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Resumen

Las consecuencias letales de la proliferacién celular anormal en humanos, motivan la
investigacion de las redes de regulacion de expresién genética. Actualmente los estudios se
enfocan hacia oncogenes y genes supresores, que regulan el desarrollo, diferenciacién y
division celular. Las técnicas modernas desarrolladas para detectar alteraciones moleculares
permiten clarificar los mecanismos moleculares en fa transformacién neopldsica, que dados
los muiltiples factores de riesgo hacen muy heterogéneo el diagndstico y tratamiento del
cancer. Por lo que es necesario conocer las combinaciones especificas de genes que afectan
el avance del cancer. En este trabajo se determinaron los patrones de expresion en células
de mama normal y tumores de mujeres mexicanas. Para lo cual se aislé el RNA poli-A de
dos tumores mamarios. Mediante Micro-arreglos de cDNA, se compard la expresiéon de
cada tumor con RNA poli-A obtenido de tejido mamario no afectado. Se analizaron 597
genes relacionados a céncer. Se encontré en los tumores un 8.5% de genes sobre
expresados y un 22.7% de los genes bajo expresados mediante la evaluacion de su
expresién, El estudio aporta datos para identificar alteraciones genéticas involucradas en el
proceso neoplasico. Por otro lado, contribuye al conocimiento basico de éste y dada la
heterogeneidad descrita, permite perfilar genes que puedan servir como marcadores de
diagnostico, blancos de interés terapéutico e indicadores de pronostico.

Normand Gargia Heméndez
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1. Introduccion.

Es ampliamente conocido que en los organismos miles de genes y sus productos funcionan
en una complicada y orquestada red para crear la vida; la naturaleza y extensién de las
interacciones moleculares de genes y productos de éstos motivan una de las mids
fundamentales cuestiones de Iz Biologfa. Las interacciones genéticas son centrales para
entender la funcién y estructura molecular, el metabolismo celular, el desarrollo de células
y tejidos, la respuesta del organismo a su medio y una base fundamental para explicar su
adaptacion y evolucién.

En las tltimas dos décadas se ha mostrado un enorme avance en nuestro entendimiento del
céncer a nivel molecular, el cual ha revelado un gran mimero de nuevos blancos para el
desarrollo de terapias efectivas, ya que muchos de ellos identifican eventos tempranos y
tardios en el proceso de carcinogénesis. El adulto humano se compone de aproximadamente
10" células, las cuales son requeridas para formar tejidos y érganos. Un claro ejemplo son
las células en la capa basal de la piel que se dividen, diferencian y finalmente mueren
desprendiéndose del epitelio. Las células que conforman la capa epitelial de intestinos son
producidas y remplazadas cada 10 diss aproximadamente, hay cétulas que su vida va desde
24 horas a decenas de dias. Por otro lado las células ;i)rogenitoras o “Stem” tienen una aka
capacidad de division celular de aproximadamente 10'? divisiones por dfa. Atin en Grganos
en los cuales normalmente se exhiben niveles bajos de divisién, por ejemplo el higado, la

proliferacién masiva puede ser iniciada por eventos tales como un trauma o una infeccion
[Bertram J §, 2001].

A pesar de esta enorme produccién celular, el cuerpo humano mantiene un peso constante
por muchas décadas. Este exquisito contro! sobre la multiplicacién es conseguido por una
red de mecanismos moleculares superpuestos que gobiernan la proliferacion celular y la
muerie celular programada (apoptosis). Cualquier factor que altere este balance tiene el
potencial, si no es corregido, de alterar el niimero total de células en un 6rgano o tejido
particular. Después de muchas generaciones de células, éste incremento podria ser

clinicamente detectable como neoplasia, literalmente un nuevo crecimiento [Bertram J S,
2001].

Estamos en una era de descubrimientos en investigacion biomédica paralela sélo con el
periodo de avances hechos en fisica a principios del siglo pasado que dejé ver los misterios
del dtomo. Descubrimientos en biologia estructural y molecular, junto con el rapido
desciframiento de los genes de organismos patolégicos y virus, para genomas procariontes,
eucariontes y el mismo genoma humano, han revolucionando la medicina. Se han
dilucidado mecanismos moleculares criticos e importantes en el desarrollo y division
celular, regulacién del desarrollo embrionario y causas de enfermedades. Estos
descubrimientos en conjunto con nuevas tecnologias irrumpen en el diagnéstico genético y
permiten nuevas estrategias de investigacion en fa lucha contra diversas enfermedades,
como el cancer.

El entendimiento decisivo para deducir la neoplasia fue hecho en sistemas de tumores

animales. Comenzando con el descubrimiento del virus sarcoma por Rous en 1911, [Rous P,
1911 en DeVita T et al, 1997;] y continudé con la identificacion de genes transformantes
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contenidos en retrovirus, [DeVita T ef al, 1997; Bishop J, 1983]. El trabsjo de carcinogénesis en
pollos, ratones, ratas y gatos ha dominado la escena de investigacion.

Hace unos veinticinco afios, la investigacién del céncer cambio draméticamente de
cancerigenos y mutégenos hacia oncogenses y genes supresores de tumor, que ghora se sabe
regulan la divisién celular, diferenciacién y desarrollo, con el subsecuente reconocimiento
de que el cincer es principalmente una enfermedad genética [DeVita T er al, 1997].

Los oncdlogos se enfrentan diariamente con las letales consecuencias de la proliferacién
celular anormal. Armados con lo mejor de farmacologfa y radiologfa, tratan de restaurar la
salud. Formas avanzadas de tratamiento requieren la clarificacién de mecanismos
moleculares de la transformacién neoplésica, proliferacién y el entendimiento de la
oncogénesis molecular [DeVita T er af, 1997].

1.1 Caracteristicas del cincer de mama.

{Qué es el cancer?

El cancer es un proceso de miltiples pasos que conducen a la alteracion de Ia regulacién del
crecimiento celular. En el proceso neoplisico deben ocurrir miltiples alteraciones
genéticas, usualmente a lo largo de los affos. Adn cuando estas alteraciones estdn presentes
en la linea germinal, como ocurre en los sindromes de predisposicién a céncer, la mayoria
de éstas se adquieren en forma de mutaciones somdticas: translocactones cromosomales,
deleciones, inversiones, amplificaciones, mutacicnes puntuales y factores epigenéticos. Las
mutaciones ocasionan ganancia de funcién que activan oncogenes, los cuales son efectores
positivos de transformacién o bien inactivan genes supresores de tumor que son reguladores
negativos de crecimiento y la pérdida de su funcién promueve ia carcinogénesis [DeVita T et
al, 1997].

El crecimiento de tejido nuevo es resultado de una continua y rdpida proliferacién de
células anormales que invaden y destruyen otros tejidos, puede surgir en cualquier tipo de
célula o tejido corporal e incluye un nimero de enfermedades clasificadas de acuerdo al
tipo de tejido y células en las cuales ocurre. Hay tres principales subtipos:

Sarcomas: Crecen a partir de tejido conectivo y de soporte como los huesos, cartilago,
nervio, misculo y grasa.

Leucemias y linfomas: Incluyen el cdncer que implica tejidos de formacion.

Carcinomas: Incluyen las formas mis frecuentes de cancer humano, se originan de tejido
epitelial como la piel, la cubierta de cavidades y 6rganos del cuerpo y de tejido glandular
como el de mama y prdstata. Los carcinomas con una estructura similar a la piel se
denominan carcinomas de células escamosas. Aquellas que parecen tejido glandular se
llaman adenocarcinomas [DeVita T et al, 1997).

Las células de una neoplasia son clonales y son telomerasa positivas, lo que les permite
dividirse continuamente, por otro lado son incapaces de diferenciarse o madurar, conforme
se multiplican pueden formar una masa denominada tumor, que crece sin considerar la
funcién del tejido del que se originé [Yokota J, 2000}

“ormand Goreia Hemdndez 5
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¢El cdncer de mama?

Cada mama tiene entre 15 y 20 secciones llamadas I6bulos, los cuales a su vez se dividen
en secciones méas pequefias llamadas lobulillos. Los Iébulos y lobulillos se conectan por
tubos delgados denominados conductos. El céncer intraductal, el tipo de céncer mamario
més comin, se encuentra en las células de los conductos. El céncer que se origina en los
16bulos o lobulillos se llama céncer lobular, éste es el que més frecuentemente afecta a las
dos mamas. El céncer inflamatorio de mama es poco conmin y se caracteriza por que la
mama se observa cdlida, enrojecida e hinchada.

Entre los factores de riesgo identificados para el desarrollo de esta neoplasia, Ia mujer cuya
familia tiene antecedentes de céncer de mama tiene mayor riesgo de padecer la enfermedad.
Se estima que del 15 al 20% del total de mujeres con este desorden tienen historia familiar
de la enfermedad. De los casos hereditarios de un 25 a 50% son atribuidos a la
susceptibilidad de alelos dominantes, se han descrito al menos dos genes de riesgo BRCAI
y BRCAZ2 [Volgelstein B et al, 1998].

El riesgo estimado de desarrollar céncer de mama en las mujeres con mutaciones
germinales en BRCAl y BRCA2 es del 40% al 85%, ademas tienden a desarrollar la
enfermedad en ambas mamas, céncer ovérico y otras neoplasias primarias [Frank T S et al,
1998; The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999; Ford D, 1994}. El hombre portador para mutaciones
en BRCA2 también corre mayor riesgo de tener cédncer de mama [The Breast Cancer Linkage
Consortium, 1999].

BRCAL es un gen de susceptibilidad a cancer de mama altamente penetrante localizado en
el cromosoma 17q21 [Hzll J M er al, 1990], estd asociado a un 40-50% de cancer heredade
[Ford D et al, 1994). Las familias con mutacién en Ia linea germinal de BRCAI tienen un
patron de herencia dominante autosdmico de cancer de mama asi como un incremento en la
incidencia de cancer de ovario {Miki Y er al, 1994; Berry D A et al, 1997). El espectro de
mutaciones en BRCA1 est4 bien definido [Vogelstein B et af, 1998; Frank T S ef al, 1998].

BRCAZ es un gen de susceptibilidad de cincer de mama altamente penetrante ubicado en el
cromosoma 13ql2-13, asociado a un 30-40% de céncer hereditario. Las familias con
mutacion de BRCA2 en la linea germinal tienen un patrén de herencia dominante
autosomico de cancer de mama y una alta incidencia de céncer de ovario. El espectro de
mutaciones en este gen no ‘estd bien definido. El hombre portador de mutaciones en este
gen también corre mayor riesgo de desarrollar cancer de mama [Vogelstein B et al, 1998].

