proteina ribo-
somal 812 que se encontraron sobre expresadas en el cancer. Los autores indican que
estos genes pudieran ser potencialmente utiles como marcadores de diagnostico pretrans-

formacién de CaCU humano.”!

Por otre Jado Ruutu y cols., en 2002 estudiaron la carcinogénesis cervical inducida
utilizando una linea celular HFV33 positiva (L T-DEC-1) establccida a partir de una dis-
plasia vaginal de bajo grado. Para determinar la importancia de la integracion del HPV,
compararon el nivel de expresion en queratinocitos de vagina normal, en pasaje temnprano
y en pasaje tardic de las células UT-DEC-1 utilizando microarreglos de 1INAc, El RNA
fue extraido mediante gradiente de centrifugacion con CsCl, sometido a RT con MMLV
RT y marcado con “®P-aATP. Lus 16 genes sobre-regulados, identificados 2! comparar

ambos tipos celulares con los queratinocitos normales, al parecer estan invalucrados con
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la progresion del ciclo celular o en la mitosis. Estos incluyen al factor de replicacion de
DNA mcm4, cdcpd4 y el factor de ensamble de la cromatina 1 subunidad p48. Los genes
subrcgulados (44 cn total) interfieren con la apoptosis y la adhesion celuler, incluyendo
los genes inductores de apoptosis frap, bik y el precursor de caspasa-9. Las diferencias
més significativas entre los pasajes tempranos y tardios fueron la sobrexpresién de los
factores E2FS con su compafiero de dimenzaciéon DPL. NF-kappa B y las serin/treonin
cinasas y la subexpresion de las enzimas de la ruta de MAPK. Con estos datos, la adqui-
sicion de una ventaja de crecimiento selectivo después de la integracién viral podia ser
explicada por un cambio considerzble en la ruta de MAPK en la desregulacidn del ciclo

celular,>

También Berger y cols., en 2002 utilizaron microarreglos de DNAc y qPCR para
comparar la expresion de genes celulares en epitclio cervical a difercntes tiempos de ex-
posicién a transduccion retroviral con los genes E6/E7 de virus de bajo riesgo y alto ries-
go. En los pasajes temprancs, las células wansducidas con los genes E6/E7 del alto riesgo
demostraron una expresion incrementada de los genes reguladores del cicla celular CDC2
y ¢l acarreador dc ubiquitina E2-C. En los pasajes tardios, las mismas células exhubicron
incrementos draméticos en el IGFBP-3, asi como en la proteina intracelular y en la secre-
tada, con incrementos de aproximadamente 85 veces, Estos resultados indican gue la so-
breexpresion de IGFIIP-3 es un evento tardio después de la expresidn F6/T:7, fendmena

que también se ha observado in vivo.>

En ouo estudio, el de Alazawi y cols. en 2002 se utilizaron microarreglos para in-

vestigar el efecto de la integracion del HPV16 en la expresién genética de queratinacitos
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cervicales, utilizando la linea celular W12. Esta linea fue generada a partir de una lesién
cervical intraepitelial escamosa de baja grado, infectada de manera natural con HPV16 y
quc contienc aproximadamente 100 episomas de HPV16 por célula. Con el arregle de
Affymetrix U95A que contiene sondas para 12600 transcritos humanos, se identificaron
85 genes a partir de un rango de rutas celulares que muestran cambios en la expresion
después de la integracion del HPV16. [ntcresantemente, la intcgracion esta asociada con
la sobreexpresion de numerosos genes que responden a [FN. Estos genes incluyen a p48,
un companente del regulador primario de la respuesta a [FN, y al gen del factor estimula-

dor de IFN3.*4

Finalmente, estd el reporte de Lee v cols., en 2004 que realizaron un estudio para
identificar los genes y proteinas modulados por el oncogen HPV E7. Se utilizd la linea
(33A para generar una linea estable que exprese E7. Utilizaron espectrometria de masas
MALDI-TOF y microarreglos. Detectaron 47 puntos diferenciales mediante electroforesis
bidimensional. Las proteinas disulfuro isomerasa A3, protefna de interaccion a integrasa
1, proteina inhibidora de crecimiento, la glutation S-transferasa P y el protooncogen vav
s¢ encontraron subrcguladas. También la proteina dc shock térmico 60 kDa 1, la protcina
de unidn Ku70, la alfa enolasa v la subunidad 26S del proteasoma estaban sobre-
reguladas. A nivel de transeripeidn, con el estuche de microarreglos se encontrd que IL-
12R heta, el citocromo C y el receplor II del factor de necrosis tumoral fueron inducidos
por el oncogen E7. Estos resultados sugieren que E7 puede evadir la vigilancia inmunita-
ria suprimiendo o induciendo esos factores de sefialamiento, reguladores del ciclo celular

y chaperonas.*®
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En cuanto a los cstudios para clasificar tumores con basc a su estadio en la progre-
sién o a su sensibilidad a radiacion, tenemos el estudio de Achary y cols. del 2000 quie-
nes buscaron genes que pudieran identificar a los turnores que son radiosensibles. En un
arreglo de 5776 genes y FSTs conocidos, la expresion de 53 genes se encontrd elevada
(con un méaximo de 4.1 veces) en las células radioresistentes en comparacion con las célu-
las radiosensibles. Diez de estas secuencias son genes conocidos, mientras que los otros
42 son ESTs. La expresion de 18 genes fue elevada en células sensibles en comparacién
con células radioresistentes, siete de los cuales son genes conocidos y los otros 11 son
EST. Los genes quec mostraron mayor sobre-expresion en las células radioresistentes fue-
ron el factor de transcripcion 1 metal regulador, el citocromo p450 CYP1B1, adencmato-
sis polyposis coli, el factor de enlogacion de traduceidn 1, el citrocromo-¢ oxidasa. Mien-
tras que en la linea de células radiosensibles, sc cncuenira la transcripcion del factor NF-
kappa-B, el precursor de inhibidor de metaloproteinasa 1, la superoxido dismutasa-2, la
proteina de unién parecida a la insulina 3, la proteina de unién a guamna y la proteima

inducida por el factor transformante de crecimiento beta.*

Por otro lado, Wong YF v cols., en 2003 examinaron los perfiles de expresion del
CaCU comparado con tejido cervical normal en microarreglos de DNA que contenian
aproximadamente 11000 puntos, y que correspondian a genes humanos con funcion ¢e-
nocida 0 a ETS. El objetivo era hacer una clasificacion de los tejidos en base a su nivel de
cxpresion. Los resultados mostraron que los tejidos cervicales normales fueron comple-
tamente segregados de las muestras de cancer utilizando aproximadamente 40 genes con
expresion significativamente diferente. Los tumores en estado IB y 1[B también pudieron

ser clasificados basados en sus perfiles de expresion. Mas aun, algunas de las muestras de
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tumor fueron estratificadas adicionalmente en dos grupos principales basandose en su

’ . §
respuesia a radioterapia.”’

Finalmente, Chen Y y cols., en 2003 utilizaron un arreglo de 30,000 clonas para
examinar los perfiles de expresién de 34 tejidos cervicales a diferentes estadios clinicos
definidos. Los perfiles globales separaron los tejidos cervicales normales de las lesiones
intracpiteliales cscamosas de bajo grado y a la mayoria de las lesiones intracpitehalcs
escamosas de alto grado y a los canceres. Entre los 62 genes/EST que estaban sobreex-
presados en el tumor v las lesiones de alto grado, 35 fueron confirmados uilizando hibri-
dacion in situ con microarreglos de tejido cervical. Y en general, se observd que la sobre-
cxpresion de esos genes incrementd a medida que las lesiones progresaban de bajo grado

2 alto grado y finalmente a cancer,”®
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1.4. JUSTIFICACION

El CaCl es un grave problema de salud publica y €s una entermedad multifactorial
fuertemente asociada a la presencia de un agenite infeccioso, el HPV, especificamente los
HPV de alto riesgo. E] cancer se ha distinguido por ser en una sola patologia, un conjunto
de enfermedades complejas, tanto por el efecto que tiene el medio ambiente sobre su de-
sarrollo, como per los mecanismos cclulares que estan involucrados cn su generacion y
progresion. Especificamente en el caso del CaClU, la participacion del HPV complica aun
mas la comprensién de la enfermedad. A pesar de que se han abordado diferentes aspec-
tos en el analisis del perfil de expresion en el CaClJ, es necesario conocer qué rutas estan
alteradas, asi como el considerar el comportamiento de la expresion global de¢ los genes
celulares y virales (en un mismo sistema), pero en diferentes ambientes. Ex este trabajo
se realizd la comparacidn de tres sistemas de CaCl. donde se ohservd el cambio en los
perfiles de expresion de lineas celulares infectadas con HPV-16, con HPV-18 y sin infec-
cion, v se analizo la expresion de genes celulares v de penes virales con la finalidad de
definir rutas metabolicas alteradas, afectadas principalmente por el efecto de las oncopro-

teinas viralcs.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

2.1. Objetivo gencral.

Analizar cl perfil de expresion viral y celular en lincas celulares de CaCU y compa-
rarlo con el perfil de expresién de células de cérvix normal, para determinar y seleccionar

aquellos genes con la variacidn de la expresion global (mayor o menor) mas marcada.

2.2, Objetivos especificos.

1. Obtener ¢l RNA y el DNA de tejido cervical normal y de las lineas celula-
res de CaCU,
2. Analizar el perfil de expresion de los genes del HPV-16 mediante RT-PCR

cn ticmpo real.

3. Aplicar la técnica de microarreglos para el analisis del perfil de expresion
celular.
4, Scleccionar genes con expresion diferencial (sub o sobre expresados) y va-

lidar los resultados mediante andlisis por RT-PCR.

5. Realizar el analisis global de los resultados y elaborar las conclusiones
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2.3. ESTRATEGIA GENERAL DEL TRABAJO

Obtencién del RNA de las muestras
a estudiar (Tejido cervical normal
y lineas celulares)

|

i
: Analisis del perfil de expre- Andlisis del perfil de
sién viral mediante qRT-PCR expresion celular me-
k diante microarreglos
Comparacion de los niveles Analisis de resultados y
: oeexpmoondotojndoearvical_. seleccidn de genes
2 normal con las lineas difarenciaimente
o ““_Pm“'m w'“"": ceiulares C33A, SiHay Hela expresados
e los genes 6, E7,
E2, §4 yL
Andlisis de ios genes
diferencialmente expresados por
RT- PCRemicuantitativo

Andlisis de resultados : I
y conclusiones

Figura 5. Esquema general del desarrollo experimental . La estrategia consistio en la obtencion de RNA
de los tejidos a estudiar y lineas celulares y llevar a cabo estudios de expresion de los genes virales selec-
cionados y el estudio de expresion de los genes celulares mediante microarreglos, para luego, a partir de
esos resultados, seleccionar un grupo de genes y corroborar su nivel de expresion por RT-PCR semicuanti-
tativa.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS.

3.1, Origen de los reactivos,

Los materiales utilizados para el cultivo de células (frascos, cajas, tubos, filtros, pi-
petas, unidades de filtracion, etc.) fueron adquiridos de las compafiias: Falcon™ (Lincoln
Park, N. J., . 1. A}, Corning (New Yotk, N. Y, E. U. A)), Costar (Cambridge, M. A, F.
U. A.) y Promega (Madison, Wisconsin, E. U. A.). Los tubos dc ultracentrifuga de 5.2 ml

s¢ obtuvieron de 1a compafia Beckman (México, D. F.).

Para el aislamicnto del DNA se utilizé EDTA, SDS, NaCl, trizma base, triton X-100
y fenol, adquindos de Sigma Chemical Company (Saint Louis, M. O., E. U, A.), asi come
acido clorhidrico, cloroformo, alcohol isoamilice, etanol y cloruro de cesio, de la compa-
flia Merck (México, D. F.). I'n las reacciones de amplificacién y de retrotranscripicion se
utilizaron las enzimas Tag DNA polimerasa y MMLYV polimerasa, la solucién amortigua-
dora de reaccion, el cloruro de magnesio, los ANTP’s, el RNAsin, DIT y BSA de la com-
pafiia Promega y el aceite mineral de Sigma Chemical Company. Para las electroforesis
en geles de agarosa se utilizd agarosa, trizima base, EDTA, écido bdrico, azul de bromo-

fenol, xilencianol y bromuro de etidio, de Sigma Chemical Company. La solucién de lisis
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para extraccion de RNA y la solucion de preservacion de tejido para extraccién de RNA

se obtuvieron de la compania Qiagen, (Valencia, CA, E. U. A).

Los reactivos para preparacion de medios de cultivo, asi como suero bovino fetal
(SBF), y la tripsina, se adquirieron en Sigma Chemical Co., HyClone, Inc. (Logan, UT, E.
U. A)), DIFCO-LABORATORIES (Detroit, MI, E. U. A.) ¥ (ibco-BRL de BRL Life
Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, E. U |A.) respectivamente. Los reactivos para ela-
borar las scluciones amortiguadoras, medio de cultive, geles de agarosa se obtuvieron de:
Sigma Chemical, Co., Merck, y Aldrich Chemical Company Milwaukee, W1 E. U. A).
Los reactivos para el marcaje de los RNAs y la hibridacién de los microarreglos, asi ¢o-
mo los arreglos de genes PanHuman Cancer Array se obtuvieron de la compaiiia MWG

Biotech (Ebersgery, Alemania).

