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RESUMEN

El carcinoma cérvico uterino (CaCU), representa un importante problema de salud
mundial, constituyendo la segunda causa de mortalidad femenina en el mundo. En
nuestro pais, este tumor ocupa el segundo fugar de incidencia en la poblacién femenina.
Se han llevado a cabo diversos experimentos de gendmica funcional principaimente de
microarreglos, con el fin de definir el transcriptoma parcial de esta neoplasia. Estos
trabajos han llevado a determinar algunos patrones de expresidon como respuesta a
radioterapia. Sin embargo, existen muy pocos reportes que identifiquen a posibles
marcadores moleculares de la enfermedad derivados de un patrén de expresion
diferencial entre una célula cervical normal y una célula tumoral infectada con virus de
papiloma humano (VPH). En este trabajo utilizamos metodologias de analisis genémico,
tales como microarreglos de cADN y microarreglos de tejido, asi como diversas
herramientas de analisis bicinformatico y de biologia molecular para determinar genes
especificos que son blanco de alteraciones en su nivel de expresion en esta neoplasia.
Ademas se llevaron a cabo analisis in silico de las diferentes rutas metabolicas y procesos
celulares afectados por estas alteraciones en la expresion génica. A través de esta
aproximacion fue posible determinar la expresion diferencial de la carcinogeneésis cervical,
caracterizada por la sobrexpresién en tejidos invasores de algunos genes tales como IL8,
VEGF, Claudina 1, NDUFB6, Lamc2, Receptor de glucocorticoides alfa entre otros; asi
como la supresién de los genes Grancalcina, Receptor de de interleucina 18, Inhibidor de
la trombina placentaria entre otros. Por otro lado se identifico a los genes MMP11, MMP12
y Catepsina F como posibles marcadores potenciales de la progresion del cancer, ya que
en las diferentes lesiones premalignas estudiadas su expresion fue restringida a las
células displasicas. Por otro lado, el andlisis bicinformatico nos permitié identificar
diferentes rutas metabdlicas o procesos celulares que presentan alteraciones en la
expresion génica en presencia del cancer. Todas los procesos celulares estudiados
presentan tanto sobrexpresién o supresion en los genes que los componen como en el
caso de los genes homeobox, interleucinas, ciclo celular etc. Sin embargo es importante
recalcar que la Unica ruta metabdlica que se encontré totalmente sobrexpresada fue la
ruta de senalizacién de Wnt. En conclusion, este trabajo permitié identificar el
transcriptoma parcial y el patrén de expresién diferencial entre la célula cervical normal y
la céluta tumoral en presencia de VPH; asi como la deteccién de genes que presentan
diferencias en su expresion génica que potenciaimente podrian ser utilizados como
marcadores bioldgicos Utiles para el diagnéstico o pronostico de esta enfermedad.



ABSTRACT

Uterine cervix carcinoma (UCC) represents an important heaith problem, representing the
second cause of death among the female population worldwide. In our country, this
disease occupies the second place in incidence among the female population. Several
functional genomic analysis methods, mainly microarrays, have been used to define the
partial transcriptome of this neoplasm. These works have lead to determine some
expression patterns as an answer for radiotherapy. Nevertheless, there are only a few
reports which identifies possible molecular markers for the disease, based on the
differential expression pattern of a normal cervical cell and a HPV infected tumor cell. In
the present work we used genomic analysis methods, such as ¢cDNA microarrays, tissue
microarrays, as well as several bioinformatic analysis and molecular biclogy tools in order
to determine specific expression patterns in this neoplasm. Furthermore, we performed an
in silico analysis of the methablic pathways and celiular processes that might be affected
by these alterations. Thanks to this approach, it was possible to determine de differential
expression of the cervical carcinogenesis, characterized by the overxpression of L6,
VEGF, Claudin 1, NDUFBS8, Lamc2, Glucocorticoid alpha receptor among others and the
underegulation of Grancalcin, IL18R, Thrombin inhibitor placentary among others in tumor
samples. On the other hand, MMP11, MMP12 and Cathepsin F have been identified as
potential molecular markers for the cancer progression, based on its restricted expression
to dysplastic cells in all low grade lesions studied. Thebioinformatic analysis allowed us to
identify several methabolic pathways and cellular processes which presents expression
alterations in cancer presence. All cellular processes showed over and under expression
in all genes just like in the homeobox, interleukins, cell cycle... etc. Nevertheless, it is
worth important to note that Wnt signalling pathway presented only overexpression in all
genes. In conclusion, this work aliowed us to identify the partial transcriptome and the
differential expression pattem between normal and HPV tumor cervical cells, as well as
the detection of genes which presents differences in their expression that might be used
as potential biological markers for the diagnosis or prognosis of this disease.



INTRODUCCION

I. Cancer Cérvico Uterino

a) Epidemiologia.

El carcinoma cérvico uterino (CaCU) es la segunda causa de mortalidad femenina, con
288,000 muertes por afo a nivel mundial. Su frecuencia, estimada por la Organizacion
Mundial de la Salud es de aproximadamente 510,000 casos por aflo; de los cuales el 80%
ocurre en paises en vias de desarrollo. En ausencia de programas de deteccion
temprana, como el uso rutinario de la prueba de Papanicolau, el CaCU se detecta de
manera tardia y provoca la muerte en la mayoria de los pacientes. Aun cuando las
pacientes con tumores invasores reciban tratamiento adecuado, el 50-55% de ellas

moriréan debido a la enfermedad (1).

b) Epidemiologia del Cancer Cérvico Uterino en México

Hasta el afio 2000, el CaCU representaba la primera causa de muerte entre la poblacién
femenina de Mexico y actuaimente nuestro pais ocupa uno de los primero lugares en
morbilidad de esta neoplasia a nivel mundial (Carcinoma invasor: 41.1, Ca. /n situ: 49.3
por cada 100,000 mujeres de 25 afios 0 mas). De acuerdo a datos provenientes de la
Secretaria de Salud, este tumor representa mas del 24% de todas las neoplasias
malignas reportadas en México; y cada dia 12 mujeres mexicanas mueren de esta
enfermedad. Desde 1996 ocurridé un incremento en la incidencia de esta patologia,

haciendo de ella uno de los problemas de salud mas graves en nuestro pais (2).



II) CaCU y Virus de Papiloma Humano

a) Prevalencia e Incidencia.

Existen diversos factores de riesgo asociados al desarrollo del CaCU, incluyendo el
numero de parejas sexuales, enfermedades sexualmente transmisibles, inicio de vida
sexual activa a edad temprana, numero de paras, el uso de anticonceptivos orales y el
tabaquismo. Sin embargo, el factor etiolégico mas importante para el desarrollo del CaCU
es la infeccion con virus de papiloma humano de alto riesgo (VPHAr) (3-6). Un tipo viral se
define en base a la diferencia de al menos del 10% en la secuencia nucleotidica.
Actualmente, han sido identificados mas de 85 VPHSs, y aproximadamente 120 posibles
nuevos tipos han sido parcialmente caracterizados (7). De todos los tipos virales
existentes, aproximadamente 40 pueden infectar el tracto anogenital humano y han sido
encontrados en tumores anogenitales. Por otro lado, es importante mencionar que el 20%
de los tumores de la orofaringe se han encontrado secuencias que corresponden a estos
mismos tipos virales (8).

La prevalencia de infeccion por VPH en el mundo es de alrededor de 630 millones de
personas infectadas. Sin embargo, solamente cerca de 190 millones presentan
manifestaciones clinicas. La prevalencia de infeccion por VPH entre mujeres sexualmente
activas va del 18 al 25%, especialmente en ciertos grupos de adolescentes sexualmente
activas. La unica patologia clinica dependiente de la infeccion por VPH que se sabe que
se transmite de madre a hijo en el momento del nacimiento por via vaginal es la
papilomatosis respiratoria (9).

Debido a su incidencia en lesiones con diferentes grados de malignidad, los VPHs
anogenitales han sido divididos en: alto riesgo, que son aquellos que predominan en
tumores invasores; los de mediano riesgo y de bajo riesgo se encuentran presentes en
lesiones benignas, como los condilomatosis (10). Estudios recientes a nivel mundial han

determinado que los tipos de VPH que deben ser considerados de alto riesgo son los



tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82, mientras que los tipos 23,
53 y 66 solo deben ser considerados como potencialmente carcinogénicos (11).
Diferentes reportes indican que la prevalencia de infeccion con VPHAr en CaCU es
superior al 99.7% de los casos y que la probabilidad de desarrollar una lesion intraepitelial
cervical de alto grado, se incrementa al menos 100 veces en mujeres infectadas con
VPHATr, comparadas con mujeres no infectadas (12).

En 1995 la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), clasifico los tipos
virales 16 y 18 como agentes carcinogénicos para el ser humano y los tipos 31 y 33 como
probables carcinégenos (13).

Un analisis reciente, en mas de 10,000 casos, con el fin de determinar la prevalencia de
los diferentes tipos de VPH a nivel mundial, indicé que los tipos de VPHAr mas comunes
en los tumores invasores son, en orden decreciente: VPH16, 18, 45, 31, 33, 58, 52, 35,
59, 56, 6, 51, 68, 39, 82, 73, 66 y 70. En los carcinomas epidermoides, el VPH 16 fue el
mas prevalente (46-63%), seguido de los tipos 18 (10-14%), 45 (2-8%), 31 (2-7%) y 33 (3-
5%) en todas las regiones geograficas, excepto Asia, donde los tipos 58 (6%) y 52 (4%),
fueron identificados con mayor frecuencia. En los adenocarcinomas, la prevalencia de
VPH fue significativamente menor (76.4%) que en los tumores escamosos (87.3%),
siendo el VPH18 el tipo predominante en todas las regiones geograficas (37.4-41%),

seguido de los tipos 16 (26-36%) y 45 (5-7%) (14).

b) Historia natural de la infeccién por VPH

Las lesiones relacionadas con VPH se desarrollan mas comunmente en el tracto
anogenital de pacientes del sexo femenino. Sin embargo, el virus también juega un papel
en el desarrollo de carcinomas de ano y de pene. El varén es considerado como uno de
los mayores reservorios para la transmision de VPH (15-16). No obstante, las diferencias

entre la incidencia de cancer de pene contra la de CaCU, sugiere que el epitelio cervical



debe ser mas susceptible que el epitelio del pene a la transformacion por VPH. Para
establecer una infeccién productiva, el VPH debe tener acceso a la célula madre epitelial,
localizada en el estrato basal del epitelio cervical. La descamacion natural de las células
de la superficie del epitelio infectado contiene VPH y sirve como vector de transmision
para el epitelio normal. El alojamiento de estas células infectadas en sitios con
microlesiones, como las que se producen después del acto sexual, permiten que el virus
“cruce” el epitelio y llegue a las células basales. Una vez que el VPH infecta a la célula
madre epitelial, el virus toma el control sobre su maquinaria de replicacion de DNA, con la
finalidad de replicar su propio material genético. En esta etapa, el genoma viral se
encuentra en forma circular libre o episoma. Estos episomas se mantienen dentro del
nucleo de la célula madre infectada y se distribuyen a cada célula hija durante la division
celular (17). Es importante mencionar que en las células basales el DNA del VPH esta
presente en bajo numero de copias.

Por otro lado, la reparacion de las microlesiones puede estimular la division de las células
basales permitiendo también la replicacion del VPH (18-19). Algunas de estas células
hijas, localizadas en el estrato suprabasal, empiezan a expresar las proteinas virales E1y
E2, asi como las oncoproteinas virales E6 y E7, y son capaces de replicar y amplificar el
genoma viral hasta cientos de copias por célula. Finalmente, las proteinas codificadas por
los genes virales E4, E5 y las proteinas tardias L1 y L2 se expresan en el estrato
espinoso, donde los nuevos viriones son ensamblados y liberados mediante la exfoliacion
de las células escamosas en la superficie del epitelio que contienen las cargas virales
mas altas de todo el epitelio (20-22) (ver Figura 1). El cancer es el resultado de la pérdida
de control sobre el crecimiento celular normal. Normalmente los genes supresores de
tumor p53 y pRB en la célula hospedera inspeccionan el proceso de division celular
buscando errores o mutaciones en la replicacion, de manera que cualquier desviacion de

la estructura genética es corregida o bien la célula es destruida. De forma importante, la



funcion normal de estos genes es interrumpida por la produccion de las proteinas virales
E6 y E7 que no permiten el arresto ni la muerte celular permitiendo la acumulacion de
lesiones genéticas (23-25). Los VPHs de bajo riesgo tienen una capacidad mucho menor
de inducir la transformacion maligna con respecto a los de Alto riesgo debido
principalmente a que las proteinas virales E6 y E7 de tipos virales de bajo riesgo tienen

menor afinidad por las proteinas celulares p53 y pRB (26-27).
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Fr'ura 1.
Historial Natural de Ia Infeccién por Virus de Papiloma Humano
En la mayoria de las lesiones pre-malignas el DNA viral perménece en forma episomal,

mientras que en lesiones de alto grado y en tumores invasores se encuentra un alto



porcentaje de genomas de VPH integrados al genoma celular. De ahi que la integracion
del VPH en la célula hospedera parece ser un paso final en la transformacion de ésta
hacia una célula inmortalizada con capacidad de invadir. La integracion viral ocurre
cuando se presenta la pérdida del control de la célula hospedera con persistencia del VPH
de alto riesgo (28-29).

El hecho de que no todas las pacientes infectadas con VPHAr desarrollen cancer indica
que la presencia de VPHAr es un factor de riesgo necesario pero no suficiente para el
desarrollo de una neoplasia cervical, y que es probable que existan otros mecanismos
moleculares y celulares que, en conjunto con el virus, provoquen el desarrollo de las
neoplasias cervicales. La infeccion por VPH altera una gran cantidad de mecanismos
moleculares en la célula infectada, cada uno de los cuales conferira a la célula nuevas
capacidades y ventajas sobre las células normales. De ahi que, una de las metas a seguir
en el estudio del cancer cervical sea el poder identificar y caracterizar productos de genes
celulares que participen directamente en el desarrollo de esta patologia. Una herramienta
muy poderosa para identificar estos genes es la implementacion de la genémica funcional
mediante el uso de microarreglos (también conocidos como biochips, microconjuntos,

micromatrices, etc.).

lIl) Genémica

a) Genémica Estructural y Funcional

La obtencion del borrador del Proyecto del Genoma Humano (PGH), en donde se ha
secuenciado la mayoria de los genes humanos; nos situa en lo que se conoce como era
postgenomica. Para obtener algo en claro de la inmensa cantidad de secuencias
obtenidas hay que analizarlas con el fin de extraer informacién. La ciencia genémica en
conjunto con algunas otras como la bioinformatica, representan herramientas para

entender las preguntas basicas de la genética (la relacion genotipo - fenotipo) pero, esta



vez, a un nivel integrativo de todos los componentes macromoleculares de una célula. De
ahi que actualmente muchas ciencias esten empleando las secuencias y los datos que se
estan generando por el PGH, para dar explicacion a dos cuestiones de vital importancia:
la causa de una enfermedad y su posible tratamiento.
La gendmica es la ciencia que estudia el genoma de un organismo y el papel que juegan
en él los genes que lo componen, desde un punto de vista estructural y funcional. En
sintesis, la Genomica Estructural identifica, aisla, sitda y caracteriza el conjunto de genes
al que llamamos Genoma; mientras que la Genémica Funcional se ocupa de describir la
funcion biologica de los genes mediante el conocimiento de su actividad en:

e Los rasgos que determinan

e Laregulacién a la que se ven sometidos

» Lainteraccion con otros genes

« La identificacion de un patron de comportamiento de un gen, dependiendo de las

condiciones que lo rodean

* La actividad que desarrolla un gen cuando esta alterado en relacién a su actividad
normal

La Gendémica Funcional asocia rasgos o patologias con el gen o los genes que los
producen. Los avances tecnologicos estan permitiendo determinar qué genes estan
implicados y la naturaleza de la interaccidén en la asociacion gen-rasgo o bien gen-
patologia. Mientras no ocurran mutaciones, cada célula del organismo tiene el mismo
material genético durante toda su vida. Sin embargo, la expresion del gen (su actividad)
varia de unas células a otras, de unos estadios de desarrollo a otros, en procesos
normales o patologicos y en funciéon de las condiciones ambientales. El tratar de entender
la expresion génica nos permitira entender los procesos biolégicos moleculares en los que
intervienen los genes. Es importante recalcar que un rasgo o una patologia puede venir

determinado por un gen; o bien que varios genes determinen a una sola patologia; como



es el caso del cancer ceérvico uterino. De ahi que una buena aproximacion para el estudio
de la expresion de este cancer sea por medio de analisis global es decir; que se estudien

los niveles de expresion de varios genes al mismo tiempo (30).

b) Micro y Macroarreglos

Los microarreglos, genechips o biochips ofrecen una plataforma sélida para el estudio del
analisis global de la expresion. Los arreglos utilizan una de las propiedades del DNA
duplex; la complementariedad en la secuencia de sus dos cadenas. Es notable que una
molécula de tanta complejidad estructural pueda rehibridarse con una fidelidad tan
perfecta después de haber estado separada. El inicio de los arreglos se remonta al
descubrimiento de que una sola cadena de ADN se une fuertemente a membranas de
nitrocelulosa de manera tal, que previene a las cadenas reasociarse unas con otras, pero
permite la hibridacion con ARN complementario (31-33). A esto siguio la aplicacion directa
de esto, y se denominaron “Dot-blots” (Revisado en Anexo 2). Sin embargo, los arreglos
modifican ligeramente esta estrategia. Todo el proceso se basa en una técnica que utiliza
moléculas de acidos nucleicos marcados con fluorescencia.

Un arreglo consiste de una superficie sdlida que puede ser de nylon, vidrio, plastico o
silice sobre la cual son depositados o sintetizados transcritos de genes conocidos. Estos
transcritos se colocan con un orden espacial predeterminado tipo matricial, permitiendo a
estos polinucleétidos fungir como sonda blanco en un analisis de hibridacién. Por otro
lado, se utilizan moléculas de acidos nucleicos marcadas con fluorescencia que se utilizan
como "sondas moviles" para identificar a las moléculas complementarias o sondas blanco
inmovilizadas. Tomando como ejemplo el analisis de dos tipos de células: células tipo 1 0
células "sanas", y células tipo 2 o células que presentan cierta patologia; y partiendo
deque ambos tipos de células contienen un conjunto de cuatro genes, a, b, cy d de los

cuales se necesita determinar su patron de expresion.
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Se procede de la siguiente manera: inicialmente se aisla el ARN mensajero de cada una

de las células y se utiliza como templado para generar ADN complementario marcado con
fluorescencia. Los transcritos de cada una de las muestras se marcan con fluorescencia
ya sea roja o con verde, de tal manera que las muestras puedan ser diferenciadas en los
pasos subsecuentes. Las dos muestras se mezclan en cantidades equimolares y se
incuban sobre el microarreglo que contiene a las sondas blanco inmovilizadas a, b, cy d.
Las moléculas marcadas se hibridan con su contraparte unida al arreglo, el cual
representa los transcritos expresados por la célula. Posteriormente se determina la
abundancia relativa de los transcritos presentes en este conjunto de muestras mediante
una comparacioén directa entre las dos sondas (Figura 2). A este tipo de hibridacién se le
denomina hibridacién simultanea. El esquema de hibridacion es muy similar cuando se
utilizan sondas marcadas con radiactividad, sélo que no se lleva a cabo una hibridacion
simultanea, sino una hibridacioén en paralelo entre las dos muestras (Ver Figura 2) (34). .
Existen dos tipos de arreglos: los macro y los microarreglos. Los macroarreglos son
generalmente membranas de nylon con productos de PCR impresos, cada uno de los
cuales se denomina "spot', que tienen un diametro de 0.5 a 1 mm y el espacio entre los
puntos (pitch) es de aproximadamente 2 mm. Las densidades maximas que pueden llegar
a tener los macroarreglos son del orden de 25 impresiones en punto de oligonucledtidos o
spots por cm’. Las membranas pueden ser de diferentes tamanos, llegando a ser incluso
del tamano de media hoja carta. Normalmente en los macroarreglos se utilizan sondas
marcadas con radiactividad en volumenes muy grandes de hibridacion (varios ml),
utilizando asi una hibridacion en paralelo y la adquisicion de los resultados se hace por
medio de un sistema de pantallas fésfoluminiscentes, cuyas imagenes posteriormente son
capturadas con programas computacionales especificos que digitalizan las imagenes.
Los microarreglos tienen dimensiones mucho mas pequenas, su diametro de spot es de

200 a 500 nm, sus densidades maximas pueden alcanzar hasta varios miles de spots por
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Figura 2.
Esquema de microarrays. Se obtienen los templados para los genes de interés y se
amplifican por PCR. Posterior a la purificacién y al proceso de control de calidad las
alicuotas son impresas sobre la superficie sdlida utilizando robots dirigidos por
computadoras. EI RNA total tanto de la muestra referencia como de la problema se
marcan ya sea con fluorescencia (Cy3 y Cy5 respectivamente) o bien con radiactividad
mediante RT-PCR. En el caso de la hibridacion simultanea, las sondas fluorescentes se
mezclan en cantidades equimolares y esta mezcla se hibrida sobre las clonas
inmovilizadas en la superficie sélida en condiciones de astringencia. La excitacion del
laser sobre los marcajes hibridados genera una emisién con caracteristicas de espectro,
que se mide utilizando un escaner que utiliza los principios de la microscopia confocal. En
el caso de la hibridacion en paralelo cada una de las muestras marcadas se hibrida sobre
diferentes arrays. La imagen se captura mediante un Phosphorimager y estas imagenes
igualmente son importadas a programas computacionales mediante los cuales se
obtendra el resultado final. Estos programas computacionales agregan la informacion
sobre las clonas, el nombre identificador de la clona, los valores de la intensidad, las

razones de la intensidad, la constante de normalizacion. etc.
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cm?. Habitualmente, los microarreglos se elaboran en vidrio y pueden llegar a contener
hasta 10,000 spots en una superficie de 2 a 8 cm® La hibridacion se realiza con una
sonda marcada con fluorescencia (hibridacién en paralelo) y la imagen se adquiere con un

lector que utiliza los principios de la microscopia confocal (35-37).

c) Captura de la imagen y generacion de bases de datos.

Después de la hibridacion, los microarreglos se colocan en un lector que consiste de
varias fuentes de laser, un microscopio y una camara. El laser excita los transcritos
fluorescentes, y el microscopio y la camara, en conjunto, generan una imagen digitalizada
del arreglo. Los datos son almacenados en una computadora, la cual mediante un
programa especializado analiza la imagen digital del arreglo calculando la razon de las
fluorescencias (rojo/verde) o, bien, sustrayendo el fondo de cada uno de los spots que
forman el arreglo. Al calcular la razon, el programa crea una base de datos que contiene
la razon de la intensidad de la florescencia (rojo/verde) para cada uno de los spots. De
ahi que de esta comparacién se obtengan valores de intensidad relativa para cada uno de
los spots, o bien para cada uno de los genes contenidos en el arreglo. Estos programas
computacionales agregan ademas de la asignacion de valores para cada gen, informacion
sobre cada uno de los genes, como el nombre, Unigene ID, GeneBank accesion ID, etc...,
generandose asi para cada una de las muestras analizadas una base de datos de
mediciones de intensidad como la que se muestra a continuacién enlaTabla 1. Siguiendo
con el ejemplo que se ha mencionado anteriormente, el analisis computacional podria
arrojar que ambos tipos celulares presentan el mismo nivel de expresion en el gen "a",
que la célula tipo 1 expresa mas el gen "b", que la célula tipo 2 expresa mas el gen "c"y
que ninguna de las dos células expresa el gen "d". Sin embargo, cabe mencionar que esto

solo es un ejemplo ya que los arreglos pueden constar hasta de 10,000 o mas genes.
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d) Bioinformatica

Es importante enfatizar que, como se vio previamente, por cada experimento de
microarreglos se genera una base de datos tan grande como la cantidad de genes que en
un determinado arreglo se estan analizando. Por lo tanto, es imprescindible encontrar la
forma de almacenarlos y analizarlos cuando se requiera. La informatica actualmente juega
un papel decisivo para poder transformar los datos en informacion y ésta en conocimiento.
Una definicion aceptada de la bioinformatica es "disciplina cientifica que se interesa por
todos los aspectos relacionados con la adquisicion, almacenamiento, procesamiento,
distribucion, analisis e interpretacion de informacion biologica, mediante la aplicacion de
técnicas y herramientas de las matematicas, de la biologia y de la informatica, con el
propdsito de comprender el significado biolégico de una gran variedad de datos”
(Comentario Personal Dr. Lauro Sumoy Van Dyck, Laboratorio de Microarreglos, Instituto
de Regulacién Genomica, Barcelona, Espana). Como se mencionaba, el objetivo final de
esta disciplina es obtener mediante esta combinacion tecnologica nuevas perspectivas
biologicas, asi como poder crear una perspectiva global a partir de la cual puedan inferirse
diferentes principios biologicos basicos. En un principio, la bioinformatica se dedico a
colectar y organizar en bases de datos resultados tales como secuencias de nucleotidos o
proteinas. Ademas de esta labor de coleccion y almacenaje, también se disefiaron nuevas
“bibliotecas virtuales” o acervos de informacion disponible donde se reportaban datos
obtenidos experimentalmente por diferentes grupos de investigacion. Estos acervos
deberan ahora permitir acceder a cualquier investigador, tanto para analizar los datos
almacenados, como para contribuir con datos nuevos al acervo. Esta ciencia es, ademas,
una herramienta integradora de los diversos datos contenidos en las diferentes bases de

datos biologicas existentes.
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A_Intensity B_Intensity Ratio Int_Diff Clone_ID GenBank_ID Unigene ID | Gene_Name ]
2502325 100937.43 2.4791 149295.07 2223118 Al026721 Hs.46798  |Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp434K152 (from clone DKFZp434K15
1716815 56412.44 3.0433 115269.06 2515988 AWI66798 Hs.195565  |prostate tumor over expressed gene 1
278855.5 212716.49 1.3109 66139.01 2319421 AI360052 Hs.173051 |ESTs

282087 216147.09 1.3051 65939.91 630051 AAD40945 Hs.20107 |ESTs
246235 181973.99 1.3531 64261.01 2887170 AA706272 Hs.163666 |ESTs
232892 176803.64 13172 56088.36 99727 Al620057 Hs.190356 |ESTs, Moderately similar to ALU2_HUMAN ALU SUBFAMILY SB SEQUE
152373 104922.02 1.4522 47450.98 2922560 W51999 Hs.24353 | Homo sapiens cDNA FLJ11174 fis, clone PLACE1007367
116107 72949.55 1.5916 43157.45 2252822 AI080050 Hs.4932 hypothetical protein FLJ20605
2514135 220508.55 1.1402 30904.95 2108454 BE007322 Hs.38489 |ESTs
53907.3 23580.33 2.2851 30316.97 2512456 AABB4787 Hs.173846  |hypothetical protein FLJ10486
44135.85 17740.42 24879 26395.43 816159 AW157581 Hs.182982 |golgin-67
37536.65 11230.63 3.3423 26306.02 2868138 AASS54735 Hs.111334  |ferritin, light polypeptide
29896.9 4443 1 6.7288 25453.8 641127 XM_005780 Hs.25040  |zinc finger protein 239
3927455 14428.97 27219 24845.58 2232065 AAS06687 Hs.109929  |hypothetical protein MPMGp800B12492Q3
27435.65 3262.63 8.4091 24173.02 604856 NM_006169 Hs.76669  |nicotinamide N-methyttransferase
32791.7 9507.86 3.4489 23283.84 882522 Al912413 Hs.27865 |Homo sapiens cDNA: FLJ21333 fis, clone COL02535
24764.2 1873.21 13.2202 22890.99 2132815 AW969881 Hs.179779  |ribosomal protein L37
31165.75 912457 3.4156 22041.18 1943408 AA464096 Hs.193482 |Homo sapiens cDNA FLJ11903 fis, clone HEMBB1000030
23220.65 1182.45 19.6378 22038.2 212912 BE881018 Hs.8297 ribonuclease 6 precursor
23515.6 2131.97 11.03 21383.63 2853091 AF029403 Hs.144877  |cytochrome P450, subfamily VIIB (oxysterol 7 alpha-hydroxylase), polypept
30429.35 9744.44 3.1227 20684.91 3230705 BG499021 Hs.184297 | KIAAOB08 gene product
Tabla 1.