Andlisis funcionales de los productos de BRCAl y BRCA2 han establecido su
participacién dual en la regulacion de la transcripcion y reparacion de dafio del DNA. La
base molecular de las funciones de BRCA1 y BRCA2 ha sido proporcionada por estudios
que implican a estos dos supresores de tumor, en el mantenimiento de la estabilidad
genética y la regulacién del crecimiento de la célula y su diferenciacién {Zheng L et al, 2000).

Con lo que respecta a la forma esporédica, la mas comin, se han descrito otros factores de
riesgo, uno digno de consideracién son los anticonceptivos hormonales. Algunas
mvestigaciones sugieren que hay una conexion entre el uso de los anticonceptivos y un
ligero aumento en el riesgo de desarrollar cancer de mama {Leena H-C, 2009). Otras causas

Proyecio de C M
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asociedas & esta neoplasia son mutaciones en el gen p33, nuliparidad, menarqufs prematura,
edad avanzada y antecedentes personales de céncer de mama [National Cancer Institute, 2001].

El gen p53 se localiza en el cromosoma 17p13.1. Codifica para una fosfoproteina nuclear
con propiedades inhibitorias de crecimiento celular. E! gen se activa en células que
sufrieron daflo en su genoma y su producto interactiia con el DNA de una manera secuencia
especifica, regulando la expresi6n de genes blanco. La activacibn en respuesta a irradiacion
0 agentes genotdxicos resulta en arresto en la fase Gl del ciclo celular lo que permite
activar los sistemss de reparacién det DNA o bien la apoptosis. Un gen regulado por p53 es
el gen BAX, un homoélogo de BCL-2, que inicia la apoptosis. También baja la expresi6n del
gen de la ciclina A, ocasionando un segundo freno en Ia fase S del ciclo celular. La
fosforilacién de la protefna p53 controla la unién especifice de &sta con sus diversos genes
blanco. Se estima que del 50-70% de las neoplasias tienen inactivado el gen p53. La
inactivacién se da por diversos mecanismos como eliminaciones y mutaciones puntuales.
La pérdida de funcién ocasiona un inapropiado crecimiento celular, incrementa la
supervivencia de la célula y la inestabilidad genética [Medtine].

Los cambios moleculares asociados al céncer de mama esporddico han sido estudiados
ampliamente. Factores de crecimiento y sus receptores, moléculas de sefializacién
intracelular, reguladores de ciclo celular, moléculas de adhesidn, y proteasas han mostrado
estar alterados en cdncer de mama esporadico [Vogelstein B ez af, 1998).

1.2 Deteccidn.

El cincer de mama es heterogéneo en su descripcion clinica y genética [Bertucci F ef al, 2000;
Vogelstein B et al, 1998]. El diagnoOstico de esta neoplasia es mediante la presencia de una
masa tumoral en la mama, detectada por tacto o por mamografias. Aproximadamente el
30% de mujeres diagnosticadas con céncer de mama estén en un desarrollo metastésico de
la enfermedad, que resulta fatal [Vogelstein B et af, 1998].

Otra forma de diagnostico es mediante el andlisis de receptores de estrogeno y progesterona

y pueden proporcionar mayor informacién sobre la probabilidad de que el tumor recurra
[Fisher B et al, 1986).

1.3 Etapas del cancer de mama.

Una vez detectado el cdncer de mama, se hardn més andlisis para determinar si el cancer se
ha diseminado de la mama a otras partes del cuerpo. El clncer de mama se clasifica en
cuatro etapas con base al tamafio del tumor y si es o no invasivo. Las etapas son:

Etapa 0

Alrededor del 15%-20% de las neoplasias mamarias son tempranas, tambi¢n llamadas
carcinomas in situ. Existen 2 tipos de cancer de mama in situ, el carcinoma intraductal y el
carcinoma lobular. Este ultimo no es un cancer, pero para fines de clasificacién se le llama
carcinoma in situ 0 cancer de mama etapa 0. Las pacientes con esta condicién tienen una
probabilidad del 25% de desarrollar cancer de mama en cualquiera de las mamas en los
proximos 25 afios.

Nomand Garas Heminder 7
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Etapa [
El céncer no mide més de 2 centimetros y no se ba extendido fuera de la mama.

Etapa II
Se divide en etapa [IA y IIB.

La etapa 1A se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
¢ El céncer no mide mis de 2 centimetros pero se¢ ha diseminado a los ganglios
linfiticos debajo del brazo (los ganglios linfiticos axilares)
¢ El céncer mide entre 2-5 centimetros pero no se ha diseminado a los ganglios
linfiticos axilares.

La etapa IIB se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
o El céncer mide entre 2-5 centfmetros y se ha diseminado a los ganglios linféticos
axilares.
e El cdncer mide més de 5 centimetros pero no se ha diseminedo a los ganglios
linfiticos axilares.

Etapa III
Se divide en etapa IITA y IIIB.

La etapa IIIA se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
s El céancer mide menos de 5 centimetros y se ha diseminado a los ganglios linfiticos
axilares y estos estan unidos entre si 0 a otras estructuras.
¢ El cancer mide més de 5 centimetros y se ha diseminado a los ganglios linfiticos
axilares.

La etapa ITIB se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
» El cancer se ha diseminado a tejidos cerca de la mama (la piel o la pared toricica,
incluyendo las costillas y los misculos del térax)
¢ El cancer se ha diseminado a los ganglios linféticos dentro de la pared torécica cerca
del esterndn.

Etapa IV
o El céncer se ha diseminado a otros drganos del cuerpo, con mayor frecuencia a los
huesos, los pulmones, el higado o el cerebro; o el tumor se ha diseminado
localmente a la piel y a los ganglios linfiticos dentro del cuello, cerca de Ia
clavicula [National Cancer Institute, 2001].

Se han descrito otros tipos de neoplasias mamarias como el cancer inflamatorio de mama,
este es poco comin y se caracteriza porque la mama da la impresién de estar inflamada,
tiene una apariencia rojiza y una temperatura tibia. La piel puede tener signos de surcos,
ronchas o huecos en general. El cancer inflamatorio de mama tiende a diseminarse
rapidamente.

Normend Gereia Hemandez 8
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El céncer de mama puede ser una enfermedad multicéntrica y bilateral, siendo esto més
comiin en pacientes con carcinoma lobular infitrante {Orel S G ef af, 1992]. El riesgo de
desarrollar un céncer primario en la mama contralateral es alto [Rosen P P et al, 1993;
Gustafsson A er al, 1994] y la edad de una paciente menor de 55 afios parecen aumentar este
riesgo {Broet P ef al, 1995). Por otro lado el desarrollo de un céncer de mama contralateral estd
asociado con un mayor riesgo de recurrencia distante [Healey E A et of, 1993].

La probabilidad de recuperaciébn y seleccibn de tratemiento dependerd de diversas
caracteristicas propias del céncer y de la mujer afectada, por ejemplo la etapa en Ia que se
encuentra la neoplasia, la edad, el peso o si tiene 0 no perfodo menstrual la mujer. Por otro
lado los altos niveles de estrégenos tienen un papel dual en el desarrollo de esta neoplasia.
También se ha reportado que las mujeres con osteoporosis tienen menor posibilidad de
desarrollar céncer. {Leena H-C, 2000].

La mayoria de personas con céncer de mama se someten a una cirugia con el fin de extraer
el tumor. Generalmente, también se extraen algunos ganglios linfiticos axilares, con el fin
de detectar la presencia de células cancerosas. Ademds de la cirugfa, se emplean otros 3
tratamientos para corregir esta enfermedad. La radioierapia, la quimioterapia y la terapia
hormonal. Los cuatro tratamientos suelen combinarse.

La terapia de reempiazo hormonal (HRT por sus siglas en inglés) generalmente no se usa
en mujeres con cincer de mama, porque estd probado que el estrégeno es un factor de
crecimiento para la mayoria de células neoplisicas en el laboratorio. La HRT presenta un
dilema para las supervivientes, muchas de las cuales entran en menopausia prematuramente
como resultado de la terapia. Si bien, ni el embarazo, ni el uso de pildoras anticonceptivas
después del diagndstico de cancer de mama han afectado en forma adversa la supervivencia
de las mujeres [Collaborative Group on HF in B C, 1996].

Recientemente se estd evaluando la terapia biolégica en ensayos clinicos. En esta
alternativa terapéutica se hace uso del sistema inmunitario de la paciente para combatir el
cancer, utilizando el trasplante de médula dsea y el transplante de células madres periféricas
sanguineas.

1.4. Biologia molecular del cdncer de mama.

En mujeres con cancer de mama con caracteristicas histolégicas y fisicas similares se ha
encontrado una heterogeneidad en el ambito molecular, lo que ocasiona respuestas
antagénicas a un mismo tratamiento. Por lo que es necesario realizar estudios a nivel
transcripcional, para distinguir subgrupos que respondan mas acertadamente al pronéstico
médico [Bertucci ef al, 2000].

Se han identificados diversas mutaciones genéticas asociadas a esta neoplasia, sin embargo
las combinaciones especificas de mutaciones requeridas para inducir el cancer de mama
siguen siendo desconocidas. Un acercamiento para identificar las alteraciones genéticas
requeridas para el inicio, progresion y metastasis de este proceso implica establecer un
sistema experimental que contribuya ar esclarecimiento de esta enfermedad. [Elenbaas B et al,
2001].
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La amplia informacién generada por el Proyecto Genoma Humano permite la identificacién
de genes o fragmentos de genes a través de Ia secuenciacién masiva de clones cDNA o
regiones gendmicas. La habilidad de relacionar genes que estén implicados en una variedad
de procesos normales o de enfermedad, puede conducir al descubrimiento de genes que
puedan servir como marcadores de diagnostico, indicadores pronéstico o blancos de interés
terapéutico.

Los métodos tradicionales de la Biologia Molecular trabajan “bésicamente sobre un gen en
un experimento”, esto es limitado ya que las interacciones de éste con otros no se pueden
conocer. Por lo que es necesario un andlisis sistemético de los patrones de expresién que
permitan revelar funciones y rutas de genes.

Una nueva tecnologia, denominada Micro arreglos (“Micro Array™), ha atrafdo interés entre
los bidlogos, ya que es una herramienta para cuantificar niveles de expresién genética; esta
tecnologia permite el estudio simultineo de decenas a miles de genes, lo que provee pistas
para la comprensién del cdncer. Los Micro arreglos DNA son superficies sélidas, con
matrices de DNA representando genes en posiciones especificas. Los micro arreglos DNA
se emplean para identificar genes que estdn encendidos o apagados en una célula o tejido.
También se utilizan para evaluar la expresién de genes bajo ciertas condiciones. Estan
construidos basindose en <¢DNA’s, secuencias u oligonucledtidos enlazados
covalentemente a superficies de vidrio o nylon (“Chips de DNA™). Las manchas de DNA
son de 200 micras o menos de tamafio. UUna laminilla tipica contiene miles de genes (fase
inmévil). En los Micro arreglos una preparacion de cDNA marcado por fluorescencia o
radioactividad (“fase moévil”) obtenida a partir de RNA total o RNA poliA de un tipo
celular o tejido especifico, se hibrida con la fase inmovil. La intensidad de las manchas de
hibridacién refleja y permite ia valoracion de la abundancia relativa de los genes
expresados.