3.2. Equipo.

Se utilizo un homo de microondas Goldstar modelo MA-857M, Microcentrifugas
Eppendorf modelos 5402 y 5415 (Camibh Gortingen, Alemania), ultracentrifuga Beck-
man madelo TLX120, un termociclador de la compariia MJ Research Inc (San Francisco,
CA, k. U. A)) modelo P1100, una fuentc de poder Gibeo BRI, modclo 250, una campana
de flujo laminar marca Labconco Corporation (Kansas, City, MO, E. U. A.), una campana
para PCR CBS Scientific Inc modelo P-036-02 (Los Angeles, CA, E. U. A.), una balanza
digital Sartorios modcelo 1206 MP (Camibh, Géttingen, Alemania), una balanza analitica
OHALS modelo AP1105 (Florham Park, Suiza), micropipetas de Pipetman Gilson de

Raining Instruments CO, Inc. (Emeryville, CA, E. U, A.), un agitador G10 marca New
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Bussines Scientific CO., Inc. (Edison, MI, EUA), jeringas y agujas Becton Dickinson
(Juiz de la Fiors, MG, Brasil), un potencidmetro Beckmman (0320, y un microscopio inver-

tido Karl Zeiss (Mexico, D. F.).

Para los experimentos en tiempo real se utilizd el termociclador ABI Prism 7000 de
la compaiiia Applied Biosystems (México, D. F.). Para los ¢xperimentos de microarreglos
se utilizo el escaner Axon 4000 de la compafiia Axon Instruments Inc (Los Angeles CA,
EUA) vy para la cuantificacién de los dcidos nucleicos se utilizo el bio-Photometer de Ep-

pendorf.

El procesamiento de los datos se realizo en computadoras marca Power PC marca
Compaq, Presario, MV 500 y una Laptop Compagq Presario 1200. Se emplet el procesador
de textos Microsoft Word version XP, procesadores de praficos Microsoft Power Paint
version XP, y procesador de hojas de datos Microsoft Excel version XP, Adobe Photos-
hop Limited Edition 2.5.1 (1989-1993 Adobe Systems Inc.) y el programa de fotodocu-
mentacion Molecular Aualyst version 1.5 de BicRad Laboratories (San iego CA|E. 1.

A.).

Para los analisis relacionados a la Biologia Molecular se uso el programa DNA
Strider T™ 1.1 (Ch. Marck y CEA, 1989, Service de Biochimie-Départament d¢ Biolo-
gie-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-Francia), Amplify version 1.2b (Hill En-
gels 1992, University of Wisconsin Genetics M, (Madison, WI, E. U. A), Oligo ver-
sion 4.0 (Plymouth, MN, E. U. A)). Para la busqueda deinformacién se recurrid

al intcrnet cn las bascs de datos de NCBI (htp:/www.nchi.nlm.nih.gov/) y sitios del NCBI
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como el programa Blast y la base de datos OMIM, GENATLAS

(http://www.geneatlas.org/gene/main jsp), ATLLAS (http:/www.infobiogen. fe/services/chromeancer/), el

Protcin Data Bank (PDB)  (htp:/www.resboorpg/pdd/), y  GENECARDS

(http:/bigintermatics. wezmann.ac ilicards/).

3.3. Metodologia.

3.3.1. Recoleccion y almacenamiento de las muestras.

Mediante el apoyo del Dr. Oscar Vidal Gutiérrez, del Servicio de Ginecologia del
Hospital Universitario. Sc colcctaron 26 biopsias de tejido cervical normal (ICN), de
pacientes scmetidas a cirugia cervical por causas diferentes a CaCU. Las biopsias tenian
pesos que variaban entre 10 y 40 mp, las cuales al ser obtenidas del paciente se sumergie-
ron en 10 volumenes de conservador de RNA (aproximadamente 1 m! Qiagen RNA La-
ler®) para su transporte hasta cl laboratorio. Inmediatamente se llevaron a 4°C y para

conservacidn a largo plazo se mantuvieron a -70°C.

Las lincas cclulares TleLa, Caski, C33A y Silia se usaron como modelo de CaClJ,
ya que IHeLa contiene integrado el virus HPV-18, SiHa y Casky presentan ¢l virus HPV-
16 y C33A es HPV negativa. Las lineas celulares se obtuvieron y cultivaron en el labora-
torio de Binlogia Celular de la ULIEG, en medio DMEM con 10% de suero bavino fetal
(SBF) en una atmosfera al 5% de CQ,. Las células se mantenian hasta llegar al 80% de

confluencia, en este punto se lizaron para obtener el RNA towl. Con este material biolé-

(9]
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gico s¢ generaron los sistemas de comparacion de expresion parz los genes virales (Hela,
SiHa y Caski) y para los genes celulares (SiHa/TCN, HeLa/TCN y C33A/TCN) para ob-
servar el comportamiento de la expresion de un tejido canceroso en presencia del HPV-

16, del HPV-18 y en ausencia de virus.

33.2. Extraccion del DNA.

Para la extraccion del DNA de las lineas celulares, éstas se recuperaron con tripsina
y se resuspendicron en 50 ul de PBS. Las células luego se trataron con proteinasa K (10
mp/ml) agregando 20 pl de esta solucion a la muestra (20 mg) y posterivrmente se incu-
baron por 30 min a 55°C. La lisis se llevd a cabo mediante la adicion TSNT (Tritdn 2%,
SDS 1%. NaCl 100 mM y Tris-HC] 10 mM). La extraccion del DNA se hizo mediante
separacion de fases con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, siguiendo el procedimiento

estandar de extraccién de acuerdo a Sambrock 1988°°.

La cuantificacion de los 4cidos nucleicos se {levd a cabo en un Bio-Photometer”™, e
acuerdo con las instrucciones del instrumento. El aparato tiene ya funciones preprogra-
madas para cuantificar directamente acidos nucleicos y proteinas. Para hacer las cuantifi-
caciones se realizod una dilueién 1:20 (S50ul de la muestra y 950 ul agua) y se coloco en
una celda. La celda se coloc en el porta celda del aparato y se llevd a cabo la medicion

directa. El resultado se reporta en mg / ml.
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3.33. Extraccién del RNA.

Para la extraccion del RNA se probaron vanias metodologias con 1a finalidad de de-
terminar cual de éstas permitia la obtencion de RNA de mejor calidad, en mayor concen-

tracién v libre de DNA.

Inicialmente se utilizd el reactivo comercial Trisol. En este protocolo, a 1l de lisa-
do celular s¢ lc agregaron 0.9 mi de Trizol y 0.1 ml de Sevag. Se mezcld ¢n vortex y s¢
incubd durante 15 min. en hielo. Posteriormente se centrifugé a 2,500 r.p.m y el sobrena-
dante se recuperd en un tubo limpio para realizar la extraccién con fenol cloroformo y

precipitacion con etanal.

El otro método que, se utilizé fue el de Qiagen, que es un método de separacion del
RNA mediante columnas de silica. El estuche contiene todos los reactivos necesarios para
la lisis celular. 1Jna vez obtenido el lisado, éste se transfiere a la columna y se centrifuga
para retener cn clla ¢l RNA y eliminar ¢l resto de liquido y componentes celulares. El
RNA se recupera de la columna con una siguiente solucidn de “elucion™, E] RNA obteni-

do esta listo para su uso.

Se probé también el método de ultracentrifugacion en gradiente de cloruro de ce-
sio, de acuerdo con Jas instrucciones del Sambrock 1988%. En este método, el tejido se

macerd y se homogenizoé en solucion D (isoticianato de guanidina 4 M, 25 mM de citrato

IR



S o Artaliyes de! perfil de expresion del cancer cenvieal
M O Virgilio Hocanegra Garcia

de sodio pH 7, 0.1 M de 2-ME y 0.5% (p/v) de N-laurilsarcosin) o en la solucién de lisis
del kit RNAcasy"D de Qiagen, y ¢l lisado total se colocd en un tubo de ultracentrifuga con
agua destilada y cloruro de cesio (1 gr/ml) y 20 pl de bromuro de etidio (2 mg/ml). El
tubo se sella y se lleva a ultracentnfugacién a 96,000 RPM durante 12 h. Después de la
ultracentrifugacion la banda de DNA queda suspendida a la mitad del tubo y el RNA total
queda como un paquete precipitado en el fondo del tubo. Este precipitado se extrae me-
diante una jeringa con una aguja calibre 20. El paquete es lavada tres veces con etanol al
70% frio en agua DEPC (dieltilpirocarbonato) para eliminar el exceso de cloruro de cesio
v de bromuro de etidio, luego se deja secar 30 min a temperatura ambiente. El RNA seco
s¢ disolvid en agua DEPC mediante calentamiento durante S min a 55°C. F] RNA se

guarda a -20°C 0 a -7()°C para conservacion a largo plazo.

3.4, Cuantificacién del DNA y RNA obtenidos.

La cuantificacion de los dcidos nucleicos se llevo a cabo en un Bio-Photometer® de
acucrdo con las instrucciones dcl instrumento. El aparato tiene ya funcioncs preprogra-
madas para cuantificar directamente dcidos nucleicos y proteinas. Para hacer las cuantifi-
caciones se tomd una alicuota de 50 pl de la muestra, se colocd en una celda y s¢ llevo a

cabo la medicion. El resultado se reporté en mg / ml.
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3.5, Anilisis de los genes virales.

3.5.1. Andlisis de las secuencias y disefio de sondas.

Los genes seleccionados para el analisis del numero de copias, expresion y activi-
dad fueron E6, E7, E4, L1 y E2. Los iniciadores y las sondas se mandaron a sintetizar por
el servicio "Assay by dcsign™ proveido por Applicd Biosystems de México. Para ello, se
seleccionaron del Gene Bank las secuencias de interés y los sitios especificos donde se
deseaba ubicar la sonda para llevar g cabo la deteecion (denominadas: ¢coordenadas). En
el disefio de éstas s¢ procurd seleccionar aquellas regiones altamente especificas para ca-
da uno de los genes. l.as coordenadas indicadas para cada secuencia fueron: E6
{NC _001526.1) coordenada 531, E7 (NC 001526.1) coordenada 150, E4 (NC_001526.1)
coordenada 150, L1 (NC_001526.1) coordenada 770 y E2 (NC_001526.1) coordenada
652. Las sondas y los iniciadores fueron diseflados por el fabncante con base en csas co-

ordenadas.

3.5.2. Obtencion del DNAc¢ de los genes virales.

[.as muestras para medir la expresion de los genes virales por gPCR fueron el pro-
ducto directo de una reaccion de RT de los RNAs de cada linea celular (SiHa, CasKi y
HeLa). No se utilizo el tejido cervical normal ni la linea celular C33A ya que son negati-
vas para [PV, [os reactivos para las reacciones de RT se merclaron de como se indica

en latabla 1.
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TABLA1

CONDICIONES DE REACCION PARA LA RT DE LOS GENES VIRALES

N Reactivos Voliimen
Buffer 5X (Invitrogen) 2.0
DNTP’s 10 mM (Promega) 1.0 ul
DTT (Invitrogen) 1.0 ul
RNAsin (Promega) 0.5 ul
BSA (Promega, dil 1:2) 04 ul
Agua MiliQ 1.1 ul
OligoDT (Promega) 1l
RNA total (1 ug) 3ul

Volumen total 10 pl

El programa en el termaciclador PTC-100 MJ Research del laboratorio de Genética

Molecular fue el que $¢ muestra en la tabla 2.

TABLA 2

CUNDICIONES DE INCUBACION PARA LA REACCION DE LA RT.

Paso Condiciones
1 25°C 15 min
2 42°C 60 min
3 72°C 15 min
4 Fin
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El producto de esta reaccion (10 ul totales) se agregé a la mezcla para amplificacion
en tiempo real, simultdneamente con la curva de calibracidn para cada gen. Cada muestra
se analizo por triplicado. Cada punto de la curva de calibracién se amplificé por duplica-
do. Las muestras analizadas fueron DNAcs obtenidos a partir de los RNAs de las lineas

celulares C33A, SiHa y Hela.

3.5.3. PCR cuantitativa de los genes virales.

3.5.3.1 Disefio de la curva de calibracidn,

La curva de calibracion se construyé mediante dilucicnes (10, 100, 1000, 10000,
100000, 1000000 copias) del plasmido pHPV16 que contenia todos los gencs del virus
HPV-16 (El, E2, E4, ES, E6, E7, L1 y L2). Este plasmido fuc proveido por el Dr. Greg-
ory L. Shipley, director del Quantitative Genomics Core Laboratory, Departruent of Inte-

grative Biology and Pharmacology de la University of Texas Medical School at Houston.