Ejemplo de un fragmento de base de datos generada por el programa computacional Atlas Image para una muestra analizada en

este trabajo.
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Al tiempo que surgen las técnicas de analisis global, la bioinformatica coevoluciona con
ellas con el fin de combinar la informacion biolégica experimental, la informatica y la
matematica con el fin de ofrecer una visién mas global sobre el funcionamiento celular en
condiciones normales, anormales o patoldégicas. De ahi que esta disciplina sea la

herramienta por excelencia para el analisis de datos obtenidos por microarreglos.

e) Normalizacion y “ruido” de los datos crudos.

Con el fin de analizar los datos obtenidos a partir diferentes arreglos que forman un solo
experimento, primero hay que unificarlos en una sola base datos. Para llevar a cabo esto,
las diferentes mediciones (niveles de intensidad) de cada uno de los arreglos deben ser
normalizadas con el fin de poderlas hacer comparables entre si. Por ejemplo; en
experimentos donde se utilizan poblaciones homogéneas de células similares y una sola
tecnologia de microarrays y ademas la medicion de la expresion se lleva a cabo en un
solo momento; la normalizacion deberia de ser solamente: el ajuste del exceso de brillo
de los pixeles de cada microarray digitalmente capturado; siempre y cuando se asuma
que la cantidad de RNA hibridada es la misma (38). Por otro lado, otros métodos de
normalizacion que actualmente se emplean incluyen: utilizar los niveles de expresion de
los genes constitutivos (39), o bien, dar por hecho que la mayoria de los genes no
cambian entre los diferentes experimentos (40), o la utilizaciéon de técnicas estadisticas
con parametros no lineales (41-42). Sin embargo, los experimentos que se llevan a cabo
en el area de la genémica funcional en la actualidad requieren métodos de normalizacion
compuestos que incluyen dos o mas de las metodologias de normalizaciéon mencionadas.
Por otro lado, se han realizado diferentes estudios con el fin de analizar la reproducibilidad
de los datos obtenidos por microarreglos mediante réplicas de cada microarreglo por
experimento (43), o bien comparando las mediciones de los datos obtenidos por

microarreglos con las obtenidas por northern blot (44-45) y SAGE (46). Ademas, se han
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evaluado algunas estrategias de transcripcion in vitro (47). Como resultado de dichos
analisis, ahora se cuenta con metodos de normalizacion que permiten hacer comparables
los niveles de expresion entre los diferentes arreglos de un solo experimento, con la
certeza de que los valores de expresion obtenidos son reflejo de la expresion real del
transcrito celular. Por otro lado, se ha comprobado que hay diferentes causas de “ruido”
en los datos obtenidos por microarreglos y que las variaciones intra- e inter arreglos
pueden sesgar la interpretacion de los datos de expresion; de ahi la existencia de

programas computacionales especificos para solucionar estos y algunos otros problemas.

f) Métodos de analisis de datos

Los métodos actuales en el area de la bioinformatica para el andlisis de datos obtenidos
por arreglos pueden dividirse en dos grandes categorias: métodos supervisados, que
sirven para determinar genes que encajen en un patrén predeterminado; y los métodos no
supervisados, que permiten caracterizar los componentes de una base de datos sin tener
un conocimiento a priori de lo que se espera encontrar. Los métodos supervisados se
utilizan, generalmente, para los dos siguientes propésitos: a) encontrar genes con niveles
de expresion significativa y diferente entre muestras y b) encontrar genes que
pronostiquen una caracteristica de la muestra. Por otro lado; los métodos no supervisados
tratan de encontrar una estructura interna o una relacién entre los datos obtenidos. Estos
metodos se utilizan para: a) determinar genes con caracteristicas interesantes sin buscar
un patron especifico, b) determinar grupos de genes o muestras con patrones similares de
expresion y c) elaborar graficas que representen interacciones gen-gen o gen-fenotipo.
(Ver Anexo 2).

Debido a que los arreglos muchas veces cubren gran parte del transcriptoma medible, el
usuario pareciera no necesitar tener en mente a un grupo de genes candidatos

especificos que quiera estudiar. Sin embargo; esto no significa que los experimentos de

18



microarreglos se conciban y trabajen sin una hipétesis. Al contrario, el reto actual es que
para contestar la hipétesis que se formulé se pueda encontrar la técnica biocinformatica

mas apropiada.

IV. Arreglos de Tejido.

Debido al alto costo de los microarreglos; una pequena cantidad de muestras son
analizadas por esta metodologia. Sin embargo, los posibles marcadores moleculares que
se obtienen a partir de este experimento inicial deben ser validados en un gran numero de
muestras clinicas. Actualmente los estudios de genémica funcional de alto rendimiento
como los microarreglos aplicados al estudio de las neoplasias, han generado una gran
cantidad de biomarcadores que potencialmente podrian ser utilizados en el ambito clinico
como marcadores de diagnostico o prondstico. Este punto representa actualmente uno de
los principales problemas que se presentan en los estudios de la investigacion gendmica,
deteniendo la aplicacion clinica directa de las ventajas obtenidas a traves del analisis
genomico. Una solucion a este problema lo constituye el uso de arreglos de tejidos. Esta
metodologia permite realizar la validacion de marcadores tumorales en forma masiva, ya
que se pueden analizar de manera paralela un gran numero de muestras clinicas bajo las
mismas condiciones experimentales, lo cual representa un ahorro considerable de tiempo

y recursos (49-50).

V. Microarreglos en el estudio de Cancer Cérvico Uterino.

El primer trabajo que fue publicado utilizando la técnica de microarreglos fue un estudio
de Arabidopsis en el afno de 1995 llevado a cabo por Patrick Brown (51). Sin embargo, no
es hasta el aflo 1996 que se realiza el primer trabajo en cancer utilizando lineas celulares
derivadas de melanoma (52), y desde este ano; hasta 1998 se genera una gran cantidad

de trabajos, principalmente revisiones, en donde basicamente la técnica de microarreglos
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es explicada a fondo y donde se mencionan posibles aplicaciones de la misma en
diferentes modelos de estudio. Cabe mencionar que en este periodo existen muy pocos
experimentos, la mayoria de ellos llevados a cabo en levaduras (53). En 1998 se realizan
los primeros estudios experimentales con tejidos humanos (54), y es aqui donde surge el
auge de los estudios de expresion por medio de arreglos en distintos modelos de estudio.
Es importante mencionar, que el cancer cérvico uterino fue uno de los primeros tumores
solidos en estudiarse mediante esta tecnologia. El primer estudio realizado sobre CaCU
mediante microarrays reveld la sobrexpresion de los genes de proteinas de union a
guaninas, Factor nuclear NF45 y beta catenina; siendo la aportacién mas importante de
este trabajo: el haber utilizado muestras procedentes de pacientes y haber determinado a
p16 como posible marcador del cancer (55).

Posteriormente, otro grupo reportd las diferencias en expresion génica en queratinocitos
infectados con E6 y E7 de VPH16. Por ejemplo, se describid que la oncoproteina viral E6
altera la expresion de genes que afectan la resistencia de la célula hospedera a la
infeccion y la funcion inmune de la misma (56). Por otro lado, con la misma tecnologia, el
se pudo relacionar directamente a los genes de la NADH deshidrogenasa 4 y el de la
proteina ribosémica S12 con la progresion y presencia del cancer cervical (57). En otro
trabajo se mostro la expresion diferencial del gen IGFBP-3 causada por la transduccién de
las proteinas E6/E7 de papilomas de alto y bajo riesgo, que es positiva en lesiones de alto
grado y en cancer invasor, mas no en cérvix normal (58).

Los cambios en la expresion debidos a la integracion viral en el genoma del hospedero
tambien se han estudiado, demostrando que la integracién de VPH 16 en queratinocitos
aumenta la expresion de genes de respuesta a IFN (59) y recientemente los perfiles de
expresion en microarreglos se han utilizado para la clasificacion molecular de diferentes
enfermedades con base en su respuesta a radioterapia, lo que permite predecir el

comportamiento tumoral post-radiacion en un paciente (60).
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JUSTIFICACION

El cancer cérvico uterino es la primera causa de muerte en la poblacion femenina de
México, por lo que es un problema prioritario de salud de nuestro pais.

La deteccion temprana de este tipo de neoplasia permitiria su curacion en la mayoria de
los casos. Hasta el momento la unica forma de determinar la presencia de una lesion es
mediante la prueba de Papanicolau, que se basa principalmente en el estudio de figuras
morfolégicas sugerentes de alteraciones neoplasicas en las células obtenidas durante el
analisis citologico. La evidencia clinica indica que ademas de la infeccion por VPH de alto
riesgo, que es el factor de riesgo mas importante asociado a esta enfermedad, existen
factores moleculares y/o celulares adicionales necesarios para el desarrollo del cancer
cérvico uterino. La aplicacién de metodologias gendmicas de alto rendimiento como los
microarreglos ofrece una mayor posibilidad de determinar los genes blanco que pudieran
funcionar como posibles genes marcadores o pronésticos de la enfermedad, ademas de
su posible papel patogénico. Aunque algunos repoﬁes existentes utilizan esta tecnologia
en CaCU, estos solo describen la relacion entre la infeccion por tipos especificos de VPH
y los cambios de expresion génica en las células. Sin embargo, en la actualidad no hay
estudios sobre los posibles marcadores de expresion de la enfermedad como una entidad
patologica en la poblacidon mexicana, que ademas de ser étnicamente distinta, presenta

tipos virales diferentes.
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta que las células tumorales del CaCU son células francamente
transformadas. Encontraremos diferencias en los patrones de expresion de estas ceélulas

con respecto a su contraparte normal.
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OBJETIVO GENERAL
Analizar el patron de expresion de células normales y células invasoras del Cancer

Cérvico Uterino humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer y estandarizar la técnica de microarreglos de cDNA y normalizacion de
los mismos con el fin de llevar a cabo un analisis genémico de alto rendimiento en
muestras tumorales invasoras y lineas celulares derivadas de CaCU.

2. Crear una base de datos que contenga los resultados obtenidos de las muestras
estudiadas.

3. Determinar el patron de expresion del CaCU.

4. Mediante el uso de diferentes programas computacionales, identificar genes
nuevos que presenten expresion diferencial entre las células tumorales y las
normales.

5. Estudiar la expresion y regulacion de los genes mediante RT-PCR
semicuantitativa.

6. Estudiar la expresion de los genes identificados en microarreglos de tejidos en el
laboratorio con el fin de validar los resultados obtenidos mediante hibridacion /In

situ y/o inmunohistoquimica.



MATERIALES Y METODOS
I. Tejidos frescos y lineas celulares

En el periodo comprendido entre 1999 y 2004 se captaron 84 muestras con CaCU en el
Departamento de Ginecologia Oncolégica del Hospital de Oncologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXI-IMSS, el Departamento de Patologia del Hospital de la Mujer, y del
Centro Nacional de Displasias del Hospital General de México, SS (Tabla 2). En cuanto a
las lineas celulares, se analizaron las lineas CaSki (VPH16), Hela (VPH18), Siha (VPH16)
y C33 (VPH-), establecidas a partir de una metastasis al intestino de un tumeor
epidermoide del cérvix, un adenocarcinoma del cérvix, y dos tumores epidermoides
primarios, respectivamente. Por otro lado, las lineas CALO (VPH18) e INBL (VPH18) se
establecieron a partir de tumores epidermoides de pacientes mexicanas en el laboratorio
de Diferenciacion celular y cancer de la Escuela Superior de Estudios Zaragoza, UNAM
(61-62).

Se colectaron treinta tejidos de cérvix normal provenientes de mujeres premenopausicas
obtenidos en un tiempo no mayor a dos horas post-mortem en el Departamento de
Patologia del Hospital General de México, de mujeres que no hubiesen muerto de causas
relacionadas a cancer o a enfermedades ginecologicas y que ademas no presentaran
miomatosis uterina. Todos los procedimientos fueron evaluados y aprobados por el comité
de etica del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Los tejidos obtenidos se dividieron en tres secciones, la parte central se congelé en
nitrégeno liquido inmediatamente después de la toma de la muestra y los extremos fueron
fijados en etanol 70% durante toda la noche y embebidos en parafina. De estos bloques
se cortaron secciones de 5 um y se realizé la tincidon de Hematoxilina/Eosina con el fin de
que con la ayuda del Departamento de Patologia del CMN Siglo XXI, se clasificara a los

tejidos de acuerdo a la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia) y
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ademas que se pudieran seleccionaran las muestras de Carcinoma invasor que
contuvieran al menos un 80% de células tumorales. También se verificé que el total de la
muestra de los tejidos normales consistiera en tejido microscopicamente normal. Las
muestras colectadas fueron clasificadas como: 10 adenocarcinomas y 74 carcinomas

epidermoides. Los adenocarcinomas fueron almacenados para un uso futuro.

Il. Tejidos embebidos en parafina para construir arreglos de tejido
Treinta y cinco tejidos cervicales embebidos en parafina y diagnosticados de la siguiente
manera: 10 lesiones intraepiteliales de bajo grado, 10 lesiones de alto grado y 15 tejidos
invasores fueron colectados de los archivos del Centro Nacional de Displasias de México.
Por otro lado, quince de los tejidos cervicales normales frescos se fijaron en formamida,
despues de lo cual se embebieron en parafina para preparar los arreglos de tejido. De
cada bloque de parafina que contenia tejidos diferentes se hicieron cortes de 5 um para
tincion de hematoxilina-eosina con el fin de identificar la region de interés. Es decir, una
region que contuviera exactamente la lesion que se pretendia analizar. Posteriormente, se
procedié a la construccion del arreglo utilizando una aguja para extraccion de médula
osea calibre 16G mediante la cual se extrajeron cilindros de parafina de 3 mm de altura
por 2 mm de diametro de un bloque de parafina de 2.5 X 2.5 cm “en blanco”,
delimitandose una matriz de 5 x 5 elementos. Una vez elaborada la matriz, se utilizé una
aguja de calibre 14G para obtener cilindros de tejido de cada una de las muestras de
tejido embebidas en parafina, se tomo como guia el corte tefiido con hematoxilina y
eosina. Cada uno de estos cilindros que contenian al tejido, fueron inyectados en el
bloque en blanco que ya habia sido previamente perforado y una vez completada la
matriz de 25 tejidos, se virtid una pequefa cantidad de parafina liquida sobre el arreglo
para igualar la altura de los cilindros. Posteriormente, el arreglo se calenté en un horno a

60° C por 15 minutos para homogeneizar la parafina de los cilindros inyectados con la del
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blogue en blanco y que no quedaran huecos entre los cilindros de las muestras y el
blogue, los cuales pudieran causar problemas al momento de cortarlos. Finalmente el
arreglo se enfrid durante 5 minutos en hielo y se obtuvieron cortes de 5 um con un

microtomo rotatorio.

lll.Obtencién de Acidos nucleicos

El ADN y el ARN fueron obtenidos de los tejidos frescos utilizando homogenizadores de
vidrio y 1 ml TRIZOL (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island NY USA). El
homogenizado se incubd 15 min en Trizol a temperatura ambiente en agitacién constante.
Se agregd 1 ml de cloroformo, se agité la mezcla hasta homogenizar y posteriormente se
centrifugd 15 min a 12,000 g. Para la extraccion del ARN se separd la fase superior de la
tricapa obtenida del centrifugado y pasandose a otro tubo, haciéndose lo mismo con la
extraccion de ADN.

Para obtener el ARN, a la solucion obtenida mediante el Trizol se agregaron 0.5 ml de
Isopropanol, se mezcld y se dejo incubar por 15 min. Posteriormente se centrifugo de la
misma manera que la vez anterior. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se lavo con
etanol al 75%. Finalmente, el RNA se suspendié en 20-50 pl de agua MilliQ. El posible
DNA contaminante de las muestras se elimind mediante el tratamiento con DNAsal libre
de RNAsa (Ambion Inc. Austin Texas USA).

Para obtener el ADN se procedié de la siguiente manera: la fase obtenida del Trizol se
resuspendio en 1 ml de agua MilliQ, y se agregaron 200 ug/ml de Proteinasa K. Esto se
incubd toda la noche a 55° C y al dia siguiente se extrajo el ADN con el kit Wizard
Genomic DNA Purification kit (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor.
Brevemente, al tubo con Proteinasa K se le agregaron 3 ul de solucién de RNAsa, se

mezcld y se incubd a 37°C por 20 min, se dejé enfriar a temperatura ambiente y
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posteriormente se agregaron 200 ul de solucion de precipitacion de proteinas. El tubo se
centrifugé a 12,000g por 5 min y el sobrenadante se pasé a otro tubo, al cual se le
agregaron 600 ul de isopropanol, se mezcld suavemente por inversion y se volvié a
centrifugar bajo las mismas condiciones, se eliminé el sobrenadante y se dej6é secar la

pastilla. Esta se resuspendioé en 100 ul de agua MilliQ.

IV.Cuantificacién y Verificacién de la calidad del ADN

Tanto el ADN como el ARN fueron cuantificados por espectofotometria y con el fin de
verificar su calidad, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio, a 100 Volts durante 90 min. El gel se visualizé con el analizador de imagenes

Eagle-eye (Stratagene).

V. Deteccién y Tipificacion de VPH
La deteccion de VPH se realizo con la técnica de PCR con los iniciadores consenso MYQ9
y MY11 para la region L1 del genoma viral, seguida de secuenciacion automatizada

siguiendo el protocolo de Sequenase™ (Applied Biosystems). Tabla 2.

Muestra Diagnostico E6 MYOQ9/MY11| Tipo Viral
1 CaCU - * 53
2 CaCuU + 16
3 CaCuU + 16
< CaCu - + X
5 CaCu - + X
6 CaCU - + 53
7 Cacy + 16
8 CaCu - + X
9 CaCU + 16
10 CaCu - + 69
11 CaCU - + X
12 ___CaCu g = + X
13 Cacu - + X
14 C. In situ + X
15 CaCuU + 16
16 CaCU + 16
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17 CaCu + 16
18 CaCuU + 16
19 CaCu + 16
20 CaCuU + 16
21 CaCuU + 16
22 CaCu + 16
23 CaCU + 16
24 CaCU + 16
25 CaCuU + 16
26 CaCU + 16
27 CaCuU + 16
28 CaCU + 16
29 CaCuU + 16
30 CaCuU + 16
31 CaCU + 18
32 CaCu + 16
33 CaCu + 16
34 CaCuU + 16
35 CaCcu + 16
36 CaClU + 16
o7 CaCu + 16
38 CaCu + 16
.39 CaCuU + 16
40 CaCU + 16
41 CaCU + 16
42 CaCu + 18
43 CaCu + 16
44 CaCU + 16
45 CaCuU + 16
46 CaCu + 16
47 CaCu + 16
438 CaCu + 16
49 CaCU + 16
50 CaCU + 16
51 CaCu + 16
52 CaCu + 16
53 CaCu + 16
54 CaCU + 18
55 CaCu + 16
56 CaCu + 16
57 Adenocarcinoma + 16
58 CaCU + 16
99 | CcaCU + 16
60 CaCU i %
61 CaCu - X
62 Adenocarcinoma + 16
63 CaCuU - X




64 CaCu . - X
65 CaCU - - X
66 CaCuU - - X
67 Adenocarcinoma + 16
68 Adenocarcinoma - - X
69 CaCu - - X
70 CaCuU + 16
| 71 Adenocarcinoma - - X
;I 72 Adenocarcinoma + 16
" 73 Adenocarcinoma + 16
74 Adenocarcinoma + 16
75 |  caCU + 16
| 76 CaCuU - + 18
f 77 CaCU + 16
|78 Adenocarcinoma - - X
79 Adenocarcinoma r . X
80 CaCuU + 16
81 CaCU + 16
82 CaCU + 16
83 CaCU + 16
84 CaCuU + 16
85 CaCU + 16
Tabla 2.

Muestras de Tejido de Cancer Cérvico Uterino colectadas en el periodo de tiempo

comprendido entre 1999 y 2004.

Vi, Extraccion de ARN mensajero

Una vez seleccionadas las muestras a hibridar, las que dieron la calidad y la cantidad de
ARN adecuadas se sometieron al kit PolyAtract mRNA Isolaticn System (Promega) para
obtener los 500 ng de mARN necesario para hibridar los arreglos. En breve, se agregé
oligo-dT biotinilado, el cual hibrida con el poliA de los ARNs mensajeros. Posteriormente
se agregaron al tubo miniesferas para-magnéticas cubiertas con estreptavidina, a las
cuales se adhiere la biotina del oligo-dT con su contraparte (poliA del mensajero) unida. A
continuacion, se capturan los mensajeros en columnas magnetizadas y el resto se eluye.

Los mensajeros obtenidos se resuspendieron en 20 ul de agua MilliQ.
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VIl. Sintesis y marcaje de las sondas.

Para llevar a cabo la sintesis y el marcaje de la sobda se utilizé la técnica de PCR

radiactivo. Brevemente, se utilizaron los mARNs de HelLa, SiHA, CaSKi, INBL, CalLO,

C33, tres muestras de tejido normal VPH- y 8 muestras de tejido invasor VPH16 como

sondas. Como control interno de la reaccion, se utilizaron 6 regiones de S. cerevisiae.

Cada una de las muestras se mezcld con este control que funcioné como control interno

de la transcripcién y como sonda control de la hibridacion.

Se mezclaron los siguientes reactivos y se calentaron a 42°C durante 2 horas.

2l 10x OligodT anclado

% 500 ng mRNA de la muestra a analizar
Al RNA control de S. Cerevisiae
2l Buffer de reaccion

| 2ul 10x Strip dNTPs

3ul (. -2P) JATP

I‘ 2 ul MMLV RT (200 U/ul)

|
|

La mezcla se llevé a un volumen final de 20 ul en agua MilliQ.

Se eliminaron los nucleétidos no incorporados agregando 600 pl de agua y posteriormente

se colocd la mezcla en una columna de purificaciéon (NucAway Spin Column, Ambion). Se

centrifugd durante 1 min a 735g. La columna se pasé a otro tubo, y se eluyd con 50 ul de

agua. Para su cuantificacion, se colocé una alicuota del eluido final en un vial con liquido

de centelleo. Se utilizaron soélo aquellas muestras que contenian 10-15 x 10° cpm del

cADN purificado, finaimente estas se diluyeron con 0.5 M EDTA para llevar a una

concentracion de 10 mM.
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VIll. Comprobacion de la eficiencia de marcado

La eficiencia del marcado se comprobo en una reaccion idéntica a la descrita, en donde
se sustituyo6 el nucleétido marcado con el (a -**P) dATP por un nucleétido marcado con
biotina. Una vez marcada, esta sonda se sometié a electroforesis en gel de agarosa al
0.8%, despues de correr a 60 V por 2 h, el gel se lavo dos veces durante 15 minutos en
0.25 M HCI, seguido de dos lavados por 15 min en 0.5 M NaOH /1.5 M NaCl y un lavado
de 15 min en 20X SSC (3.0 M NaCl, 0.3 M NaAc). Finalmente, la sonda fue transferida del
gel a una membrana de nylon mediante vacio durante 90 min en 10x SSC. Una vez
transferida la sonda, se seco la membrana y se entrecruzé con luz ultravioleta durante 3
min. La marca se detecté mediante la unién de un complejo avidina-fosfatasa alcalina a la
biotina, lo cual se reveld con azul de tetrazolio, obteniéndose un precipitado azul en las

areas de reaccion.