Existen diversos sistemas comerciales para analisis de Micro arreglos, nosotros empleamos
el sistema de la casa comercial Clontech. En este existen 609 fragmentos por duplicado de
diversos genes, 588 estdn relacionados con el céncer, 12 son controles negativos y 9
controles positivos “house keeping”, (Figura 1).
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Figura 1.- Imagen de io membrana de Micro arreglo. Se muestra un mapa
de la posicién de cada gen en la membrana que contiene 609 genes
representedos por un par de manchas. A.-Reguladores de ciclo celular y de
crecimiento; B.- Apoptosis; ancogenes; supresores de tumor; C.- Respuesta a
dafio celular, reparacién y recombinacién, Receptores para el desarrollo y
destino celular; D.- Adhesién celular, motitided y angiogénesis; E.-
Reguladores de invesién; interncciones célula-célula; F.- Factores de
crecimiento; Citosinas; G.- Genes de la economia doméstica (“House kezping
genes™), Controles negatives.
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1.5 Justificacion.

En el mundo el cdncer es la segunda causa de decesos, en nuestro pafs el cancer de mama
ocupa ¢l segundo lugar en mortalidad en mujeres, después del cancer cérvico uterino. La
dificultad para tratar esta neoplasia debido a la gran heterogeneidad histolégica y clinica
que presenta, complica su estudio, esto motiva el estudio de las redes de regulacién
genética en mujeres que padecen esta neoplasia. Por lo que la caracterizacién molecular a
gren escala del cincer de mama (CM) contribuird al conocimiento bésico de este
padecimiento y a la posibilidad de un mejor prondstico y tratamiento.
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2. Objetivo general.

e Determinar la expresién genética de células de mama normales y tumorales.

2.1 Objetivos particulares,

¢ Obtencién del RNA total a partir de tejido normal y tumoral, de mujeres mexicanas.

e Aislamiento de RNA poli A y obtencién cDNA mediante RT-PCR.
¢ Estandarizacién de ia técnica de Micro arreglos.

¢ Determinar los patrones de expresion en células mamarias normales y tumorales
mediante Micro arreglos de cDNA

Nomend Gercia Heménder
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3. Métodos.

3.1 Estrategia metodolégica.
La figura 2 muestra la esirategia empleade en este trabsjo.

ESTRATEGIA METODOLOGICA.

Dos tumores de mama de
pacientes del CMN, S. XXI

RNA de mama no afectada.
Mugstira de tejido
Verificacion en gel de agarosa
al 2%, de bandas
Exiraccién de RNA total correspondientes de RNA total.
Tratamiento de RNA total Cuamiﬁ:atcién Et;;[c*rd ]
con DNA'asa espectroto ?m adela
concentracion.
M

Obteacién de RNA Poli A

Aislamiento con estreptividina.

Marcaje con 3P a través de

sencilla.

N~ e

Obtencién de cDNA sintesis de cDNA de cadena
Micro arreglo I

Hibridacién Hibridacién de la sonda con D

membrana y exposicion de ésta
en una pantalla.
™~ S

Anglizgis e interpretscién de
reseltados Determinacién de la
intensidad de hibridacién en
un  “phophorimaging” vy

Figura 2. andlisis del resultado con el
programa Atlaslmagen 2.0.
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3.2 Origen de 1 muestra.

Se analizaron dos tumores mamarios de pacientes mexicanas captados en la consulta
externa del Hospital de Oncologfa del Centro Médico Nacional Siglo XXi, durante el
primer semestre del afio 2001. Se defini6 Ia etapa por medio de exdmenes histopatolégicos
de las biopsias, utilizando los criterios del Comité Americano de Céncer [Cotran R S ef o,
1994]. Como control se utiliz6 RNA poli A de giindula mamaria sin neoplasia (Clontech).

3.3 Procedimiento de extraccién de RNA total a partir de tejido normai o tumeral.
Para la extraccién de RNA se utilizd el paquete comercial Atlas pure Total, Clontech. Todo
el material de cristaleria fue horneado a 300° C por 4 hrs. y el material pléstico empleado
fue nuevo libre de RNA’asas o tratado con cloroformo. El tumor fue pesado en un tubo
previamente enfriado. Se corté y fracciond en pequeflas piezes, sobre un mortero en
presencia de nitrdgeno lquido, ya que ain el descongelamiento parcial puede resultar en
degradacién del RNA. Se homogeneiz6é la muestra a 0-4° C en presencia de solucién
desnaturalizante (sol. comercial) utilizando un homogenizador de tejidos (PRO Scientific
Inc), para liberar el RNA total (Ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado de la
solucion desnaturalizante). La homogenizacién se realizd en tubos cénicos de 50 ml, libres
de RNA’asas. El homogenizado se centrifugé a 12 krpm durante 5 minutos a 4° C, se
incub en hielo 10 minutos, posteriormente se agité fuertemente utilizando vortex y se
centrifugé nuevamente utilizando las condiciones anteriores. Al sobrenadante obtenido se
le hicieron dos extracciones con fenol-cloroformo de acuerdo a lo siguiente. Se agregd un
volumen de fenol saturado (ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado del fenoi) al
tubo con el sobrenadante. Ei tubo se agité con vortex Iminuto y posteriormente se incubd 5
minutos en hielo. Se agregd cloroformo (ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado
de cloroformo), se agité6 2 minutos con vortex, se incubd sobre hielo 5 minutos y se
centrifug a 12 krpm durante 10 minutos a 4° C. Se transfirié Ja fase superior a un nuevo
tubo y el RNA se precipité agregando lentamente un volumen de isopropanol (ver tabla 1
para determinar el volumen apropiado de isopropanol) mezclando e incubando sobre hielo
10 minutos. Se centrifugd el precipitado a 12 krpm por 15 minutos a 4° C. La pastilla
obtenida se lavd con etanol al 80% (ver tabla 1 para determinar el volumen apropiado del
etanol), centrifugando a 12 krpm por 5 min. a 4° C, se secd al aire y se resuspendi6 en
suficiente H,O libre de RNA’asas, para asegurar una concentracién de 1pg/ul (ver tabla 2).
Las muestras de RNA se almacenaron a —~70° C, hasta su uso.

Tabla 1. - Volimenes requeridos para extraccién de RNA de aceerdo
al tamaito del tejido.

Peso del tejido 10-100 mg | 160-300 mg | 300-600 mg | 0.6 - 1.0 mg
Tamaiio del tubo 2x2ml 15 m! 50 ml 50 ml
Sol. Desnaturalizante | 1.0 ml] 3.0 mi 6.0 ml 10.0 ml
Fenol saturado 2.0ml 6.0 ml 12.0ml 20.0 ml
Cloroformo 0.6 ml 1.8 ml 3.6mi 6.0 ml
Fenol saturado 2° 1.6 mi 4.8 mi 9.6 ml 16.0 ml
Claroformo 2° 0.6 ml 1.8 ml 3.6 ml 6.0 ml
Isopropancl 2.0ml 6.0 ml 12.0 ml 20.0 m]
EtOH 80 % 1.0 ml 3.0ml 6.0 ml 10.0 ml

Tomada del manual Atlas pure Total, Clontech (2000).
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Tabls 2. - Rendimiento de RNA tetal antes y después del tratamiento con
DNA’asa.
Tejido Montode | RNA total Desputés de
material inicie} DNA’asa

Higado de rata 100 mg 600 pg 420 ug
Misculo esquetético 100 mg 90 g 60 pg
Cerebro de retén 100 mg 125 ug 90 ug
Bazo de ratén 100 mg 245 170 pg
Testiculo de ratén 100 mg 240 ug 170ug
Time de ratén 100 mg 85 pg 60 pg
Cerebelo de humano 100 mg 85ug 60pg
Tumor de prostata de humeano 100 mg 100 70 pp
Linea celular MCF-7 1x 10" células |  T0ug 50ug
Fibroblastos de ratén 1 x 10" células [  800ug 560ug
Linea celular U251 1x 10" células |  95ug 60pug

Tomada del manual Atlas pure Total, Clontech (2000).

3.4 Tratamiento del RNA total con DNA’asa.

El tratamiento con DNA’asa se realizd con el paquete comercial Atlas pure Total, Clontech.
Cada muestra de RNA fue tratada con DNA’asa I con base a la siguiente reaccién. En un
tubo de 1.5 ml se mezclaron los siguientes reactivos.

500 ul RNA total (1mg/ph

100 ul  Buffer DNA’asa I 10X (sol. comercial)
50 Wl DNA’asal (1 unidad/ pi)

350 u! H>O desionizada

1.0ml Volumen total

La solucién se mezcld con pipeta y se incubd a 37° C por 30 min. Se agregaron 100 pl de
mezcla de terminacién 10X (sol. comercial). La reaccidn se dividié en dos tubos y se les
realizd una extraccion con fenol-cloroformo (500 ul de femol saturado y 300 pl de
cloroformo). La fase acuosa se transfiri6 a nuevos tubos y se les agregé 550 ul de
cloroformo. La mezcla se agité con vortex y centrifugé a 14 krpm por 10 min. a 4° C. La
capa superior se transfirié a un nuevo tubo y se precipitd con 50 ul de acetato de sodio 2M
y 1.5ml de etanol. El tubo se incub6 en hielo por 10 min. y se centrifugd a 14 kepm por 15
min. a 4° C. La pastilla resultante se lavé con 500 pl etanol al 80%. Se elimind el
sobrenadante y se dejé secar. Posteriormente se disolvié en H;O libre de RNA’asas y se
almacen6 a —70° C, hasta su uso. La concentracién y pureza del RNA se verificé por
electroforesis en geles de agarosa y por espectrofotometria, como se¢ describe a
continuacién. Una alicuota de RNA (1-3 pl) se sometié a electroforesis en un gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, durante 2 hrs. a 60 volts. Una vez terminada la
electroforesis el gel se observé a través de un transiluminador de UV (Mighty bright,
Hoefer Scientific Ins.) y se le tomé una foto en un analizador de imdgenes (Alpha Innotech
Corporation). Para determinar la concentracibon de RNA se hizo un anilisis
espectrofotométrico a 260 nm [Sambrook J er af, 1989] en un espectrofotometro (Ultrospec
2000, Pharmacia Biotech), asumiendo que una densidad optica equivale a 40 pug/ml.

Nonmund Gereia Heménder
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3.5 Obtencién de RNA poli A.