3.5.3.2. Montaje dc la placa.

Las muestras (DNA 6 DNAC) y la curva de calibracion se colocaron en la placa de
amplificacion y se cargd y cormid el programa estindar para expenimentos de “Assay by
design” que ya viene precargado en el Termoacicladar de Tiempo Real de Applied biosys-
tems ABI PRISM 7000. La distribucion de las muestras en la placa se muestra en la figu-

rab.
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pHPVIE | pHPVI6 | pHPVI6 | pHPVI6 | pHPVI6 | pHPVIE

“pHPVI6 | pHPVI6 | pHPVI6 | pHPVI6 | pHPVI6 | PpHPYI6

Figura 6. Distribucion de las muestras en la placa para qPCR del sistema ABI PRISM 7000. Cada
placa consta de 96 lugares, y solo puede utilizarse una vez, por lo que es necesario colocar todas las mues-
tras que se desean cuantificar. La distribucién de las muestras depende del analista, pero en general se colo-
¢a primero la curva de calibracion y luego las muestras. Siempre se agregan controles que no tienen DNA,
denominados NTC (non template control).

3.5.3.3. Cuantificacion del nimero de copias.

Para la cuantificacién de nimero de copias de DNA de cada gen, se llev6 a cabo
una extraccion de DNA de cada linea celular y de tejido cervical normal y se utilizaron
100 ng de cada muestra de DNA. Todas las muestras, las correspondientes a la curva de
calibracion, al DNAc y al DNA se colocaron en una misma placa de cuantificacion, la
cual tiene 96 lugares. De este modo, en una sola corrida se realizaron la curva de calibra-
cion, la cuantificacion del DNAc y la cuantificaciéon de cada uno de los genes del HPV-16

estudiados.

N
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En ¢ste experimento, se determingd la cantidad de copias de DNA y de DNAc de ce-
da gen, utilizando una curva de calibracion generada por el plasmido pHPV-16, el cual

contiene el genoma completo del HPV-16.

Las reacciones de amplificacidn se llevaron a cabo de la siguiente manera: se prepa-
10 una mezcla de reaccidn para cada una de las sondas de acuerdo con las instrucciones

del fabricante como s¢ muestra en la tabla 3.

TABLA 3

CONDICIONES DE REACCION PARA LA PCR CUANTITATIVA.

Reactivos Yolumenes
Senda e iniciadores 25
Agua MiliQ + Muestra 22.5 ul
Master Mix (ABI) 25 ul
__ Volumen final | sopl

La muestra era DNA o DNAc seglin el caso, en concentraciones adecuadas para ca-

da experimento como se describe mds adelante.

3.5.4. Anilisis de resmltados.

1.os resultados se obtienen en namero de copias detectadas de cada muestra con bha-
sc en la curva de calibracion. Se obtiene cl numero de copias de DNA de cada gen, del

numero de copias del DNAc de cada gen y con estos dos datos se puede determinar la
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actividad de cada gen individual en cada linea celular, dividiendo la cantidad de copias de
DNACc detectadas entre la cantidad de copias de DNA detectadas. Todos los resultados se
grafican por gen, poniendo el nimero de copias en el eje “y”, y las muestras de lineas

celulares en el ¢jc “x”.

3.6 Analisis de los genes celulares

Las niveles de expresion de los genes celulares se determinaron mediante la téeni-
ca de microarreglos. Para €sto, se generaron tres sistemas comparatives entre el tejido

normal y la linea celular de céncer.

En resumen la metodologia consiste en lo siguiente: se realizd el marcaje de los
RNAs mediante una reaccion de RT, para finalmente obtener DNAcs marcados. En cada
sistena s¢ marca el tejido normal con el colorante Cy3 y la iinea celular con el colorante
Cy5. Despugs del marcaje, los DNAgcs se¢ cuantificaron y se mezclaron en cantidades
iguales. La mezcla de DNAcs marcados se calentd 4 65° C y posteriormente se colocd en
hielo. A la mezcla se le agrega la solucion de hibridacion y tada la mezcla se colocd so-
bre la laminilla que contenia las sondas. Sc cubrio el arreglo y se sometié 8 hibridacion al
menos 12 h. La laminilla se sacé de la hibridacion y se realizaron lavados para eliminar el
exceso de la sonda. Posteriormente la laminilla se procesd en el scanner y se obtuvieron

los resultados.
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3.6.1. Marcaje y sintesis de los DNAc.

Para la sintesis de DNAc¢ marcado de cada muestra se utilizaron 30 ug de RNA to-
tal, llevando a cabo el marcaje mediante una reaccion estindar de retrotranscripcion agre-
gando nucledtidas marcados con los colorantes fluorescentes Cy3 y Cy5S para 1a muestra
problema y Ja muestra de referencia. respectivamentg, como se muestra en 1a tabla 4. E}
producto resultante de la reaccion se purificd mediante precipitacion con 2.5 volimenes
de ctanol al 100% y 1710 del volumen de acetato de sodio 3 M pH § centrifugando a
12000 RPM durante 10 min, al precipitado se le elimmnd ¢l sobrenadante ¥ s¢ lavé con |
m) de etano] al 70% y se centrifugo de nuevo a 12000 RPM durante 10 min. Al precipita-

do se le elimind el sobrenadante y se resuspendié en 10 pl de agua MiliQ y se cuantifica.
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TABLA 4

CONDICIONES DE RT PARA MARCAJE DEL DNAc

Reactivas Volumen Volumen
TCN Linea celular
Agua MiliQ 175 ul 175ul |
Oligo d(T15,20)}-Primer (1 wg/pl) ' Twl | 1|
5x RT reaction buffer (superscript 11 kit, invitrogen 8 ul 8 ul
dNTP master mix o 4l 4 ul
1 mM Cy3-dCTP 0l 4l
I mM CyS-dCTP 4 ul 0 ul
0.] M DTT (superscript [1 Kit, invitrogen) 4l 4 ul
Superseript 11 (200 U, lnvitrogen) | 15u | 15wl
RNA 30 ug (X pl) | 30 pg (X pl)
Volumen total 50 ul 50 ul

3.6.2. Hibridacidon cuantitativa a gran escala.

Las hibridaciones se realizaron en parejas de una linea celular v tejido cervical nor-
mal como referencia, generando los siguientes sistemas de comparacion de expresion:

C33A/TCN, Silla/TCN, HeLa/TCN,

Las placas de microarreglos fuercn obtenidas de MWG Biotech, el arreglo de Pan
Human Cancer Array que contiene 1921 genes relacionados con cancer y 79 genes consti-
tutivos como control intemo, Los protocolos y reactivos ncccsarios para levar a cabo

estos experimentos fueron proporcionados por el proveedor,
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Cantidades iguales (15 a 20 pg) de éste DNAc marcado fueron colocadas en contac-
1o con la solucidn de hibridacién (MWG Biotech) que se colocod sobre el arreglo de genes
Pan Human Cancer array de MWG Bintech. 1.a laminilla se colocd en una cdmara hiime-
da de hibridacién por 24 h a 42°C. Concluida la hibridacién se realizaron tres lavados,
uno en buffer 2x SSC, 0.1% SDS por 5 min a temperatura ambiente, luego en buffer SSC
[x por 5 min a temperatura ambiente y finalmente en huffer SSC 0.5 x por 3 2 S min a
temperatura ambicnte, para climinar la sefial no valida y ¢l nudo de fondo. El portaobje-
tos se secd en un tubo cénico de 50 ml por centrifugacion a temperanura ambiente por 2

min a S00 RPM.

3.6.3. Lectura con el escaper y ohtencion de la imagen.

La lectura e interpretacidn de los resultados se llevd g cabo en un escaner Axon Ge-
ne Pix 4000, mediante ¢l soflware Jaguar Array analisis. El programa permite convertic
la intensidad y tipo de color detectada en el arreglo a valores numéncos, asi camo la de-

terminacidn del ruido de fondo.
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3.6.4. Procesamiento de los datos: Normalizacidn, transformacitn y seleccion de ge-

El analisis de los perfiles de expresion se llevd a cabo con el programa Microsoft
Excel XP. Este analisis incluyd sustraceidn del fondo, un proceso de normalizacion, el
cual se llevé a cabo mediante un factor de normalizacién obtenido por la ecuacién: (n -
sefial de fondo / ¥n) y transformnacion a log2 de cada dato obtenido. Solo los genes con
una diferencia de 2.5 o mas en su nivel de expresion fueron tomados en cuenta Con base
a este criterio se seleccionaren los genes con una diferencia en la expresion mas marcada
en los tres sistemas antes mencionades. Después del andlisis informatico, de cada sistema
sc seleccionaron los 6 genes con una mayor diferencia en los niveles de sobreexpresion o

subexpresion.

3,7 Validacién de los genes seleccionados por RT-PCR semicuantitativa

3.7.1. Seleccién de secucncias y disedo de iniciadores.

Para cada gen, se obtuvo su secueneia del GenBank y se disefiaron los iniciadores

correspondientes. ['n la tabla 5 y 6 se muestran les resultados.
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TABLA 5
GENES SELECCIONADOS Y NUMERO DE ACCESO A SECUENCIAS
DEL GEN BANK
Gen No. de acceso Gen Bank

T Six-l | NML_005982 |

Rab3d NM 004283 |
Decl NM_005215
[ Mdm2e NM_006880
Hla-¢ NM_005516
Pigs2 NM_000963
Bripl NM_032043
Pah NM_000277
Rah27b NM_004163
Emkl NM 017490
Pppdc NM 002720
StatSh NM 012448
Rzbh23 NM_016277
~ Frapl NM (04958
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TABLA 6

SECUENCIA DE LOS INJCIADORES UTILIZADOS PARA LA
AMPLIFICACION DE LOS GENES SELECCIONADOS

Sl Rab3d
Sixi- & CTGGAGAGCCACCAGTTCIC Rab3d-1 § CITCCTCAGTACICTIKKKA |
Sixl-2%' CACTTAGGACCCCAAGTCCA Rab3d-2 3’ O TTGACAGGAGGGAAGGGAT
Decl Brip!
el S GAGATGGAAACACTGOAGCC Bripl-15° GCATACAGGGCCTTAAACCA
dec2 3 GTGTTTGTITGAGGCCTGT Hripl-2 3 CAGUGTGTIGCCTICGGTALT
decABC-15' AGATGTGGTCCCTUTCITGG BnpARC-1 5 GOTTTGCTCGGGATGAACTA
CEeABC23  GGTTGITIGGCTCCAGIGTT BnpABC-23°  CAATGGTACCAACCCAAACC
i Mdm2e Hla<
Mdm2e-1S°  CAGCTTCGGAACAAGAGACC ~ | Hlae-18”  — GATTTTCCGAGTGAACCTCC
Mdm2c-2 3° GOCCAAACTAGATTCCACACIC Hlae-2 3° CCTCCATATCACAGCAGCAA
Prps2 Pah
Pigs2-1§° CACITICTITGGACTCTGCC 2ah-1 5 ATGOGGCACAGTGTICAAG
Ptgs223’ GICTTATGGCACATTCAGUC Pah-23 CAATCCTTTCUGGTGTATGGG
Rab27b Frkl
Rab27b-15' GGTGGGGAAGACAACATTIC Emkl 15 CAAGCTGGACACCTICTGTG
Rah2Th-2 %’ CCATIGTUCGTGGTTTACTC Emk]-2 3" CTCAGGCCOCTTATTTTCTG
Pppdc Frapl
Pppac-| 5° CAAGGAGAGCGAAGTCAAGG Frapl-15' CCAGCAGGATATCAAGGAGC
Pppéc-2 37 TGAGCACCUTCTCATTGAAG Frapl-2 3 ATCCCACTGTGCTCCAACTC
Statsh Rab23
Stsb-15° GTTOGTGOAAATGAGKC TGGT RahZ3-15' (GAAGATATGGAAGT ((ICCA
StatSh-2 3 TGCTTGATCTGTGGCTTCAC Rah23-2 3' ATGACAGCTGGATGGGTTTC
GAPDH T
OLLISS AGUTCGGAGTCAACGGATT. GGT
OLIIGY CATGTGGGCCATGAGG TCCACCAC
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3. 7. 2. Condiciones de reaccién de amplificacién de los genes seleccionados
Para corroborar y validar las resultados obtenidos por microarreglos, se llevé a cabo
una RT-PCR semicuantitativa de cada uno de los genes seleccionados en tejido cervical

normal y la linea celular comrespondiente. El procedimiento fue el siguiente:

a) Seleccionar los 3 genes mds sobreexpresadoes y los tres mas subex-
presados de cada sistema.
b) De cada gen se disciiaron un jucgo de oligonuclcdtidos basandonos

en las secuencias del Gen Bank para cada gen,

c) Se estandarizaron las condiciones para cada una de las RT-PCR se-
leccionadas y se aplico el procedimienta a las muestras. Las condiciones de RT se
muestran ¢n las tablas 9 v 10, Para el andlisis se tomd 1 ug de RNA total de TCN
y 1 pg de RNA de la linea celular correspondiente para llevar a cabo una reaccion
de RT. De la reaccién de RT se tomaron alicuotas de 1 pl, 3 pl y § pl para llevar a
cabo la rcaccion de PCR. Sc utilizd ¢l gen GAPDH como cantrol de amplificacion
en reacciones independientes. ¢l producto obtemdo se colocaron $ pl en un gel
de agarosa al 1.5% y se observo la intensidad de las bandas, la cual fue posterior-
mente medida por microdensitometria de gel. El procedimiento general se muestra

en la figura 7.
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d) Se disefiaron los iniciadores indicados en material y métodos para
cada uno de los genes seleccionados y se ptocedio a la estandarizacion de las con-
diciones de amplificacidn para cada caso. Debido a que muchos de estos genes se-
Jeccionados aun no estaban reportados en la base de dztos, los iniciadores se dise-
faron a partir de las secuencias de DNAc reportadas. Por lo anterior, la estandari-
zacion se realizo utilizando DNAcs generados de las lineas celulares y de ia mez-
cla de tejidos normales. Las reacciones de RT se procesaban utilizando oligo-dT
para captar solamente RNAs mensajeros. El producto de reaccidn se utilizaba co-
mo muestra comun para llevar a cabo la estandarizacion de todos los genes sclec-
cionados. Las condiciones éptimas de cstandarizacion se muestran cn las tablas 7

v 8.
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TABLA 7

CONDICIONES DE REACCIDN DE PCR PARA L.OS GENES
SELECCIONADOS. Todas las cantidades estin en microlitros