IX. Caracteristicas de los arreglos.

Los arreglos utilizados fueron ULTRArray Advantaje System, Ambion Inc., que son
membranas de nylon impresas con diferentes productos de PCR con 16,800 spots por
membrana, y 8,400 clonas individuales, aproximadamente, ya que cada clona esta
impresa por duplicado, ademas de que el arreglo contiene 10 controles internos positivos,
3 negativos y 8 controles de alineacion para la lectura. El tamano de la membrana es de
aproximadamente media hoja carta. Los controles positivos son genes de expresion
constitutiva como: la cadena ligera de la clatrina A, la proteina ribosomica L17, la
Fosfolipasa A2 del grupo IV, las proteinas ribosémicas L37, S24, y L29, el translocador
del nucledtido adenina, actina, rubulina, y la creatina cinasa. Los controles negativos son
secuencias de PCR que no hibridan con secuencias derivadas de mamiferos, estas

secuencias fueron generadas por el proveedor asi como las secuencias de alineacion. El
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tamano de las secuencias inmovilizadas en la membrana es de aproximadamente 500

bases.

X. Hibridacion

Inicialmente se calentd el buffer de hibridaciéon a 68° C por 30 min y los arreglos
(ULTRArray Advantaje System, Ambion Inc) se enrollaren y se colocaron en botellas de
hibridacion, teniendo cuidado de que no se traslaparan. Se agregé el buffer y los arreglos

se pre-hibridaron a 60°C durante 1 hora con agitacién constante.

Por otro lado, se calentaron 50 ul de ADN de esperma de saimén sonicado durante 5 min
a 95°C, que asi se agregaron al buffer de hibridacién con el fin de evitar hibridacion
cruzada entre secuencias repetitivas. Inmediatamente después, se agregé la sonda
previamente marcada, calentada a 95° C por § min y la botella se mezclé por inversion.

Los arreglos y las sondas se dejaron hibridando en rotacién continua a 60°C por 16 horas.

Xl. Lavados Post-hibridacién.

Las soluciones de lavado se calentaron a 60° C y posteriormente se realizaron dos
lavados, con 50 ml, por 30 min, a 60° C, con buffer de baja astringencia (2x SSC, 0.5%
SDS) y el procedimiento se repitid pero con el buffer de alta astringencia (0.5x SSC, 0.5%

SDS).

XII. Captura de la Imagen

Para llevar acabo el analisis del CaCU mediante microarreglos se capturaron las
imagenes de la siguiente manera, primero, cada arreglo fue humedecido con agua y
cuidadosamente envuelto en plastico. Estos se alinearon y se colocaron sobre pantallas
intensificadoras del Phosphorimager, con la cara hacia la pantalla. El tiempo de

exposicion fue de 3 horas, ya que se noto que a mayor tiempo de exposicion la sefal de
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fondo aumentaba. Posteriormente, la imagen se capturo en el Phosphorimager generando
imagenes con terminacion .gel. Las condiciones fueron las siguientes: Bits/Pixel 16, Min
Value= 0, Max Value = 99999.886, Pixel size 200 micrones, Resolucion 50 dots/cm. El
analisis de la imagen fue llevado a cabo con el Software ArrayVision Version 8.0 Rev

4.0™ que comprende los siguientes pasos:

a) Plantilla. Este software contiene una platilla para el analisis de los arreglos
utilizados. La platilla es una cuadricula que se sobrepone digitalmente en la imagen
digitalizada del microarreglo, esta tiene un disefio matricial, como el arreglo, que permite

identificar a cada spot como una clona determinada.

b) Eliminacion de “Detritos”. Un detrito es definido como un pequefio componente cuyo
valor del pixel varia con respecto a los que lo rodean dentro del spot. Este programa
permite excluir estos artefactos que pueden hacer variar la intensidad final del spot

(promedio de todas las intensidades de los pixeles que conforman el spot).

c) Fondo. El fondo para nuestro analisis se definid por nosotros por puntos discretos en
las cuatro esquinas de los spot estudiados, formando un cuadrado. El area formada entre
este cuadrado y el diametro del spot se consider6é como area de “fondo”. Se report6 el

fondo para cada spot, y se sustrajo del valor de la intensidad del spot.

d) Normalizacion con diferentes opciones.

e) Base de datos. Los datos se almacenaron en forma tabular (Tabla 1). Cada columna

contiene datos caracteristicos como: intensidad de A, Intensidad de B, Nombre de las

clonas etc. Cada muestra se almacené en una base de datos independiente.



XIlil. Analisis de los datos

Se cre6 una base de datos nueva en donde se obtuvo la relacione T/N para cada
transcrito presente en los arreglos. Cada gen esta impreso por duplicado en cada arreglo.
Posteriormente se obtuvo el logaritmo base 2 de cada una de los razones y este valor se
normalizo para llevar a cabo el analisis de agrupamiento jerarquico. Este analisis se utilizd
para determinar, con base en similitudes de expresion, si las muestras presentan patrones
parecidos o compartidos. Esto se realizd como un primer abordaje del analisis de nuestros
datos. El analisis de agrupamiento jerarquico se llevd a cabo utilizando el programa
“Cluster’. Para visualizar el dendrograma, se wusé el programa TreeView

(hitp://rana.lbl.gov/EisenSoftware. htm).

Con el fin de actualizar los identificadores de los genes presentes en los arreglos, se
obtuvieron las tablas “UniGene_2", que contienen 115,693 registros de genes agrupados
en la base de datos UniGene, distribuidos a lo largo de todo el genoma humano, asi como
la tabla "KnownGene”, que contiene los datos referentes a 43,232 genes conocidos a lo
largo del genoma, a traves de la pagina del navegador del genoma humano de la

Universidad de California en Santa Cruz (http:/gencme.ucsc.edu/cgi-bin/hgText) y el

programa Genome Browser (http://genome.ucsc.edu). Estos identificadores deben ser

frecuentemente actualizados debido a que la base de datos de Genebank cambia sus
identificadores aproximadamente cada cuatro meses, interrumpiendo asi la continuidad de
los analisis de datos.

Posteriormente, con el fin de determinar cuantitativamente las diferencias de la expresion
genica entre células tumorales y normales en diferentes rutas metabdlicas, se utilizo la

base de datos del Gene Ontology (GO) Consortium (http://www.geneontology.org), Fatigo

(http://fatigo.bioinfo.cnio.es) y el programa GenMapp (http://www.genmapp.org/). El GO

describe los productos con base en: los procesos biologicos a los que pertenecen, los

componentes celulares con que interaccionan y funciones moleculares que realizan o a
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las que estan sujetos. Este anadlisis muestra un grupo de términos y relaciones a las
cuales se ve sometido un gen, por lo cual se puede interpretar la funcién de un gen en
particular o bien un producto de un gen o bien un grupo de productos de genes
involucrados en una patologia.

Con la colaboracion activa del grupo de Biologia Teérica de la Universidad LaSalle y
utilizando el paquete limma: Linear Models for Microarray Data y “R” un programa
computacional estadistico, pudimos obtener algunos genes que fueran especificos de las
lineas celulares y no de las muestras, y viceversa, asi como genes que soélo estuvieran

presentes en las muestras infectadas con tipos virales 16.

XIV. RT-PCR semicuantitativa

Con el fin de validar los resultados obtenidos por los arreglos, se valoré la sobrexpresion
de algunos trascritos mediante RT-PCR convencional en muestras tumorales, lineas
celulares y muestras normales. Doscientos ng de ARN total de las muestras a estudiar
fueron reversamente transcritos con el kit para RT-PCR de un solo paso Access System
(Promega, Madison, WI). Los iniciadores para cada uno de los genes de interés (Tabla 3)

se disenaron con el programa disponible en la red (http://biotools.idtdna.com/gateway). El

criterio para seleccionar cada uno de estos genes dependi6 de la pregunta que se queria
responder. Ver Anexos 3 al 7. Las condiciones de la RT-PCR para sintetizar la primera
cadena del cDNA fueron: 48° C por 45 min; 94° C por 2 min para desnaturalizar el
templado y para sintetizar la segunda cadena y la amplificacion del DNA: 94° C por 30
seg, temperatura de TM especifica para cada uno de los iniciadores por 1 min y 638° C por
2 min en un total de 24 ciclos, seguidos por un solo paso a 68° C por 7 min. Los productos
se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 % tenidos con Bromuro de etidio, y la sefal de
las bandas se capturo con el Eagle eye system (Stratagene, La Jolla, Ca) y se analizaron

con el MetaView analysing system (version 4.5 Universal Imaging Corp., USA). Las
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concentraciones relativas de cADN se expresaron como la razén de las lecturas

densitomeétricas de las bandas de los genes y su relacion con el cADN de B-actina.

Nombre del Gen Secuencia TM Tamaifo pb
Matriz Metaloproteasa 10 5-CATTCAGTCTCTCTACGGACCT-3' 60 509
5-CAGCTATTAGTCTAGGGAAGCC-3'

Interleucina 6 5-AGTTGCCTTCTCCCTGG-3' 55 621
5-TGAGGGCTCTTGGGCAAAT-3'
NDUFB6 S'-GTACACTCCGGATGAGAAACTG-3' 60 328
S'-CTCCAGAATTGTATCACCAGGG-3'
Importin 7 S-TTGGCCTGATCGAGAAACAGCA-3 60 649
5-CTTGGAAACATTGCCAGGGCTT-3'
Laminin gama 2 S-TGTTTAGCTCAGCCCAACGACT-3' 56 696
5-AGCAGCTGAACCCGTTATGACA-3'
Claudina 1 5-GTGGAGGATTTACTCCTATGCC-3' 55 504
5-CTTGGTGTTGGGTAAGAGGT-3'
Catepsina F 5- GTGCTGATCAGAGTGGCTGCTGC-3 67 396
5- AGTTTCCYGGACATGGAGAGGGAC-3
Matriz Metaloproteasa 12 5-TCACGAGATTGGCCATTCCTT-3’ 55 370
5-TCTGGCTTCAATTTCATAAGC-3
Matriz Metaloproteasa 11 5-CCATGGCAGTTGGTGCAGGAGCAG-3' 66 399
5-TGCAGTCATCTGGGCTGAGACTCA-3'
FZD2 5- CTGAGCTCAAGTTCTTCCTGTG -3’ 60 386
5- CAGGAAGTGGTAGTTGAGGTAG -3
GSK3B 5'- GTACTATAGGGCACCAGAGTTG -3’ 60 504
5'- GTAGCCAGAGGTGGATTACTTG -3’
C-Myc 5- AGCTTGTACCTGCAGGATCTGA -3 60 469
5'- TGACACTGTCCAACTTGACCCT -3’
PPARD 5- GGTTACCCTTCTCAAGTATGGC -3 60 86
5'- CTCTGAAGACAGGAGACAGAAG -3
f3-actin 5 -TGAAGTCTGACGTGGACATC-3' 55 243
5-GTTCGTTCCTCATACTGCTCA-3’
Tabla 3.

Iniciadores disefiados para utilizarse en RT-PCR semicuantitativa y utilizados para validar

los resultados obtenidos por los microarreglos

XV. Hibridacion In Situ (HIS)
Se obtuvieron cortes de 5 uM de los arreglos de tejido y de algunas otras muestras

incluidas de manera individual en parafina. Estos cortes fueron posteriormente montados

en laminillas cargadas positivamente. Las laminillas con los cortes se desparafinaron con
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xileno y se rehidrataron en banos de etanol (100, 90, 70, y 30%) para finalmente transferir
a una solucion de PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM NaHPQO,4, 1.4 mM KH,POy,)
por 10 min. Los tejidos se trataron con solucion de DNAsa (1 ug/ml) por 10 min a 37°C y
se lavaron tres veces con PBS. La inactivacion de la peroxidasa endogena se llevo a cabo
incubando las muestras en peréxido de hidrégeno al 3% (H,O;) en metanol. Las sondas
sentido y antisentido se generaron por PCR de cadena sencilla utilizando cDNA obtenido
del RNA células SiHa como templado. Estas fueron marcadas con biotina-16-dUTP
(Roche). Cada tejido se cubrié con 50 ul de la mezcla de hibridacién y un cubreobjetos.
Esta mezcla consiste en formamida al 50%, dextran sulfato al 10%, 2x SSC (20x SSC: 3
M NaCl, 300 mM NazCgHsO5), PBS, SDS al 2%, 100 ug/ml de DNA de esperma sonicado
de salimén y 50 ng de la sonda (sentido o antisentido) marcada. Tanto el RNA del tejido
como de la muestra se desnaturalizaron a 65° C por 10 min. Después de la hibridacion,
los cubreobjetos fueron removidos con una solucién de tris y tween 20 1x (TBST 10x: 500
nmol/L TrisHCL, pH 7.6, 3 mol/L NaCl, 1% Tween 20), y los tejidos se incubaron a 55°C
por 20 min en una solucién de alta astringencia. Inmediatamente se aplicé un anticuerpo
marcado con peroxidasa (GenPoint System, DAKO) sobre los tejidos, que se incubaron
en camara humeda por 15 min. Los cortes se lavaron en TBST 1x. Se aplicé botini tiamida
directamente sobre los cortes para amplificar la sefial y e incub6 a temperatura ambiente
por 15 min, posteriormente se lavé con TBST 1x. Se realizé una segunda vuelta con el
anticuerpo marcado con peroxidasa y la reaccion colorida se revelé con Diaminobenzidina
al 0.06% en 3% H,O, Finalmente, las laminillas se lavaron, se tineron con HyE, se
deshidrataron y se montaron. Los controles negativos de la hibridacion in Situ se llevaron
a cabo con la sonda sentido o bien tratando con RNAsa (100 mg/ml durante 30 min a 37°

C) antes de la hibridacion.
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XVI. Inmunohistoquimica (IHC)

Los diferentes cortes tanto de microarreglos de tejido, como de tejidos unicos embebidos
en parafina se desparafinaron y rehidrataron en alcohol. La peroxidasa se inactivo de la
misma manera que en la HIS. Las laminillas se preincubaron con el suero DAKO Protein
Block Serum free Cat X0909 (Carpinteria, Ca) durante 30 min a 37°C para prevenir
reacciones inespecificas. El exceso se decant6 y se incubd el anticuerpo primario a la
concentracion requerida durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las laminillas se
lavaron en PBS y se revelaron con el anticuerpo secundario unido a un polimero sintético
(DAKO Envision System Peroxidase from DAKO, Carpinteria, Ca), incubandose a
temperatura ambiente por 30 min. Se lavaron y el color de la reaccion se desarrolld con
diaminobenzidina al 0.06% en 3% H;0,. Finalmente, las laminillas se lavaron, se
contratineron y se montaron. Los datos del arreglo de tejidos, asi como los resultados de
la inmunohistoquimica se depositaron y manejaron con el programa Tissue MicroArray

Workbook de Genetech.
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Figura 3.
Diagrama de flujo que muestra todos los pasos que se llevaron a cabo para la elaboracion

de este expenmento.
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RESULTADOS

Con la finalidad de determinar posibles marcadores moleculares del carcinoma cérvico
uterino, llevamos a cabo experimentos de microarreglos de cADN para determinar el
patron de expresion especifico de este tipo de neoplasia. Una vez determinado este
patron de expresion, se cred una base de datos que contiene la informacion de todas las
muestras estudiadas tanto de los datos crudos, como de los normalizados. Esta base de
datos se analiz6 utilizando diversos métodos bioinformaticos con el fin de determinar los
posibles marcadores moleculares de la enfermedad y para encontrar las variaciones de
expresion de las rutas metabdlicas celulares en presencia del cancer en el epitelio cervical
humano. Finalmente, la informacion obtenida por los microarreglos se validd mediante
RT-PCR semicuantitativa, Hibridacion In Situ e Inmunohistoquimica; en estas dos ultimas
metodologias se utilizaron arreglos de tejido con el fin de evaluar a los potenciales

marcadores moleculares.

1. Extraccion de ADN vy tipificacion

Se realizé la colecta de 84 muestras de CaCU durante el periodo de tiempo comprendido
entre 1999 y 2004 en el Departamento de Ginecologia Oncologica del CMN Siglo XXI,
IMSS, Departamentos de Patologia del Hospital de la Mujer y del Centro Nacional de
Displasia del Hospital General de Meéxico, SS.; de todas las muestras 73 fueron
carcinomas epidermoides y 10 fueron determinados como adenocarcinomas. Estos
tejidos tumorales asi como los tejidos normales y las lineas celulares HelLa, CasKi, SiHA,
INBL, CalL O, C33 fueron tratados con TRIZOL con el fin de obtener sus &cidos nucleicos.
El DNA genomico obtenido fue analizado por PCR con los iniciadores especificos para el
gen que codifica para la proteina viral E6 que detectan especificamente al tipo HPV16,

esta reaccion genera un fragmento de 126 pb. Por otro lado los DNAs que no resultaron
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positivos para HPV16 fueron analizados por PCR con los iniciadores MY0O9/MY11 que
detectan mas de 30 tipos virales, y el fragmento que se genera de esta reaccidn es de
450 pb. Estos fragmentos fueron posteriormente secuenciados para obtener los tipos
virales especificos. La figura 4 muestra ejemplos representativos de la calidad del ADN
purificado a partir de los tejidos frescos, comparados con DNA genémico obtenido a partir
de un cultivo celular. La tabla 2 de la seccion de material y métodos presenta los datos de
presencia de VPH en los tejidos analizados. Las figuras 5 y 6 muestran una region de la
secuencia de los genes E6 y L1, respectivamente, que se utilizaron para identificar el tipo
viral presente en la muestra.

Como se esperaba, las lineas Caski y SiHa fueron positivas para VPH16 y HelA, INBL y
CalO para el tipo VPH18. El tipo viral 16 se detecté en 63 tumores invasores, el tipo viral
18 se encontré en 1 muestra, el tipo 53 se detecté en dos muestras y el tipo 69 en otra.
En once casos no fue posible detectar ADN viral con los iniciadores utilizados y en siete
no se llevé a cabo la secuenciacion, pero se sabe que son muestras positivas para HPV,

ya que el fragmento del gen viral se amplificé mediante PCR.

2. Extraccion de ARN Total y obtencion de ARN mensajero
Por otro lado, utilizando tambiéen Trizol se extrajo el ARN total de las muestras antes
mencionadas, y solamente a aquellas muestras que cubrian los requisitos en cantidad y

calidad se les extrajo el ARN mensajero. (Ver Figura 7)
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Figura 4.
Corrimiento electroforetico de diferentes DNAs purificados. Medio microgramo de DNA de
cada muestra fue sujeta a electroforesis y fue tenido con bromuro de etidio. Carril 1) TO7,
2) T14, 3) 761, 4) T63, 5) T11, 6)T15, 7) T17, 8) T71, 9) T83, 10) 773, 11) HelLa, 12)

CaLO, 13) INBL, 14) CaSKi, 15) SiHa, 16) C33, 17) NO3.

Figura 5.

Deteccion de amplicones de PCR con iniciadores que detectan un fragmento de 126 pb
del gen E del VPH. Carnl 1) MPM 100 pb; 2) control positivo; 3) control negativo sin DNA,

4) T45, 5) T56, 6) T02, 7) T23, 8) SiHa, 9) CaSKi, 10) HeLa.
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Figura 6.

Panel a) Deteccion de la amplicones de PCR con iniciadores que detectan un fragmento
de 450 pb de la proteina L1. Carril 1) MPM 100 pb; 2) control positivo; 3) control negativo
sin DNA, 4) INBL, 5) CalLO, 6) HeLa, 7) T01, 8) muestra negativa, 9) T06, 10) T10.
Panel b, ejemplo de secuencia parcial obtenida a partir del uso de los iniciadores

MYO9/MY11.
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Figura 7.
Calidad del ARN mediante electroforesis. Ejemplos de ARN total purificado a partir de
tejidos frescos y lineas celulares a) Caml 1) T07, 2) T11, 3) T61, 4) HelLa, 5) CaLO, 6)

INBL, 7) SiHa, 8) CaSKi, 9) C33.
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3. Resultados de la hibridacion

Con el proposito de buscar e identificar algunos marcadores moleculares del CaCU, se
utilizé una plataforma del analisis genomico de alto rendimiento: arreglos de cADN.
Durante los experimentos fue necesario marcar las sondas con radiactividad y después
hibridar sobre los arreglos que contenian 8,400 sondas blanco que codifican un gen unico.
Posteriormente, se capturd la imagen con un Phosphorimager. En la figura 8 se pueden

apreciar las imagenes capturadas.

4, Normalizacion

Se realizé una grafica de box plot con el fin de observar la distribucion de los datos
(Figura 9). Esta figura muestra los diferentes box plots para cada una de las muestras. La
mediana es la linea que cruza la “caja” a la mitad. De la mediana a la parte inferior de la
caja se encuéntrale 25 % de la distribucion de los datos, asi como de la mediana hacia la
parte superior. Es importante hacer notar que las medianas no se encuentran alineadas,
por lo que fue necesario realizar una normalizacién intra-arreglo, mediante LOESS (63), el
cual es un procedimiento estadistico que implementa un método no paramétrico para
estimar la superficie de la regresion. Este método es muy flexible ya que no asume ni
necesita ningun tipo de forma paramétrica para la superficie de la regresion. LOESS es
muy utilizado en situaciones en las que se desconoce cual es la mejor opcion para
determinar la forma parametrica. Posterior a la utilizacion de LOESS se repitio la grafica
de box plot (Figura 10) y asi se pudieron observar los datos normalizados, en los que la

mediana se encuentra alineada entre todas las muestras.
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Figura 8.
Ejemplo de Imagenes capturadas con el Phosphorlmager. a) Hibridacion con sonda
proveniente de ARN de Hela marcada con P*a- dATP, b) hibridacién con sonda
proveniente de RNA de CalLQO marcada bajo las mismas condiciones que a, ¢) hibridacion
con sonda de SiHA, d) hibridacién con sonda de CaSKi, e) hibridacion con sonda de una

muestra tumoral e f) hibridacion con sonda de una muestra normal.
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Figura 9.

Grafica de Cajas (Box Plot) de datos crudos. En el eje “Y" se grafica los datos de intensidad de expresion en logantmo base 2 y en

el gje de "X" se grafica a cada una de fas muestras
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Figura 10.
Grafica de cajas (Box Plot) de datos normalizados. En el eje “Y" se grafica los datos de intensidad de expresién en logantmo base 2

y en el eje de “X" se grafica a cada una de las muestras
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Con el fin de determinar la distribucion de los datos se procedid a elaborar y analizar por
medio de histogramas cada una de las muestras. Asi, las muestras estudiadas no tienen
una distribucion normal (Figura 11); por lo tanto, el método de normalizacion utilizado fue
el correcto. Asimismo para verificar la distribucion también se realizdo un QQ plot
(Quantile-Quantile). Si la distribuciéon fuera normal, ésta deberia ser casi lineal y los genes
gue salen de esta linea se encuentran diferencialmente expresados. Con base en este
analisis, que sirve como primer abordaje, podemos concluir parcialmente que si hay

genes diferencialmente expresados.

5. Expresion global del Cancer Cérvico Uterino.

Con el proposito de determinar el patrén de expresién global de CaCU, se realizé un
analisis de cluster jerarquico. Esto se llevoé a cabo mediante la determinacion de la razon
de cada una de las muestras tumorales con respecto a la mediana de los tres tejidos
normales para cada uno de los genes. Estos resultados se analizaron utilizando el
programa de Cluster jerarquico, el cual basicamente agrupa por niveles de expresion los
genes con mayores similitudes entre si, asi como las muestras con mas similitudes. Es
importante hacer notar que este analisis generé un dendograma en donde se observa que
las muestras que contienen el mismo tipo de VPH forman dos grupos: VPH16 y VPH18
(Ver anexo 3). Sugiriendo que probablemente, por niveles de expresion, los tipos virales

tienen caracteristicas que los distinguen entre si.

Por oftro lado, siguiendo el sondeo del comportamiento en expresion del CaCU, se realizo

otro anadlisis mediante el uso del software GeneSpring. En este analisis primero
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Histogramas de todas las muestras estudiadas mostrando que la distribucién de los datos no es normal.
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QQ plot demostrando que la lineas no es recta y que los puntos que se alejan son genes

diferencialmente expresados que pueden fungir como posibles genes marcadores



se realizod un corte de los datos a analizar con el fin de solo utilizar aquellos genes que
estuvieran sobrexpresados mas de 10 veces con respecto al normal. Esto se hizo con el
fin de eliminar falsos positivos. De los 477 genes que se trabajaron, se obtuvieron las
relaciones generadas por la mediana de todas las muestras y lineas celulares VPH16+,
entre la mediana de las lineas celulares VPH18 y entre los valores de C33 y la mediana
de las muestras normales. Ver Figura 13. Claramente se puede apreciar el color amarillo
en C33 que no se observa en las otras muestras, sugiriendo que estos genes se pueden
expresar diferencialmente cuando se encuentra presente VPH. Por otro lado, el color
negro se presenta en las muestras con VPH18 indicando que algunos de estos genes
pudieran expresarse solamente en este tipo viral. Con el fin de determinar los valores de
expresion de estos mismos datos, los datos fueron graficados de manera lineal (Ver
Figura 14.) corroborando nuevamente que si existen diferencias de expresion entre las

celulas tumorales y las normales.