Para la extraccién de RNA poli A se utilizd e! paquete comercial Atlas pure Total,
Clontech. La obtencién del RNA poli A se hizo mediante el uso de biotina y perlas
magnéticas con estreptividina como se describe a continuacién. Se colocaron 15 pl de una
solucidén de perlas magnéticas con estreptividina (sol. comercial) en un tubo de 0.5 ml. El
tubo se puso en comtacto con un magneto {Msacs) y con uma pipeta se elimind el
sobrenadante. Se quitd el magneto y las perlas se resuspendieron en 150 pl solucién de
lavado (sol. comercial). Este procedimiento se repitié 2 veces mds. Por otro lado se
mezclaron en un tubo de 0.5 ml 50 pug de RNA total y oligo-dT biotinilado (sol
comercial). La mezcla se incubd a 70° C, durante 2 min. Luego se retird y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente durante 10 min. A este tubo se le adicionaron 45 pl de solucién de
unién (sol comercial), a ésta mezcla se le agregaron las perlas previamente preparadas y se
agitd durante 30 min. Se retir6 el sobrenadante, se enjuagaron dos veces las perlas con 50
pl de solucién de lavado IX (sol comercial). Se retiré el sobrenadante y las perlas se
resuspendieron finalmente en 6 pl de H,O libre-RNA’asas. El RNA poli A se almacen6 a
~70° C, hasta su uso.

3.6 Micro arreglos.

3.6.1 Marcaje de sondas de ¢cDNA.

Para la sintesis, purificacidn e hibridacion de las sondas se utilizé el paquete Atlas cDNA
Expression Arrays, Clontech. A partir de RNA poli A se sintetizaron cDNA’s de cadena
sencilla, ncorporando marca radioactiva durante su sintesis, en base a la siguiente reaccion;
en un tubo de 0.5 ml se mezclaron los siguientes reactivos:

Mezcla maestra
4 ul solucidn de reaccién 5X
2 pl de mezcla de dNTP’s 10x (dGTP, dCTP y dTTP)
5 ul dealfa®?P (3000 Ci/fmmol, 10 pCi/ul) dATP
0.5 i DTT (100 mM),
11.5 ul  Volumen total.

Se adicioné 1 pl de oligonucledtidos CDS (mezcla de oligonucle6tidos especificos) a las
perlas con el RNA poli A, incubdndose a 65° C durante 2 min. Se redujo la temperatura a
50° C por 2 min. y durante esta incubacién al tubo con la mezcla maestra se le agregaron 2
pl de transcriptasa reversa MMLV (50 ud/pl). Terminada la incubacién se adicioné la
mezcla maestra (13.5 pl) al primer tubo y éste se incub6 a 50° C por 25 min. Transcurrido
el tiempo se adicionaron 2 ul de mezcla de terminacién 10X (Sol. comercial).

3.6.2 Purificacién de las sondas.

A la sonda se le agreg6 180 ul de la solucién comercial NT2. La mezcla se transfirié a una
columna “nucleoSpin columns” y se centrifugé a 14 krpm por 1 minuto a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue recuperado en un tubo colector y se eliminé. A la columna
se le adicionaron 400 pl de solucién comercial NT3, se centrifugd a 14 krpm por 1 minuto.
Se eliminG el sobrenadante, se repitié tres veces. Se transfirié la columna a un tubo de 1.5
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mi y se le adiciond 100 pul de buffer NE permitiendo I8 columna se humedeciera por 2 min.
Se centrifugd (14 krpm x | minuto) para eluir la sonda.

3.6.3 Determinacién de la incorporacién de P y actividad especifica de las sondas
marcadas.

Después de la reaccién de marcaje, la actividad especifica de la sonda se verificé por
duplicado en un contador de centelleo (Beakman modelo LS 9000sc), adicionando 2 pl de
la sonda purificads sobre papel absorbente (Whatman DE81), colocado en un vial para
contador de centeileo, se agregé 5 m! de ngido de centelleo. Se determino e! ntimero total
de cuentas por millén en un canal para **P (Multiplicando las cuentss por un factor de
dilucién de 50).

3.6.4 Hibridacién de las sondas de cDNA a Ia membrana.

Se prepar6é una mezcla con 6 mi de solucidn ExpressHyb precalentada a 68° C y 50 pl de
DNA de esperma de salmén (10ug/pl) que previamente se desnaturalizé, manteniendo la
mezcla a 68° C hasta su uso. En un tubo para hibridacién se colocé la membrana de 609
genes (hidratada con H,O desionizada) se le agregd la mezcla distribuyéndola sobre toda la
membrana. Se prehfbrido por 30 min. con agitacion continua (7- 8 rpm) en un horno de
hibridacién (“Hybridization incubator, Lab-line).

Se mezclb la sonda (98 pl) con 5 ut DNA cot-1 (1mg/mi) y se incubaron a 70° C por 2 min.
La incubacién continué 10 min. mas a 68° C. Esta mezcla se agregd a la solucién de pre-
hibridacién. La hibridacion se realizd durante 24 hrs. con agitacién continua (7-8 rpm) a
68° C. Una vez terminada la hibridacién cuidadosamente se retiré la solucién de la
membrana y se lav6 con soluciones de baja a aita astringencia a 68° C.

Las membranas fueron colocadas en bolsas de plastico, se expusieron en cassettes con
pantallas intensificadoras “Kodak Storage Phosphor Screen” (“Molecular Dynamics™) a
temperatura ambiente durante 72 hrs. Después de este tiempo la pantalla se analizd en un
escaner Optico “phosphorimaging™ (Storm 680, Molecular Dynamics Inc.) que produce
imégenes digitales con las cuales se determinaron los niveles de expresidon mediante el
programa “Atlasimagen 2.0” (Clontech).

3.6.5 Normalizacioén de datos.

Para hacer comparables los datos obtenidos de cada membrana se utilizd un coeficiente de
normalizacién global del programa “AtlasImagen 2” (Clontech), donde los valores de sefial
de todos los genes son utilizados. El método se basa en la sumatoria de los valores de seftal
sobre el fondo en la membrana, como s¢ describe a continuacidn:

Z (intensidad — fondo),
Coeficiente de normalizacién = £l

Z (intensidad - fondo);
l

Donde: i = genes sobre la membrana |
j = genes sobre la membrana 2
n = nimero de genes sobre la membrana
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Con este método se determinan los niveles de transcripcidn y podemos construir “perfiles
de expresion genética” con lo que se caracteriza el funcionamiento dindmico de cada gen en
el genoma [Brazma A et al, 2000].

3.6.6 Andlists de Ia matriz de expresién.
La normalizacién de datos nos generé una matriz de expresion que se analizd mediante las
dos siguientes estrategias:

1. - Comparando los perfiles de expresion de los genes por comparacién de filas en la
matriz de expresion.

2. - Comparando los perfiles de expresion de las muestras por comparacién de las columnas
en la matriz

Ambos métodos se combinaron para determinar similitudes o diferencias en los genes
analizados [Brazma A et af, 2000].

3.6.7 Transformaci6én de los datos para su interpretacién gréfica.

Los resultados de muchos experimentos de Micro Arreglos son radios (razén de la divisién
del valor de intensidad de experimental sobre el control). En nuestro caso la medida del
radio se procesd en forma de logaritmo y se consideréd que valores mayores o menores de 2
decenas en escala logaritmica, respecto al control, tienen cambios en la expresién [Eisen M
B, 1999).

3.6.8 Analisis por agrupamiento jerdrquico de Ia matriz.

Un sistema de andlisis por agrupamiento para informacién de expresién gendmica de
hibridacién de Micro Arreglos de cDNA se describe como algoritmos estadisticos tipicos,
para arreglar los genes de acuerdo a la similitud en los patrones de expresion [Eisen M B er al,
1998].

La finalidad de los métodos de anAlisis por agrupamiento es encontrar la solucién posible
mas significativa, apoydndose de diferentes algoritmos. Existen varias categorias:
Agrupamiento jerarquico; Unién completa (Agrupamiento por 4rbol); Unién por dos vias
(Agrupamiento por bloque); Mapas de auto organizacién; Escalada multidimensional y
Agrupamiento por la media-K (este se¢ usa para estudios complejios de tejidos de
mamiferos). El propésito del primero de estos algoritmos es utilizar medidas para unir
objetos por su similitud 0 distancia, basado en una o multiples dimensiones, que nos
indican la distancia geométrica entre los objetos (medida de similitud). La mas utilizada es
la distancia Euclidiana.

Para nuestro agrupamiento se utilizé Agrupamiento jerarquico, en donde se usaron objetos
vecinos a lo largo de los grupos [StatSoft, 2001].

Después de elegida la medida de similitud, el patrén de expresién se género mediante un
andlisis no supervisado, que permite comprender cuales son los mecanismos implicados en
cada tumor {Brazma A et al, 2000].

Normend Gereia Hemiéndez
T de keencctura 19




Lebestry é3 Gzt Maleouly UM et Gaftien Komem, Hirspit) €y Fadizis, DUSS, ORS00

4. Rezoitedos.

4.% Caracteristicas de los tumores.

Se anslizaron dos tumores mamarios virgenes & tretamiento, uno etapa 1A (A) cercinoms
ductil infiltrente en complejo radisl, de uns mujer de 48 afios, con un peso de 484 mg y otro
¢tapa [ (B) carciroms lobuliller infiltrante con pairdn el ceniro y sdlido, de una mujer de
42 affos con un peso 223 mg. El RNA poli A de gldndula mzmearia se obtuvo de una mujer
csucdsics sin neoplesio mamaria (Cloniech).

4.2, Obteneifn de RNA ¢5tgl,

Se obtuvo uns conceniracidn suficiente de RNA total, del tumor A, a partir de 484 mg de
tejido se extrajeron aproximademente 460 ug de RNA total segin cuantificacidén descrita en
métodos y del tumor B, 2 partir de 223 mg de tejido se extrajeron aproximadamente 550
ug de RNA total segiin cuantificacién descrita en métodes, sin degradacién significativa en
ambos tumores (Fig. 3 y tabla 3). Se tom6 ¢l volumen suficiente para tener al menos 1 ug
de RNA poli A (considerendo que se tiene uns eficizncia de obtencién de 1-5 ug de RNA
poli A por cada 100 ug de RNA total) [Duggan D Jet o/, 1959].

4.3 Obtencién de In sonda a partlr de RNA poli A de tumores mamasios.

El RNA fue copiado &8 cDNA medisnte oligonuclebtidos especificos, partiendo de
aproximadamente 1 ug de RNA poli A (RNA’s menssicros) y mercedo con dATP o¥?P. Se
obtuvieron actividades especificas meyores de 1.2 x 10° cpm, para ceda muestra. Se
hibridaron durente 24 hrs. a la membrane, después de transcurrido este tiempo se
expusieron en una pawtalla “phosphor screen” para obtener upg imagen digital en un
escéner 6ptico (Tabla 3).