Condiciones de amplificacian ]

Gen Buffer | MgCh2S | DNTPS10 | Prmesl | Pmmer2 | Agus Tag Mucstrs | Vomea
- floal
six 1 23 25 1 2 2 13-5 0.8 1 25
rabdd 25 2.5 B 2 2 135 0s { 25
. mdm2e 75 2 1 2 P 13 05 | 1T [ =
hia—¢ 15 1.5 1 2 7 145 05 I 25
pigs2 25 N[ 2 2 14 0s 1 25
C bript 13 2 l p T a3 02 T =

rah27 25 25 1 Z z 13.8 02 1 25 |
emkl 15 2 T 2 2 14.3 0.2 [ 25

' pppac 75 2 1 2 z 143 02 | 1 | 25 ]
stats 25 5 1 2 2 | 1475 025 1 25

rab23 25 s ] 2 2 14.73 025 ] 25|
frap} 15 s ) 2 P INERE 025 [ 25
GAPDH 28 2 05 2 2 1475 |~ 025 i 25

NOTA Las wordiciono paa pati y deet nd s inciyen parque £s0s genes na se pudieton amplificar
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TABLA S8

CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA LA REACCION DE PCR DE
LOS GENES SELECCIONADOS

Condiciones de termociclador PTC-100 MJ Research
[ Pasos | six1 | rab3d | mdm2c | hlae ptgs2  bripl | GAPDH
1 95°C S mn 95°C S min 95°CC § min 95°C. 4 min 95°C 5 min 55°CC § mm 95°C S mm
2 | 9°Cimm | 95°Cime | 95Cimm 95°CImm | 95°Clmm | 95°C (mm | 95°C [ mn
3 $2°Clmin | 52°C lrmur | 52°C I min 52°C Imin | SO°C lmm | 52°C Imm | 52°C I rin
4 72°CC 1 min 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C7 1 min 72°C | mm 72°C 1 min 72°C. | mmi
5 Jvecer a2 | J0veswsal | 3Dvecesa2 J0vecesa2 30vecesaZ  30wvecesal | 30vecesal
6 72°CSzin | 72°C5mm | 72°C5 mum 72°C5min | 7 5mm  72CSmin | 72°C Soum
7 Fin Fin Fin Fin Fin Fin Fin
Condiciongs de termociclador PTC-100 MJ Research
Pasus  rab27 emkl pppaC stat5 rab23 frapl
I ] 55°CSmun | 95°CSmin 9%°C § mm 95°C S mia 95°C § mm 95°C § mm
2 95°Clmm | 95°C1min $5°C 1 min 95°Clmin | 95°CIrun 95°C 1 min
3 50°C 1 min 52°C | mun $2°C 1 min S0°C 1 min SO°C | mm 49°C | min
4 72°C 1 min 72°C 1 mun 72°C 1 mm 72°C 1 zan 72°C | mm 72*C 1 min
5 Nvecesa2 | Oveusa? 30 veuxs a 2 I0vewsa2 | 30vewsa? Iwveces a2
6 72°C S mum 72°C S min 72°C S min 72°C Smin 72°C S min 05w
7 [ Fin Fin Fin Fin Fin Fin
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CONDICIONES DE REACCION DE RETROTRANSCRIPCION

Reactivos Volumen

Buffer 5 X (Prumega) 2 ul
dNTPs 10 mM (Promega) 1 ul
DTT (Promega) 1l
RNAsin (promega) 0.5 p.l—
BSA (Invitrngen) 0.2 pl
Agua MiliQ 0.9 ul
MMLV-RT (promega) 0.4 ul

| RNA (desnaturali_za_do Smina 70°a— 3 pul
OligodT {promega) 1l
Volumen final 10 pl .

TABLA 10
CONDICIONES DE INCUBACION PARA LA REACCION DE
RETROTRANSCRIPCION
Paso | Coendiciones
1 25°C 15 min
2 42°C 60 min
3 72°C 15 min
4 Fin
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Cantidades iguales (1 A partir de cada .
Hg) de RNA de tejido RNA se sintetiza Se llevo a cabo una
cervical normal y de la el DNAc en una PCR utilizando 1,3y
linea celular reaccion de 10 pl 5 p | de cada cDNA

l .

Figura 7. Procedimiento de validacion de los genes seleccionados mediante RT-PCR semicuantitativa,
Se tomaron cantidades iguales de RNA de tejido cervical normal y de la linea celular correspondiente y se
llevé a cabo una reaccion de RT para obtener DNAc. La reaccion fue de un volumen total de 10 pl. El re-
sultado son 10 ul de DNAc de TCN y 10 pl de DNAc de la linea celular. En cada caso se llevd a cabo una
reaccion de PCR, utilizando tres cantidades diferentes, 1, 3 y 5 ul de DNAc, para obtener un producto am-
plificado. Los productos amplificados se compararon en un gel de agarosa al 1.5%. Se utilizaron 3 cantida-
des para descartar la posibilidad de saturacion de producto amplificado que podria enmascarar los resulta-
dos.



Analisis goi perfil de exprasian del cancer cervical
M. C. Virgilio Bocanegra Garcia

CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1, Obtencién del DNA y RNA.

4.1.1. Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se realizo a pariir de las tres lineas celulares SiHa, Casky y
Hela, con la 1écnica de TSNT-Proteinasa K. La cantidad de DNA extraido v los pardme-
tros de calidad se muestran en la tabla 11, v en la figura 8 se observa un gel de agarosa

donde se visualiza ¢l DNA extraido.

TABLALI

RESULTADOS DE LA EXTRACCION DF. DNA DE LINEAS CELULARES.

Muestra Abs 260 | Abs 280 | 260/280 | [|ug/ml | Yo!Totalul | DNA total
SiHa 0.175 0.G95 1.84 235.3 50 11.7
CaSki 0.074 0.038 1.94 187.1 50 9.35
Hela 0.088 0.045 1.95 219.7 50 | 109
Tejido 0.097 0.068 1.69 243.5 50 121
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Figura 8. Extraccién de DNA genémico a partir de lineas celulares y tejido cervical. El carril 1 corres-
ponde a DNA de SiHa, el 2 a DNA de CaSki, el 3 a DNA de Hela y el 4 a TCN. El gel es de agarosa al 1%

en TBE 1X.

4.1.2. Preparacion del RNA.

La extraccion de RNA se realizé a partir de las tres lineas celulares y de 27 muestras
de TCN. Para la extraccién se probaron métodos comerciales como el de Trizol de Gibco-
BRL, RNAeasy de Qiagen, High pure RNA tissue de Roche y el método no comercial de
Chomezynski®, pero con ninguno de éstos se logré obtener la cantidad necesaria de
RNA y en todos los casos el RNA obtenido estaba ¢ontaminado con DNA, lo cual impli-
caba un tratamiento posterior del RNA con DNAsa, lo que disminuia su calidad; ademas
de que para tratar las cantidades necesarias de RNA para nuestro estudio, se requerian

grandes cantidades de DNAsa (1.5 ul de DNAsa por 1 ug de RNA).

Después de varios intentos, finalmente el protocolo de extraccion de RNA se llevo a

cabo de la siguiente manera: se utilizo la solucion de lisis contenida en el kit RNAeasy de
Qiagen sobre tejido cervical macerado (con mortero) o sobre suspensiones de lineas celu-

lares, y la suspension de tejido se procesé mediante el método de cloruro de cesio, como
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se describié previamente en la seccién de métodos. En la figura 9 se observa la separa-

cion de los acidos nucleicos después de la centrifugacion.

' ! Restos celulares
|

DNA

_,
R R S

i.. v & RNA total

Figura 9. Resultado de la ultracentrifugacién del lisado celular para la obtencién de RNA. En la parte
superior del tubo se observan los restos celulares. En la parte central se observa la banda correspondiente al
DNA y en el fondo se observa el botén de RNA. El RNA se extrae perforando el tubo con una aguja y suc-
cionandolo con la jeringa.

Se puede observar la banda de DNA a la mitad del tubo, en la parte superior se ob-
servan los restos celulares y en la parte inferior se observa la pastilla de RNA. Las canti-
dades obtenidas por este método variaron dependiendo de 1a cantidad de tejido, entre 10 y
80 ug. Los valores superiores, de entre 50 y 80 ug, solo se pudieron lograr con suspen-
siones celulares. En las diferentes biopsias, la cantidad extraida varié entre 5y 16 ug, por
lo que finalmente se hizo una mezcla del RNA de todas las biopsias de TCN y a esta
mezcla se le considerd como una muestra representativa del tejido cervical normal. En la
figura 10 se observa el RNA en gel de agarosa con isotiocianato de guanidina al 1% re-
suelto por electroforesis. En todos los casos de extraccion por este método no se aprecia
facilmente la tercera banda inferior (5S) del RNA. Sin embargo, estos datos fueron co-
mentados y analizados con un grupo de expertos del Instituto de Fisiologia Celular, quie-

nes comentaron que utilizan un procedimiento similar, donde obtienen los mismos patro-
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nes, y que esto no interfiere con los experimentos posteriores. La calidad del RNA es bas-

tante alta, a pesar de que la banda 5S es poco apreciable por su tamafio y menor concen-

tracion

188
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Figura 10. RNA obtenido por ¢l método de ultracentrifugacion de gradiente en cloruro de cesio. Las
muestras fueron corridas en un gel de agarosa al 1% con isotiocianato de guanidina (0.00S M) en TBE-
DEPC Ix.

4.2. Anilisis del perfil de expresion de los genes virales

Se analiz6 la expresion de cinco genes virales: E7, E6, E4, E2 v L1, mediante el mé-
todo de gPCR. Para esto, se midio el nimero de copias del DNA de cada gen y el nimero
de copias de RNA expresadas y a partir de ahi se determiné la actividad de cada uno. En
general, se observé que la actividad de los genes virales presentes en la linea celular SiHa
superaban ampliamente la actividad de éstos mismos en la linea celular CaSki. Los resul-
tados obtenidos para los 5 genes (nimero de copias y nimero de transcritos), se muestran
en tres graficas, agrupados por linea celular (Figuras 11-CaSki, 12-SiHa y 13-Hela). En

una cuarta grafica se muestran las actividades comparativas de cada gen en cada linea
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celular (numero de transcritos eatre nimero de copias del gen). Los resultados en detalle

para cada gen se describen a continuacion.

4.2.1. Gen E6.

Se determind que hay 41.8 veces mas copias de E6 cn la linea CaSki que cn Ja linea
SiHa. Respecto a los niveles de expresion, CaSki tiene 4.4 veces mas expresion que SiHa,
pero al determinar la actividad de cada gen (la cantidad de copias de DNAc entre la can-
tidad de copias de [INA), el gen es 9.5 veces mas activo en Silla que en CaSki, lo cual
implica que la linea celular CaSki tiene muchas més copias del gen E6 que la de SiHa.
Cuando se hace la comparacién proporcional entre €]l numero de copias del gen vy trans-
critos detectados, SiHa produce més transcritos por cada copia de gen presente. Estos
resultados indican que la actividad génica de E6 cs mayor en SiHa que en CaSki. De la

misma manera se realizo el andlisis de actividad para todos los genes.

4.2.2 Gen E7.

Los resultados de la expresion de este gen en las lineas celulares estudiadas se ob-
servan ¢n las figuras 11, 12 y 13, El perfil de expresion de E7 en CaSki sigue un compor-
tamiento similar al de E6: se detectan 248.4 veces mas cantidad de nimero de copias de
DNA de E7 en CaSki que en SiHa. En cuanto al nimero de copias del DNAc, SiHa tiene
0.14 veces mas que CaSki. Al traducir esto a actividad, el gen E7 en Silla esta 283 veces
mas activo que en CasKi. En la figura 14 se observan los detalles de la actividad de este

gen en cada linea celular,
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4,2.3. Gen L1.