6. Procesos biologicos alterados.

Para determinar el comportamiento de las células tumorales, se realizd un analisis
utilizando la base de datos publica y disponible en la red de Gene Ontology. Este
programa computacional agrupa a los diferentes genes pertenecientes a una misma ruta
metabdlica o proceso biologico para determinar los cambios de expresion que se generan
en los diversos procesos celulares. Primero se realizé un analisis exploratorio en donde
se represento graficamente la sumatoria de las medianas de los niveles de expresion de
grupos de genes pertenecientes a una misma ruta (ver anexo 3). Con el fin de poder
observar los cambios especificos de estos genes en cada una de las muestras se
realizaron agrupamientos jerarquicos de cada uno de los grupos obtenidos del Gene

Ontology Consortium.
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Figura 13.

Dendrograma que muestra los 477 genes mas sobrexpresados en todas las muestras, y

el comportamiento que tienen en estas;, VPH 16, VPH18, tejido normal y C33 (tumoral

VPH-)
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Figura 14.
Grafica que muestra los genes con mas expresion en C33, muestras con VPH16 y VPH18
con niveles basales de expresion ‘en las muestras normales. En gj gje de las “Y" se

muestra el nivel de expresion y en el eje de las "X" se encuentran las muestras.
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Como un sondeo inicial se determinaron diferentes rutas metabodlicas, procesos y
componentes celulares. El primer analisis consisti6 en graficar los diferentes
agrupamientos de genes generados por el Gene Ontology. Se obtuvo inicialmente la
mediana para cada gen en todas las muestras y se sumaron las medianas para obtener
una grafica de barras que representa el comportamiento global de la enfermedad en dicha
ruta metabdlica. Los procesos y componentes celulares estudiados fueron: a) componente
epitelial, genes que intervienen en proliferacion; b) componente estromal, metabolismo de
farmacos, ciclo celular; y ¢) componente tumoral. Es importante mencionar que todos los
procesos celulares estudiados se encuentran principalmente sobrexpresados (ver anexo
3). Por otro lado, con el fin de hacer mas visibles estas diferencias y poder determinar los
cambios de expresion en cada una de las muestras estudiadas, se realizaron analisis de
agrupamiento jerarquico para cada una de las rutas metabdlicas y procesos celulares
identificados por el Gene Ontology (Figura 15, 16 y 17). Es importante notar que los genes
qhe componen al grupo de proliferacion, interferébn e interleucinas presentan tanto
sobrexpresion como supresion génica de los genes que la componen.

Una de las rutas estudiadas, la de Wnt, se encontré sobrexpresada en todos los genes
que la componen (Figura 18). Esta ruta participa en diferentes eventos durante el
desarrollo y la embriogénesis y se sabe que genera tumores al ser activada de manera
andémala. Los factores Wnt son secretados y se encuentran distribuidos a lo largo de todo
el reino animal y controlan virtuaimente cada decision del desarrollo. En ausencia de la
senal de Wnt las células no estimuladas regulan los niveles de [3-catenina por un complejo
que fosforila a esta proteina marcandola para su subsiguiente ubicuitinacion y
degradacion en el citoplasma. Sin embargo, cuando las Wnt secretadas estan presentes,
que parece ser lo que sucede en CaCU, permiten la acumulacion de beta catenina, lo cual
hace que esta proteina se trasloque al nucleo, donde se une a diferentes proteinas de

union a DNA que sirven como factores de transcripcion para muchos otros genes.

57



e duster de
Genes de Proliferadon

PPutative c-myc responsive

{DEAD/H box polypeptide 18 s

J Bleomycin hydrolase s 18340

—
! i Diphteria Toxin resistance protein required Hz S0
i | |[C-myc downregulated Hs 16744
! _* Ribosomal"Prote'i'h‘SS kinase, 90 kD, polypeptide1 ;Hi 197
! bosomal Protein S6 kinase, 90 kD, polypeptide 2 {Hs 01804

ibosomal Protein S6 kinase, 90 kD, polypeptide 3

| ATP synthase, H+transporting mitochrondrial F1 complex

Similar to protein S6 kinase

Isopentenyl-diphosphate delta isomerase

GTP-binding protein homologus to sacharomyces cerevisiae

Insulin like growth factor 2 receptor

DEAD/H box polypeptide 18

Ribosomal protein S6 kinase, 70 kD polypetide 2

Ribosomal protein S6 kinase, 90kD, polipetide 4

C-myc binding protein

Ribosomal protein S6 kinase, 90kD, polipetide 5

2o Ryerage Linkage (UPGHA

Duztance meic: Standard Corelation -100.000 00 100.000

Figura 15.
Cluster jerarquico de genes pertenecientes al proceso celular de Proliferacion
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Figura 16.
Cluster jerarquico de genes pertenecientes o regulados por interleucinas.
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Ejemplo de agrupamiento jerarquico de interferones o genes regulados por estos.
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Agrupamiento jerarquico de genes pertenecientes a la ruta de senalizacion de Wnt.



DISCUSION

Aungue la sobrexpresion de algunos componentes de esta ruta han sido previamente
realcionados con CaCuU, la ruta en si, no habia sido del todo relacionada a este tipo de
cancer. Con el fin de validar la sobrexpresion se tomaron estratégicamente 4 genes que
se encuentran distribuidos en diferentes niveles de la misma. El primer gen analizado es
el homologo de Frizzled Drosophila 2 (FZD2), cuyo producto proteico se localiza en la
superficie celular, un gen de expresién en citoplasma, también se estudié la cinasa
sintetizadora de glucégeno 3-beta (GSK3B); y por otro lado dos productos génicos que se
expresan en el nucleo: C-MYC y el receptor delta activado del proliferador de peroxisomas
(PPARD).

Se realizé RT-PCR semicuantitativa para obtener los valores de expresion relativa de los
cuatro genes. Las concentraciones relativas de los mARNs fueron expresadas como la
razén de las lecturas densitométricas de los tres genes en relacion al mRNA de B-actina
(Figura 19). Todas las 9 muestras investigadas mostraron un incremento en la expresion
de FZD, y en concordancia con esto, las intensidades de las bandas del gel de agarosa
estaban incrementadas en un rango de 1.2 veces en todos los tumores con respecto al
normal. La mayor diferencia presente entre los dos métodos fue en el gen de GSK3B, ya
que en los arreglos todas las muestras estudiadas tuvieron una sobrexpresion de 3;
mientras que en la RT-PCR los niveles de sobrexpresion se presentarcn en un nivel de 8
veces mas. PPPARD y c-MYC también presentaron una sobrexpresion de 1.3 y 3 veces,
con respecto a los normales.

Con el fin de corroborar la sobrexpresion, se realizé hibridacion in situ en arreglos de
tejidos en diferentes estadios (normal, LIEBG (lesion intrepitelial de bajo grado), LIEAG

(lesion intraepitelial de alto grado) y CaCU. Los resultados fueron positivos en el 90% de
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los LIEAGs y el 100% de los CaCUs. FZD2 se expresé en 15 (100%), GSK3B en 12
(80%), c-MYC en 14 (93%) y PPARD en 13 (86%) de los 15 LIEAGs estudiados. Los
cuatro genes tuvieron mayor expresion en los 15 casos de CaCU que en los tejidos

normales. Los tejidos cervicales normales tuvieron una reaccion muy leve (Figura 20).

7. Busqueda de posibles marcadores moleculares de la enfermedad.

Con el fin de determinar posibles marcadores de la enfermedad como una entidad
patologica; es decir, sin importar el tipo de VPH que esté infectando al tejido; se buscaron
genes sobrexpresados en las muestras tumorales y lineas celulares y que estuvieran
suprimidos o bien que presentaran una expresion basal en tejido normal y la linea celular
C33. Esto se determiné utilizando el programa Gene Spring y el programa de clustering
jerarquico. Por medio de este analisis bioinformatico se detectaron 21 genes
sobrexpresados y 20 suprimidos. De estos, se seleccionaron seis genes: claudina 1,
laminina gama 2, importina 7, matriz metaloproteasa 10, IL6 y NDUFB6, los cuales se
sometieron a RT-PCR semicuantitativa e inmunohistoquimica con el fin de validar la

expresion (Anexos 4 y 5).

8. Busqueda de posibles marcadores de invasion.

Para determinar genes involucrados en procesos de invasion, la base datos obtenida se
cargo en el programa de internet Fatigo, y posteriormente también se cargé en la base de
datos de GO, con el fin de obtener las anotaciones ontolégicas de los genes. Después, se
cred una base de datos nueva que contenia exclusivamente genes relacionados a
invasion, se les realizé agrupamiento jerarquico para ver los diferentes niveles de
expresion en las muestras. Se buscaron genes que estuvieran sobrexpresados en todas
las muestras tumorales y lineas celulares y de estos se seleccionaron 3 genes que no

estuvieran previamente relacionados con cancer cérvico uterino; matriz metaloproteasa 11
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y 12, Catepsina F. Se disenaron iniciadores para realizar RT-PCR semicuantitativa en
estos genes y para sintetizar sondas con el fin de llevar a cabo HIS en diferentes estadios
del cancer. También se realizé Inmunohistoquimica para la busqueda de la proteina en
los tejidos. Los resultados revelaron un incremento en la expresion conforme los

diferentes estadios del cancer avanzan (Anexo 86).
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Figura 19.

Analisis densitométrico para obtener los niveles de expresion relativa de los genes
GSK3B, FZD2, c-MYC, PPARD. Carrl 1) Control positivo, 2) controll negativo sin
ARN, 3) linea celular C33, 4) HelLa, 5) CalLO, 6) INBL, 7) SiHa, 8) CaSKi, 9) muestra
tumoral T16, 10) muestra tumoral T24, 11) muestra tumoral T27, 12) muestra tumoral
A21, 13) muestra tumoral A23, 14) muestra de tejido normal NO1, 15) muestra de
tefido normal NOS, 16) muestra de tejido normal NO7, 17) muestra de tejido normal
N14, 18) muestra de tejido normal N20. Se utilizé un marcador de peso molecular de
100 pb.
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Figura 20.

Ejemplos de hibridacion In Situ, a) colon como control positivo para FZD2, b) ejemplo tejido
normal con tincion negativa para FZD2, c) ejemplo de LIEAG positivo para FZD2, d) ejemplo
de CaCU para FZD2, e) ejemplo de tejido normal con tincién para GSK3B en 2/3 partes del
epitelio, f) ejemplo de LIEAG con tincién positiva para GSK3B, g) ejemplo de CaCU
hibridado con GSK3B, h) ejemplo de tejido normal con tincién negativa para c-myc, i)
ejemplo de CaCU hibridado con c-myec, j) ejemplo de tejido normal con 2/3 partes de tincion
para PPARD, k) ejemplo de LIEG con tincion positiva para PPARD, i) ejemplo de CaCU con
hibridacion positiva para PPARD.
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DISCUSION

A nivel mundial, el CaCU esta posicionado en el segundo lugar en incidencia de canceres
femeninos; y en México es la primera causa de mortalidad en mujeres. El uso de pruebas
moleculares para deteccion o prondstico de esta patologia es practicamente inexistente.
Actualmente la deteccion del VPH se lleva a cabo en algunas muestras de pacientes con
CaCuU. Aungue la infeccion por el virus es necesaria para la presencia del cancer, ésta no
es suficiente, por lo que la influencia de los procesos celulares y moleculares en el
desarrollo de esta neoplasia cobra gran importancia. Las tecnologias de alto rendimiento,
como los arreglos, permiten estudiar los cambios de expresion de miles de genes en
células tumorales y normales, de ahi que sea una excelente opcién aplicar esta tecnologia
al estudio del CaCU (Anexos 1y 2).

En este trabajo de tesis se definieron los patrones de expresion del carcinoma cérvico
uterino con la metodologia de arreglos de cDNA, asi mismo se cred una base de datos a
partir de nuestros resultados con el fin de condensar la informacion para analisis
posteriores. Por otro lado, se llevaron a cabo diversos analisis bioinformaticos para
explorar el impacto potencial de los cambios en la expresion de diversos procesos
celulares. Finalmente, se validaron los genes candidatos por RT-PCR semicuantitativa,
Hibridacion /n Situ e Inmunohistoquimica.

Debido a que no se conocia ninguna caracteristica que pudiera relacionar al proceso
tumoral con la sobrexpresion de la Importina 7, se realizd una busqueda determinando la
region promotora rio arriba de este gen. Esto se hizo utilizando la base de datos Source, y
posteriormente los posibles factores de transcripcién que regulan a este gen fueron
identificados mediante el programa TRANSFAc. Se obtuvieron aproximadamente 100
regiones consenso para GR (Receptor de glucocorticoides) en la secuencia promotora de

Ipo7. Ademas de influenciar la expresion de Ipo7, GR también influencia la expresion
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temprana de VPH mediante la interaccion con el GRE presente en VPH 18 vy los tres
GREs presentes en VPH16 (ver anexo 4).

Por otro lado otro gen que se demostré sobrexpresado fue la MMP10, y actualmente este
trabajo es el primero que asocia a esta proteasa al desarrollo del CaCU (Anexos 4y 5).
Con el proposito de entender el comportamiento biolégico del CaCU, se utilizé la base de
datos Gene Ontology para clasificar a los genes en diferentes rutas metabdlicas. Cada
gen presente en el microarreglo fue asociado con su correspondiente numero de Unigene,
y tanto los datos de expresion como los numeros de Unigene se integraron en el website
de Gene Ontology. Finalmente para cada uno de los genes se obtuvo el Codigo de Gene
Ontology para procesos biolégicos es decir, se obtuvieron las anotaciones funcionales de
los genes que componen el arreglo. El programa de Cluster jerarquico y el programa de
visualizacion (Tree View v1.50) fueron utilizados para graficar los analisis de expresion de
cada una de las rutas. Se realizaron dos tipos de analisis con los datos obtenidos del GO.
Para el primero se hicieron los grupos de: componentes epiteliales, proliferacion,
componentes estromales, interferones, genes relacionados en metabolismo de farmacos,
compenentes del ciclo celular y componentes tumorales encontrandose todos los grupos
alterados con respecto a su contraparte normal, una explicacion mas detallada sobre los
hallazgos de este experimento se pueden apreciar en el Anexo 3. Posteriormente, con el
fin de determinar las variaciones especificas de la expresion en las diferentes muestras,
de cada uno de los agrupamientos de genes se realizd andlisis de agrupamiento
jerarquico con el fin de hacer mas visuales los cambios en la expresion de los genes en
las diferentes muestras (Anexo 4). Sin embargo, los resultados mostraron que las rutas y
procesos metabdlicos estudiados presentaban sobrexpresion y supresién dentro de sus
componentes. La ruta metabolica de Wnt se encontré totalmente sobrexpresada
probablemente debido al encendido de la misma por la presencia de los Wnt secretados

que permiten que beta catenina se acumule en nucleo active diferentes factores de
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transcripcion asi como antiapoptoticos, convirtiendo a esta ruta en un excelente punto de
estudio en CaCU (ver anexo 7).

Por otro lado, con el fin de estudiar y empezar a caracterizar a las nuevas lineas celulares
derivadas de CaCU, se realizaron estudios de CGH sobre metafases para poder
determinar las pérdidas o ganancias de bandas citogeneticas en estas. En el anexo 8 se
muestra una concordancia de pérdidas de DNA en el 6g26-q27 y ganancias en1q31-q32 y
7p13-p14 que pudieran ser especificas para el tipo viral 18. Asimismo, la similitud
encontrada entre los desbalances cromosomicos de las lineas celulares y las muestras
tumorales, permiten inferir que las lineas celulares representan buenos modelos para el

estudio del CaCU; lo cual ya habia sido reportado previamente.
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CONCLUSIONES

Una de las tendencias actuales en el estudio de la expresion global de las células, es la
aplicacion de la genomica funcional. En el presente trabajo, se determinaron los
transcriptomas parciales tanto, de la célula tumoral como de la célula normal del cervix
uterino humano; esto se llevé a cabo utilizando la tecnologia de microarreglos de cDNA y
empleando herramientas bioinformaticas aplicadas.

Una vez utilizadas estas herramientas, se obtuvieron varias bases de datos, las cuales
tuvieron que ser unificadas con el fin de crear la base de datos principal (con mas de un
millon de valores de intensidad) la cual sirvid de base para los analisis posteriores. El
poder llevar cabo la unificacion de diversas bases de datos implico el uso de
computadoras de gran capacidad que permitieran utilizar aproximadamente 5 programas
de analisis de manera simultanea. Asimismo, se utilizaron algunos andlisis estadisticos
para identificar la forma de distribucién de los datos y asi poder utilizar el analisis de
normalizacion adecuado, el cual se realizo posteriormente en base a la distribucion no
parametrica de los datos obtenidos en los experimentos. Basados en este tipo de analisis
se lograron determinar diferentes patrones de expresion para cada una de las muestras
analizadas. Una de la primeras estrategias que fueron llevadas a cabo, fue identificar
aquellos genes de las celulas tumorales que no mostraban ninguna modificacion en su
patron de expresion con respecto a su contraparte normal, luego; aquellos genes que
presentaran incrementos en su nivel de expresion y posteriormente el grupo de genes
que se suprimieran su expresion tanto en las células tumorales con respecto al normal,
como en los normales con respecto a las células tumorales.

De esta manera se logro identificar a 450 genes sobrexpresados en las células tumorales
y a mas del doble de genes suprimidos. Por lo que podemos mencionar que en CaCU
existe significativamente un evento de supresién en la regulacién genética mas que una

activacion.
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Para demostrar lo antes mencionado se decidid validar por otros métodos
(inmunohistoquimica e hibridacion in situ RNA/RNA en microarreglos de tejido y RT-PCR
semicuantitativa) 13 nuevos genes que pueden servir como marcadores de invasividad.
Entre ellos se encuentran principalmente proteasas y oncogenes asi como citocinas y
factores de transcripcion. Uno de los hallazgos obtenidos mas importantes en este
trabajo fue el identificar la sobrexpresion de los componentes de la ruta metabdlica de
Whnt, la cual se encuentra activa de manera normal en procesos de desarrollo y se activa
de manera anémala en algunos procesos tumorales. Esta ruta se ha visto sobrexpresada
en algunos tumores, principalmente en cancer de colon, demostrando que esta ruta tiene
un papel fundaméntela en la tumorigenesis.

Por otro lado, se logro determinar el patron de expresion de células cervicales infectadas
con VPH 16 y VPH 18. Lo anterior, permite dilucidar el comportamiento global de esta
enfermedad a nivel de expresion en las células infectadas con VPH de alto riesgo.

Para llegar a estos hallazgos fue necesario llevar a cabo estudios bionformaticos
especializados (Data mining) como el uso de: Gene Ontology Consortium, Gene Spring,
Fatigo; TransFac, Source y algunos otros programas computacionales especializados en
el analisis de datos obtenidos por microarreglos.

Con el presente estudio se llego a implementar la tecnologia de alto rendimiento de los
arreglos de cDNA en el laboratorio de Gendmica Oncolégica, del Unidad de Investigacion
Meédica en Enfermedades Oncolégicas del Hospital de Oncologia del CMN Siglo XXI.

Es importante mencionar que las herramientas utilizadas plantean el inicio de una nueva
estrategia de investigacion en nuestro pais en el area de la Oncologia Gendmica, linea
que ha permitido obtener recursos de institucionales y del CONACYT, para la formacion
de recursos humanos y la vinculacion de la investigacion clinica con la investigacién

basica.
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Resumen

Con el objetivo de examinar y descifrar el transcriptoma completo de las células normales y malignas de manera
sistemdlica y con la disponibilidad de la secuencia del genoma humano, ahora es posible gracias al uso de
lecnologia de alto rendimiento.

En la deteccion y tamiz de mutaciones cle polimorfismo o mulaciones, andlisis de alla resolucién de
aberraciones cromosémicas y los perliles de expresion génica, el uso de los microarrays o microarreglos, estd
empezando a proveer una vision mas comprensible de las alteraciones genéticas presentes en las células
cancerosas. En estos momenlos podemos inlerrogar e interpretar algunos de estos datos prometiendo modificar
la manera de como el cancer debe ser detectado y tratado en el fuluro, gracias a la combinacién de la
bioinformatica y las herramientas de andlisis de datos. En la presente revision se muestra una vision muy general
del estado de arte referentes a las diversas platalormas tecnologicas de los microarrays aplicados a la
Investigacion de la Genomica del cancer.

Palabras Clave: Genoma, microarreglo, gendmica, diagnostico, cdncer.

Microarrays in oncology

ABSTRACT

With the availability of the human genome sequence, the goal of examining and deciphering the entire
transcriptome of normal and malignant cells in a systemalic way is now possible by using high throughput
technology.

The use of microarrays is slarting to provide a comprehensive view of genetic alterations in cancer cells by
penome-wide polymorphisms screens, high-resolution analysis of chromosomal aberrations and expression
proliling. In combination with the development ol the bioinformatic and data anaiysis iools necessary lo
interrogate and interpret these data. This approach promises to revolulionize how we think about cancer and
how we are likely 1o delect and treal cancer in the future.

The present review shows an overview of the state of the art of different microarrays technologies applied to
Cancer Genomics Research.

Key Words: Genome, microarray, genomics, diagnosis, cancer.
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[2] cancer es uno de los mas importantes problemas de salud
pubiica a nivei mundiai’. En ios i2stados Umidos se esiima que
para este aio se diagnosticaran cerca de un millon y medio de
nuevos casos generando un grave problema de salud. En estos
momentos, con la gran cantidad de metodologias desarrolladas
para la investigacion, nos encontramaos en un area con cnormes
oportunidades para descubrir v descifrar aspectos relacionados
con las bases moleculares de las ncoplasias. El concepto

Faboratario de Oonealogra Gendmica, Uinidad de nvestigacion Modica
en Dofermedades Oncalogicas, Hospital de Cmcolagin CNN XD
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“descubriendolaciencia™ puede serilustrado porel proyecto del
genoiia numano, <3 decin, la carrera cientifica denominada
Genomica. Aunque conocemos casi en su totalidad el genoma
de la célula humana, esta carrera prosigue y nos conduce a la
actual era post-Genomica*®. Esto involucra la identificacion y
estudio integrador de los componentes de un sistemasinanticipar
la formulacion de hipotesis de como funcionan estos
componentes. Asi.un gran flujode secuencias o “tags” humanas
expresadas (ESTs o expression sequence tags) proveen un
punto de partida para dilucidar la funcion de los miles de genes
contenidos en el genoma. Para entender de forma detallada ¢l
penomi humano se requerird de la implementacion de métodos
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sofisticados de alto rendimiento (high-throughput), asi como,

parael analisis de sucxpresion permitiendo el descubrimientode
s

nuevos genes. -

El concepto de “Genomica™ esta conformado ppr la genomica
estructural, funcional, individual y comparativa. El campode la
genomica funcional incluye la determinacion del nimero de
genes, transcritos o proteinas (DNA, RNA mensajeroy proteinas)
presentes y expresados en una célula-tejido especifico, en un
momento fisioldgico determinado: Transcriptoma y Proteoma,
respectivamente.

A la fecha existen dos tipos de sistemas de analisis masivos de
expresion: sistemas cerrados y abiertos. El sistema cerrado
consiste en determinar la expresion de los genes o secuencias
impresas en el array, mientras que el sistema abierto consiste en
determinar la expresion de todos los genes que se presentan en
una célula, ideal para el transcriptoma. En otras palabras, cl
sistema cerrado consiste en realizar el estudio por medio de
microarreglos (también se les conoce comomicroarrays, biochips,
microhileras, micromatrices), los cuales contienen genes o
secuencias conocidas, como los EST o bien genes anotados;
mientras que el sistema abierto queda ejemplificado por el uso de
la tecnologia de analisis de expresion génica en serie 0 SAUE,
tecnologia que analiza la totalidad de los genes expresados,
permitiendo identificar nuevas secuencias o genes, asi como, los
niveles de expresion que presentan enun momentodeterminado
de manera cuantitativa®.