* - -
5 1

5
[>adn
24

Q¥ &
: : [ ] [
= )
" o b £
5%

Fignro 3. - RNA total, El RNA total se aislé como se describe
en métodes, Uns alicusta de coda muestra se sometié a
electroforesis en gales de egerosa a) 2% tefiides con bromuro de
etidio. Los carriles 2 y 4 musstren ¢l RNA total (concentrecién
0.92 pg/ul) det tumeor etapa IT (A); En el carril 6 se observa el
RINA total (concentreeién 1.1 pg/pl) del tumror etapa I (B). Se
indicen 1as bandas de los difcrentes RNA's ribosomales.
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Tahls 3. - Caracteristicas do los tumoeres ganlizades y del control poli A.

Peso [ IRNA | RNA poli | Activided | Tiempode |Exposicién
Muestra Etepa (mg) | toe! (ng/ A(ug) | especifica |hibridacién a| “phosphor
uh) 2prox. {cpm) |lamembrana| screen”
343100 (A) |Il-A 484 0.92 1 1.25 x10° 24 hrs 90 hrs.
337 (B) m 223 1.3 1 1.57 x10° 24 hrs 120 hrs,
Control (C) | Normal — 2.2 1 127X10° { 24 brs 90 hrs.
Se clasifico a los tumares utitizando los criterios del Comité Americano de Céncer [Cotran R S e al, 1994].

El RNA total obtenido se resuspendi6 en 500 pl. Se calculo la activided especifica de la sonda obtenida o
partir del RNA poli A (RNA’s mensajeros) en un contedor de centelleo obteniendo cpm (cuentas por minuto);
se hibridd ésta a la membrana y se expuso en una pantalla “phosphor screen™ 4 8 5 dias

4.4 Obtencién y andlisis de los patrones de expresién.
En las Figuras 4, 5 y 6 se muestren las imégenes de cada membrana capturadas con un
escéner Optico para fosforo “phosphorimagen” y analizadas con el programa “AtlasImagen
27, como se comemia en méfodos. Cada par de manches en la membrena representa un gen
conocido. Mediante el programa “AtlasImagen 2” a cada patrén de expresion se les calculd
un valor de intensidad y se aplicé una normelizacién de los datos en donde se consideré la
intensidad, el radio, el fondo en la membrana y el mimero de genes que se expresan.

-a
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Figura 4. - Imagen de “Micro Array”. Se musstran los genes que
sz estén expresando en gléndula memaria humsana no afecteda. Los
patrones de expresién de cbtuvieren a partir def RNA poli A. Ceda
mancha es preporcional al mento de ¢cDNA marcado con fésforo 32
que hibridé por duplicado con una secusncia homéloga.
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Figurg 8. - Fragen de “Miero Array™. Sc muesivan los genes
que s¢ estdn expresando en el tumor etapa 11 (3431.00). Los
patrones de expresifn se obtuvieron a partiv de RNA poli A
Cada mancha es proporcional el monto de cDNA marcado con
fasforo 32 que hibridé por duplicado con unn secuencia
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Figura 6. - Imagen de Micro Array. Se muestra los genes que
se estén expresando en el tumor etapa 11 (337). Los patrones de
expresitn sz ebtuvieron a pertir de RNA poli A. Ceda mencha es
proporcional al monto de ¢DNA marcado con fésforo 32 que
hibrido por duplicado con una secuencia homéloga.

4.5 Comparaeibn de los patrones de expresion entre in muestra eontrel y los tumores.
Se compararon los patrones de expresién entre ¢l conirol y ceda uno de los tumores
mamarios estudiados (3431-00 [A) y 337 [B]) (ver Fig. 7, 8, 9; Toblas 4 y 5) que generd una
tabla de matrices de expresidn genética (efemplificada cn tebla 4) y nos ayudd a entender la
regulaci6bn genética, rutas metabllicas, mecanismos genéticos de enfermeded, y el
comportamiento individual de ceda muestra anslizada.
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Para el anélisis de la metviz se determinaron los redios de cads peirén de expresidn en la
membrans, éstos se transformaron & logariimo base dos. La matriz se corrid mediznte el
programa Cluster y Tree View (sofiwere’s de Michael Einsen), bajo la condicién de endlisis
compleio con dos unidades de diferencia, s decir que el rango que esté comprendido entre
—0.32 y 0.26 en escala de Jog2 se considerd sin cambio en Iz expresién genética respecto al
contro] (dos unidades hacia abajo o arriba). S¢ obtuvo un dendograma y una imagen donde
£2 agrupen los genss que se expresan en los tumores y el conirol (Figura 10).

Figura 7. - Comparaeifn de los patrones de expresién catre
In glindula mamaris sin neoplasia y el tumor etnpn ., Las
manchas de color rojo indicen sobre expresién y las azules baja
expresién en el tumor. Las verdes indicen que no hay diferencia
y lzs manches negres indican que no se expresn el pen en
ninguna de las dos muestras.
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Figura 8. - Comparacién de los patrones de expresién entre
In glinduls mamaria sin neoplasia y el tumor etapa III Las
menchas de color rojo indicen sobre expresién y les azules baja
expresita en el tumer, Las verdes indican que no hay diferencia
y lgs manchas necgres indican que no se expresn el gen en
ninguna dz Iss dos muzstres,

Tabln 4. Exnresién global de los 397 senes apalizados en ambaos tumores respecto ol conteol.

Funcién relacionada Numero {Scbre |Baja Sin Contrarios {No
de expre- |expre- |dife- en su expresa-
genes, | sién. | sién. rencig. | respuesta, | dos.

Reguladores de ciclo celular, reguledores de; 98 3 31 8 49 7

crecimiento.

Apoptosis, oncogenes, supresozes de tumor. 98 4 14 6 71 3

Respuesta de dafio celular, reparacién y| 98 13 19 1 64 1

recombinacién, receptores para el desarrolio y

crecimiento celular,

Adhesidn celular, motilidad y angiogénesis. 98 3 24 3 67 1

Reguledores de invesién, interaccién célula-| 98 7 27 2 58 4

célula.

Factores de ¢recimignto. 98 19 16 0 62 1

Genes de la economia doméstica. 9 2 5 0 2 0

Controles negatives. 12 0 0 0 0 12

Total | 597/609 | 51 136 20 373 29
Nosmrd Qoreto Hoetodz
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Tabla 5. Matriz de penes seleccignados.

Cord. | [Gen [ C | A | B |Dif(Cvs A) |Dit (Cvs B)
Genes sobre expresados

Alc | Concerdante | Serin-treonin-cinasa

PCTK1} 207 726 241 519 34
B6l Proteina Mdm?2. 21 32 120 11 99
C2g Metiltransferasa de DNA, 6-

O-metilgpanidina (MGMT). 37 161 181 124 144
D2e Coligena alfa tipo XVIIL 184 274 241 90 57
G21 Proteina ribosomal 89 de la

subunidad 405 4314 | 10754 | 5309 6440 995
F5d Interleucina 12 (IL-12) 35 48 60 13 25
ESm | Contrario jCaderina 13T [ 48 60 40 52

Genes bajo expresados

B3d |} Concordante | Caspasa 4 (CASP 4) 289 0 181 -289 -108
E3f c-myc 2160 549 1448 -1611 ~712
ASe Contrario |[Antigeno de proliferacidn

celular (PCNA). 394 113 241 -281 -153
C5l HER2 87 32 60 -55 =27
D7d Precursor B del factor de

crecimiento endotelial

vascular (VEGF-B) 150 48 120 -102 -30
Fle Factor de crecimiento

endotelial vascular de unién

a heparina (VEGF) 725 | 161 | 543 -564 -182 ¢
G5 Ubiquitina 12107 | 10625 | 10015 -1482 2092 |

Lista de genes elegidos por su funcion para ejemplificar 1a matriz generada por el programa AtlasImagen 2.0.
Se muestra el valor de intensidad normalizado vy las diferencias de expresion entre los tumores (A, B) y el
control (células mamarias no neopldsicas) (C). También se hace la notacién respecto si concuerdan
(concordante) o no (conirario) con lo reportado en la bibliografia. Cord. = coordenada del gen en el micro
arreglo,

En la tabla 5 se aprecia una relacion de genes elegidos por su funcion sobre la base de las
membranas empleadas en este trabajo, tomandose dos de cada grupo, uno sobre expresado
y otro bajo expresado y comparando si esta expresion coincide con lo reportado con la
bibliografia. De los genes sobre expresados solamente la caderina 13T esta en desacuerdo
con lo que se ha reportado. Con lo que respecta a los bajo expresados solo estan de acuerdo
la caspasa 4 y c-myc.

De los 597 genes analizados en ambos tumores, 29 genes (2.85%) no se expresarcn, 20
genes (3.35%) no presentaron diferencia en su expresion, 51 genes (8.54%) estuvieron
sobre expresados, 136 genes (22.78%) baja expresion y 373 genes (62.48%) mostraron
expresiones contrarias entre ambos tumores {Figura 9). De los genes del tumor etapa II, 103
genes (17%) no se expresaron, 239 genes (40%) estuvieron bajo expresados, 49 genes (8%)
no presentan diferencia en su expresion y 206 genes (35%) sobre expresados. De los genes
del tumor etapa I11, 157 genes (26%;) no se expresaron, 95 genes (16%) estuvieron bajo
expresados, 93 genes (16%) no presentan diferencia en su expresion y 252 genes (42%)
sobre expresados.
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Expresion genética en ambuos de tumeres
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Figura 9. - Representacién grifica del percentaje de los
totales de [z tabla 4. Se muesira los grupos de genes respecto a
su expresién, donde aparece la cantidad de genes en la misma
condicién en ambos turtores.

En la figura 10 se muestran los patrones de expresion & nivel gensral de los tumores y el
control. Debido a que el programa cluster agrupa los patrones de expresion de los diversos
genes analizados por similitud o diferencia, se puede sugerir 2 hipbiesis de que patrones de
expresidn localizados en las mismas ramas del dendograms estén co-regulados y
posiblemente relacionados funcionalmente. Como se puede observar los patrones de
hibridacién del tumor etapa II conservan grupos mdés claros y un patrén de expresidn
similar al control, lo cual no se observa en el tumor etapa ITI.