Los resultados de la expresion de este gen se observan en las figuras 11, 12 y 13. Se
detectaron 307 veces més copias de DNA de 1.1 en CaSki que en Silla. T.a expresion de
L1 en CaSki es 62.17 veces mayor que en SiHa. En la griafica 14 se abservan los niveles
de actividad comparativos para ambas lineas celulares, El pen L1 en SiHa tiene una acti-
vidad 4.9 veces mayor que ¢l mismo gen el CaSki, por lo que el patrén se sigue repitien-

do: muchas copias dc DNA cn CaSki, pero baja actividad viral (pocos transcritos).

4.2.4, Gen E4,

Los resultados de la expresion de este gen se observan en las figuras 11,12 y 13. En
el caso CaSka se detectaron 478,501 copias de DNA del gen E4 pero una baja expresion
de este con 81039 copias del transcrito. En €l caso de SiHa, no se lograron detectar capias
de DNA de E4 aunque si se detectaron transcritos para este gen. De cualquier manera, si
comparamos los niveles de expresidon (numero de transcritos unicamente) entre las lineas
celulares, observamos que esta es 11,000 veces mayoar en CaSki que en SiHa. Como no se
tienen los datos del nimero de capias del gen en SiHa, no sc puede hacer comparacion de

la actividad entre ambas lineas celulares.

4.2.5. Gen E2.

I.os resultados de Iz expresion de estc gen se obscrvan en las figuras 11, 12 y 13. En

el caso de E2 cn la linca celular CaSki, se detectaron grandes cantidades de copias del gen
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(1,420,000 copias) y bajo nimero de transcritos. En el caso de SiHa, no se detectaron ni
copias del gen ni transcritos. La sonda para E2 esta disefiada para alinearse con la parte
central del gen. Los resultados pudieran indicar que el genoma viral de HPV estd integra-
do en el genoma celular de SiHa y el gen E2 fraccionado no puede ser detectado por la
sonda. En la figura 14 se observan los detalles de la actividad de este gen en cada linea

celular.

No. de coplas

|
| |
DNA | DNAC
L1
|

E4 E2 E7 EB
Genes

Figura 11. Niveles de expresién y nimero de copias de los genes seleccionados de HPV-16 en CaSki.
En esta figura se grafican en amarillo los niveles de expresion (transcritos) y en azul ¢l nimero de copias,
para los genes E4, E2, E7, E6 y L| en la linea celular CasKi. Nota: Los nimeros de copias se indican en la
base de cada barra. En este caso, la barra correspondiente al DNA de E7 no se muestra completa, para po-
der apreciar el resto de los resultados.
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Figura 12. Niveles de expresién y namero de copias de los genes seleccionados de HPV-16 en SiHa.
En esta figura se grafican los niveles de expresion de los genes y el nimero de copias de los genes E4, E2,
E7, E6 y LI en la linea celular SiHa. Nota: en este caso, la barra correspondiente al DNAc de E7 esta cor-
tada (pero en la base se indica ¢l nimero de copias), para poder apreciar ¢l resto de los resuitados.
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Figura 13. Niveles de expresion y namero de copias de los genes seleccionados de HPV-16 en HelLa.
En esta figura se grafican los niveles de expresion de los genes y el nimero de copias de los genes E4, E2,
E7, E6 y L1 en la linea celular HeLa. La mayoria de los resultados son de “cero”, y en la barra que muestra
algan valor, la desviacion estandar es tan grande que los resultados no son significativos. Esta linea celular
s¢ us6 como control ya que es negativa para HPV 16.
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Figura 14. Niveles de actividad de los genes seleccionados de HPV-16 en CasKi, SiHa y HeLa. En esta
figura se grafican los niveles de actividad de los genes seleccionados en cada linea celular. La mayor acti-
vidad se observo en los genes de SiHa. La barra de actividad de E7 en SiHa esta recortada para poder apre-
ciar el resto de los resultados.

4.3. Analisis del perfil de expresién de los genes celulares mediante microarreglos,

Se analizaron los niveles de expresion de los genes celulares en tres sistemas dife-
rentes: SiHa contra TCN, Caski contra TCN y HeLa contra TCN. El marcaje de los RNA
se llevé a cabo durante la sintesis de DNAc mediante incorporacién de los colorantes
fluorescentes (Cy3 y Cy5). Las muestras marcadas se hibridaron competitivamente sobre
el microarreglo (PanHuman Cancer Array). Los resultados obtenidos se normalizaron y
se transformaron en logaritmos base 2. Para cada sistema se scleccionaron los tres genes
mas expresados y los tres genes con subexpresion mas marcada a partir de las graficas
obtenidas. Los niveles de expresion de los genes seleccionados se corroboraron mediante

RT-PCR semiquantitativa.
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4.3.1. Preparacion del DNAc marcado.

El marcaje y generacion del DN Ac se llevo a cabo de acuerdo con las instrucciones del
manual MWG Biotech, con cantidades de entre 30 y 60 pug de RNA de cada muestra que
se iba a hibridar. Después del procedimiento, éste se cuantificé con la finalidad de colocar
cantidades iguales de ambos DNACc en el arreglo para llevar a cabo la hibridacion. La
figura 15 muestra imagenes de dos DNAc¢ marcados; uno con el colorante Cy35 (rojo) y
otro RNA marcado con Cy3 (verde). Como se puede observar en los carriles donde no
hay RNA el colorante se acumula al final del gel. En los carriles donde hay RNA, se ob-

servan las bandas caracteristicas de €ste, con ¢l colorante respectivo incorporado.

Figura 15. Resultado de la sintesis y marcado de DNAc para la hibridacién a gran escala. En ¢l carril
1 estd el colorante CyS sin RNA, en el carril 2 RNA marcado con Cy3, en el carril 3 RNA marcado con
Cy3 y en el carril cuatro Cy3 sin RNA. Como se puede observar en los carriles donde no hay RNA el colo-
rante se acumula al final del gel. En los carriles donde hay RNA se observan las bandas caracteristicas de
éste con el colorante respectivo incorporado.
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4.3.2. Hibndacién.

Las imagenes de los resultados de las hibridaciones en los arreglos MWG Pan-
Human cancer array sc¢ aprecian en la figura 16, Las imagenes fucron obtenidas con ¢l
escdner Axon 4000 de Axon Instruments, In¢. Cada uno de los puntos representa un gen
y la intensidad y color de |a sefial. El escaner convierte estas imagenes en valores numeéri-
cos ¥ los organiza en una hoja de Microsott-Fxcel, donde se realizan posteriormente los

analisis matcmaticos.

4.3.3. Normalizacidn y transformacion de los datos.

Los resultados generados incluyen entre otros datos: €l valor numérico de la sefial y
el valor del fondo (hackground). Se obtiene el Factor de Normalizacion como se describio
cn métodos. Los datos exportados a la hoja de Microsoft-Excel se procesaron de la si-
guiente forma: a cada dato se le restd la sefial de fondo registrada y luego se le aplicé el
factor de normalizacién. En la figura 17 se observan las graficas de dispersion no norma-
lizada (NN} y dispersion normalizada (N) de los datos obtenidos del sistema C33A /

TCN.
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Figura 16, Imégenes de los resultados de la hibridacién a gran escala en los tres sistemas de andlisis
de expresion. De arriba hacia abajo corresponde a: C33A/Tejido cervical normal, HeL.a/Tejido cervical
normal y SiHA/tejido cervical normal.
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Figura 17. Normalizacién de los datos obtenidos de la hibridacién a gran escala. En A se muestran los
datos no normalizados, graficando los resultados de expresion en de TCN en el eje y los resultados de ex-
presion en el eje x. En B se muestran la misma gréfica después de aplicado el procedimiento de normaliza-
cion. Se puede observar que la dispersion de los puntos en el inciso B es menor que en el inciso A. En la
figura solo se muestra la normalizacion del sistema C33A/TCN. Un procedimiento igual se siguié en los
otros dos sistemas.

Los datos normalizados se toman para dividir la sefial de hibridacién de las mues-
tras en cancer entre la sefial de hibridacion de las muestras de tejido cervical normal y se
grafican. Asi, se pueden observar los niveles de expresién de cada gen, como se muestra
en la figura 18, generando valores negativos para los genes subexpresados y positivos
para los genes sobreexpresados.
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Figura 18. Gréfica de los datos normalizados. Una vez procesados los datos se obtuvieron las diferencias
en los niveles de expresion de cada gen en cada sistema de expresion estudiados. Al graficar, poniendo el
nivel de expresion en el eje “y" los genes en el eje “x™ se obtuvo una grifica como la que se muestra. Como
puede apreciarse, algunos genes presentan picos muy pronunciados. La gréfica que se muestra es la corres-
pondiente al sistema C33A/TCN. Un tratamiento idéntico de los datos se llevé a cabo en los otros 2 siste-
mas de expresion estudiados.

Como las diferencias en expresion de algunos genes son muy grandes, esto hace que
la grafica sea dificil de manejar y de analizar, asi como de comparar los niveles de expre-
sion que no estan tan marcados, por lo que todos los datos obtenidos de la division de la
sefial de las muestras de céncer entre la sefial de las muestras de tejido cervical normal se

transforman a logaritmo base 2, obteniéndose una imagen que se muestra en la figura 19.
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Figura 19. Datos normalizados y transformados. Como se apreciaba en la figura I8, los cambios en la
expresion en algunos genes eran muy pronunciados, lo cual al graficar enmascara los niveles de expresion
de genes que no tienen cambios tan grandes. Para evitar esta situacion, todos los datos son transformados al
log2 para obtener una gréfica como la que se muestra en esta figura, la cual corresponde al sistema
TCN/C33A. Un tratamiento idéntico de los datos se llevd a cabo en los otros dos sistemas de expresion

Como se puede observar, los niveles de expresion estin en forma més uniforme en
la figura 19, que los que se observan en la grifica de la figura 18, sin que afecte la apre-
ciacion sobre los genes que estan considerablemente sobreexpresados o subexpresados.
Las graficas obtenidas de los tres sistemas analizados mediante este método se muestran

en la figura 20.
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Figura 20, Grificas de los tres sistemas analizados, con los resultados normalizados y transformados.
Se muestran los tres sistemas de expresion analizados: a) C33A/TCN, b) HeLa/TCN y ¢) SiHa/TCN.
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Con base a los objetivos de esta tesis, a partir de las graficas de logaritmo base 2
generadas (Figura 20), se descartaron todos los genes en los cuales no hubiera por lo me-
nos una diferencia de expresion de 2.5 veces. De los genes que si cumplian con este crite-
rio, solo se eligieron los 3 genes con sobreexpresion o subexpresion mas marcada en cada

sistema.

4.3.4. Seleccién de los genes.

Con base en el andlisis matematico, se seleccionaron los genes con mayor diferencia
en la expresion. En las figuras 21, 22 y 23 se observan los genes seleccionados en el sis-

tema C33A/TCN, HeLa/TCN y SiHa/TCN respectivamente.

Genes seleccionados de C33A/1HU

N b O

fold

Gen

Figura 21. Genes seleccionados en el sistema C33A/TCN. En el eje y se muestran los niveles de expre-
sion y en el eje x los genes seleccionados. Los genes sobre-expresados son six1, rab3d y decl y los genes
sub-expresados son mdm2c, hla-e y ptas2.
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Figura 22. Genes seleccionados en el sistema HeLa/TCN. En el eje y s¢ muestran los niveles de expre-
sion y en ¢l eje x los genes seleccionados. Los genes sobre-expresados son bripl, pah y rab27 y los genes
sub-expresados son mdm2c, hia-e y emk-1.

r Genes seleccionados SiHa/3HU W

Gen

Figura 23. Genes seleccionados en el sistema SiHa/TCN, En ¢l eje y se muestran los niveles de expresion

y en el eje x los genes seleccionados. Los genes sobre-expresados son ppp4dc, rab3 y stat5 y los genes sub-
expresados son mdm2c, hla-e y frapl.
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4.3.5. Validacién de los resultados de microarreglos.

Los resultados de la validacion de la expresion de los genes seleccionados se

muestran a continuacion.

4.3.6. Estudios de expresion en C33A/TCN mediante RT-PCR semicuantitativa.

4.3.6.1. Genes sobre-expresados en el sistema C33A/TCN.
4.3.6.1.1. Gen six 1 (GC14M059102).

En la figura 24 se observan los resultados de las RT-PCR semicuantitativas.

Expresion
O -W's & = 8

Figura 24, Gel de la amplificacion del gen six-1 y grifica de microdensitometria. En promedio se de-
tecta 0.8 veces mas expresion del gen en la C33A que en TCN. Los carriles 2 a 4 son el producto amplifica-
do del DNAc de tejido cervical normal, los carriles 6 a 8 son el producto amplificado del DNAc de C33A y
lo carriles 5 v 9 son el producto amplificado de GAPDH de tejido cervical normal y C33A respectivamente.
Los niveles de expresion de GAPDH en ambas muestras varian muy poco 0.1 veces.