Un microarreglo o microarray de acidos nucleicos es una
plataforma solida que puede ser de nylon, vidrioo plastico donde
se encuentran inmovilizados generalmente en un drca de lem?,
un grupo limitado y finito de genes o fragmentos de genes (en
promedio 50 bases de longiiud) que pueden ir de cientos hasta
miles, esdecir, desde 100 eilementosicm? hasta 23,000 elementos/
cm? generando asi los microarrays de baja o alta densidad’”.
Estas secuencias deben estar previamente caracterizadas y
presentan el acomodo espacial de unamatriz matematica. Sobre
estas plataformas con las secuencias de DNA, ¢cDNA u
oligonucledtidos. se hibrida el DNA o cDNA provenientes de
dos estados biologicos diferentes por ejemplo sano vs patologico,
previamente marcados condiferentes fluorocromos (fluoresceina
overde, rodamina o rojo, otros fluorocromos usados son los Cy 3
CyS),deestamaneracuandoel "arreglo™ es leido, se cuantificara
la intensidad de la fluorescencia de cada fluorocromo en un
escaner especial y se apreciarandiferentes coiores: verde cuando
hay una sobre-expresion, rojo para supresion y amarillo cuando
no hay cambios en la expresion entre la muestra normal y la
muestra problema. En este contexto, estas plataformas
tecnologicas hansido utilizadas para clasificar diversas patologias
basandose en sus patrones de expresion, mas que por
caracleristicas morfologicas como en el caso del linfoma de
células B'". Asimismo, estos microarrays estan permitiendo
monitorear simultaneamente los patrones de expresion de miles
de genesdurante diversos procesos celulares, como por ¢jemple
durante ladiferenciacion. Paraello, los nuevos equipos analiticos

basados en la ultraminiaturizacion y paralelismo, convergen en
la aplicacion de nuevos sistemas de fabricacion, los cuales
provenicnen de las tecnologias de la informaticay la electronica
y se aplican ahora en el diseiio de biochips (chips de material
biologico de alta densidad de integracion), para poder realizar
distintos tipos de estudios repetitivos con muestras biologicas
simples y por procedimientos analiticos completos sobre
muestras individuales (lab-on-a-chip)''. El potencial de estos
sistemas, permite lograr en un tiempo corto gran cantidad de
informacion, que debe ser analizada con poderosas técnicas
estadisticas y bioinformaticas para extraer conocimiento de
utilidad. Estas técnicas ofrecen la capacidad de comparar y
relacionar la informacion genética con una finalidad deductiva,
ofreciendo respuestas que van implicitas y que no parecen
obviasalavistade losresultados de los experimentos. Asi, todos
los sistemas que permiten la integracion y analisis de datos
provenientes del usode biochips o microarrays, estan justificadas
por la necesidad de manejar la informacion masiva de alto
rendimiento con enfoques integrados (genomica funcional,
protedmica, expresion génica, genomica comparada, etc.)™"!,

Esta poderosa tecnologia ticne su inicio hace poco mas de una
década, culminando en la plataforma del conocido GeneChip por
lacompaiiiade Affymax (hoy Affymetrix)'®". Elnombre general
que recibe esta tecnologia cs el de biochip. Sin embargo,
dependiendode lamacromoléculausada paraconstruirel arreglo,
encontramos el DNA chip, chip genomico, RNA chip, los cDNA
microarrays, microarrays basados en oligonucledtidos, o los
chips de proteinas, entre otros (Figura 1). Actualmente, se
cuenta con una gran gama de biochips disponibles
coinercialimente paracasos especificos, porejemplo los Oncochip,
Genechip. linfochip. nanochip, cardiochips, hepatochips,
estafilochips, etc."*'* Sus aplicaciones se han ido incrementando
dia con dia, empleandose entre olras cosas para la:

i) monilorizacion de expresion génica,

i1) deteccion de mutaciones y polimorfismos,

iil) secuenciacion,

iv) diagnostico clinico-deteccion de microorganismos,
v) tamizaje en toxicologia,

vi) seguimiento de terapias''.

Uino de los campos en los cuales ¢l uso de los microarrays esta
sicndo esencial y de gran impacto es el area de la oncologia.

UsSO DE LOS MICROARRIGIOS EN  UNA
CLASIFICACION DE LOS TUMORES

La transformacion neoplisica es el resultado de la acumulacion
de alteraciones cn genes esenciales. relacionados con la
proliferaciaon y diferenciacion celulares (entre otros la
combinacion de oncogenes. genes supresores de tumor, fallaen
los genes de reparacian, mecanismos de metilacion, apoptosis,
entre otros).

NUELVA

Por otro lado. la clasificacion de tumores humanos se encuentra
variands constantemente, lo gue esta permitiendo tomar
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diferentes opciones de tratamiento. Asimismo, en formareciente
s han publicado gran cantidad de articulos en los cuales se
aplican los microarrays en la linea de la onco-hematologia'®.
4

En este contexto, se han aplicado los microarrays para clasificar
en cuanto a su expresion geénica a las leucemias linfoides y
mieloide (leucemias agudas)a partir de muestras de médulagsea.
Este estudio demostro con gran certeza que el diagndsticoanivel
molecular coincide con el diagnosticoclinico. Ademds, cadatipo
de leucemia mostré un patron de expresion génica diferencial.
Este estudio sienla las bases para el desarrollo del diagndstico
precoz de este tipo de enfermedades. Con respecto a otra
afeccidn onco-hematolégica, los linfomas, se ha demosirado en
un reporte multi-institucional que es posible realizar nuevas
taxonomias tumorales dependiendo de los patrones de expresion
génica. Asi, fue posible determinar distintos histotipos de
linfomas difusos de células grandes tipo B. Este estudio surge
de la observacion clinica de que, aun cuando histolégicamente
los tumores son iguales y aunque todos los pacientes reciben el
mismo tratamiento, un grupo de ellos fallece (60%) y el otro
sobrevivealaenfermedad. Losresultados del estudio mostraron
que estas diferencias ante la respuesta al tratamiento tienen su
base en los patrones de expresion génica en cada grupo de
pacientes. Una expresion génica caracteristica de centros
germinales de células B se asocia con un pronostico mas
favorable, mientras que el patron de expresion de células maduras
activadas presentes en circulacion, se asocia con un mal
pronostico. Asi, este trabajo sienta las bases para nuevos
criterios pronosticos mas certeros que los tradicionales, ademas
de proponer nuevas clasificaciones moleculares del tumory abre
la posibilidad de identificar subtipos de cancer no detectables
con métodos tradicionales'™!" !,

Il

B

8

C

Otros grupos han usado el analisis de los patrones de expresion
génica para clasificar a nivel molecular tumores de ovario?**
mama’** melanomas cutancos?’, prostata® y adenocarcinomas
de pulmon®®. Estos estudios demuestran la capacidad de
combinarelanalisis molecularde los perfiles de expresion génica
a gran escala, con los métodos clasicos de morfologia y clinica
para la etapificacion de las neoplasias, todn csto para obtener
mejores diagnosticos clinicos y para poder predecir lasobrevida
de los pacientes®

MARCADORES MOLECULARES ESPECIFICOS DE TUMOR
Como se menciond anteriormente, el uso de los microarrays
también hatenidoimpactoen el estudio de tumores solidos. Esto
esta permitiendo obtener los “retratos moleculares de las
necplasias”. Un gran esfuerzo se comienza arealizar de manera
cotidiana para ayudar a descifrar la informacion obtenida de
muestras tumorales. Asi, un gran nimero de grupos de
investigacion a nivel internacional, esta enfocando sus estudios
para obtener grupos dé genes que marquen una expresion
diferencial entretejidosanoy enfermo, incluyendo lineas celulares
provenientes de neoplasias. Estos estudios incluyen céncer de
cabeza y coello®, cancer endometrial®, colo-rectal®**, etc. Sin
embargo, a la fecha se cuenta con muy pocos datos para poder
dilucidar los mecanismos moleculares de esas neoplasias. Esta
situacion puede deberse al alto costo que tiene esta tecnologia,
pero a medida que diversos grupos comiencen a trabajar con
estas plataformas, los costos tendran que disminuir debidoauna
mayor demanda.

Actualmente, nuestro grupo se encuentra analizando el retrato
moleculardelcancer cérvico-uterino(CaCU)dentro de diferentes
contextos: Gendmica estructural, funcional e individual, asi

S

Figura 1.
comparativa y ), tejidos.

Diversidad de plataformas de microarreglos. Arrays de A, expresion, B, de DNA, C, hibridaci6n genémica
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como, la Genémica funcional del virus de papiloma humano de
alto riesgo (HPV), tratando de descifrar el “*queratinosoma” del
cérvix uterino humano, utilizando diversas metodologias de
analisis genético global y alto rendimiento. Como se sabe, el
factor etiologico mas importante en el CaCu es ¢l HPV de alto
riesgo tipos 16 y 18, siendo este iliimo el mas agresivo
clinicamente, Aplicando los microarreglos de cDNA de la
plataforma ULTRA Array, nuestro grupo ha logrado identificar
los genes alterados transcripcionalmente en esta neoplasia,
asimismo, se determino un patron deexpresiondiferencial entre
los tipos 16 y 18. Estos resultados son soportados por estudios
dehibridacién genomicacomparativa sobre metafases (1HGCm),
con lo cual se ha logrado detectar desbalances cromosomicos
especificos que coinciden conregiones que seactivan orepriinen
transcripcionalmente. De esta manera estames definiendo las
firmas genéticas que generan cadatipode HPV dealtoriesgo®**.

Por otro lado, los biochips han confirmado que la expresion
génica en lineas celulares derivadas de canceres humanos,
reflejan en gran medida a la expresion génica de los tejidos de
donde provienen, también mostraron que las metdstasis surgen
a partir de células que modifican su patron de expresion de
manera sutil, con relacién a su tumor primario. En su conjunto,
estos hallazgos han permitido obtener una vision mas clara
acerca de las alteraciones genéticas que son necesarias para que
un tumor se forme y desarrolle, permitiendo la caracterizacion
genética global de una determinada necoplasia y seiialando
genes o mecanismos celulares susceptibles de ser utilizados
como marcadores prondsticos o diagnosticas, o como blancos
adecuados para nuevas lerapias.

Un experimento comun de microarreglos valora la expresion de
entre 1,500 a 10,000 genes en una sola hibridacion, gencrando
gran caulidad de resultados que deben ser analizados de manera
iogica para poder extraer la mayor informacion posible de los
mismos. Como se hamencionadoanteriormente, estos resultados
deben ser interpretados mediante el uso de herramientas
bioinformaticas'™*:. Para ilustrar el valor de tales analisis de
datos, estas herramientas (por ejemplo mapas autorganizables o
SGM), se han apiicadu en ¢l estudio de difcrenciacion
hematopoyética utilizando lineas celulares. En esc estudio fue
indispensabie organizar los genes basandose en su relevancia
piologica en grupos o “clusters” usando los paquetes
computacionales GENECLUSTER. J-Express v Tree-View
disponible en !a red. De esta mancra se sugirieron nuevas
hipotesisacerca de ladiferenciacion hematopoyética, porejemplo,
enfocandose a ciertos genes y rutas metabolicas involucradas
en diferenciacion y que puedan ser usadas en las terapias de la
leucemia promielocitica aguda. LIl uso adecuado de las
herramientas bioinformaticas, ha permitido caracterizar un nuevo
tipode leucemia basandose ensu patron de expresion génica. En
este estudio, se analizé el patron de expresion de leucemias
linfoblasticas agudas que presentaban una translocacion que
involucra al gen AfLL, demostrandose que dicho grupo de
leucemias constituyen una entidad patolégica diferente a las ya
descritas'. El campo de Ta bioinformatica es uno de los mis
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dinamicos de las dareas biomédicas, constantemente se
desarrollan nuevos algoritmos matematicos que permiten un
analisis mas profundo de los datos gencrados por los
microanays®**, Un ¢jemplo de esto lo constituye el trabajo en
cl cual se definen grupos de genes que permiten predecir el
curso clinico de los linfomas difusos de células grandes B. A
diferenciadel articulo previamente mencionado sobre este tipo
de tumor, en éste se utilizé un algoritmo derivado de modelos
de inteligencia artificial, denominado “supervised vector
machine™ o SVM. Estc algoritmo toma cn cuenta ademds de los
patrones de expresion génica, otras variables tales como, el
indice internacional de pronéstico y el tipo de tratamiento. Este
tipo de método de prediccidon con aprendizaje supervisado,
permitio identificar patrones de expresion relacionados con la
curade laenfermedad y patrones de expresion presentes en los
casos fatales o refractarios a tratamiento**’. Hablar de los
microarreglos o microarrays no es sindnimo de estudios de
expresion de RNA, es hablar de una amplia tecnologia que
nuedeseraplicableadiferentessituaciones bioldgicas, es decir,
a la presencia o ausencia de mutaciones o polimorfismos, a
expresion proteica. etc.

MICROCHIPS DE POLIMORFISMOS UNICOS DE DNA
O SNPs: PREDISPOSICION A LA ENFERMEDAD
Recientes evidencias cpidemiologicas sugieren que la
predisposicion genética puede jugar un relevante papel en el
desarrollodel cancer. Porejemplo, se ha demostrado que en més
del 42%del cancerde prostata tiene influencia genética®®. Eneste
sentido, mas alla de los genes que pudieran estar relacionados
con esta ~~aplasia, la atencion se esta enfocando a la
identificacion de polimorfismos de nucledtidos simples 0 SNPs
asociadosalaenfermedad y que en este caso, representan el tipo
mas comun de alteracion molecular o variacion en la secuencia
encl DNA del genoma humano. Se¢ sabe que aproximadamente
uno de cada mil pares de bases del genoma es polimorfico, y se
estima que para finales de este afio se tengan descritos mas de
2 millones de SNPs, los cuales estaran disponibles en bases de
datos publicas compartiendo las bases de datos de SNP y
HapMap**°. Parte importante de los SNPs es que la mayoria de
ellos son del tipo silencioso v aue no implican cambios
funcionales con consecuencias anormales. no tanto aquellos
que si cacn en regiones codificadoras los cuales cambian la
composicion de los aminodcidos v las propicdades funcionales
de las proteinas. Mayor atencion tendran aquellos que se
encuentren en olras regiones como promotores, enhancers,
silenciadores, ete.

La identificacion de SNPs asociados a fenotipos especificos
requerird de teenologia de gran escala para poder monitorizar
unagrancantidad de muestras de DNA yrealizar las asociaciones
multiparamétricas clinico demogrialicas mediante algoritmos
bien definidos, es decir el parte aguas de la Epidemiologia
Genomica®'™!,

Ala il ha yacontamos en el mercadocon varios microarrays
voteenologia de biochips asociados a SNPs, 1al como la
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tecnologia de primera generacion como el Affymetrix SNP
array el cual contiene 1,500 SNPs o algunos otros como
Genometrix, Protogene.y el Motorola Biochip Systems. Esto
abre la oportunidad de realizar proyectos de gran escala en
microarrays en formatos de media densidad, robotizados,
multiplexados, rapidos (en horas) y a bajo costo en modclos
establecidos como HI1V, p53, citocromo P450 y mutacionesen
mitocondria humana®

2 MICROARREGLOS PARA DESBALANCES CROMOSOMICOS
“CGH ARRAY”

Como se ha mencionado, los microarreglos pueden ser de
diferentes tipos segin la fuente de su impresion DNA o cDNA.

En el caso de los microarreglos de DMNA, éstos se han utilizado
més recientemente en el estudio de la ganancia y pérdida de
regiones cromosdmicas en las neoplasias. Estaplataformaderiva
de la conocida HGCm. Con las recientes técnicas de allo
rendimiento en menos de una décadase cuentayaconunanueva
versionde HGC “corregidayaumentada’, laHGCennicroarreglo
0 CGH Array. Ahora no sélo contamos con una tecnologia que
nos permite visualizar todas las alteraciones cromosomicas en
unsolo ensayo(en 23 estructuras cromosamicas) sino que ahora
en el nuevo formato de microchips tenemos en cada spot o clona
impresa, fragmentos de DNA de 1,500 pares de bases hasta
fragmentos de 2 Mega pares de bases (calcule numero de spots
en el chip = longitud DNA humano/1,500 o 2Mpb; UCSF,
Genomic Array)*!455455,

Enelmercadose cuenta actualmente con algunos microarreglos
de DNA humano con aprox. 800 “spots™ (Genesensorchips,
VYSIS).Conlaplataformade CGH Array, de GenoSensor-VY SIS,
hemos confirmado nuestrz:-resultados de HGCm y ademas
contamos con mas de 20 regiones cromosomicas (amplicones)
que potencialmente pueden ser marcadorcs de invasividad y
metastasis (enviado a su publicacion).

MICROCHIPS DE ALTO RENDIMIENTO Y SU APLICACION
EN PROTEOMICA “PROTEIN CHIPS”

Las protcinas son 'ne neinginales moléculas efectoras en las
células. Losniveles del RNAmcnﬂJcronu proveen lainformacion
sobre la tasa de traduccion de los genes a las proteinas o sobre
el grado de modificacion de mecanismos post-traduccionales,
asicomo, en la complejidad de las numerosas interacciones que
g0 las proteinas ticne unas con otras. En este contexto, ¢l
entendimiento de los niveles, actividades funcionalesy las redes
‘neurales de interaccion vienen a ser los retos primarios de la
[ investigacion en la era post-genomica.

a manera determinar en muestras biologicas la presencia de
rminados epitopos marcadores Comoen loscasos anteriones,

enclmercadotambién encontramos “Proteinchips” perocn baja
oferta y demanda. En otras palabras, la tecnologia de los chips
de proleinas esta atin en fase temprana de desarrollo comparada
conlade DNA o RNA,sinembargo, el desarrollotécnicoeneste
campo de investigacion sera mas rapido®™ .

INTEGRACION DE LA GENOMICA FUNCIONAL CON
HAUAZGOS DE MORFOLOGIA DE TEIDOS “TISSUE CHIP”
Es obvio que la informacion obtenida por la tecnologia de los
biochips debe ser validada para que pueda tener una
interpretacion mayor. Asi, se ha desarrollado la tecnologia de
los microarreglos de tejidos (TpA), la cual ha permitido detectar
in situ alteraciones en un gran grupo de especimenes humanos
mediante las técnicas de inmunohistoquimica o hibridacion in
situ fluorescente. EI TuA provee asi,unaplataformatecnolégica
poderosa para la investigacion de la gendmica traduccional y
funcional®**-*_ Brevemente, los TpA son portaobjetos cldsicos
que contienen arreglados hastamas de 1,000 tejidos dispuestos
enunarreglo especial y que tiene relaciones sobre informacion
clinica, patologica y demogréfica. Estos permiten trabajar desde
cientos hasta miles de muestras a un tiempo (“una corrida”) de
forma masiva y en paralelo. En otras palabras, esta plataforma
es ideal para estudiar la significancia clinica de los cientos de
genes, transcritos o proteinas obtenidas mediante estudios en
microarrays como potenciales marcadores. Dado el alto costo
del equipo microarreglador automatizado que se encuentra en
el mercado y buscando alternativas a esta tecnologia, nuestro
grupo ha diseiiado recientemente un formato de microarreglos
detejidode baja densidad, manual, econdmico y capazde usarse
en cualquier laboratorio de investigacion biomédica®. En este
formato es posible aplicar técnicas clasicas de histologia,
hibridacion in s1tu e inmunohistoquimica.

Gtras areas de impacto potenciaies de estas platafermas
tecnologicas ademas de ia oncoiogia seran: ei desarrolio de ia
medicina preventiva desde una perspectiva genomica
(determinar la susceptibilidad hacia determinadas patologias)
antes de que aparezcan los primeros sintomas; medicamentos
personalizados (farmacogendmica) y el diagnostico en el point-
nf-care (permitiendo la obtencion de datos gendmicos
individuales en ¢l punto de atencion sanitaria).

Finalmente, el conjunto de este tipo de tecnologias, los biochips
y labioinformatica, contribuirdn enuntiemporazonable alograr
un cntendimiento inas profundo acerca del transcriptoma
compicto de ia céiuia normai y bansformada y permitiran
identificar de manera més rapida y eficiente, usando métodos
genéticos de gran escala, el descubrimiento de nuevos genes.

Cabe aclarar que toda esta tecnologia es extraordinariamente
caray queloideal es laconformacion de grupos multidisciplinarios
conpropuestas afines. A lafechaennuestracomunidad cientifica
se cuenta ya con diferentes grupos que tienen parte de estas
plataformas teenoldgicas, yaseaen la generacion de microarrays
¢ en la aplicacion de éstos, baste decir los grupos de la ENCB-
IPN.CINVESTAV . CISEL UNAM IMSS entre otros. Asimismo,



VERTIENTES

proveera las bases para entender la génesis, progresion y
respuesta a las terapias. Sin embargo, la tecnologia de
microarreglos no lo es todo, es solo el comienzo y para poder
proseguir en estas nuevas lineas de investigacion, es necesario
la formacién de grupos enfocados alabioinformatica, matematica
tedrica, biocomputacion, redes génicas y neuralcs y al analisis
de datos, con los cuales se logre extraer de toda esta mineria de
datos (Data mining), aquellos con una validez estadistica
(marcadores potenciales). La combinacion de todas estas
plataformas crearad las bases de decision para proximos
tratamientos individualizados para los pacientes
oncolégicos*®s"s?,
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El andlisis global de la expresion génica abre las puertas para
traducir los resultados de la investigacion del genoma humano a
aspectos de gendmica funcional, otorgandonos una vision general del

comportamiento de los genes y sus interacciones.
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Con ¢l borrador del Proyecto Genoma Humano (PGH),
hemos sido testigos en poco tiempo de la particularidad del
ADN y de la generacion de nueva tecnologia denominada de
alto rendimiento. Una de las dreas mis beneliciadas ha sido
la biomedicina y actualmente es posible hablar de la medici-
na gendmica. El nuevo reto en esta era postgenomica es poder
determinar la funcion de los genes y las rutas metabélicas en
que se encuentran, a partir de su conocimicnto; es decir, ob-
tener una vision global de diversos procesos celulaics

La combinacién de investigacion y aplicacion tecnologi-
ca ha creade metodologias que actualmente nos permiten
analizar los diferentes niveles de la genética molecular: ADN
o el archivo de la informacion (genoma), ARN o la expresion
de la informacion (transcriptoma) y las proteinas (proteo

Prowcesos celidares: del DA a las profeims

Favcleo de Lacelula se da Lo rinsenpan o paso de

praduendo o una protemma) s

vt LN dinlereni 84}

s e formaan pane de L protemay ¢imtrone s

il

ma). Los datos generados por el PGIH estiman aproximada-
mente 34 mil genes en nuestras células, los cuales podrian
producir hasta 90 mil transcritos debido a la presencia de
mecanismos tales como el corte y empalme (splicing alter-
nativo).'

Ademas de los ARN producidos por genes codificantes de
proteinas, existen también los no codificantes que cumpliran

funciones regulatorias en diversos procesos; por ejemplo,
los ARN de transferencia o los del aparato de corte y em-
palme. Asi podemos decir que este conjunto de gencs ex-
presados se denomina transcriptoma

La determinacion de la luncion de los genes involucra el andli-
sis de la expresion génica de un organismo; es decir, el andlisis
del transcriptoma. Anteriormente la deteccion de la expre-




Figura 2. Brazo robdtico y cabezal punteador de un microaireglador

(tomado de TIGR The Institute for Geriomic Rescarch, hupf/
wwaw. ligr.org/tdb/microarray/images.shtml)

sion estaba limitada a un solo gen o0 a un pequerio grupo de
ellos; y no alcanzaba a resolver la gran magnitud del pro-
blema, consistente en determinar la funcion de los genes.
Por lo tanto, la obtencion de patrones giobales de expresion
de los procesos bioldgicos descilraran poco a poco todos los
componentes sobre el [uncionamiento de los genes y las re-
des biologicas funcionales entre ellos.

La expresion génica y los sistemas de analisis
global

Actualmente se sabe que los dilerentes tipos celulares que
conforman el cuerpo humano tienen patrones unicos de
expresion cspecilicos para sus [unciones lisiologicas en par-
ticular. Los agentes internos y externos, pueden modular
estos patrones causando estados de alteracion fisiologica o
patologias. Cuando se obtiene la fotografia global de la ex-
presion génica entre diferentes tipos celulares, o bien entre
diferentes estados de un tipo celular en parucular (por ejem-
plo- célula normal versus celula tumoral) se no

car los genes candidatos involucradas en procesos celulares
normales (figura 1), o bien en el desarrolio de una misma

enfermedad. Adicionalmente, la caracterizacion de gences ex-
presados anormalmente en tejidos tumoriles puede generar
el descubrimiento de genes que sirvan como posibles mar-
cadares de la enfermedad o de un diagnostico. prondstico o
intervencion terapéutica.”