De acuerdo al andlisis del dendograma las principales diferencias en los patrones de
expresion entre el control y los tumores corresponden al 4rea de los geanes reguladores de
ciclo celular y reguladores de crecimiento. A partiv de este andlisis se desprendié lo que
hemos dado por llamear el “Top 20” de los genes con sobre expresién y baja expresién en
ambos tumores con respecto al control. En lzs tablas 6 y 7 s¢ observan los “Top 20 genes”
sobre expresados y bajo expresados para las muestres analizedss. En el caso de los genes
sobre expresados el 65% de ellos pertenecid a factores de crecimiento y citosinas (grupo F),
el 10% correspondi6 a genes relacionados con adhesién celular y angiogénesis (grupo D),
el resto genes de los grupos A, B C, E y G gue tuvieron el mismo porcentaje del 5%. Con lo
que respecta a los genes bajo expresados el 25% perteneci6 a genes reguladores de invasion
¢ interaccidn céhila-célula (grupo E), el 20% a genes relacionados con apoptosts,
oncogenes y genes supresores. Un tercer grupo con un porcentaje del 15% correspondid a
genes de los grupos A, C y D. Por tltimo los grupos F y G que tuvieron un 5%.

La informecidn generada en esta investigacion se ha ido confirmando en trabajos
subsecuentes al termino de esie reporte, por lo cual no aparecerén, pero se ha corroborado
la clara divisién de los tejidos pertenecientes a las etapas I1 y 11 que se observa en la figura
10, ademds se han encontrado casos que histolégicamente se comportan dentro de un
grupo, pero que en un dmbito molecular se infegran en otro distinto, los cual es alentador
para desarrollar une taxonomia molecular para una mejor clasificecién de los tumores.
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Fignra 10. - Dendegrama e imagen (“cluster™) del sprupamiente jerdrquico de los patrones de
expresién de les 2 tumores mamarios y el contrel. Se muestran los pstrones de expresién de los tumores y
¢l control, chtenidos mediante un enélisis de agrupamiento completo como se describe en métodos. En el
dendoprama cada rama corresponde a genes con patrones de expresidn similares, En la imagen el 4rea de
color verde corresponde a los patrones de expresién en el control, que s¢ consideran como normales. En et
caso de los tumores el érea de coler verde corresponde a los patrones de expresién que son similares al
control. El drea de color amarillo corresponde 8 genes que no s expresan, tanto ¢n ¢l control como en los
tumores. El drea de color regro corresponde 8 genes con baja expresién en los tumores respecio al control, El
drea de color rojo corresponde a genes sobre expresados en los tumores respecto al control.
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Tablz 6. Genes con schre expresién (“Top 20" sobre expresados),

Sobre expresiin
Cord. Gen m Radidq RadioLog{zy log(Z) Log(Z)
(NB) | AmE BNE NB | Radlo Al Radlo B
F2K____ Factor do erecimiento do fivoblastos tpo 3 (FGF3). 1 {4251 8 | 0 | 2.09 3
F7d D30, 1 425{ 8 0 | 209 3
Fia reguling (AR). 1 48412838 0 {221 | 4.72
Fbe Entorioucing 13, 1 146412838 0 [ 221 | 472
FEk ntesfertn gama. 1 464(26.36] 0 | 221 | 4.72
C2g ferasa do DNA, 8-0-metiguzniding (MGMT). 1 148|537 0 | 226 | 242
Dde irienring beta 1 (ITGBY). 1 5 [19.2] 0 | 232 | 4.26
A3c Ciclina G2. 1 5 |386! 0 | 232 | 527
E1h ina 3 (MMP11). 1 5501261] 0 |} 248 | 1.38
F8n Factor do desamollo y crecimiento de megacariocitos. 1 16221357 0 | 264 | 184
F7m__ Ouimiccina IP-10 (MIG). 1 7 11755 O | 281 | 413
F7c f igando CD 27. 1 7.29113.71] O 287 | 3.78
F7 Recaptor ds interfertn gama (IFNGR). 1 1736]13.78| 0 | 2.88 | 3.79
B2k Proteing inhibidora de apoptesis 2. 1 833|132 | 0 | 3.06 5
Eig isina 2 (MMP10). 1 8.5 [32.17]| 0 | 3.08 | 5.01
F5i interfern-beta (INFB). 1 |856|1067] O 3.1 | 342
F7i Receptor beta do interferdn-aifa (FINBR). 1 [10.2[19.2] 0 | 3.35 | 4.26
G7 Fosforibosil hipoentina guanidin transferesa (HPRT) 1 |102]19.2] 0 | 3.35 | 4.26
F7n Monocina inducida de interferén gama (gamma IP10). 1 ]10.89(10.16] 0 | 344 | 3.34
F6i  Fecor precursor da oflulas “ster”. (MGF) 1 | 25| 95| o | 464 | 6.58

Lista de genes que oscilan en los principales rangos de sobre expresion. Se muestra el valor del radio
generado por las diferencias de los tumores respecto al centro!l. También se muestra el valor transformado con
log base 2 que se utilizé para visualizar mediante el programa Tree View los grupos, NB = Mama normal; A
= Tumor etapa II; B = Tumor etapa HI. Cord. = coordenada del gen en el micro arreglo.
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Tabla 7. Genes con bajs expresién {(“Top 207 bajo expresados).

Bala expresion
Cord Gen Radlo
- Norma } | Radlo Radic Log(2) I-oslzf Log (%)
(NB) B/ND NB | Radio Al Radio B
Adf Inhibidor de ciclinas {Kip2). 1 [0.02(065{ 0 | -564(-0.86
B7b ) 1 10.02|063| 0 | -5.64 [ -0.67
=30 da pisiatrofina (PTN). 1 {002]062] O |-584]-029
Ba Proto-oncogen e-fos. 1 10.02]094| 0 | -5.64 | -0.08
D3n Procursor do intagrina aipha 6 (ITGAS). 1 J0.03]952] 0 |-508) 094
Gliceraldehido3-fostato Deshidrogenasa da hi
612 leaeory, gado 1 looslo7al o | 508 | -045
Prolzine de induccién de diferendacitn celuler en
Ble L cucemnia miclokde MCL-1. 1 |0.03]078] 0 | -5.06 | -0.34
E4c na fhoS. 1 [0.04]0.75{ 0 | 464 | -0.42
E3l GTPasa peguefia (thoC). 1 10.05/056] 0 | 432} -0.84
D2j Receptor de laminina (LAMR?), 1 |005[(076] 0 | 4.32| 04
Preieina inducible por dafic celular y erresto da crecimiento
C2e GADD153. 1 0.06/0.71] 0 | 4.05| -0.49
E6j Desmoplaguina i (OPI). 1 0077054 0 |-3.84 1 -0.89
C3j FJaaged” 1 (HJ1). i (0.07{057{ 0 {-3.84 -0
D5a Paxilina. i 10.08{071| 0 | -3.84 {049
E2a Meteloproleinasa 19. 1 ]0.08)/0.73] 0 | -3.64 | -0.45
B7g Precursor del receptor de la profelna tiresina cinasa (SKY). i (0.09{068| O | -3.47 ; -0.54
C2d Proteina de reparacion por excisién (ERCCS). 1 1009|073} 0 | -3.47 | -0.45
Aln Cinasa 2 tipo CDC {CLK2) 1 011037] 0 |[-3324-1.43
AZh Proteina cinasa relacionada a CDC2 (PISSLRE) 1 0.1 /1066 0 |-332} 08
E6i recurser de proto cadering 43 (PCDH43). 1 01075 O -3.32 | 0.42

Lista de genes que oscilan en los principales rangos de baja expresidn, que muestra ¢l valor del radio
generado por las diferencias de los tumares respecto al control. También se muestra el valor transformado con
log base 2 que se utilizé para visualizar mediante €l programa Tree View los grupos. NB = Mama normal; A
= Tumor etapa I1; B = Tumor etapa II1. Cord. = coordenada del gen en el micro arreglo.
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5. Discusién.

La clasificacién de tumores es un proceso dificil, basado sobre una mezela compleja de
criterios de determinacién empiricos. (Valoracidén morfoldgica, extensibn de la
diseminacién de la enfermedad y un pufiado de prondsticos estadisticos), La incapacidad de
clasificar los tumores en grupos clinicos y biclégicos relativamente homogéneos,
obstaculiza el diagnbstico y la bisqueda de terapias efectivas. La amplia diversidad de
tumores, afn los que derivan del mismo tejido, presenta un reto para un temprano y
acertado diagndstico [Perou C M ef al, 2600},

Sf todos los tumores de un diagndstico patol6gico dado fueran tratados con una nueva
droga y solo el 10% de éstos mostraran remision, entonces la droga seria abandonada. Sin
embargo, si una prueba diagndstica indica que ese 10% que respondié al tratamiento,
corresponde a un subtipo particular, entonces estaria claro que este firmaco trabaja
efectivamente sobre ese subtipo. Este ejemplo corresponde a la historia de Herceptina

(anticuerpo contra la oncoproteina de HER2/neu) [Jacobs T W et al, 1999 en Perou C M et dl,
2000).

En este trabajo se determinaron los perfiles de expresion de dos tumores. Se encontraron
diferencias en ¢l comportamiento de diversos genes analizados en ambos tumores con
respecto al control, un 2.85% (29 genes) no se estén expresando, un 3.35% (20 genes) no
presentan diferencia en su expresion, un 8.54% (51 genes) estén sobre expresados, 22.78%
(136 genes) estan bajo expresados. Del total de los genes analizados en ambos tumores un
62.48% (373 gencs) mostraron expresion contraria, lo que indica que hay divergencias en el
comportamiento a nivel transcripcional, posiblemente por el desarrollo del proceso
neoplasico.

Para el andlisis y visualizacion de los patrones de expresién, los valores cuantitativos se
mostraron ordenados y clasificados en un “cluster”, en donde estin representados por una
escala de color. Por otro lado, se crearon dendrogramas en los gue se observé ia relacion
entre tumores ¢ genes. El producto final es una representacion compleja de la expresion
genética, que preserva la informacién cuantitativa y facilita la interpretacion de ésta, lo que
permite comprender el entorno biolégico del desarrollo neoplésico.

Si encontramos que dos filas son similares, podemos suponer que los respectivos genes
estan co-regulados y posiblemente relacionados funcionalmente {Brazma A et al, 2000]. Esto
permite conocer el estado del proceso celular, la co-expresion de genes y/o nuevos genes
que den pistas de ganancia o pérdida de funcion entre los tumores y el tejido no neoplasico
[Eisen M B et af, 1998).

Existe una influencia del tipo celular sobre los perfiles de expresion, aunque cada célula
posee una “firma genética” que caracteriza a éstos. Posiblemente Ia heterogeneidad celular
de tumores solidos (en donde diferentes partes de un tumor pueden mostrar diferentes
perfiles) o la inestabilidad del RNA al tiempo que es colectado y almacenado podria
ocasionar la no-reproducibilidad en los perfiles entie ensayo y ensayo. Se ha demostrado
que variaciones en el manejo antes del congelamiento de la muestra tienen un minimo
- efecto en el perfil global y que muestras repetidas del mismo tumor dan perfiles similares.
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Ninguno de estos presemta por lo tanto dificultades insupersbles, es decir, esto no
compromete el andlisis, en cambio permite la valoracién de la contribucién relativa de los
diferentes tipos celulares para un perfil global.