Los resultados de la RT-PCR confirman la sobreexpresion de six1 en la linea celular

C33A. Como se puede observar en la grafica hay una sobrexpresion sostenida en las tres
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cantidades de DNAc utilizadas para llevar a cabo la amplificacion. En promedio se detec-

ta 0.8 veces mas expresion del gen en la C33A que en TCN.

4.3.6.1.2. Gen rab3d (GC19MO011296).

La figura 25 muestra los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.

.

“~soemBn

Expresién

Muestra

Figura 25, Gel de la amplificacién del gen rab3d y grifica de microdensitometria. No se detecta una
diferencia de expresion significativa entre los dos sistemas. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de
tejido cervical normal, los carriles 6 a 8 a la muestra de C33A y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y
C33A respectivamente. El nivel de expresion de GAPDH aunque tenue esta sostenido en ambas muestras y
se hace evidente en la grifica con una variacion de 0.07 veces.

En los resultados de la RT-PCR semicuantitativa no se observa diferencia entre los
niveles de expresion del tejido cervical normal y el de las células C33A. E incluso segin
esta amplificacion, los niveles de expresion serian algo menores en C33A; por lo tanto no

se detecta una diferencia de expresion significativa entre los dos sistemas.

4.3.6.1.3. Gen deccl. (MGC5528).
Este gen no fue posible amplificarlo de manera satisfactoria. Se probaron dos juegos

de iniciadores diferentes, pero en ambos casos la presencia de bandas adicionales desde la
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estandarizacién no permitié llevar a cabo un analisis comparativo de su expresion en las

muestras biologicas de interés de este trabajo.

4.3.6.2. Genes subexpresados en el sistema C33A/TCN
4.3.6.2.1. Gen ptgs2 (GC01M183879).

En la figura 26 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.

=)

Figura 26. Gel de la amplificacion del gen ptgs2 y grificas de microdensitometria. En promedio se
detecta una expresion 3.7 veces mayor en TCN que en C33A. Los carriles 2 a 4 representan ¢l DNAc del
tejido cervical normal, los carriles 6 a 8 el producto amplificado del DNAc de C33A y los carriles 5y 9 el
producto amplificado obtenido de GAPDH de tejido cervical normal y de C33A respectivamente. Los nive-
les de expresion de GAPDH son iguales también en ambas muestras,

En el caso de este gen, se observan de manera muy evidente, tanto en el gel como
en la grafica, las diferencias en los niveles de expresion en el tejido cervical normal y en
la linea celular C33A, existiendo una menor expresion de este gen en la linea celular. En

promedio se detecta una expresion 3.7 veces mayor en TCN que en C33A.

4.3.6.2.2. Gen mdm2c (GC12P067488).

En la figura 27 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 27. Gel de la amplificacién del gen mdm2c y grifica de microdensitometria sistema
C33A/TCN. El gen estd en promedio sobreexpresado 0.7 veces mas en TCN que en C33A. Los carriles 2 a
4 corresponden a las muestras de TCN, los carriles 6 a 8 corresponden a C33A y los carriles 5 y 9 a
GAPDH de TCN y C33A respectivamente. Los niveles de expresion de GAPDH varian 0.09 veces en las
muestras,

Los resultados de este gen siempre generaron bandas adicionales en las muestras,
mas no asi en la estandarizacién. La expresion en células C33A es menor que en tejido

cervical. El gen esta en promedio sobreexpresado 0.7 veces mas en TCN que en C33A.

4.3.6.2.3. Gen hla-e (GC0O6P030563).

En la figura 28 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 28. Gel de la amplificacién del gen hla-e y grificas de microdensitometria sistema
C33A/TCN. El gen esta 0.3 veces mas expresado en TCN que en C33A. Los carriles 2 a 4 corresponden a
la muestra de TCN, los de 6 a 8 a la muestra de C33A vy los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y C33A res-
pectivamente. El nivel de expresion de GAPDH en ambos casos es similar con una variacion de 0.09 veces.
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En los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se observa que los niveles de ex-
presion de este gen son menores en la linea celular C33A que en tejido cervical normal.

El gen esta 0.3 veces mas expresado en promedio en TCN que en C33A.

4.3.7. Estudios de expresion de HeLa/TCN.

4.3.7.1. Genes sobrexpresados en el sistema HeLa/TCN

4.3.7.1.1. Gen bripl (GC17M060234).

En la figura 29 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.

Figura 29. Gel de la amplificacién del gen bripl y grafica de microdensitometria. El gen esta 0.8 veces
mas expresado en Hela que en TCN. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, losde Sa7ala
muestra de HeL.a y los carriles | y 8 a GAPDH de TCN y Hel.a respectivamente. Los niveles de expresion
de GAPDH varian 0.1 veces.

El gen muestra niveles de expresién més altos en la linea celular HelLa que en el te-
jido cervical normal, como puede observarse en el gel y en la gréfica. El gen esta 0.8 ve-

ces mas expresado en Hel.a que en TCN.
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4.3.7.1.2. Gen rab27B (GC18P050644)

En la figura 30 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.

Expreslon
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Figura 30. Gel de la amplificacién del gen rab27b y grifica de microdensitometria. Rab27b no muestra
cambios significativos en su expresion en tejido cervical o en la linea HeLa. Los carriles 2 a 4 correspon-
den a la muestra de TCN, los de 10 & 12 a la muestra de HeLa y los carriles 5, 9y 13 a GAPDH de TCN y

Hel.a respectivamente, los carriles de 6 a 8 son controles de amplificacién. Los niveles de GAPDH varian
0.1 veces, siendo menor la expresion en Hela.

Al igual que en sistema TCN / C33A este gen de la familia Rab, el Rab27b no

muestra cambios significativos en su expresion en tejido cervical o en la linea HeLa.

4.3.7.1.3. Gen pah (GC12M101735).

El gen pah fue imposible de amplificar. No se obtuvo sefial en ninguna de las con-

diciones probadas con el juego de iniciadores disponibles.
4.3.7.2. Genes subexpresados en el sistema HeLa/TCN

4.3.7.2.1. Gen mdm2c (GC12P067488). En la figura 31 se observan los resultados

de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 31. Gel de la amplificaciéon del gen mdm2c y grifica de microdensiometria sistema
HeLa/TCN. El gen esta 0.7 veces mas expresado en promedio en TCN que en Hela Sin embargo, los
niveles de expresion de GAPDH son muy dispares en ambas muestras con una variion de 0.5 veces,
habiendo mavor expresion en Hela. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestrade TCN, losde6a 8 a la
muestra de Hel.a y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y Hel.a respectivamente. Sin embargo, los niveles

de expresién de GAPDH son muy dispares con una diferencia de 0.5 veces. Existiendo mayor expresion en
Hela.

En este ensayo, en el punto de 1 ul de DNAc¢ de Hela no se obtuyo sefial, pero en el
resto de los puntos ensayados se ve claramente que el nivel de expresion de este gen estd

disminuido en la linea celular Hel.a. El gen esta 0.7 veces mas expresado en promedio en

TCN que en Hel a.

4.3.7.2.2. Gen hla-e (GC0O6P030563).

Los resultados de la RT-PCR se muestran en la figura 32.



Incilisis del perfil de expresion del cancer cervicai
M. C. Virgilio Bocancgra Garcia

TTON STON STON POM thela e feela  OPOW
ToN s

Muestra

Figura 32. Gel de la amplificacion del gen hla-e y grifica de microdensitometria sistema HeLa/TCN.,
El gen esta 0.5 veces mas expresado en promedio en TCN gue en HelLa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la
muestra de TCN, los de 6 a 8 a la muestra de HeLa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y HelLa respecti-
vamente. Los niveles de GAPDH son similares con una variacion de 0.05 veces, detectandose menor expre-

sion en Hela.

En este gen se muestra una clara disminucion de sus niveles de expresién en la linea

celular Hela que en tejido cervical normal. El gen esta 0.5 veces mas expresado en pro-

medio en TCN que en HeLa.

4.3.7.2.3. Gen emk-1 (GC11P063382).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa sc muestran en [a figura 33.
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Figura 33. Gel de la amplificacién del gen emk-1 y grifica de microdensitometria. E] gen esta 0.6 ve-
ces mas expresado en promedio en TCN que en HeLa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de
TCN, los de 6 a 8 a la muestra de HeLa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y HeLa respectivamente. La

expresién de GAPDH es menor también en HeLA con una diferencia de 0.4 veces.
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Para este gen se observa menor expresion en HeLa que en tejido cervical normal. El

gen esta 0.6 veces més expresado en promedio en TCN que en Hel a.

4.3.8. Estudios de expresion en SiHa/TCN

4.3.8.1. Genes sobreexpresados en el sistema SiHa/TCN

4.3.8.1.1. Gen pppdc (GC16P030126). Los resultados de la RT-PCR semicuantita-
tiva se observan en la figura 34,
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Figura 34, Gel de la amplificacion del gen ppp4e y grifica de microdensitometria. El gen esta 0.2 ve-
ces mas expresado en SiHa que en TCN. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, los de 10 a
12 a la muestra de SiHa y los carriles 5, 9 y 13 a GAPDH de TCN y SiHa respectivamente, los carriles de 6
a 8 son controles de amplificacion.

En este gen se observa una sobrexpresion ligera en la linea celular SiHa. El gen esta
0.2 veces mas expresado en SiHa que en TCN.

4.3.8.1.2. Gen stat5b (GC17M040726).

Los resultados se muestran en la figura 35.
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4.3.8.1.3. Gen rab23 (GC0O6MO057100).
Los resultados del analisis de ambos genes (statSbh y Rab23) por RT-PCR semicuan-

titativa se muestran en la figura 35.
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Figura 35. Gel de la amplificacion de los genes statSb y rab23 y grificas de microdensitometria.
Stat3b esta 0.3 veces mas expresado en SiHa que en TCN. El gen rab23 también presenta este mismo com-
portamiento, el gen esta (.5 veces mas expresado en SiHa que en TCN. Los carriles | y 2 representan la
amplificacion para el gen StatS de la linea celular SiHa y TCN respectivamente; los carriles 4 y 6 son la
amplificacion de GAPDH de SiHa y TCN respectivamente. Los carriles 4 y 5 representan a TCN y SiHa
respectivamente. Los niveles de expresion de GAPDH son similares en ambos tejidos con una variacion de
0.05 veces en el caso de Rab23.

En el andlisis por RT-PCR semicuantitativa, la expresién del gen StatSbh es mayor
en la linea celular SiHa que en el tejido cervical normal, el gen esta 0.3 veces mds expre-
sado en SiHa que en TCN. El gen rab23 también presenta este mismo comportamiento, el

gen esta 0.5 veces mas expresado en SiHa que en TCN.

4.3.8.2. Genes subexpresados en el sistema SiHa/TCN.

4.3.8.2.1. Gen frapl. (GCOIMO10876).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se muestran en la figura 36.
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Figura 36. Gel de la amplificacién del gei frapl y gréfica de microdensitometria. No s¢ observa una
diferencia significativa en los niveles de expresion en las muestras analizadas, la diferencia detectada es de

0.] veces.

En este gen no se observa diferencia en los niveles de expresion en ambas muestras.

En el caso de GAPDH se observa una expresion mas marcada en el caso de tejido cervi-

cal normal.

4.3.8.2.2. Gen mdm2c (GC12P067488).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se muestran en la figura 37.

Figura 37. Gel de la amplificacion del gen mdm2c¢ y grifica de microdensitometria. El gen esta 0.55

veces mas expresado en TCN que en SiHa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, losde 6 a
8 a la muestra de SiHa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y SiHa respectivamente. La diferencia de

expresion de GAPDH es de 0.12 veces
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El punto de 1 ul de DNAc¢ no dio sefial, pero en el resto de los puntos se observa
una disminucion clara en los niveles de expresion del gen mdm2c en la linea celular

SiHa. El gen esta 0.55 veces més expresado en TCN que en SiHa.

4.3.8.2.3. Gen hla-e (GC06P0303563).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se muestran en la figura 38.

tTON IMON TN FOMRN 13w e 3 POEe

Muestra

Figura 38. Gel de la amplificacién del gen hla-e y grifica de microdensitometria. El gen esta 0.4 veces
mads expresado en TCN que en SiHa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, losde6a8ala
muestra de SiHa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y SiHa respectivamente.

El nivel de expresion de hla-e es considerablemente menor en la linea SiHa que en

el tejido cervical normal. El gen esta 0.4 veces mas expresado en TCN que en SiHa.

4.3.9. Resumen de resultados de validacion de los genes seleccionados de los experi-
mentos de microarreglos.

Los resultados de la validacion en los tres sistemas se muestran en la tabla 12. De

los 18 genes seleccionados 13 pudieron ser corroborados, y al hacer un andlisis de su me-
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canismo de accion se determinaron seis rutas de sefialamiento donde estos genes partici-

pan.