Para llevar a cabo el analisis global de expresion génica

2. Un gen marcador es aquel cuyo cambio de expresion esa
directiimente asociado o una patologin Ts decir; un gen 87

que enoun tejido netmal presenta un dercrmmade nivel de

cxpresion (por ejemplos 30 ese mismo pen en la contrapante
tmenal de cse tepdos presenta ctio el deexpresion
tepemplos 150 Frnonces sabemos goe cande an imen este
apesenle o vee el el ven o aevilana |§|\|-_'<|\:.'-_|'_|-!.|
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existen dos tipos de sistemas: abicrto y.cerrado. Se denomi-
na sistema abierto cuando el analisis determina la expresion
del total de los genes de la célula en un momento determi-
nado. Una tecnologia de tipo abierto es ASEG, o Anlisis en
Serie de Expresion Génica (SAGE por sus siglas en inglés),
la cual ha sido aceptada por el Proyecto del Genoma de la
Ceélula Cancerosa (Por sus siglas en Inglés CGAp, NCC1). El
sistema cerrado consiste en la determinacion de la expresion
de un namero limitado y conocido de genes de una célula; en
esle sistema se encuentran los microarreglos (microarrays
en inglés) de ADN complementario (cADN) los cuales estan
cobrando un auge imprevisto en los ultimos anos. Estos mi-
sroarrays (arreglos o bochips) evolucionaron de la idea de
Ed Southern desarrollada hace aproximadamente un cuario
de sigle, cuando afirmaba que moléculas de acidos nuclel-
cos marcadas podian ser utilizadas para hibridarse y detectar
moléculas de acidos nucleicos complementarios unidos a un
soporte solido que no permitiera la reasociacion (Southern
blot). Sin embargo, el primer microarreglo en llevarse a ca-
Bo fue e Dot Blot reveisy que s all MIciodiiegiv clubutado
manualmente con la teenelogia de la época v una cantidad
muy pequena de genes por ectudiar. Los arreelos de ¢ADN o
bivchips constan de cientos amiles de secuencias de cAby
inmovilizadas en una superhcie solida, del amano de media
; :

hoja canta, hasta una superfi

el oo o

s¢ gotean o depositan por duplicado utlizando un brazo
robatico y cada gota representa un gen en particular en un
proceso de miniaturizacion (hgura 2)

Los arreglos de ¢ADN son de dos upos: Tos macro v mi-
croarreglos v sus diferencias bisicas son a) ¢l tamano del
punto ten los macroarreglos Hega a los 300 nicrones, ven
¢l nucroarreelo es de TOO 4 200 nucrones), bl el numero de
puntos mmovilizados tes dear, el numero de genes) o ¢

nrterial del que esia heche obsoporte v D L maens coma
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Figura 3. Proceso de hibridacion de un microarreglo. (Tomado de Access Excellence, The National Health Museum, hitp:

Mwww accessexcellence org/AB/GGH)

las sondas son hibridadas. Los macroarreglos generalmente
son punteades sobre membranas de nylon o nitrocelulosa,
neniras que los micioarnieglos se colucan sobre vidrio.
Basicamente la aplicacion del sistema de arrays consiste
en realizar un analisis comparativo de la expresion (higura 3);
por ejemplo: para el caso de muestras con cancer se irabaja
con el mARN de las células, se sintetiza ¢l ADN complemen-

1ano (por Ia téemea de RT-POR) v se pracede de 1a <ioniente

forma: 1) se cuenta con la muestra normal (A) v su contra-
parte tumoral (BY, 2) A s¢ marca con un lluorocromo de un
color (por ciemplo, reio): 3) y en B se marca cen otro fluo
rocromo (verdeY, 4 se mezelan ¢ hibridan los cADN sobre ¢l
arreglo. en un expenmento de competencia; 3) s¢ iluminan
los puntos con un scanner con liser y se determina la inten-
sidad de los fluorocromos sobre cada uno de ellos. Si hay
Varkacion se veran puntos rojos voverdes. pero st no hay ex-
presion tampoco habra color: St laexpresion es similar, am-
hos cann lnbndados daran un color amanllo, de tl manera.

este tipe de anahisis. permite en un solo expenimento llevar

4 vabo el :'L._lll\.l:-;!!'.t‘ aomiles t!x' l'\|‘l'|l.‘!]\'l|l.‘:~ Hli!l\idLl.lh'.\
Podemos encontrar otras phaaformas teanologicas donde
clesperimento noes compeninve: es dear, donde cada mues-

tra se hibrida en arreglos de manera diferente, los cuales han
sido elabnrados con cADN inmovilizado. Existen también los
arregios de oiigonuciedtidos -sinteticos de aita densidad-,
los cuales se basan en su sintesis quimica in situ de una se-
cuencia de 25 bases correspondiente a algun gen conocido.

En la actualidad cualquier tipo de los arreglos se venden
de forma comercial y su complejidad va desde cientos hasta

tlecenas (I"’ milec ﬁ_{v agnes :nnil_]\l‘endl\_ .:-,\_n:\.\-uh\_(l v oepren
e i i
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Figura 5. Ejemplo de software de analisis de imdgenes
a), b} v ) Acamoda de la planilla vinual de lectura sobre ¢l
microarreglo, d) Aplicaciones del software

cias de funcion desconocida llamadas Secuencias Tag Expre-
sadas (EST por sus siglas en inglés) lo que nos permite el
descubrimiento de nuevos genes.

Flujos de informacion

Antes de poder decidir sobre el uso de alguna de estas meto-
dologias de analisis global, se debe verificar: a) la pregunta
del experimento, b) la disporubilidad del arreglo, c) el equi-
po de captura de imagen y software apropiado, d) el costo y
e) una colaboracion solida y multidisciplinaria con un grupo
(o grupos) que desarrolle técnicas biomatematicas y bioin-
forméticas para el analisis apropiado de los datos (figura 4).
Esto ultimo se debe a que un solo estudio puede generar
miles de datos que definitivamente no pueden ser analiza-
dos a mano o en graficas simples. La comunidad cientifica
hasta ahora no ha determinado completamente como en-
[rentarse a estas cantidades masivas de daics para explorar-
los e interpretarlos. Aflortunadamente, en nuestro pais estan
surgiendo grupos con interés en esla maieria, los cuales ya
cuentan con herramientas disponibles para el procesamien-
to, almacenaje y anélisis de los resultados. Sin embargo, no
existe un consensc internacional para comparar los resul-
tados obtenidos por las diferentes tecnicas de deteccion de
expresian (por ejemplo: microarreglos, SAGE, chips de oli-
gonucleotidos).

Existe una gran variedad de herramientas que han sido
desarrolladas para la captura y el procesamiento de las ima-
genes de los arreglos. La meta principal es reducir la imagen
a puntos de intensidad variable captada independientemeite
de otros puntos. Aunque suena relativamenie sencillo, aun

nO CNISIE VI MANera en Comun nara extracr ]) 'm_!.\_rm_ n
de expresion. Muchos grupos todavia estan disenando soft-
wates v algoritnios para este propasito (higura 5)

La meta a lograr en este tipo de tecnotogias de alio ren
dimiento es extraer ¢l significado v las implicaciones de los
datos, v la umea manera de hacerlo es megrando los resul-
tados experimentales con recursos externos como los el
sistema Entrez. Es decir. todos los genes que se encuentran
punteados en un arreglo se encuentran en direccion median
e un namero de aceeso a esta base, sin ambargo, aungue
ésta v otras hases de datos son capaces de manejar toda esta
mformacion, existen serios problemas para establecerlas co-
mo un sistema Bn algunos casos os s facil v Bcable podes
cntender los datos: correlacionando los cambios de expre

ST Procesos pas metabolicas conood s




Figura 6. Ejenaplos de andlisis estadisticos. a) Cluster crarguico v b) Analisis de Componente Principal, por sus siglas en inglés (PCA)
(Tomudo de. Quackenbush | Computational Analvsis of Micioarray data. Nature Reviews Genetics. 2001 2:418-427)

Analisis estadistico

A i fecha se conocen algunos metodos para [y normali-

zacion de datos entre experimentos. Novobstante, tados
estos sulren varabihdad intra ¢ inter experimental al deten
munar la CRPIesian Y, haciendoe que las comparaciones

1
directas entre experimentos incluyan errores deanalisis

U'na meta acenada de Tas bases de datos publivas de expre-
sion seria almacenar datos de diversas tecnologias de anali-
sis de expresion en una forma estandarizada ¢ intcroperable
Desafortunadamente, los arreglos de cabi no pueden de-

1ar el numero de transeros por celulas en cambio miden

L abundanca relanva de los tanserites, lo cual mposibiline la
|
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es deair, e unidad metnca Tegible. por le gue <o distor

stona la informacion primaria v no ¢s posible establecer es-
tandares para las bases de datos pablicas

En este mismo contesto de normalizacion, hasta L fecha
se manejan tres formas que son las mavormente acepradas
normalizacion de La miensidad total, unlizacion de tecnicas
de vegresion y normalizacion medianie T aplicacon de es-
iadisticas de la razén v para las tres existen algonimes va
catablecidos

Suena ficil suponer que el Tugar v el momento cn e
un gen ey expresado nos puede decir il es s luncen,
pero esono ocurre en larealidad. De abi gue el prime
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clusters son jerarquicos, la clasificacion resultante tiene un
niimero de clases y el producto asemeja una clasificacion
hlogenética (figura 6). También existen técnicas de cluste-
ring no jerarquicas, como el K-means donde simplemente se
dividen los objetos en diflerenies grupos sin traiar de espe-
cificar una relacion entre ellos.

Los métodos de clustering también pueden ser clasifica-
dos como: divisivos o aglomerativos. Un método divisive
empezara con todos los clementos en un cluster y gradual-
mente los separard hasta tener clusters mas pequenos. Los
aglomerativos, por su parte comienzan con varios clusters
que se van fusionando. Finalmente, el cluster puede ser su-
pervisado o no supervisado. El método supervisado utiliza
informacion biologica existente sobre genes especiflicos que
estan relacionados funcionalmente para guiar el algoritmo
del cluster. Aunque la mayoria de los métodos son no super-
visados, teneinos que lidiar piimeramente con éste.

El Analisis por cluster ha sido la herramienta estadistica
mas ampliamente usada. La informacion obtenida por anali-
sis de expresion a gran escala es una de muchos instrumen-
s que exisien para anaiizar los datos v es necesario tener
cuidado al aplicar esta téenica, pues, aunque los métodos
utihzados son objetivos, debido a que los algoritmos estan
bien defimdos y son reproducibles, todavia existe subjetivi-
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Interpretacion en pantalla de la plantilla virtual de lectura sobre el
microarreglo.

siendo desarrollados, la decisién de la técnica dependera del
objetivo de nuestro experimento y por lo tanto, los métodos
matemdticos y bioinformaticos especificos para llegar a la
respuesta adecuada. De ahi que el estudio de la expresion
génica se haya convertido en una ciencia multidisplinaria
que incluye disciplinas como: ingenierfa, matemdlica,
biologia, estadistica e informdtica, favoreciendo asi la colabo-
racion entre diferentes grupos de investigacion.

Validacion

Debido a la inherente variabilidad de los datos de un
microarreglo, es importante para los investigadores validar
sus descubrimientos utilizando otras técnicas; por ejemplo:
Northern Blot, RT-PCR cuantitativa, Hibridacion in situ
RNA_RNA o inmunohistoquimica.

Aplicaciones de los microarreglos

,
Dado que los microarreglos incluyen EST existe la posi-
bilidad del descubrimiento de nueves genes. Otros usos
podrian ser la observacion del resultado después de una
perturbacion especifica y el analisis de la divergencia entre
dos células dilerentes. La identificacion de patrones comple-
jos de expresion utilizando andlisis de cluster, podria ser otra
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La caracterizacion de genes expresados en tejidos tumo-
rales puede generar el descubrimiento de genes que sirvan
como marcadores de diagndstico, prondstico o intervencion

terapeéutica

subgrupos en pacientes que puedan responder de manera
diferente en una terapia. La genomica funcional y la tec-
nologia de microarreglos se encuentran aun en su infancia;
no obstante, basandonos en el ripido progreso que ha teni-
do esta tecnologia en los ultimos cinco anos, es casi seguro
que cada vez serd mas accesible y util.

En nuestro grupo, actualmente estamos utilizando ésta
tecnologia para el estudio del cancer cérvico uterino buscan-
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RESUMEN

La infeccién por Virus de Papiloma de alto riesgo (VPH) es considerada como el factor
etioldgico mas importante del Cancer Cérvico Uterino (CaCU). Con el fin de determinar el
patrén de expresion global e identificar algunos posibles genes marcadores del CaCU, se
utilizaron microhileras de ADN que contenian 8000 secuencias que codificaban para
transcritos diferentes, para estudiar los perfiles de expresién de 5 lineas celulares
derivadas de CaCU, tres muestras tumorales conteniendo VPH18 y tres muestras
normales negativas para la presencia de VPH, Se identificaron los niveles de expresién de
genes relacionados con diferentes rutas metabdlicas. Se llevé a cabo el andlisis de
agrupamiento jerarquico y posteriormente se confirmd la sobrexpresion de dos genes
mediante RT-PCR. Estos dos genes se encontraron sobrexpresados en biopsias
tumorales cervicales. Uno de ellos, el gen de IL6, que ha sido previamente reportadc en
relacién con CaCU; asi como el gen de la Matriz-metaloproteasa 10 (MMP10) por primera
vez relacionado a esta neoplasia.

El andlisis de agrupamiento jerarquico, ademas revelé que las muestras que contienen el
mismo tipo viral estan asociadas, sugiriendo posibles diferencias en expresion entre tipos
virales.

PALABRAS CLAVE: VPH, Céancer Cérvico Uterino, microhileras, expresion.



Global expression analysis in Uterine Cervical Cancer: Metabolic Pathways and
altered genes.

ABSTRACT

High risk human papiliomavirus (HPV) infection is considered to be the most important
etiological factor of Cervical Uterine Cancer. In order to determine the global expression
pattern and to identify possible molecular markers of Cervical Cancer, cDNA arrays with
probe sets complementary to 8,000 human genes were used to examine the expression
profiles among 5 cell lines derived from human cervical cancer, three HPV16(+) tumor
samples and three normal cervical tissues HPV(-). The leveis of expression of different
cellular processes were identified. Hierarchical clustering was performed and the gene
expression using RT-PCR was confirmed. Two genes were found to be consistently
overexpressed in invasive cervical cancer biopsies; one of them, IL-8 was previously
reported to be overexpressed in cervical cancer and one novel gene, MMP10, previously
not known to be related to cervical cancer. Hierarchical clustering of the expression data
revealed that samples with common HPV type infection grouped together, maybe this
could mean that differences between HPV types could be indirectly determined by
expression profiles.

KEYWORDS: HPV, Uterine Cervical Cancer, microarrays, expression.



INTRODUCCION

El carcinoma cérvico uterino (CaCu), representa la segunda causa de mortalidad en
poblacién femenina a nivel mundial’, y es una las principales causas de muerte en la
poblacion femenina mexicana. Este tumor representa mas del 24% de todas las
neoplasias malignas reportadas en Mexico, haciendo de esta neoplasia uno de los
problemas de salud mas graves en México.’

En diferentes reportes de tipo epidemiolégico, se han determinado diversos factores de
riesgo asociados al desarrolio del CaCU, como el nimero de parejas sexuales, inicio
temprano de vida sexual activa, multiparidad, etc.** Sin embargo, el factor etiolégico mas
importante para el desarrollo del CaCU es la infecciéon con virus de papiloma humano de
alto riesgo (VPH-AR) ** principalmente los tipos 16 y 18.°

Se ha demostrado que los genomas de los VPH-AR usualmente se integran al genoma de
la célula hospedera. Esta integracion se realiza en diversos sitios, algunos de ellos
cercanos a oncogenes especificos o sitios fragiles, sugiriendo que este evento puede
tener un papel importante en el desarrollo de los tumores cervicales '°

La propiedad oncogénica principal de las proteinas virales E6 y E7 es su capacidad de
inactivar a las proteinas celulares supresoras de tumor pRB y p53'""? respectivamente,
permitiendo asi la transformacién e inmortalizacion de las células infectadas. La
inactivacién de los genes supresores de tumor, ya sea por mutaciones génicas o por
presencia de virus genera la desregulacion del ciclo celular y la activaciéon de varios proto-
oncogenes.'® Estas interacciones no han sido totalmente estudiadas' desconociéndose
por lo tanto, el comportamiento global del CaCU.

En el presente trabajo fueron utilizadas microhileras de expresion (ADNc) para explorar el
comportamiento global de la expresion génica en el CaCU. Los patrones de expresién de
las diferentes rutas metabdlicas estudiadas permiten observar que estas en general, se
encuentran modificadas en el proceso de carcinogénesis cervical con respecto a su
contraparte normal.

MATERIAL Y METODOS

Las lineas celulares Hel.a (VPH18), SiHa (VPH16) y CaSki (VPH18) se crecieron en el
medio de cultivo de Dulbecco. Por otro lado, es importante mencionar que aunque el
HPV18 ha sido asociado preferencialmente a adenocarcinomas, también ha sido
encontrado en carcinomas escamosos del cérvix.' Otras lineas celulares utilizadas en
este trabajo: CALO e INBL que presentan HPV18 derivan de: un Carcinoma escamoso
invasor del cervix estadio IIB y de un Carcinoma escamoso invasor estadio IVA,
respectivamente.'® En el presente trabajo se obtuvieron ocho tejidos post-mortem del
cervix utenno, sin lesion, de mujeres premenopausicas, cuya muerte no estuvo
relacionada a procesos ginecologicos, y sin presencia de miomatosis uterina, del
Departamento de Patologia del Hospital de Oncologia, CMN Siglo XXI. Los tejidos
invasores (8 muestras) fueron obtenidos a través de biopsias guiadas por colposcopia de
la lesién tumoral de mujeres premenopausicas en el Centro Nacional de Displasias del
Hospital General de México, S.S. Todos los procedimientos descritos han sido evaluados
y aprobados por el comité local de ética del Hospital de Oncologia del Instituto Mexicano
del Seguro Social y las muestras invasoras fueron tomadas bajo el consentimiento de las
pacientes previamente informadas. Todas las muestras se dividieron en tres secciones, la
parte media se congelé en nitrégeno liquido y se almacené a -70°C hasta su uso. Los
extremos de la biopsia fueron fijados en etanol al 70% e incluidos en parafina. A
diferentes cortes histolégicos de los extremos de los tejidos fijados y embebidos en
parafina se les realizd la tincion de hematoxilina/eaosina con el fin de confirmar la
presencia de al menos un 80% de células tumorales presentes en la biopsia. Mediante



estos cortes, también se realiz6 la clasificacion del tumor. Todas las muestras invasoras
fuercn diagnosticadas como lesiones escamosas.

Tanto el ADN como el ARN fueron extraidos de las lineas celulares, asi como de los
tejidos congelados con Trizol (Life Technologies, Grand Island NY USA). Con el fin de
determinar el tipo viral presente en las muestras o bien la ausencia del virus en las
muestras normales, el ADN de cada una de estas fue sometida a reaccion en cadena de
la polimerasa o PCR utilizando los oligonucleétidos consenso MYOS/MY11 y
secuenciacion automatizada de ADN.

E! ARN fue tratado con RNAse-free DNAse | (Ambion Inc). La concentracion de ARN total
fue determinada por absorbancia y la integridad del &cido nucleico fue confirmada por
electroforesis. El ARN mensajero se aisié de Hela, SiHa, CaSki, CalLO, INBL, de tres
muestras normales (NO3, N11, N22) y de tres muestras tumorales VPH16 (T07, T31 y
T64) mediante el kit Polyatract Isolation System |l (Promega Madison, WIi),
desafortunadamente del resto de muestras tumorales y normales no se obtuvo la cantidad
de mensajero necesaria; de ahi que éstas fueran utilizadas para realizar RT-PCR. Sin
embargo, es importante mencionar que en la actualidad ain no existe publicado ningun
método estadistico que permita definir un tamano muestral especifico para un analisis por
microarrays; y el nimero de muestras que utilizamos en este manuscrito es similar al que
se utiliza en diversos articulos pubfiicados en donde utilizan la misma tecnologia. Los
ARNs mensajeros se cuantificaron utilizando el VersaFluor Fluorometer (BioRad). Los
ADNc marcados fueron obtenidos por la reaccién de transcripcion reversa acoplada a
PCR o RT-PCR a partir de 800 ng de ARNm en presencia de (a -*P) dATP utilizando el
kit cDNA Labeling Ambion Advantage System (Ambion Inc, USA). Se realiz6 Ia hibridacion
de las microhileras que contienen 8,400 clonas por duplicado (ULTRArray Advantage
System, Arrays and Hibridization, Ambion Inc, Austin Tx) siguiendo las instrucciones del
fabricante. _

La imagen de las microhileras de ADNc se capturé digitaimente mediante el STORM 860
phosphorimager/fluorimager (Molecular Dynamics, Buckinghamshire UK). Una vez
capturadas las imagenes, estas fueron analizadas y normalizadas con el paquete
ArrayVision software 8.0 rev 4 y LOESS (Imaging Research Inc, USA). Se realizé un corte
asignado en los datos, en donde aquelios datos que tuvieran un nivel de expresion menor
a 0.5 no fueran tomados en cuenta como sobrexpresados. Las muestras fueron
normalizadas contra la mediana de las muestras control (3 muestras normales VPH(-)). La
medicién de cada gen de las muestras experimentales se hizo dividiendo el valor de
muestra entre la mediana de ese gen en su muestra control correspondiente. Con el fin de
visualizar los niveles de expresion de los genes en las diferentes muestras, se realizé un
agrupamiento o cluster jerarquico utilizando el programa J-Express disponible de manera
gratuita en la red (www.molmine.com) y el dendrograma se visualizé con el programa
Treeview.

Con el fin de entender el comportamiento bioclégico del CaCU, se utilizé la base de datos
Gene Ontology (http://www.ebi.ac.uk/GOA/) con el fin de clasificar a los genes en
diferentes rutas metabdlicas. Cada gen presente en el microarmreglo fue asociado con su
correspondiente nimero de Unigene (http.//www.ncbi.nim.nih.gov), y tanto los datos de
expresién como los numeros de Unigene se integraron en el website de Gene Ontology.
(http://www.geneontology.org) y se procedié a realizar el analisis. Finalmente se obtuvo
para cada uno de los genes el Codigo de Gene Ontology para procesos biologicos es
decir, se obtuvieron las anotacionas funcionales de los genes que componen el arreglo. El
programa de Hierarchical clustering (Gene Cluster v2.11) y el programa de visualizacion
(Tree View v1.50) fueron utilizados para graficar los analisis de cada una de las rutas
(http://rana.lbl.gov/Eisensoftware.htm) (Figura 1). Posteriormente se realizé un analisis de
medianas. Este se hizo de la siguiente manera: de cada gen a estudiar se obtuvo la




mediana de las muestras tumorales y de las lineas celulares y esta se compard contra la
mediana de las muestras normales VPH(-). Se hizo una sumatoria del total de las
medianas de los genes que componen cada ruta metabdlica estudiada y asi se obtuvo el
comportamiento global de |a expresién en estas mismas.

Para obtener los ADNc; 200 ng de ARN total de 5 tejidos normales (obtenidos
postmortem), las lineas celulares y de 5 muestras tumorales (obtenidas del Centro
Nacional de Displasias del Hospital General de México, S.S.) fueron sometidas al uso del
estuche de RT-PCR Access System (Promega, Madison, WI). Los oligonucleétidos para
los genes de interas fueron disefiados utilizando el programa Biotools de integrated DNA
Technologies (http://biotools.idtdna.com/gateway). Para la amplificacién de los siguientes
transcritos: Matriz metaloproteasa 10 (MMP10), 509 pb TM=80°C (5-
CATTCAGTCTCTCTACGGACCT-3"), (8’-CAGCTATTAGTCTAGGGAAGCC-3)
Interleucina 6  (IL6), 621 pb: TM=55°C (S5'AGTTGCCTTCTCCCTGG?3)
(S'TGAGGGCTCTTGGGCAAAT-3), y p-actin  (5-TGAAGTCTGACGTGGACATC-3)
(GTTCGTTCCTCATACTGCTCA-3) 243 pb, TM=55°C. Las condiciones de la RT-PCR
fueron las siguientes: 48°C durante 45 min y 94°C por 2 min, Seguido por 94°C por 30
seg, (la TM°C especifica para cada par de oligonucledtidos) durante 1 min, y 68°C por 2
min en un total de 25 ciclos seguido por un ultimo paso de 68°C durante 7 min. Los
productos se visualizaron en geles de garosa al 1.5% tefilidos con bromuro de etidio, y las
imagenes se capturaron utilizando Eagle Eye System (Stratagene, La Jolla, Ca). Los
tamanos de los productos fueron determinados por comparacion con un marcador de 100
pb (GeneRuler, MBI Fermentas).

RESULTADOS

Con el fin de estudiar el transcriptoma del cancer cervical, en el presente trabajo iniciamos
con la definicion de los patrones de expresion de lineas celulares derivadas de CaCU y de
tres muestras de CaCU positivas para VPH16, comparando las medianas de los valores
de expresion de las lineas celulares y tejidos enfermos con la mediana de los valores de
expresion del cérvix normal negativo para secuencias de VPH. De este andlisis, se
lograron agrupar los genes estudiados en genes sobrexpresados, suprimidos y aquellos
que no tuvieron cambios en los valores de expresion con respecto a tejidos normales.
Con el fin de identificar patrones de expresion génica que se modificaran en las muestras
utilizadas, se realizé de primera instancia un andlisis de tipo de agrupamiento jerarquico
con una matriz de visualizacién pseudo-coloreada.'” En dicho agrupamiento o cluster
jerarquico, el eje “Y” agrupa genes con niveles de expresion similar y en el eje “X” agrupa
muestras con expresion similar. Por otro lado, la matriz coloreada del “cluster” permite que
la sobre expresion génica sea faciimente identificada cuando se comparte entre lineas
celulares y muestras (puede visualizarse como un rengién coloreado en rojo). Esto
significa que estos genes pueden ser potenciaimente utilizados como marcadores. Una
propiedad notable de los datos estudiados fue que las muestras y tumores infectados con
el mismo tipo de VPH se agrupan en dos ramas distintas en el dendrograma (Figura 1a):
es decir, que las lineas celulares SiHa y CaSki (VPH18) y las muestras tumorales
VPH18(+) TO7, T31 y T64; asi como las lineas celulares VPH18(+) (INBL, HeLa, CaLQ)
fueron segregadas en dos ramas terminales independientes en el cluster.

Por otro lado, se identificaron grupos de genes involucrados en procesos celulares
especificos, la variacién en sus niveles de expresion podria reflejar las diferencias en la
actividad de estos procesos en las diferentes muestras estudiadas. Por ejemplo, en la
Figura 1b todos los genes identificados pertenecen a los de las interleucinas. En otro
cluster no mostrado, las muestras estudiadas refiejan una sobrexpresion de los genes
caracteristicos de células epiteliales, no asi en los genes pertenecientes a estroma;
haciendo notar que las células estudiadas son de origen epitelial y que las biopsias estan



compuestas en su mayoria por células epiteliales.’® Asi, este cluster esta constituido por
componentes complejos adherentes, moléculas de adhesion célula-célula, e
intercambiadores de sodio."®

En la Figura 1c, se muestra un cluster especifico para genes involucrados en metastasis,
como las metaloproteasas, las integrinas involucradas en la arquitectura celular asi como
inhibidores de proteasas.