Para verificar 1z aplicacién de los Micro arreglos en cuanto a la distincién de los diversos
patrones de expresion, la durabilidad de la identidad celular (por ejempio antes y después
de tratamiento) y ver si con ellos se puede generar una plantilla base, se han llevado a cabo
diversos estudios. En el National Cancer Institute (NCI) utilizaron 60 Iineas celulares para
evaluar sus patrones de expresién y la relacién entre ellas, haliando que los patrones
primarios reflejan su origen de tipo celular, con lo que demuestran la durabilidad de la
identidad celular. [Perou C M et al, 2000). Una investigaciébn comparativa entre leucemia
linfoblistica aguda y leucemia mieloide aguda mostré una clara distincién entre las dos
neoplasias, introduciendo un algoritmo denominado predictér de clase, que permite
distinguir en un conjunto de genes los patrones de expresidn entre la mayoria de casos.
[Golub, er al, 200G en Perou C M et al, 2000}. Un estudio sistemético de grandes linfomas difusos
de células B (DLBCLs), el tipo mAs comiin de linfoma de “non-Hodgkin’s” sugiere que
este tumor puede dividirse en dos subtipos bioldgicamente interpretables, uno con
consecuencias clinicas menos virulentas y otro con un alto riesgo de progresion. Esto
resalta que el perfil de expresién discrimina tumores patolégicamente indistinguibles [Perou
C M et al, 2000}. En una investigacién desarrollada en 17 cultivos de lineas celulares y 65
muestras de tejido de mama en 1753 genes, se encontré que sus resultados pueden ser
utilizados como plantilla para el reconocimiento de caracteristicas en los patrones de
expresion de tumores. Esto valida la idea de que las c€lulas neoplasicas humanas muestran
expresion genética que permitird la distincidn de subtipos celulares potenciales [Ross, ef al,
2000 en Perou C M et al, 2000].

Los tumores s6lidos, como el de cancer de mama presentan un mayor reto para el perfilado
molecular debido a que contienen una variedad de tipos celulares que incluyen: células de
carcinoma; células adherentes; células linfiticas y/o células de endotelio. Recientemente
Perou et al exploraron el patron de expresion de 40 tumores de mama, utilizando como
patron de referencia la expresion de lineas celulares especificas, para identificar grupos de
genes co-expresados. Identificaron al menos ocho tipos diferentes de células encontradas
variablemente en los tumores analizados, lo que permitid clasificarlos en diversos
subgrupos: células derivadas de epitelio basal; células derivadas de epitelio ductal
estrogeno positivas; células que sobre-expresan ERBB2/HER y células semejantes a tejido
normal. Estos tumores fueron evaluados antes y después de quimioterapia y la clasificacion
previa, probd ser de gran valor, ya que los patrones de expresion permitieron reconocer
individualmente a cada tumor y definir si la terapia asocia estos datos con la efectividad del
tratamiento.

Hay dos conjuntos de genes con consistentes patrones de co-variacion prominentes en los
estudios NCI60, DLBCL vy los 40 tumores, referidos como el grupo interferén-regulado y el
grupo de proliferacién. Estos grupos de genes definen uno de los patrones de expresion mas
ficitmente identificables. Sin embargo no esta claro que significan. Por lo que es necesario
estudios de patrones de expresién que permitan definir si los subgrupos son constan‘es y
cual es su papel en el desarrollo neoplasico.

Nemmad Goreia Hamédndez
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Los estudios de medicién basados en Micro arreglos distan de dar estimados de cuentas de
RNAm por célula en una muestra. En el caso de buscar el comportamiento especifico de un
gen, las mezclas variables de tumor y tejido normal pueden confimdir los anélisis cuando
una cuantificacidn especifica es necesaria. En estos casos, otros métodos de medicién de Ia
expresidn genética como amplificacién en cadera de I polimerasa acopleda s 1a sfntesis de
¢DNA cuantitativa, por ejemplo “RT-PCR MIMICS” [Sicbert P D er al, 1993} pueden ser
necesarios para definir acertadamente el miimero de transcritos de los genes de interés. Con
lo que los resultados también sirven para validar los datos obtenidos mediante las
comparaciones de los Micro Arreglos [Perou C M et al, 2000; Brazma A et af, 2000).

Los micro arregios nos permitieron valorar los cambios asociados con el desarrollo
neoplisico. En el caso de las muestras que se analizaron y en base a los reportes en la
bibliografia los principales genes con sobre expresién forman parte de los procesos de
proliferacién neopldsica (FGF-3, CD30, MMP-11, MGF, IFNG), necrosis (gamma IP10),
inhibicién de apoptosis (CD30, CD27, APIl), genes mitogénicos (CD30, AR),
diferenciacién (CD30, CD27, MGF), asociados a los sistemas de reparacion del DNA
(MGMT), procesos de adhesion (ITGB1, MIG), sefializacion (ITGB1, IFNAR2),
progresidn del ciclo celular (CCNG2, MGF), destruccién de matriz extracelular con
subsecuente invasién de células de carcinoma (MMP-11, MMP-10), angiogénesis (MIG) e
inhibicién de proliferacién celular (IFNG, IFNGR, IFNB1). Ocho de estos genes (FGF-3
CD30, AREG, MMP-11, CD27, IFNG, IFNGR, IFNB1) ya se han descrito ascciados a
diferentes tipos de neoplasias.

Con lo que respecta a los genes con baja expresion , éstos forman parte de los procesos de
inhibicién de proliferacion celular (KIP2), ciclo celular (KIP2, RhoC, PISSLRE, p48,
PTN), diferenciaciéon (KIP2, HJ1), migracion celular (PTN), inhibicién de crecimiento (c-
FOS), apoptosis (c-FOS, MCL1), metéstasis (c-FOS, LAMRY1), adhesién (ITGA6, Rho8,
RhoC, PTN, SKY, PCDH43, PCDH43), transcripcion (p48, Rho8, RhoC, CLK2), sintesis
de DNA (RhoC), sistemas de reparacion del DNA (GADDI153, ERCCS), destruccion de
matriz extracelular con subsecuente invasién de células de carcinoma (MMP-19). Tres de
estos genes (KIP2, ¢c-FOS, LAMRI1) ya se han descrito asociados a diferentes tipos de
neoplasias.

Como se comento anteriormente estos genes pueden estar asociados al proceso neoplasico,
sin embargo cabe la posibilidad de que no pudieran estar directamente relacionados con el
desarrollo de este proceso, ya que hay que tomar en cuenta que ¢l estado de la transcripcion
de estos genes pudiera depender de la actividad celular que domine en el tejido en el
momento en que se obtuvo el RNA. Para solucionar esta posible controversia es necesario
analizar un mayor niumero de muestras tanto de tejido normal como de tejido neoplésico.

Se han identificado genes/proteinas con valor prondstico y/o biologico, estos
biomarcadores han sido cuidadosamente identificados y walidados con diferentes
tecnologias. Los Micro arreglos  deberdn proveer un buen nimero de nuevos
biomarcadores que puedan ser utilizados para identificar asociaciones con pardmetros
clinicos en una manera relativamente répida e imparcial. Ademnés, los micro arreglos
permitiran en un futuro correlacionar directamente cada uno de los factores de prondstico a
otros factores y tratar de determinar si estos actian solos o en concierto. Hallar las
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combinaciones apropiadas de algoritmos analfticos, considerando esquemas de seleccién de
genes y métodos de verificacién estadistica para definir la taxonomia de los tumores es un
érea de intensa investigacién que debe ser una prioridad pare clasificar y caracterizar los
tumores,

En los préximos afios se podrén distinguir muchos subtipos de tumores que ro habfan sido
previamente identificados. Pudieras haber razones técnicas, asuntos econdmicos o de
patentes, que inhiban el uso de los micro arreglos para diagnédstico. Estudios clinicos de
cada tumor serén requeridos para establecer la especificidad y el valor agregado de los
micro arreglos. No serén necesarios cientos de genes para discriminar subtipos de tumor
clinicamente relevantes. El reto de identificar nuevos subtipos es el de cémo tratar cada uno
de esos subtipos. El predecir hébilmente el curso clinico de los tumores, no tieme un
adelanto inmediato en el tratamiento. Los subtipos de progresin de bajo riesgo permitiran
beneficio inmediato a estos pacientes.

Aunque el RNAm no es el ultimo producto de un gen, la transcripcion es el primer paso
para el desarrollo, la funcidn y la adaptacién de un organismo y la informacién a nivel de
transcripcion es necesaria para entender la red de regulacién genética. Estudios de
correlacién a nivel de RNAm's y proteinas ya esté4n en camino. La habilidad de monitorear
esta expresion estd dada por los estudios de Micro arreglos, asf se podrén construir “perfiles
de expresién genética”, con lo cual se caracterizard el funcionamiento dindmico de cada
gen o grupo de genes en el genoma. La caracterizacion de los patrones de expresion de
genes de tumor sin duda contribuira al desarrollo de un sistema de clasificacion mas preciso
y exacto. Una nueva taxonomia molecular del cancer con muchos subtipos de tumores
reconocidos molecularmente ser4 un recurso rico en retos para los investigadores y
proveera muchas oportunidades para mejorar el manejo clinico del cancer.
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6. Anexo de Abreviaturas.