TABLA 12
RESULTADOS DE LA CORRORORACION DE LA EXPRESION DE LOS
GENES SELECCIONADOS.
Sistema C33A /TCN
(rencs sobrexpresados Genes subexpresados
Gen Corroboracion Gen Corroboracion
six1 SI mdm2ec SI
rabld NO hla-e SI
[ dkc "~ NO o ptgs2 SI
Sistema Hela/ TCN
(enes sobrexpresados Genes subexpresados
Gen Corraboracién Gen Corroboracion
bripl SI emk | SI
pah NO mdm?2c SI
rab27 NO hla-e sl
Sistcma SiHa/ TCN

Uencs sobrexpresadns

Genes subexpresados

Gen Corrohoracion Gien Carraboracion
ppp4c SI frapl NO

rab3 SI mdm2c SI
statSb SI hla-e SI
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CAPITULO V

DISCUSION

El CaCU es un gran problema de salud mundial al que muchos investigadores de di-
ferentcs areas del mundo han dedicado su esfuerzo. Gracias a las herramientas molecula-
res fue posible estudiar y caracterizar con detalle al agente etioldgico o al menos altamen-
te asociado a esta patologia: al HPV. En la actualidad, virtualmente existe una explosion
de informacion y de nuevas investipaciones sobre la biologia molecular del virus y su
papel en el desarrollo del cancer de cérvix. A la vez, se amplia la lista de genes del hués-
ped que se asocian y/o participan en el desarrollo de esta patologia. Recientemente, a raiz
de la informacion de miles de genes secucnciados con el Proyecto del Genoma Humane ¥
del surgimiento dc nucvas herramientas de alto rendimiento (que permiten el estudiar de
genomas completes en un mismo ensayo), la manera de abordar tales investipaciones es
ahora diferente. Por un lado, se cuenta con metodologias que permiten detectar y cuantifi-
car en forma muy precisa, cantidades mintmas de secuencias de DNA; y por otro lado,
existen con metodologias que permiten hacer tamizajes de la expresién de cientos y miles
de genes en un solo ensayo. Sin embargo, hasta ahora son muy escasos los trabajos que se
han reportado ¢n los que se analiza en forma global la expresion de genes celulares y vi-

rales en un modclo de cancer de cérvix.
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El objetivo de este trabajo fuc el de analizar y comparar los cambios en los perfi-
les de expresion de los genes virales y celulargs en sistemas de CaCU en los que se tenia
incorporado el genoma del VPH; para ello, se utilizaron lineas celulares que estaban in-
fectadas con HPV-16 (Caski y SiHa), con 1{PV-18 (HeLa) y sin infeccion (C33A). A su
vez, cada linea celular se compard contra un mismo conjunto de tejidos de cérvix normal,
lo que permitié tener un patron de expresion constante entre los tres sistemas para validar

los datos obtenidos.

En este trabajo encontramos que 1a expresién de los genes seleccionados en la li-
nea celular SiHa esa sostenidamente mas elevada que en CaSki. En los estudios de expre-
sitn de los genes celulares, hubo cambios en un nimero considerable de los genes sclee-
cionados en el arreglo, pero solo elegimos los genes con mayor o menor subexpresion.
Con base 2 esto, 18 genes fueron estudiados por RT-PCR semicuantitativa y 13 pudieron

ser carrobarados. Los detalles de los hallazgos se discuten a continuacion.

§.1. Perfil de expresion de los genes virales.

Para estos experimentos se utilizaron unicamente las lineas celulares Caski y SiHa,
que son las que tienen integrado el genoma de HPY 16. Se determind ¢l numero de copias
y los niveles de expresién de los penes E4, E6, E7, L1 v L2, ya que éstos dan una ¢lara
idea de la actividad viral. Se observé que la linea celular CaSki tiene consistentemente

mayor numcro de copias que los que ticnc SiHa; sin embargo, cuando analizamos la acti-
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vidad de los genes, ésta no es proporcional al numero de copias observado, ya que SiHa

es la que presentd mayor actividad.

El hecho de que los genes de la linea celular Caski no presenten niveles de expre-
sion elevados, como se esperaria, indica que debe existir algin mecanismo que inhiba la
expresion de los genes en esta linea celular. Recientemente, en un trabgjo reportade por
Badal S. y cols., en el 2004*' reportan que ¢ genoma de 1IPV pucde ser eficientermente
metilado por las enzimas metilasas del hospedero, y que diferencias en el patron de meti-
{acidn podrian explicar las diferencias de la expresidn. En este estudio, no se exploraron
los patrones de metilacion de las lineas celulares analizadas, pero es interesante conside-
rar que cuando se¢ hace ¢l diagndstico de HPV en una muestra clinica, solamente sc detec-
ta la presencia del genoma viral, pere nunca se determina si los genes de éste, estin o no
expresandose, ni tampoco se determina la actividad de éstos; lo cual pudiera tener impli-

caciones importantes en la cvolucion de la infeccion del HPY en ¢l tejido cervical.

Finalmente, debido a que los niveles de expresion y la actividad de los genes virales
varian ampliamente entre si, se dificulta establecer una relacion entre éstos y el estado
fisiolégico de las lincas celulares o determinar la situacién funcional del virus cn estas

lineas de manera clara.

A pesar de estas diferencias de miveles de expresion en las lineas celulares y entre
genes, las células estdn transformadas o como en el caso de la linea celular C33A la cual
est4 transformada sin siquiera estar infectada por HPV. Esto indicaria que los niveles de

expresion de las proteinas E6 y E7, necesarios para iniciar la transformacion maligna son
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muy bajos, 0 que sc requierc una susceptibilidad previa dentro de los mecanismos de re-
gulacion celulares, para que pequeflas cantidades de las oncoproteinas E6 y E7 puedan ser
efectivas. Tampoco se descarta que sea necesaria ung serie de eventos moleculares poste-
riores para lograr la transformacion maligna, de los cuales la infeccion viral y la interac-
cion de las oncoprotéinas E6 y E7 serian solamente unos de los primeros fenémenos re-

queridos.

Dentro de la biologia estos sistemas, la integracién del genoma viral en el genoma
celular. v el posterior descontro] de la expresion de los genes virales que lleva a un “se-
cuestro” de las proteinas E6 y E7, penera una situacion desfavorable para el desarrollo
natural del virus, por lo que es evidente que €] mismao virus se ve afectado al momento en
quc las celulas sc transforman, dejando de lado €l modelo del patégena que dana al hos-

pedero para favorecer su propia biologia.

Con todo ésto el papel del virus de HPV-16 en el CaCU parece ser un elemento se-
cundario a un desbalance en los mecanismos de regulacién y/o vigilancia celulares, lo que
a su vez favorece la integracion del virus y hace que la célula sea més susceptible al efec-

to de las oncaproteinas £6 y E7 y lleva a la posterior transformacidn.

En cuanto a los genes E2, E4, v L1 solo se observé una variacién en sus niveles de
expresion v actividad en ambos sisternas, pero siguiendo el mismo cumportamientn, es-
tando estos mds activos en la linea celular SiHa. Los cfectos y actividad de los productos

de estos genes en las células son menos claras que las actividades de E6 y E7.
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5.2. Perfil de expresidon de los penes celulares.

A partir de los experimentos de microarreglos se seleccionaron 18 genes en los tres
sistemas de expresion estudiados, de los cuales 13 fueron validados por RT-PCR semi-
cuantitativa. Estos genes pertenecen a diferentes rutas, de las cuales seis pudieron ser
identificadas, y se describen en el apéndice 1. Sin embargo las rutas donde participan
estos genes son de mecanismos muy diversos, que van desde mecanismos relacionados
con el sistema inmune, hasta rutas metabdlicas, pasando por cascadas de sefialamiento y

formacion y estabilidad de los micratibulos.

Con relacion a los estudios ya reportados sobre ¢l perfil de expresion del CaCU, en
todos los casus se detectan rutas de sefialamiento diversas alteradas en cumparacion a las
diversas mucstras que s¢ usan como control. Nuestro estudio coincide con cl de Ruutu M
y cols del 2002 en gue el gecn FRAP estd subexpresado, aunque en este trabajo ese gen no
s¢ pudo validar por RT-PCR semicuantitativa. Con relacion a los demds trabajos, todos
reportan modificaciones en genes y rutas de sefialamiento diferentes. Sin embargo, hay
una coincidencia entre los reportes de Nees M y cols 2001, Ruutu M y cols 2002 y Acha-
ry vy cols 2000, quienes encuentran al gen NF-kappa B sobrexpresado en los tumores. En
nuestro trabajo también se incluyd este gen, pero en los tres sistemas estudiados se en-
cuentra dentro de los genes con cambio no significativo. El gen NF-kappa beta esta inve-
lucrado en Ja generacion de p50, pl05 y en ¢l desarrolle de la apoptosis. En este trabajo

encontramos a los genes mdm2b y a hla-e con baja expresién en los tres sistemas, lo cual
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es de notar, ya que en otros tumores, la expresion de mdm2b siempre esta elevada, y al
ser una molécula de contrel de P53, faverece la desregulacion del ciclo celular; la protei-
na hla-e es un molécula de identificacion de las células, si esta molécula no estd correc-
tamente expresadsa o en las cantidades adecuadas, las células NK lo detectan y eliminan a
las células con esta moléeula expresada defectuosamente, segin nuestros resultados, las

células de CaCU utilizadas deberian de ser muy susceptibles al ataque de los NK.

Es importante recalcar que no solo el papel de las rutas de sefialamiento identifica-
das queda por esclarecer, sino también el papel de los mismos genes, ya que aunque todos
han sido previamentg relacionados con cancer en otros tejidos, no se ha determinado ¢l
papel concreto gue juegan en cada caso y muche menos en ¢l caso especifico del CaCU.
Por lo tantc, es necesarip que éstos genes sean explorados individualmente con mayor

detalle para poder establecer o descartar un papel importante en ¢l desarrollo del CaCU.

Lag variaciones entre los trabajos son debidas en parre a que no se utilizan los mis-
mo sistemas de estudio del transcriptoma, e incluso, los grupos de genes incluidos en los
arreglos estudiados son diferentes; pera también debido & que las alteraciones del trans-
criptorna son muy considerables, no solo en el impacto sobre la expresién de un gen de-
terminado, sino sobre la cantidad de genes que se alteran en relacion con un tejido no

transformado.

Finalmente, ademés del posible papel que tengan los genes descritos en este rabajo
sobre la biologia del CaClJ, un anélisis de la expresion en muestras de displasias seria

muy util para poder determinar si alguno de los genes identificados pueda servir como
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marcador temprano de desarrollo del CaCU o si el efecto en su expresién sala s¢ da

cuando la célula ya ha sido transformada.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

e Se implementd un sistema de cuantificacidn de la expresion de los genes del HPV
mediante la técnica de PCR y ¢qPCR y se determnaron los niveles de expresion de los

genes clave del 1IPV-16.

» Se determino la actividad de los genes E4, E6, E6, L1 y L2 de HPV 16, con base a
los resultados de expresion, en las lineas celulares Caski y SiHa (que tienen integrado el

genoma de HPV-16)

e Se analizaron frcs sistcmas de lineas cclulares de cérvix en relacién a tejido cervi-

cal normal y se seleccionaron 18 genes con los niveles de expresion mas diferenciados (6

por cada sistemna)

¢ De estos genes |3 fueron corroborados por RI-PCR semicuantitativa y s¢ deteeta-

ron 6 rutas de sefializacidn celular donde estos genes estan involucrados.

e Se implementd el sistema basico de estudio del transcriptoma (para HPV y celu-

lar) en CaCU,
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CAPITULO VII

PERSPECTIVAS

Es necesario determinar las causas de la elevada expresion de los genes de HPY en
la linea celular Silla y en diferentes tejidos de cancer de cérvix para identificar si estos
camb1os en los niveles de expresion son debidos a multiplicacion de los genes o a altera-

ciones en la maguinaria transcripeional,

Se deben llevar a cabo un andlisis con un nimero mayor de genes, para poder esta-
blecer posibles relaciones sutiles entre los niveles de expresion de grupos determinados

de genes y ¢l desarrollo del CaCU.
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APENDICE 1

CARACTERISTICAS DE LOS GENES SELECCIONADOS.

[.as caracteristicas de los gencs se recopilaron de las bases de datos del internet menciona-

das cn los materiales y métodos,

Gen six 1 (GC14M059102).

Los genes SIX de los vertebrados son homologos de los genes “sine oculis™ de Drosaphila,
los cuales son expresados primanamente cn el sistema visual en desarrollo de la mosca. Los
miembros de la familia de genes SIX codifican para proteinas que estan caractenzadas por
un hetcrodominio divergente de unian al DNA y un dominio SIX ric arriba, el cual puede
estar involucrado en determinar la especificidad de union a! DNA y en mediar las interac-
ciones proteina - proteina. L.os genes de la familia SIX han mostrado que juegan papeles en
el desarrollo de insectos y vertebrados o han sido implicados en ¢l mantenimiento del esta-
do diferenciado de los tejidos. El pen six-1 se expresa principalmente en tejido muscular
esquelético y liso. Su producto es una proteina de 284 aminoacidos de 32210 Da, cuya fun-
cién parcce cstar involucrada en el desarrollo de tendones y ligamentos (por similitud), Su
localizacidn celular es nuclear y pertenece a la familia de genes SIX/SINE oculis homeo-

box.
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Gen rab3d (GC 19M011296).