Debido a que uno de los propésitos de este trabajo era encontrar genes que pudieran
estar asociados al CaCU, los 15 genes que estuvieran mayormente sobrexpresados en
todas las muestras y los 15 genes suprimidos en todas las muestras se seleccionaron
para elaborar una tabla basada en aquellos genes con sobrexpresion o sub expresion >4
veces con respecto al normal. Tabla 1.

Expresién de procesos celulares

Con el fin de estudiar la variacion de los niveles de ARNm en diferentes rutas
metabdlicas, utilizamos la base de datos de Gene Ontology para identificar grupos de
genes presentes en nuestras microhileras que estuvieran involucrados en procesos
celulares especificos. Estas variaciones se presentan en una gréfica de barras (Figura 2).
En general puede observarse que todos los procesos celulares mostrados, se encuentran
preferenciaimente sobrexpresados, siendo los més afectados los procesos de ciclo celular
y los pertenecientes al grupo de metabolismo de farmacos. Cabe mencionar que la linea
celular HeLa muestra un patrén de sobrexpresion muy diferente a las otras lineas
celulares con VPH18. El resto de las rutas presenta cambios muy discretos.

Confirmacién de la sobrexpresién de genes en CaCU por RT-PCR

Para validar la expresion diferencial del gen IL6, previamente identificado como posible
marcador de CaCU y MMP10 como un nuevo posible gen marcador, ambos obtenidos a
partir del cluster jerarquico, se utilizaron dos diferentes métodos de andlisis. El primer
método utilizado fue la base de datos “Gene fo Tag’ que realiza la imagen del
experimento de tipo northem bilot virtual (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Unigene/). En esta
aplicacién, se hibridaron virtualmente cada uno de los dos transcritos estudiados (IL6 y
MMP10) contra todas las librerias de expresién de lineas celulares y tejidos existentes en
la base de datos. De manera interesante, los dos genes hibridaron y mostraron
sobrexpresion en los tejidos de carcinoma de colon, adenocarcinoma de estomago y
carcinoma de mama (resultados no mostrados). Con la informacion obtenida del
experimento anterior se procedioé a realizar experimentos de RT-PCR en las células Hela,
CalLO, INBL, SiHa, CaSki, en 5 tejidos normales VPH(-) y en 5 biopsias tumorales del
cervix. Los resultados de estos experimentos mostraron que hay sobrexpresion de las
lineas celulares y de las muestras tumorales con respecto al epitelio normal (Figura 3).

Discusioén

Con el fin de identificar marcadores potenciales y alteraciones moleculares particulares
del cancer cérvico uterino, utilizamos microhileras de ADNc para determinar los niveles de
expresién de mas de 8,000 genes en cinco lineas celulares derivadas de CaCuU, 3
biopsias de CaCU positivos para VHP16 y tres tejidos cervicales normales negativos para
VPH.

Como se esperaba, el dendrograma generado por el agrupamiento jerarquice y los niveles
de expresion génica de las muestras, dieron como resultado la identificacién de dos
subgrupos de genes correspondientes al tipo viral presente en las muestras. Otros genes
identificados como sobrexpresados (datos no mostrados), son la inosina monofosfato
deshidrogenasa, el factor de necrosis tumoral (TNF) y la metiltransferasa 1. Estos sélo se



encontraron sobrexpresados en las muestras con VPH16, por lo que es posible que la
expresion de estos y otros genes adicionales permitiera determinar las diferencias
especificas entre los tipos virales 16 y 18. Sin embargo, estos resultados son aun
preliminares y estan pendientes estudios adicionales que permitan establecer su
significado funcional.

Con el fin de identificar las diferencias en expresion de procesos celulares especificos de
las muestras estudiadas, se identificaron algunos grupos conformados por genes
caracteristicos de rutas metabdlicas y utilizando una grafica de barras se mostrd los
niveles de expresion (sobrexpresion o supresion) de las muestras estudiadas con
respecto a su contraparte nomal este andlisis se logré utilizando la base de
GeneOntology. El Gene Ontology Consortium (GO) es un proyecto internacional cuyos
resultados estan accesibles en la red. Podemos mencionar entre otros aspectos que la
base de datos GO muestra un grupo de términos bien definidos y relaciones entre ellos
con lo cual podemos interpretar el papel de un gen en particular, producto de un gen o un
grupo de productos de genes involucrados en la patogénesis. El analisis GO organiza a
los genes en tres ontologias separadas que comprenden procesos biologicos,
componentes celulares y funciones moleculares. Una de los factores mas importantes es
que agrupa diversas bases de datos. Su estructura permite que los genes tengan
asignados propiedades en diferentes niveles, dependiendo de cuanto se sabe sobre el
producto de ese gen. De ahi que actualmente sea una de las herramientas mas
importantes para el analisis de datos obtenidos por microhileras. -

El grupo de genes propios de células epiteliales conformado por. Periplakina,
Desmoplakina, Junction plakoglobina, y Claudina 4 entre otros; no presenta cambios en
los niveles de expresion en las diferentes muestras, sugiriendo que estos transcritos se
originaron en células tumorales con caracteristicas epiteliales similares. El grupo de
genes de proliferacion y de ciclo celular basicamente estan compuestos por productos
que son necesarics para la progresion a través del ciclo celular, para procesamiento de
ARN y maquinaria de traduccién y marcadores para identificar células en proliferacion.’
En el grupo de proliferacion los transcritos se expresan de manera semejante entre ias
muestras infectadas con los tipos virales 18 y 18, mientras que los de ciclo celular
muestran un alto grado de sobrexpresidn en las muestras VPH18 y una supresion en las
VPH18; excepto en CaLO que muestra un patrén similar a VPH16. Esto ocurre también
en el grupo de "metabolismo de farmacos”, que esta conformado principaimente por
genes que actuan en la regulacion del estado “redox” en las células y en transportadores
de diferentes compuestos; en este grupo el aumento en la abundancia relativa de estos
transcritos en las células VPH16 y en Cal.O puede estar indicando una seleccion para la
resistencia a farmacos.” Este resultado puede sugerir que los genes de respuesta a
farmacos son activados en presencia del VPH16 en las pacientes.

El grupo denominado de componente tumoral, esta compuesto por genes tales como:
Homoélogo de homeobox 2, proteina de tumor D52 y la H2A miembro L, que son genes
que han sido frecuentemente mencionados de tener alterada su expresion en diversos
tipos de tumores y que el GO les ha asignado esta categoria.

Como se esperaba, en el grupo de transcritos que el programa GeneOntology clasifico
como genes pertenecientes procesos estromales tales como: Proteina de membrana
epitelial 1, Trombospondina 1, Calponina 3, caldesmonina 1 y el Colageno tipo 1V alfa 1,
entre otros; los tejidos tumorales muestran un incremento en su expresién probablemente
debido al componente de estroma presente en el tumor. Sin embargo, SiHa y CaSki
presentaron el mismo incremento, esto pudiera explicarse debido la presencia de
transcritos de un gran grupo de genes de colageno.

El grupo de “interferén” y algunos genes asociados que son regulados por estos, indican
patrones de expresién diferentes entre todas las muestras sugiriendo variacion en la



respuesta de la ruta de interferones. Nuestros resultados apoyan a resuitados
previamente publicados. %

Por otro lado, con el propédsito de identificar posibles marcadores moleculares de esta
neoplasia, se analizaron genes que estuvieran sobrexpresados en todas las muestras
independientemente del tipo viral presente. Un gran numero de esta clase de genes son
los ribosomales, cuya sobrexpresion en los tumores ya ha sido previamente reportada y
puede reflejar un aumento del metabolismo en células malignas, ademéas de que esta
sobrexpresién se presenta en tumores bien diferenciados. Los resultados de los
experimentos de expresion mediante RT-PCRs indican y corroboran los niveles de
sobrexpresion de IL6 y MMP10 en las lineas celulares y las biopsias previamente
mostrados en el experimento de microhileras.

Como se esperaba por reportes previos, uno de los genes sobrexpresados fue el de la
ILG; este gen codifica una citocina que, ademas de regular algunos aspectos de la
respuesta inmune, tiene actividad inflamatoria® y es el principal factor autocrino de
crecimiento de algunas neoplasias hematoldgicas, especiaimente aquellas derivadas de
linfocitos B.> Ademés, se ha sugerido tener una funcién de mediador central en la
inflamacién de infecciones del tracto genital femenino.”® Es posible que en CaCU
funcione también como factor de crecimiento, lo cual concuerda con el hecho de que
algunas lineas celulares de esta neoplasia expresan el receptor de IL6, aunque la relacién
funcional no se ha probado formalmente, ademas de que en cuanto a algunas de las
lineas celulares utilizadas en este estudio aun no se ha examinado la expresion de IL6R.
En el cérvix uterino existen muchos tipos de células capaces de elevar su nivel de
expresion come son los linfocitos, macréfagos, fibroblastos, queratinocitos, células
endoteliales y células tumorales.”’” Ademas, se ha comprobado que los niveles de IL6 se
incrementan en las secreciones cérvico-vaginales de las pacientes con CaCU y su
produccidn incrementa con respecto a la severidad de la neoplasia.’® Por otro lado,
existen reportes que indican que esta interleucina principalmente es producida en células
tumorales y que ademas puede funcionar como un factor de crecimiento en lineas
celulares cervicales.”® De ahi que la sobrexpresion de este gen valida los experimentos
realizados. En cuanto a la sobrexpresién del gen MMP10 encontrada en este trabajo,
existen diferentes reportes que relacionan a las MMPs con algunos canceres,® sin
embargo actualmente no existe ningun reporte que la asocie con CaCU mostrando que
este gen puede ser relevante en la carcinogénesis cervical y ademas indicando que
algunos estudios deberian ser dirigidos en esta direccion.

La infeccion por VPH muestra patrones caracteristicos de expresion con marcadas
diferencias con respecto a los tejidos VPH negativos. El analisis mostré diferencias en la
expresion de los genes IL6 y MMP10 en los tejidos VPH(+) y VPH(-). Estos resultados
podrian contribuir a conocer parciaimente (una fotografia molecular) del proceso invasor
del cuello uterino, indicando ademas, que las alteraciones en citocinas y componentes de
matriz extracelular estan estrechamente relacionados a la carcinogénesis cervical
influenciada por VPHs-AR.
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TABLAS
Tabla 1. Genes mayormente sobrexpresados y suprimidos en el Cancer Cérvico
Uterino,

Genes sobrexpresados

Nombre del gen Unigene ID tumoral/normal
CDP- diaciglicerol sintetasa Hs. 152981 4.93
periplakina Hs.74304 4.87
Proteina Ribosomal $6 cinasa 60 kD, polipeptido 2 Hs. 10081 4.82
Proteina Ribosomal S6 cinasa 70 kD, polipeptido 4 Hs. 105584 4.41
Proteina KIAA0143 Hs. 84087 4.26
2' &' oligoadenil sintetasa 1 Hs. 82386 4.85
Inhibidor de metaloproteasa 1 Hs. 5831 4.19
Matriz metaloproteasa 8 Hs. 151738 4.48
Integrina alfa 8 Hs. 91296 4.45
Catepsina L2 Hs. 87417 4.44
Matriz metaloproteasa 2 Hs. 367877 4.33
Catepsina B Hs. 297939 4.28
Proteasa alfa inhibidora de serinas Hs. 173594 5.62
Matriz metaloproteasa 10 Hs. 2258 4.58
Interleucina 6 Hs. 512234 5.04
Genes suprimidos

Nombre del gen Unigene ID tumoral/normal
Miembro C1 de la familia de aldo-keto reductasa Hs. 306098 0.01
Kiruneninasa Hs. 169139 0.01
Receptor nuclear de la proteina 1 Hs. 155017 0.01
Grancalcina Hs. 79381 0.01
Caderina 5 tipo 2, caderina VE Hs. 76206 0.01
Caderina 6 tipo 2, caderina 2K Hs. 32663 0.01
Sialoproteina de unién a integrina Hs. 121552 0.01
Proteasa inhibidora de serina B Hs. 41072 0.01
Proteasa inhibidora de serina A Hs. 41072 0.01
Neutrofilo elastasa 2 Hs. 99863 0.01
Receptor de Interleucina 18, 2 Hs 159301 0.01
Homeobox 1B Hs. 34871 0.01
Proteina Homeobox 5§ Hs. 2551 0.01
Protefna Ribosomal S6 cinasa, 90 kD, polipeptido 3 Hs. 173965 0.01

Gen de fusion a ALL 1 del cromosoma 1q Hs. 75823 0.01




Figura 1. Agrupamientos Jerérquicos a) Patron de expresion de 8000 genes en 8
muestras. Las columnas indican a las muestras y los renglones a los genes. Cada celda
en la matriz representa el nivel de expresion de un transcrito individual comparado con la
mediana de ese transcrito en las muestras normales; se indican los niveles de expresion
hacia arriba y hacia abajo del normal con rojo y verde respectivamente para ese gen a lo
largo de todas las muestras. La saturacion del color es proporcional a la magnitud de la
diferencia del normal. b) Agrupamiento formado con genes que codifican para
Interleucinas o bien que son regulados por estas. c) Cluster enriquecido con genes
implicados en metastasis. Las flechas azules sefialan a los genes gue fueron utilizados
para la validacién de la expresion por RT-PCR.
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Figura 2, Expresion génica de genes implicados en procesos celulares en Cancer Cérvico
Uterino. La grafica muestra los niveles de incremento o decremento en la expresion
génica de las muestras tumorales; suma de medianas de todas las muestras VPH(+) para
cada gen que conforma la ruta metabdlica comparada con la mediana de las muestras
normales VPH(-). El valor de cero indica que el nivel de expresion no varia con respecto al
normai.



RUTAS METABOLICAS

bk

pat

BRI N ™5 IRy "y gy === A AL}

RUTAS



Figura 3. Corroboracién de la expresion de IL6 y MMP10 en lineas celulares y tumores
cervicales mediante RT-PCR. Cien ng de ARN total fueron utilizados para fa RT-PCR. Las
muestras utilizadas fueron: 1) control negativo sin RNA, 2) HelLa, 3) INBL, 4 ) CalLO, 5)
SiHa, 6) CaSki, 7) muestra tumoral #T04, 8) muestra tumoral #T12, 9) muestra tumoral
#T124, 10) muestra tumoral #T43, 11) muestra tumoral #T745, 12) muestra normal VPH-
#NO7, 13) muestra normal VPH- #N11, 14) muestra normal VPH- #N20, 15) muestra
normal VPH- #N23, 16) muestra normal VPH- #N25. El marcador de peso molecular
utiizado fue de 100pb.
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Abstract

Human Papillomavirus (HPV) infection is the most important risk factor related to the
malignant fransformation of the human cervical epithelium. High-risk HPVs promote the
development of cervical cancer in vivo and can immortalize cervical epithelial cells in vitro.
The HPV 16 and 18 genotypes are the most prevalent in cervical cancers. To identify
novel cellular genes that could potentially act as predictive molecular markers for human
cervical cancer we employed cDNA arrays fo examine the differential gene expression
patterns of 6 cervical cell lines, 6 cervical tumor HPV positive samples and 3 normal HPV
negative samples. Among the differentially expressed genes in HPV" and HPV samples,
four genes were validated by semi-quantitative RT-PCR. One of the studied genes Lamc2
has been previously implicated in HPV-related oncogenesis in vivo. We also studied three
novel genes not previously related to cervical cancer (Claudin 1, NDUFB6 and Ipo7). The
progress in the identification of characteristic molecular changes in cervical cells due to
HPV infection can lead to a better understanding of cervical carcinogenesis. In a long
term, it may provide a molecular framework to help to elucidate the biological differences
of mechanisms associated with differential HPV type and aggressive proghosis.

KEYWORDS: HPV, cDNA array, expression, cervical cancer.



Introduction

High risk human papillomavirus (Hr-HPVs) infection is the most important
etiological factor of cervical cancer (CC) development (. Epidemiological and molecular
studies identified Hr-HPVs present in more than 99% of all cervical tumors, being HPV16
and HPV1E types the most frequently found in invasive cervical carcinomas in many
populations “). HPV16 and HPV18 seem to be acting differently at some level, based on
clinical and experimental data suggesting that HPV18 infection is more aggressive for the
patient than with HPV16 % Several attempts to determine some of the specific
differences between HPV16 and HPV18 infections have been performed.

Previous results from our group regarding cytogenetic abnormalities in cervical tumors
analyzed by Comparative Genomic Hybridization (CGH) detected a Eattem of
chromosomal imbalances that might be specific for HPV18 positive samples ). The role
of these genetic changes between these HPV types and their relation with the clinical
behaviour is still under evaluation.

Hr-HPVs are usually integrated into the host ceil %enome in infected cells, concomitantly
over-expressing the E6 and E7 viral oncogenes * ™. No preferential integration sites could
be identified for these HPV types '", showing that in this sense there are not specific
target-directed insertional recombination between the viral and the cellular DNA.

The main carcinogenic property of E6 and E7 of both Hr-HPV 16 and 18 is their capacity to
target pRB and p53 tumor suppressor proteins ('#'*). However, their interaction with
several other important cel-cycle components (" was shown to be important in
deregulating several cellular processes. These molecular events have not been fully
studied.

The search for potential marker genes in cervical cancer is currently under study ' '®
However, a comparative screening between HPV" and HPV samples, to determine genes
that might be responsible for its oncogenic potential, has not been carried out.

With the aim to define potential biological markers that might detect the presence of HPV,
in this study, we used cDNA arrays to identify differentially expressed genes between HPV
positive cell lines, HPV positive cervical cancer tissues and HPV cervical samples and cell
lines.



Material and Methods

Hela (HPV18), SiHa (HPV16), CaSki (HPV16) and C33 (HPV') cell lines were
grown in the recommended media including 10% fetal bovine serum. Cell lines CALO
(derived from Invasive squamous carcinoma Stage |I1B, HPV18) and INBL (derived from
Invasive Squamous carcinoma IV A, HPV18), were established at the FES Zaragoza-
UNAM, Mexico (""'%). In a first step of our study, twenty normal cervical tissues from pre-
menopausal women were obtained post-mortem at the Pathology Department of the
Hospital General de Mexico, S. S. from women who died of non-gynecological related
causes. Similar number of invasive lesions was collected through colposcopy guided
biopsies of the tumor lesion of pre-menopausal women at the Dysplasias National Center
at Mexico City. All the described procedures were evaluated and approved by the local
committee of ethics of the Mexican Institute of Social Security, we also obtained written
informed consent from the patients. Of the 40 collected samples only 6 normal (HPV
negative and non-dysplastic lesions) and 7 invasive samples (HPV positive, invasive
lesions with at least 70% of tumoral cells), met the required criteria. Unfortunately, HPV18
tissue samples were not obtained due to its extremely low frequency in this country. All
tissue samples were divided in three sections, the central part was snapped frozen in
liquid nitrogen and stored at —70°C until nucleic acid extraction, and the extremes from the
biopsy were fixed with 70% ethanol overnight and paraffin embedded. Haematoxylinfeosin
stained sections from the extremes of the biopsies were analyzed in order to confirm the
presence of at least 70% tumor cells. Multiple step sections were made and classified
according to the International Federation of Obstetrics and Gynecology (FIGO) . All the
invasive samples were diagnosed as squamous lesions.

Both RNA and DNA were extracted from the tissue samples and the cervical cancer cell
lines using the Trizol Reagent (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island NY USA)
according to manufacturer's conditions. Each DNA sample was subjected to HPV typing
by polymerase chain reaction (PCR) using the MYO9/MY 11 consensus primers and direct
sequencing. To eliminate residual genomic DNA, total RNA was treated with RNAse-free
DNAse | (Ambion Inc). Total RNA concentration of each sample was assessed by
absorbency at 260 nm and the nucleic acid integrity was confirmed by agarose gel
electrophoresis.

Messenger RNA isolation of each sample (HelLa, SiHa, CaSki, CALO, INBL, and C33),
three HPV16™ tumor samples {T07, T31, T64) and three HPV normal samples (NO3, N11,
N22) was performed using the Polyatract Isolation System Il (Promega Madison, WI).
mRNA was quantified using the VersaFluor Fluorometer (BioRad). Labeled cDNAs were
obtained by RT-PCR from 500 ng of mRNA in the presence of (o -°P) dATP (activity
3000Ci/mmol) using the Ambion Advantage System, following the manufacturer's
conditions. Briefly, mRNAs were denatured at 70°C for 10 min and cDNAs were
synthetized at 42°C using oligo-dT priming in a final volume of 30 pl. The unincorporated
nucleotides were removed by centrifugation using the NucAway Spin Colums (Ambion
Inc). The final incorporation of the radiolabel was approximately 1 x 10° cpm for each
reaction. ULTRArray Advantage System array blots (Ambion inc) which contains 8400
genes, were prehybridized at 68°C for at least 90 min before probe addition in
Hybridization buffer. Finally, 1.5 x 10" cpm of each labeled cDNA was added to the buffer.
Hybridization was performed at 60°C in a rolling bottle overnight. The arrays were washed
twice with 2X SSC and 0.5 % SDS at 60°C for 30 min, followed by two stringent washes
with 0.5X S8C, 0.5% SDS at the same temperature and time.

Hybridized arrays were scanned on a phosphorimager (STORM). The resulting images
were analyzed with the ArrayVision software (Image Research Inc), and data from the



duplicate spots were normalized using Gene Spring software version 5.0 (Silicon
Genetics). Values below 0.01 were set to 0.01. Each measurement was divided by the
50.0th percentile of all measurements in the corresponding control samples. A second
analysis was performed using as samples: HPV normal samples, C33, HPV16"(median of
normalized expression levels of SiHa, CaSki and three HPV16' invasive samples) and
HPV18™ (median of normalized expression levels of Hela, CALO and INBL cell lines)
following the above mentioned methodology. Samples were normalized against the
median of the control samples (normal HPV' samples). When calculating the mean of the
control measurements only those measurements were included that had at least a
normalized value of 0.01. Each measurement for each gene in the experimental samples
was divided by the median of that gene.

First, all the overexpressed genes (listed at Table 1) were submitted to the “Gene to Tag”
database of virtual northern blot at NCBI (http:/Avww.ncbi.nim.nih.gov/Unigene/); these
genes were hybridized against all the SAGE libraries available in this site. Claudin 1,
Importin 7, Lamc2, NDUFB6& genes showed the highest expression in epithelial tissues;
therefore, these were used to validate the expression results.

Two-hundred ng of total RNA from normal tissues, cell lines and tissue samples weas
reverse franscribed using the RT-PCR Access System (Promega, Madison, WI). Primers
for the genes of interest were designed using Integrated DNA technologies Biotools
software (http:/biotools.idtdna.com/gateway) for the amplification of the following gene
transcripts: NADH Dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 6 (NDUFB6), 328 bp
TM=60°C (6'-GTACACTCCGGATGAGAAACTG-3 and 8-
CTCCAGAATTGTATCACCAGGG-3'), Importin7 (lpo7), 649 bp TM=60°C (5-
TTGGCCTGATCGAGAAACAGCA-3 and 5-CTTGGAAACATTGCCAGGGCTT-3'):
laminin gamma 2 (lamc2), 696 bp TM=56°C (5-TGTTTAGCTCAGCCCAACGACT-3' and
5-AGCAGCTGAACCCGTTATGACA-3'); claudin1 (cldn1), 504 bp TM=55°C (5-
GTGGAGGATTTACTCCTATGCC-3' and 5-CTTGGTGTTGGGTAAGAGGT-3'), and f-
actin : (5-TGAAGTCTGACGTGGACATC-3' and GTTCGTTCCTCATACTGCTCA-3') 243
bp, TM=65°C. The RT-PCR conditions were:. to synthesize the first strand of cDNA 48°C
for 45 min and 94°C for 2 min to denature template; and to synthesize second strand and
DNA amplification: 94°C for 30 sec, (specific TM°C for each set of primers) for 1 min, and
68°C for 2 min for a total of 25 cycles, followed by a single step at 68°C for 7 min. The
amplified products were visualized on 1.5% agarose gels stained with ethidium bromide,
and images were captured using the Eagle eye system (Stratagene, La Jolla, Ca). The
sizes of the products were determined by comparison with a 100 bp ladder marker
(GeneRuler, MBI Fermentas). The intensities of NDUFBS, Ipo7, Lamc2, Claudin 1 and -
actin RT-PCR products were analyzed using the MetaView analysing system (version 4.5
Universal Imaging Corp., USA). The relative concentrations of the mRNAs were expressed
as the ratio of densitometric readings of the four genes related to p-actin mRNA. All values
are presented as the mean of at least 4 determinations. Statistical comparisons among
groups were analysed by a Student's t-test. A P value of <0.001 was considered as
statistically significant.