API1

AR

BAX
BCL-2
BRCALl
BRCA2
cAPI1
CASP 4
CCNG2
CD 27
CD30
c-Fos
Ci/mmol
CLK2
CM
c-myc
cpm
dATP o2
dATP
dCTP
dGTP
DLBCLs
DNA ¢t-1
DNA
dNTP’s
DPI

DTT
dTTP
ERBB2Z/HER
ERCC5
EtOH
FGF3
GADDI153
gamma [P10
GAPDH
°C
“HRT™
HPRT
I[FNAR2
IFNBI
IFNBR
IFNG
IFNGR
[L-12
INFB

gen que codifica protefna inhibidora de apoptosis
gen que codifica amfiregulina
gen que codifica proteina BAX reguladora de apoptosis
Proteina anti-apoptosis
gen de susceptibilidad a cdncer de mama tipo 1
gen de susceptibilidad a cancer de mama tipo 2
son genes blanco de la actividad transcripcional NF-kappaB
gen que cedifica caspasa 4
gen que codifica ciclina G2
gen que codifica ligando CD 27
gen que codifica ligando CD30
gen que codifica al proto-oncogen fos
Curies/milimoles
gen que codifica proteina cmasa 2 tipo CDC
cancer de mama
gen que codifica oncogen c-myc
cuentas por minuto
desoxiadenina trifosfato marcado con fésforo 32 en posicién alfa
desoxiadenina trifosfato
desoxicitosina trifosfato
desoxiguanina trifosfato
grandes linfomas difusos de células B
cido desoxiribonucleico repetitivo
dcido desoxiribonucleico
desoxinucleotidos trifosfatados
gen que codifica desmoplaquina I
Ditiotritiol
dosoxitimina trifosfato
gen que codifica receptor para estrégeno
gen que codifica proteina de reparacion por escistén de DNA
alcohol etilico
gen que codifica factor de crecimiento de fibroblastos tipo 3
gen que codifica proteina inducible’ por dafio celular y arresto de crecimiento
Monocina inducida de interferén gama
Gliceraldehido3-fosfato Deshidrogenasa de higado
grados Celsius
terapia de reemplazo hormonal
Fosforibosil hipoxantina guanidin transferasa
gen que codifica receptor de interfer6n alfa
gen que codifica interferén beta
gen que codifica receptor beta de interfern-alfa
gen que codifica interferén gama
gen que codifica receptor de interferén gama
gen que codifica interleucina 12
gen que codifica interferon-beta
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ITGA6 gen que codifica precursor de integrina alpha 6

ITGB1 gen que codifica integrina beta 1

“Jagged” !  gen que codifica ligande para el receptor Notch

Kip2 gen que codifica inhibidor de ciclinas

LAMRI1 gen que codifica receptor de laminina

pCifui micro Curies sobre micro litro

MCL-1 gen que codifica proteina de induccién de diferenciacion celular en
Leucemia mieloide

Mdm2 gen que codifica protefna que promueve la degradacion de p53
MGF Factor precursor de células “stem”.

MGMT gen que codifica metiltransferasa de DNA, 6-0-metilguanidina
MIG gen que codifica quimiocina IP-10

MMP10 gen que codifica estromelisina 2
MMP11 gen que codifica estromelisina 3
MMP-19 gen que codifica metaloproteinasa 19

HE micro gramos

pg/ul micro gramos sobre micro litro

NB “normal breast” (mama no afectada)

NCI ‘National Cancer Institute”

nm nandémetros

p48 gen que codifica proteina 48; subunidad de la DNA polimerasa alfa-primasa
pS3 gen que codifica supresor de tumor

PCDHA43 gen que codifica precursor de proto caderina 43

PCNA gen que codifica antigeno de proliferacién cefular

PCTK1 gen que codifica serina-treonina-cinasa

PISSLRE gen que codifica proteina cinasa relacionada a CDC2

PTN gen que codifica precursor de pleiotrofina

Rad. Radio

Rho8 gen que codifica miembro de la stper familia de pequefias proteinas Ras de
uniéon a GTP

rhoC gen que codifica GTPasa pequeiia

RNA poli A RNA mensajeros

RNA’asas  Enzimas que degradan el RNA

RNAm acido ribonucleico mensajero (RNAm’s)

RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa acoplada a la reaccion de transcripeidn
reversa

SKY gen que codifica precursor del receptor de la proteina tirosina cinasa
Sol. Solucién

Tum. Tumor

VEGF gen que codifica factor de crecimiento endotelial vascular de unién a
heparina

VEGF-B gen que codifica precursor B del factor de crecimiento endotelial vascular

Norand Germa Heminder
Proyecto de C M 35
n




Labereiosio dy Gandtiea Mokeewlnr, UM ca Gendéico Hromana, Horpital da Podiniefs, DMSS, CMN-SXXD

7. Bibliografia.

it

10.

1.

12,

13.
14.

15.

16.

17.

18.

. Atlas cDNA Expression Arrays Kit. www.clontech.com. CLONTECHniques (2000).

Atlas Pure Total RNA Labeling System Kit. www.clontech.com. CLONTECHniques
(2000).

Berry D A, Parmigiani G, Sanchez J, Schildkraut J & Winer E (1997) Probability of
carrying a mutation of breast-ovarian cancer gene BRCAI based on family history.
Journal of the National Cancer Institute 89(3): 227-238.

Bertram J S (2001) The molecular biology of cancer. Molecular Aspects of Medicine
21: 167-223. www.elsevier.com/locate/mam

Bertucct F, Houlgatte R, Benziane A, Granjeaud S, Adelaide J, Tagett R, Loriod B,
Jacquemier J, Viens P, Jordan B, Birnbaum D & Nguyen C (2000) Gene expression
profiling of primary carcinomas using arrays of candidate genes. Human Molecular
Gengtics 9(20): 2981-299

Bishop J (1983) Cellular oncogenes and retroviruses. Annual Review Biochemical 52:
301.

Brazma A & Vilo J (2000) Gene expression data analysis. Minireview. FEBS Letters,
480: 17-24,

Broet P, de la Rochefordiere A, Scholi § M, Fourquet A, Mosseri V, Durand JC,
Pouillart P & Asselain B (1995) Contralateral breast cancer: annual incidence and risk
parameters. Journal of Clinical Oncology 13(7): 1578-1583.

Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer (1996) Breast cancer and
hormonal contraceptives: collaborative reanalysis of individual data on 53 297 women
with breast cancer and 100 239 women without breast cancer from 54 epidemiological
studies. Lancet 347(9017): 1713-1727.

Cotran R S, Kumar V, Robbins S L. & Schoen F J (Eds) (1994) Pathologic basis of
disease. 5™ edition. Ed. Saunders.

DeVita T V Jr., Hellman S & Rosenberg S A (1997) Principles & Practice of
Oncology, Fifth Edition; Cancer; Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia.

Duggan D J, Bittner M, Chen Y, Meltzer P & Trent JM (1999) Expression profiling
using cDNA microarrays. Nature Genetics 21:10-14.

Eisen M B (1998-99) Cluster and Tree View. Manual. Stanford University. 1-20.

Eisen M B, Spellman P T, Brown P O & Botstein D (1998) Cluster analysis and display
of genome-wide expression patterns. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 14863-14868.
Elenbaas B, Spirio L, Koerner F, Fleming Md, DB De Zimonjic, Donaher J, Popescu
N¢, De Hahn W¢ & De Weinberg Ra (2001) Células humanas de cancer de mama
generadas por la transformacién oncogénica de células epiteliales mamarias primarias.
El revelador 15(1): 50-65.

Fisher B, Fisher E R, Redmond C & Brown A (1986) Tumor nuclear grade, estrogen
receptor, and progesterone receptor: their value alone or in combination as indicators of
outcome following adjuvant therapy for breast cancer. Breast Cancer Research and
Treatment 7(3): 147-160

Ford D, Easton D F, Bishop D T, Narod S A & Goldgar D E (1994) Risks of cancer in
BRCAI-mutation carriers. Breast Cancer Linkage Consortium. Lancet 343(8899): 692.
695. :

Frank T S, Manley S A, Olopade O I, Cummings S, Garber J E, Bernhardt B, Antman
K, Russo D, Wood M E, Mullineau L, Isaacs C, Peshkin B, Buys S, Venne V, Rowley

Provesto deC M 36
2




Loberaioria da Geodteoa Malzew®or, UM en Gandties Hummea, Hoepia) do Redtarvhy, IMES, CGONE00

PT, Loader S, Offit K, Robson M, Hampel H, Brener D, Winer E P, Clark S, Weber B,
Strong L C & Thomss A (1998) Sequence analysis of BRCA1 and BRCAZ2: correlation
of mutations with family history and ovarian cancer risk. Journal of Clinical Oncology
16(7): 2417-2425.

19. Gustafsson A, Tartter P I, Brower 8 T & Lesnick G {1994) Prognosis of patients with
bilateral carcinoma of the breast. Journal of the American College of Surgeons 178(2):
111-116.

20.Hsall ] M, Lee M K, Newman B, Morrow J E, Andersen L A, Huey B & King M C
(1990) Linkage of early-onset familial breast cancer to chromosome 17q21. Science
250(4988): 1684-1689.

21. Healey E A, Cook E F, Orav E J, Schnitt S J, Connolly J L & Harris J R (1993)
Contralateral breast cancer: clinical characteristics and impact on prognosis. Journal of
Clinical Oncology 11(8): 1545-1552.

22. Jacobs T W, Gown A M, Yaziji H, Barmes M J & Schnitt S J (1999) Specifity of
HercepTest in determining HER-2/neu status of breast cancers using the United States
Food and Drug Administration-approved scoring system. Journal of Clinical Oncology
17(7): 1983-1987.

23. Leena Hilakivi-Clarke (2000) Estrogens, BRCAI, and Cancer. Cancer Research 60:
4993-5001.

24. Medline. http/: www.ncbi.nlm.nih.gov

25.Miki Y, Swensen J, Shattuck-Eidens D, Futreal P A, Harshman K, Tavtigian S, Liu Q,
Cochran C, Bennett L M & Ding W (1994) A strong candidate for the breast and
ovarian cancer susceptibility gene BRCAL. Science 266(5182): 66-71.

26. National Cancer Institute (2001) Breast Cancer
http://www.cancernet.nci.nih.gov/index.html

27. Orel S G, Troupin R H, Patterson E A & Fowble B L (1992) Breast cancer recurrence
after lumpectomy and irradiation: role of mammography in detection. Radiology
183(1): 201-206.

28. Perou C M, Brown P O & Botstein D (2000) Tumor classification using gene
expression patterns from DNA microarrays. New technologies for life sciences: A
Trend Guide/Review 67-75.

29. Rosen P P, Groshen S, Kinne D W & Norton L (1993) Factors influencing prognosis in
node-negative breast carcinoma: analysis of 767 TINOMO0/T2NOMO patients with long-
term follow-up. Journal of Clinical Oncology 11(11): 2090-2100.

30. Sambrook J, Fritsch E F & Maniantis T (1989) Molecular Cloning. A Laboratory
Manual. 2° Ed. USA. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

31. Siebert P D & Larrick J W (1993) PCR MIMICS: Competitive DNA fragments for use
as internal standards in quantitative PCR. Biotechniques; 14:244-249,

32. StatSoft Inc. (1984-2001) Cluster Analysis. Statistica (www.clusteranalysis) 1-6.

33. The Breast Cancer Linkage Consortium (1999): Cancer risks in BRCA2 mutation
carriers. Journal of the National Cancer Institute 91(15): 1310-1316.

34. Vogelstein B, W Kinzler K, Couch J F & Weber L B (1998) Breast Cancer. Mc Graw
Hill. Chapter 30: 537-550

35. Yokota J (2000) Tumor progression and metastasis. Carcinogenesis 21(3): 497-503

36. Zheng L. Li S, Boyer Tg & Heces Wh (2000) Learn lessons of BRCA1 and BRCA2.
Oncogene 19(53): 6159-75.

Proyecto deCM 37
21




	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Introducción

	2. Objetivo General

	3. Métodos

	4. Resultados

	5. Discusión

	6. Anexo de Abreviaturas

	7. Bibliografía