E! producto del gen rab3d es una GTPasa Ras-like, la cual es un regulador clave del trans-
porte infracclular de vesiculas durantc la cxocitosis. Sc ha mostrado que las G 1Pasas Rab3
son abundantes en las ¢élulas con rutas de secrecion reguladas v se piensa que confieren la
especificidad de anclaje y fusion durante la exocitosis regulada. A diferencia de otras iso-
formas Rab3, la rab3d esta enriquecida en un niimero de tejidos no neuronales y localizada
en los granulos secretorios en el citoplasma de estas células. La proteina que codifica es de
219 aminoécidos con un peso de 24267 Da. El pen es altamente expresado en granulocitos
de sangre periférica. Se expresa constitutivamernte a bajos niveles en todas las lineas celula-
res hematopoyéticas que se han investigado y se activa durante la diferenciaciéon micloide.
Pertenece a la subfamilia Rab y a la superfamilia de las GTPasas pequefias. Se le ha asocia-
do a rumores de glioma recurrente, tumores metastaticos de colon, fumores de mama, pros-

tata y cerebro.

Gen pigs2 (GCOIM183879).

El producto de ¢ste gen cs la prostaglandin endoperodxido sintasa (P'I'GS), también cono-
cida como ciclooxigenasa, que es la enzima clave en la biosintesis de prostaglandinas, y
actia como una dioxigensasa y como una peroxidasa. Existen dos {sotipus de [a PTGS: una

PT(S1 que es constitutiva y la PTGS2 que es inducible, las cuales difieren cn su regula-
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cion de la expresidn y en la distribucion en los tejidos. Este gen codifica para la PT(82,
gue en los humanos sc expresa en un numero [imitado de tipos celulares y cs regulada por
evenlos estimulantes especificos, sugiriendo que es responsable de la biosintesis de prosta-
noides, los cuales a su vez estan involucrados ep la inflamacidn y en la mitogénesis. La
expresion de este gen estd desregulada en tumores epitehales. PTGS2 un potente mediador
de la inflamacion y mitdgene y juega un papel menor en la carcinogénesis colorectal, se
sobrexpresa en carcinoma de células escamosas de la cabeza y el cuello, y putativamente ha
sido involucrada en la respuesta del tejido tumoral a la necrosis. Otra de sus funciones es
como transportador de €lcctrones, ya que ¢s una dxidorreductasa. P'IGS2, de €04 aminod-
cidos, y 68,996 Da de masa molecular, participa en el primer paso en la formacion de pros-
taglandinas y tromboxanos. Se le encuentra asociada a membrana de los microsomas. Su
expresion se induce por la presencia de citocinas y mitdgenos. Fista enzima es el blanco de
los antiinflamatorios no estercideos como la aspirina. Pertenece a la familig de protaglandi-
na G/H sintasa. Se le ha encontrade sobreexpresada en carcinomas de células escamosas de
cabeza y cuello y en retinoblastoma, en adenocarcinomas de colon y tumores mamarios. En

la figura 39 sc obscrva un esquema dc las rutas cn las que participa.
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Figura 39, Rutas metabdélicas donde participa el gen ptgs2, también denominado COX2. Marcado con
un circulo rojo se localiza el gen ptgs2 en la esquina superior derecha. Como puede observarse es uno de los
elementos iniciales que participa en una cadena de reacciones que termina en muchos efectos como dolor,
fiebre, vasodilatacion, contraccién uterina, contraccion del muisculo liso, vasoconstriccion, activacion de
plaquetas y coagulacion. www.biocarta.com

Gen mdm2c (GC12P067488).

El producto del gen mdm2c es una fosfoproteina nuclear con una masa molecular aparente
de 90 kd que forma un complejo con p53. El mdm2 humano fue identificado como un pro-

ducto homoélogo del gen “murine double minute 2™ del ratén. El gene mdm2 aumenta el


http://www.biocarta.com

potencial turnorigénico de las células cuando estd sobreexpresado y codifica para un factor
de transcripeién putative. La formacion de un complejo fuerte con el gen p33 pucde inhibir
la transactivacién mediada por p53. MDM2 s¢ enlaza a p53 y la amplificacion de MDM?2
en sarcomas llcva a un escape del control de crecimicnto regulado por pS3. Este mecanismo
de tumorogénesis paralelo al de los tumores inducidos por virus en los cuales los productos
de los oncogenes virales se enlazan e inactivan funcionalmente a p53. La sobreexpresion
del oncogen mdm?2c se encontrd en leucemias. La inactivacion de los genes supresores de
tumor lleva a una desregulacion de la proliferacion celular y s un factor clave ¢n la tumo-
rogénesis humana. MDM?2 interactia fisicamente y funcionalmente con la proteina RB y
puede mhibir su capacidad de regulacion de crecimiento. Tanto la proteina p53 como RB
pueden ser sujetas de regulacidn negativa por el producto de un solo protooncogene celular.
El gen mdm sufre empalme alternativo produciendo 5 variantes de transcrito a partir del
gen completo. Los transcritos alternativos tienden a ser expresados en tejido tumoral, mien-
tras que el mdm2 completo es expresado en tejido normal. Su funcidn principal es como
punto de control en G1 para la superviviencia celular, Su expresidn estd amplificada en
sarcomas humanos, en gliomas malignos, angiosarcomas, liposarcomas bien diferenciados
y en astrocistoma anaplastico v en linfomas difusos de células B. Se encuentra sobreexpre-
sado cn lcucemias. En la figura 40 s¢ muestra un diagrama de las rutas de seflalamicento en

las que participa.



r

Apoptosis

madm2

Figura 40. Rutas donde participa el gen mdm2c en el ciclo celular. El gen mdm2 interactia con pS3 y la
inactiva, previniendo con esto las funciones de p53. También capacidad de bloquear las funciones de Rb.
Debido a que tiene efectos de regulacién negativa sobre dos de los principales controladores del ciclo celular
a este gen se le ha relacionado con muchos procesos de desarrollo de cancer. www. biocarta.com

Gen hla-e (GC06P030563).

El hla-e pertenece a la clase | de HLA de pardlogos de cadenas pesadas. Esta clase | de mo-
lécula es un heterodimero que consiste de una cadena pesada y una cadena ligera (beta-2
microglobulina). La cadena pesada estd anclada a la membrana. La proteina hla-e se enlaza
a un subgrupo de péptidos derivados de los péptidos lideres de otras moléculas clase I. La
cadena pesada es de aproximadamente 45 kDa y su gen contiene 8 exones. El exén uno

codifica para el péptido lider, los exones 2 y 3 codifican para los dominios alfa 1 y alfa2,



los cuales se enlazan al péptido, el exdn 4 codifica para el dominio alfa 3, el exdén S para la
region transmembranal y los exones 6 y 7 para la cola citoplasmatica. Se localiza en la
membrana plasmatica y su funcién parece tener caracteristicas estructurales que le confie-
ren especificidad para el enlace con el péptido a presentar en correlacion con la unién de un
péptido lider de la clase [ de MHC. También juega un papel central en la inmunotolerancia
durante el embarazo temprano, modulando la produccién de citocinas de células dendriticas
generadas de monocitos durante las primeras etapas del embarazo. La expresion de este gen
y la interaccién de su producto con el receptor CD94/NKG2 de las células NK, evita que
las células sean atacadas por ellos. La proteina es de 358 aminodcidos con un peso de
40130 Da. En la figura 41 se muestra un diagrama esquematico de su funcién como marca-

dor de membrana.

Inhibicion de:
NK, proliferacion de
NKs e induccion y
secrecion de citocinas

Figura 41. Esquema donde se muestra la funcitn de hla-e. Este marcador de membrana debe interactuar
con ¢l receptor CD94/NKG2 para evitar que este ataque a la célula. Las células que no presentan la proteina
hla-¢ son atacadas por perforinas del NK. www.biocarta.com
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Gen bripl (GC17M060234).

La proteina codificada por este gen es un miembro de la familia RecQ DEAH helicasa e
interactia con las repeticiones BRCT del BRCA1. El complejo unido es importante en la
funciéon normal de reparacién de rupturas de la doble hebra de BRCAL. Al igual que el gen
BRCALI, este gen puede ser un blanco de mutaciones inductoras de cancer de linea germi-
nal. Mutaciones en este gen han sido asociadas a cancer de mama. En la figura 42 se obser-

va un diagrama esquematico de su participacion en la ruta de seflalamiento del BRCALI.
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Figura 42. Dibujo esquemético de la funcién del gen BRCAL. Para que BRCAI sea activo este tiene que
interactuar primero con brip| para que sea funcional y pueda participar en el resto de la cascada de reaccio-
nes. www.biocarta.com
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Gen rab27B (GC18P020644).

Este gen codifica para una proteina de 218 aminoacidos con un peso de 24608 Da, Esta
proteina se¢ encuentra asociada a membrana, y pertenece a la superfamilia de pequenas
GTPasas, de l1a subfamilia RAB. También se encuentra en granulos del citoplasma. Su ex-
presion primaria es en testiculos. Juega un efecto clave de exocitosis de granulos citotoxi-
cos, vesiculas de transporte y en la dinimicza de organelos, manejando el transporle y fusion

de vesiculas con sus receptores d¢ membrana apropiados.

Gen emk-1 (GC11P063382).

L.a proteina EMK (L:1.LKL. motif kinasa) es miembro de una pequeiia familia de protein cina-
sas ser/thr involucradas en el control de la polaridad de la célula, estabilidad de microtibu-
los y cancer. Varas clonas de DNAc han sido aisladas que codifican dos isoformas de la
pratein cinasas ser/thr EMK1. Estas isoformas fueron caracterizadas por la presencia de un
exan alternativo de 162 pb que da lugar a dos formas, una que contiene el exén y otra que
no. Ambas formas se encontraron coexpresadas en un numero de lineas celulares seleccio-
nadas y muestras de tejido. [.a EMK 1 humana mostrd estar codificada por un solo mRNA

quc s€ expresa de mancra ubicua.
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Gen pppée (GC16P030126).

Este gen produce una proteina de 307 aminoacidos con un peso de 350B0 Da. Puede estar
involucrado en la organizacion de micronibulos. Se localiza en el citoplasma y en el nucleo,
asi como en los centrosomas. Pertenece a la familia PPP de fosfatasas, de la subfamilia PP-
X. Putativamente invohicrada en la regulacion de la mitosis. Se localiza en el citoplasma,
¢itoesquelcto, microtibules, y centrosomas. Varias translocacioncs de este gen han sido

asociadas con leucemia agua.

Gen statSb (GC17M040726).

T.a proteina codificada por este gen es un miembro de la familia STAT de factores de trans-
cripcién. En respuesta a citocinas y a factores de creeimicento, los micmbros de la familia
stat son fosforilados por el receptor asociado a cinasas, y luego forman homo o heterodime-
ros yue se van al nicleo celular donde actGan como activadores transcrpeionales. Esta pro-
teina media la sefial de transduccién activada por varios ligandos celulares tales como la
[L2, TL4, el CSF1 y difcrentes hormonas de crecimiento. Se ha demostrade que esta involu-
crada en diversos procesos bicldgicos, tales como sefialador de TCR, en la apoptosis, en el
desarrollo de las glandulas marnanias en los adultos, y en el dimorfismo sexual de la expre-
s16n genética del higado. Iiste gen se encontré que se fusiona al receptor alfa del acido reti-
noico (RARA) en un pequefio subgrupo de leucemias promielociticas agudas (APLL). La
desregulacion de las rutas de sefialamiento mediadas por esta proteina puede ser la causa de

APLL. La proteina es de 786 aminoacidos con un peso de 89880 Da. Funciona ¢n [a trans-
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duccion de senales y activacion de la transcripcion. Se localiza en el niicleo, llevada ahi en
respuesta a fosforilacion. Es reprimida por NCOR2. En la figura 43 se observa un diagrama

esquematico de su participacion en las cascadas de sefialamiento.
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Figura 43. Dibujo esquemditico que muestra las miltiples rutas de sefialamiento donde participa la
proteina stat5. Stat5 puede actuar como monémero o como dimero, la fosforilacion promueve la dimeriza-
cién. Su accion es como factor transcripcional direactamente sobre el DNA. www.biocarta.com



Gen rab23 (GCO6M057100).

Codifica para una protefna de 237 aminocacidos, de 26659 Da de peso. Pertenece a la super-

familia de GTPasas pequefas de la familia Rab considerandosele un protooncogen.

Gen frapl. (GCOIMO010876).

I .a proteina codificada par este gen pertenece a la familia de las cinasas relacionadas a fos-
fatidilinositol cinasa. Estas cinasas median respucstas celulares a cstrés tales como dario al
DNA vy falta de nutricntes. Esta proteina actia como el blanco del FKBP12-rapamicina que
arrestan ¢l ciclo celular y genera efectos inmunosupresivos. El gene CDT6 esta localizados
en un intron de este gen. l.a proteina es de 2549 aminoacidos de 288BR& Na. Se considera

un anti-oncogen. Llevaa Gl en la progresion del ciclo celular.
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