For the immunohistochemistry (IHC), paraffin blocks of 15 specimens with CC diagnosis
and HPV16 infected, were collected at random from the archives of the Pathology
Department at Hospital de Oncologia, National Medical Center in Mexico City; while 10 of
the normal cervical tissues, HPV- (post-mortem obtained) were paraffin embedded. Briefly,
the tissue sections were deparaffinized and rehydrated in a graded ethanol series.
Endogenous peroxidase inactivation was carried out by incubating the samples in 0.3%
hydrogen peroxide in methanol for 30 min, and the slides were preincubated with DAKO
Protein Block Serum free Cat X0909 (Carpinteria, Ca) for 30 min at room temperature to
prevent unspecific immunoreaction. Excess was decanted ant tissues were incubated with



the primary antibody as follows: Claudin 1 (Zymed, Cat. 717800, 1:100) and LamC2
(Chemicon, Cat. MAB19562, 1:100 ) at 4°C overnight. DAKO Envision System Peroxidase
from DAKO {(Carpinteria, Ca) was applied and the slides and then counterstained with
hematoxylin. Qur rough scoring was done as positive or negative staining based in the RT-
PCR resuits. Staining result was considered positive whenever increased stained positive
in the majority of the tumor cells was present as compared with staining of the control
tissue consisting of histological normal cervical tissues.

Results

To study transcriptional differences between HPV™ and HPV samples, the gene
expression profile of normalized HPV16 (median of normalized expression levels of SiHa,
CaSki, and three HPV16"' invasive samples), and HPV18 (median of normalized
expression levels of HeLa, CALO and INBL cell lines) were compared to the normalized
median of C33 and 3 normal HPV" tissue samples using the Gene Spring software. We
found approximately 100 genes whose expression was at least four-fold higher in HPV
positive samples. Although the genes that were identified in this report might not represent
the whole picture of cervical carcinogenesis, it was reassuring to confirm that over 90% of
the genes identified by this approach in tissues with squamous cell carcinoma of the cervix
were similarly identified in cervical carcinoma cell lines by SAGE (data not shown). To
eliminate false positive results, out of these 100 genes we chose only those transcripts
showing a ten fold expression or higher in any HPV positive tissue compared to basal
expression in C33 and normal tissues (Table 1, Figure 1). From the 20 outliner genes, four
genes were clearly identified. NADH Dehydrogenase1 beta subcomplex 6 (NDUFB6),
which showed a median of 16 fold and 8 fold of overexpression in HPV16 and HPV18 cell
lines, respectively, Importin7 (lpo7) with a median of 8 fold in HPV16™ and 4 fold in
HPV18", Claudin 1 expressing a median of 12 fold in HPV16™ and 10 fold in HPV18; and
Laminin gamma 2 (lamc2) which showed a median of 12 fold overexpression_in HPV16"
and a basal expression in HPV18". We also observed a set of cellular genes that showed
significant decreases in expression; however, these were not characterized in the present
study.

Figure 1 shows the changes in expression patterns between normal HPV- samples,
C33, HPV16 and HPV18 in all studied specimens. Red lines show the studied genes: a)
NDUFBG, b) Ipo7, ¢) Claudin 1, d) lamc2. It is worth noting that HPV16 positive samples
presented more overexpressed genes than HPV18 positive samples. However, a specific
group of genes was only overexpressed in HPV18 (Unpublished observations). Table 1
shows the 20 most overexpressed and the 10 more suppressed genes in HPV positive
tissues.

To confirm the differences in expression observed in the array experiments, total
RNA of some of the studied samples as well as additional samples, were analyzed by
semi-quantitative RT-PCR assays. A representative picture of the amplified products is
shown in Figure 2. Computer aided densitometric analysis of the amplified bands showed
that Claudin 1 presented overexpression in all HPV" samples (~P<0.001, Figure 2A); similar
results were recently reported “Y. Importin 7 showed an important overexpression in
HPV16™ specimens and a slight overexpression in HPV18 cell lines (P<0.001, Figure 2B).
Lamc2 expression increased dramatically in HPV16 cell lines; and it was also
overexpressed in HPV16 human cancer specimens (P<0.001, Figure 2C); whereas the
NDUFBE gene (Figure 2D) presented overexpression in the cervical cancer cell lines
(P<0.0001) compared with normal basal expression in HPV16 tissue samples.



IHC was successful in 93.33% of the 15 CC samples. The unsuccessful case consisted of
one unrepresentative sample. Lamc2 and Claudin 1 immunostaining was positive in 93%
of CC cases. All samples consisting of histologically normal cervical tissue did not show
any stain for both proteins. (Table 2; Fig. 3). These results were in accordance with RT-
PCR results (Fig 2)

Discussion

To identify HPV related tumor-specific molecular alterations in human cervical
cancer, we profiled differentially expressed genes in cervical cancer by comparing HPV16
and HPV18 positive tissues and cell lines with HPV" normal samples including the HPV
C33 cell line. The 20 cDNA clones that are consistently upregulated in HPV' human
cervical cancer correspond to known genes that can be classified into different functional
categories: developmental and physiological processes, intracellular signalling.
extracellular functions, membrane and cell adhesion related, whereas some of them are
either oncogenes, cyclins or chaperons. In this work we mainly focused on the most
overexpressed genes.

We detected some genes that are involved in cell growth and maintenance like NM-
003049 and NM-014252 which are solute carriers, NM-002857 which participates in
peroxisome biogenesis®? and NM-002493 (NDUFB6 or Complex | NADH:ubiquinone
oxidoreductase).

NDUFB6 is the first multisubunit enzyme complex of the mitochondrial respiratory chain.
Some mitochondrial genes were reported to be overexpressed in thyroid carcinomas ¥,
and these genes present mutations in oral “Y and prostatic carcinomas “*). In this study,
this gene was overexpressed only in the cell lines not in tissues. Given that cell lines
present certain characteristics due to its immortalized state “®, NDUFB6 upregulation in
cell lines might be related to this situation.

Regarding cell death, the Death Associated Protein (DAP) was upregulated upon HPV
infection in agreement with a previous report

Another metabolic pathway that is also upregulated in the presence of HPV is the
intracellular signaling process. Four genes within this process were found to be
overexpressed in our study. NM-020184 is a novel gene related to cervical cancer that
requires further study. A recent report using computerized data mining and the Cancer
Genome Anatomy Project shows that the NM-003785 transcript appears to be upregulated
in prostate and cervical cancer **. On the other hand, semiquantitative-RT PCR resuits
demonstrate the upregulation of NM-006391 (Ipo7) and U25029 (GR) in cervical cancer. In
this context, it is known that the transport of proteins and large RNAs through the nuclear
pore complexes is a regulated process. and that the import of proteins with a nuclear
localization signal is performed by the importin-alphabeta complex “* including Importin 7.
According to the present work, this gene was upregulated 3 fold in HPV"™ specimens. Ipo7
promoter has a GR (glucocorticoid receptor) binding site. GR is cytoplasmic and enters the
nucleus after hormone binding by the interaction with the import receptor Ipo7 “”. GR is a
transcription factor that, modulates the expression of glucocorticoid-responsive genes by
binding to a specific glucocorticoid response element (GRE)“". GR influences HPV early
gene expression by the interaction with the GRE present in HPV18 regulatory region and
the three GRES present in HPV16 ©3% As expected, the GR gene is more overexpressed
in HPV16™ (median of 4 fold) than in HPV18 cell lines (median of 2 fold) just like the Ipo7
gene (Table 1). Besides the increment of HPV expression, GR activation results in diverse
physiological effects depending on the cell type. For example, GR activation in breast



cancer cells, regulates survival signalling through direct transactivation of genes that
encode proteins that decrease susceptibility to apoptosis “® showing that this pathway
might be relevant to carcinogenesis.

Related to the cell adhesion process, Claudin 1 was overexpressed. The claudin family is
the major constituent of the tight junction (TJ) complex. TJ is the structure that controls
cell-to-cell adhesion and consequently, regulates paraceliular and transcellular transport of
solutes across human epithelial and endothelial cells ©®". Aberrations of tight junction
function are an early and key event during the vascular spread of cancer and inflammation
“9 Claudin 1 (cind1) was described to be downregulated in breast cancer “*%9. This gene
is upregulated by B-catenin’ that belongs to the Wnt signalling pathway, commonly
altered in colon and gastric cancers®?. Recent results from our group show that genes in
the Wnt signaling pathway are overexpressed in cervical cancer, as an event associated to
HPV infection (submitted 2004). This overexpression might cause an accumulation of -
catenin in the nucleus, activating many transcription factors like Claudin 1. In the present
study, high levels (11 fold) of Claudin 1 mRNA were found in all HPV"™ samples tested, in
keeping with the results obtained by RT-PCR and also with IHC, supporting that Claudin 1
might have a role in cervical cancer. All invasive cancers showed positive immunoreaction
for Claudin 1 protein located in the cytoplasm of the cells. It is worth mentioning that in
contrast to invasive tissues in the normal cervical tissues this protein was absent. The
presence of this gene among the identified markers validates the cDNA microarray
approach used in this study.

One cellular anchoring protein mainly found in the basement membrane is Laminin 5.
Laminin 5 is composed by three polypeptidic chains that are the products of three distinct
genes. Lama3, Lamb3, and Lamc2. It is already know that, in order to metastasize and
grow, cancer cells must invade and destroy the basement membrane!? requiring a high
activity of these genes during the carcinogenic process. Lamc2 is the subunit gamma
chain of laminin 5 that was reported to be overexpressed in lung cancers 4 and also
methylated in bladder tumors with poor prognosis “*). In our study all invasive cancers
showed Lamc2 over-expression by RT-PCR as well as clear positive immunoreaction
located exclusively in the cytoplasm of the cells, in agreement with the findings of
Kohlberger P“?. As Claudin 1 this protein was not found in normal cervical tissue, and
these results are in agreement with those reported by Skyldberg B“” Lamc2 studies have
been performed predominantly in cervical or vaginal cancer samples mainly infected with
HPV16 or HPV52 “# and not specific HPV type expression has been described for this
gene. Interestingly, our RT-PCR results demonstrates that Lamc2 is only overexpressed in
HPV16™ samples, while the HPV18 samples show a basal expression similar to the normal
epithelium. This difference might be explained in part because HPV16 and HPV52 are
phyllogenetically gathered within the same A9 group, and this group probably activates
more efficiently this gene than the C group, where HPV18 belongs “%. Clearly, further
studies should be performed in this direction. It is important to mention that Lamc2 has
also aiready basal expression in normal tissue samples and in the HPV cel line,
suggesting that the overexpression of this transcript might be mostly due to the presence
of HPV16.

In summary, HPV16 and 18 infections show a very similar pattern of expression with slight
but significant differences. Gene expression profiling indicates differences in the
expression profiles of Lamc2, Ipo7 and NDUFB6 genes in cervical tissues infected with
HPV types and in HPV samples. These genes might provide new insights in the
understanding of HPV related cervical cancer biology, indicating that alterations in the
mitochondrial inner membrane, IAP family (inhibitor of Apoptosis), extracellular matrix
components and signal ftransduction are closely involved in Hr-HPV cervical
carcinogenesis.
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Tables and Figure Legends

Table 1. Differentially expressed genes in HPV positive and HPV negative samples.

Most overexpressed and suppressed genes in any HPV' tissue obtained by a gene
expression profile of C33, HPV16 (median of normalized expression levels of SiHa, CaSki
and three HPV16" invasive samples) and HPV18 (median of normalized expression levels
of Hela, CALO and INBL cell lines) were compared to normalized median of 3 normal
HPV tissue samples by using Gene Spring software. GeneBank access number and
functional groups are listed.

HPV, Human Papillomavirus
Table 2. Immunoreactivity for Lamc2 and cind1 in cervical tissues.

Lamc2, laminin 5 subunit gamma chain;
Cind1, Claudin 1
CC, Cervical Cancer;

Fig. 1. Differential gene expression in HPV positive and HPV negative cervical samples.
cDNA microarray analysis of the expression of three normal HPV negative samples, C33,
HPV16 (CaSki, SiHa cell lines and three cancer specimens) and HPV18 (CALO, Hela,
INBL). Data are presented in a graph format. X axis represents samples and Y axis the
transcript levels. Each one of the studied genes is present in the four groups (not observed
in HPV" and C33). Line (a) represents NDUFB6 gene expression,; line (b) Importin 7 gene;
ine (c¢) Claudin 1, and line (d) Lamc2. The controls used were beta-2-microglobulin, alpha
tubulin, beta actin, GADPH and as negative control yeast cDNA was used.

HPV, Human Papillomavirus

Fig. 2. Relative mRNA expression levels of Claudin 1, Importin 7, Lamc2 and NDUF® in
cervical tumors and cell lines detected by RT-PCR.

One-hundred ng of total RNA was employed for RT-PCR experiments. A) represents RT-
PCR products for Claudin 1 and graphic representation of the relative mRNA expression
levels for the used samples; B) Importin 7 expression levels; C) Lamc2 gene expression,
and D) NDUFB6 mRNA levels. Values are presented as ratio of densitometric readings of
samples to corresponding p-actin samples. The used samples were; lane 1) negative
control, 2) normal HPV tissue #NO7, 3) normal HPV tissue # N11, 4) normal HPV tissue #
N20, §) C33 cells, 6) SiHa cells, 7) CaSki cells, 8) tumoral HPV16 sample # T04, 9)
tumoral HPV16 sample # T24, 10) tumoral HPV16 sample # T43, 11) tumoral HPV16
sample # T45, 12) INBL cells, 13) CALO cells, and 14) Hela cells. A 100 bp ladder was
used as molecular weight marker.

RT. reverse transcription;



Lamc2 antibody

Total No. No. Positive %
Normal Cervical Tissue, HPV- 10 0 0
Cervical Cancer, HPV16 15 14 93.33
Claudin 1 antibody
Total No. No. Positive %
Normal Cervical Tissue, HPV- 10 0 0
Cervical Cancer, HPV16 15 14 93.33



Lamc2, laminin § subunit gamma chain;
NDUFB6, Complex | NADH:ubiquinone oxidoreductase;
HPV, Human Papillomavirus

Figure 3. immunohistochemical detection of Claudin 1 and Lamc2 in normal cervical and
CC tissues.

A) Colon carcinoma sample (as positive control for cind1 staining), B) negative control; a
CC sample without primary antibody, C) one normal cervical tissue showing negative
staining for cind1, D) positive immunostaining in a CC tissue for cind1, E) colon carcinoma
specimen was used as positive control for Lamc2 immunostaining, F) normal cervical
tissue shows negative immunostaining for lamc2, and G) a CC showing positive
immunoreaction for Lamc2. Original magnifications were X40 for A, B, D, E and G; and
10X were used for C and F.

IHC, Immunohistochemistry

Lamc2, laminin 5 subunit gamma chain,;
CC, Cervical Cancer;

Cind1. Claudin 1



Folds of expression in Folds of expression in Folds of exprassior
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Background. One of the most frequent malignancies in women worldwide is the Uterine
Cervical Carcinoma. High risk human papillomavirus (HPV) infection is considered to be
the most important etiological factor of uterine cervical cancer. To identify novel cellular
genes that could potentially act as predictive molecular markers for human cervical cancer
we employed cDNA arrays.

Methods. We used cDNA arrays to examine the expression profiles of 5 cell lines derived
from human cervical cancer, three HPV+ tumor samples and three normal (HPV-)
epithelium tissues. Data normalization was performed and the top overexpressed genes
were obtained. Hierarchical cluster were performed and in order to validate some of the
differentially expressed genes between normal and carcinogenic samples, semi-
guantitative RT-PCR was used in tissue samples.

Results. Four genes were demonstrated to be consistently overexpressed in invasive
cervical cancer biopsies; three novel genes not previously related to cervical cancer .
MMP10, Lamc2 and Claudin 1 and in addition, the overexpression of IL6 was
corroborated.

Conclusions. The progress in the identification of characteristic molecular changes in
cervical cells due to carcinogenesis and HPV infection can lead to a better understanding
of the disease. cCDNA arrays are starting to provide new possible molecular markers of
prognostic and diagnostic. In a long term, this technology might help to elucidate the
biological differences of mechanisms associated with different HPV type infection and
aggressive prognosis.

Key words: HPV, expression, cCDNA arrays, RT-PCR.



Introduction
One of the most frequent malignancies in women worldwide is the Uterine Cervical

Carcincma (CC), both in incidence and mortality (1). It is well known that infection by
genital HPVs (mainly types 16, 18, 31 and 33) is the primary causal agent for the CC
development and its precursors; this is besides of the epidemiological factors such as first
sexual intercourse, smoking etc. HPV 16 and 18 types are present at least in the 65 % of
all invasive CC worldwide (2-4), and in human cell lines derived from this malignancy (5-7).
The detection of the infection with the known high risk HPV (Hr-HPV) types and its
correlation with the presence of cervical cancer, have been lead to consider the infection
as a marker for cervical carcinoma development (8). However, the malignant
transformation of cervical epithelial cells requires a long latency periods, it is believed that
could be up to 10 years (9-10). Nevertheless, Hr-HPV types have been detected in
healthy normal women (11), indicating that additional factors and celular events are
required for cervical carcinogenesis.

The HPV genome encode for less than 10 proteins which main function is to regulate viral
transcription and replication during cell cycle. Therefore, interactions of viral and cell
proteins are essential for the productive life cycle (12). Continuos expression of E6 and E7
oncoproteins of the high risk HPV types appears to be necessary for maintaining the
malignant phenotype of the cervical cancer patients interacting with several cellular factors
(13, 14).

On the other hand, the colossal development of cDNA arrays or biochips has provided a
powerful approach to screen global gene expression (15). The biological diversity of cell
tumors is due to the variation in transcription of the genes. The patterns of expression of
different breast tumors have provided a distinctive molecular portrait that have been used
for the classification of tumor subtypes by differences in their gene expression patterns
(16). The expression pattern of CC has not been yet fully analyzed. In a first report using a
588 gene array, the altered expression of several genes associated to apoptosis and cell
adhesion were detected in CC (17). Transfection of normal keratinocytes with the viral
oncogenes E6 and E7, altered the expression of Interferon responsive genes, genes
stimulated by NFK-KB of cell cycle and DNA synthesis (18). A differential display and 44
gene microarray detected that NADH4 and ribosomal protein S12 altered its expression in
the normal cervical tissue that is adjacent to the malignant one (19).



We used cDNA arrays to survey the alterations in gene expression between HPV positive
and HPV negative samples as a reflection of celiular gene alterations, to identify and
evaluate genes that are up-regulated in cervical cancer.

Materiais and Methods

Cell lines and Tissue Collection Hela {HPV18), SiHa (HPV16) and CaSki (HPV16) cell
lines were grown in the recommended media including 10% fetal bovine serum. The cell
lines designated CALO ({derived from Invasive squamous carcinoma Stage 1B, HPV18)
and INBL (derived from Invasive Squamous carcinoma IV A, HPV18), were established at

the FES Zaragoza-UNAM, Mexico (20-22). Eight normal cervical tissues from
premenopausical women were obtained post-mortem at the Pathology Department of the
Hospital General de México, S. S. from women who died of non-gynecological related
causes. The invasive lesions (8 samples) were coliected through colposcopy guided
biopsies of the tumor lesion of pre-menopausical women at the National Centre of
Dysplasias at Mexico City. All the described procedures have been evaluated and
approved by the local committee of ethics of the Mexican Institute of Social Security and
samples were taken after inform consent from the patients. All tissue samples were
divided in three sections, the central part was snapped frozen in liquid nitrogen and stored
at ~70°C until nucleic acid extraction, and the extremes from the biopsy were fixed with
70% ethanol overnight and paraffin embedded. Haematoxilin/eosin stained sections from
the extremes of the biopsies were analyzed in order to confirm the presence of at least
70% tumoral cells. Multiple step sections were made and classified according to the
International Federation of Obstetrics and Gynaecology (FIGO). All the invasive samples
were diagnosed as squamous lesions.

Nucleic Acids Extraction and Array hybridization. Both RNA and DNA were obtained from
the tissue samples and the cervical cancer cell lines using the Trizol Reagent (Gibco BRL,
Life Technologies, Grand Island NY USA) according to manufacturer's conditions. Each
DNA sample was subjected to HPV typing by polymerase chain reaction (PCR) using the
MYOS/MY 11 consensus primers and direct sequencing.

To eliminate residual genomic DNA, Total RNA was treated with RNAse-free DNAse |
{Ambion Inc. Austin Texas USA). Total RNA concentration of each sample was assessed



by absorbancy and the nucleic acid integrity was confirmed by agarose gel
electrophoresis.

Messenger RNA isclation of each sample {Hela, SiHa, CaSki, CALO, INBL), three
HPV16+ tumor samples (T07, 731, T64) and three HPV- normal samples (NO3, N11, N22)
was performed using the Polyatract Isolation System Il (Promega Madison, Wi USA). The
mRNAs were quantified using the VersaFluor Fluorometer (BioRad Laboratories Inc,
USA). Labeled cDNAs were obtained by RT-PCR from 500 ng of mRNA in the presence of
(¢ -7P) dATP (activity 3000Ci/mmol) using the Ambion Advantage System, following the
manufacturers conditions. Briefly, mRNAs were denatured at 70°C for 10 min and cDNAs
were synthesized at 42°C using oligo-dT priming in a final volume of 30 ul. The
unincorporate nucleotides were removed by centrifugation using the NucAway Spin
Colums (Ambion Inc, Austin Texas USA). The final incorporation of the radiclabel was
approximately 1 x 10° cpm for each reaction. ULTRArray Advantage System array blots
(Ambion Inc. Austin Texas USA) which contains 8400 genes, were prehybridized at 68°C
for at least 90 min prior to probe addition in Hybridization buffer. Finally, 1.5 x 10" cpm of
each labeled cDNA was added fo the buffer. Hybridization was performed at 80°C in a
roling botle overnight. The arrays were washed twice with 2X SSC and 0.5 % SDS at
60°C for 30 min; followed by two stringent washes with 0.5X SSC, 0.5% SDE at same
temperature and time.

Array  analysis. Hybridized arrays were scanned on a STORM 880
phosphorimager/ffluorimager (Amersham Biosciences, Buckinghamshire UK). The resulting
images were analysed with the ArrayVision software 8.0 rev 4 (Imaging Research Inc,
USA), and data from the duplicate spots were normalized using Gene Spring software
version 5.0 (Silicon Genetics, USA). Values below 0.01 were set to 0.01. Each
measurement was divided by the 50.0th percentile of all measurements in that sample.
Samples were normalized against the median of the control samples {(normal HPV-
samples). VWhen calculating the mean of the confrol measurements only those
measurements were included that had at least a normalized value of 0.01. Each
measurement for each gene in the experimental samples was divided by the median of
that gene's measurements in the corresponding control samples. The 20 more
upregulated genes were submited to Hierarchical clustering by using the J-Express
software (MolMine, www.molmine.com) and visualized by Treeview software.



RT-PCR Analysis. Two-hundred ng of Total RNA from normal tissues, cell lines and tissue
samples were reverse franscribed using the RT-PCR Access System (Promega, Madison,
WI USA). Primers for some of the genes of interest were designed using Integrated DNA
technologies' Biotools software (http:/biotools.idtdna.com/gateway) for the amplification of
the following gene transcripts. Laminin gamma 2 (Lamc2), 696 bp TM=56°C (5'-
TGTTTAGCTCAGCCCAACGACT-3") (5-AGCAGCTGAACCCGTTATGACA-3'); Claudin1
(cidn1), 504 Dbp TM=85°C  (5-GTGGAGGATTTACTCCTATGCC-3') (&~
CTTGGTGTTGGGTAAGAGGT-3'), Matrix Metalloproteinase 10 (MMP10), 502 bp
TM=60°C (5'-CATTCAGTCTCTCTACGGACCT-3'), (5-CAGCTATTAGTCTAGGGAAGCC-
3') Interleukin-6  (IL6), 621 bp: TM=566°C (B'AGTTGCCTTCTCCCTGG3')
(5 TCGAGGGCTCTTGGGCAAAT-3) (23), and B-actin ] (5-
TGAAGTCTGACGTGGACATC-3') (GTTCGTTCCTCATACTGCTCA-3') 243 bp, TM=55°C.
The one-step RT-PCR conditions were 48°C for 45 min to synthesize the first strand of
cDNA, 84°C for 2 min to denature template, and to synthesize second strand and DNA
amplification: 94°c for 30 sec, (specific TM°C for each set of primers) for 1 min, 68°C for 2
min for a total of 25 cycles and followed by a single step at 68°C for 7 min. The products
were visualized on 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide, and images were
captured using the Eagle eye system (Stratagene , La Jolla, Ca USA). The sizes of the
products were determined by comparison with a 100 bp marker (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, MBI Fermentas Life Sciences, Burlington ON CAN). The intensities of IL6,
MMP1010, Lamc2, Claudin 1 and p-actin RT-PCR products were analyzed using the
MetaView analysing system (version 4.5 Universal Imaging Corp, USA). The relative
concentrations of the mRNAs were expressed as the ratio of densitometric readings of the
four genes related to B-actin mRNA. All values are presented as the mean of at least 4
determinations. Statistical comparisons among groups were analysed by a Students’s t-
test. A P value of <0.001 was considered as statistically significant.

Resulits

Gene expression profile of HPV negative tissue samples and HPV positive samples. To
study franscriptional differences between HPV+ and HPV- samples, the gene expression
profile of normalized SiHa. CaSki, HeLa, CALO and INBL cell lines and three HPV16+
invasive samples were compared to the normalized median of 3 normal HPV- tissue
samples using the Gene Spring Software. With this criteria, we found approximately 50



genes expressed at least four-fold higher in HPV+ , we also observed a set of cellular
genes that showed significant decreases in expression, however, these were not
characterized in the current study.

To make the data results more apparent we used a hierarchical clustering analysis with a
pseudo colour visualization matrix (24) (Figure 1). The aim purpose of the clustering was
to show the overexpressed genes with similar levels of expression in cancer tissues and in
the cell lines derived from cervical cancer. This graph, demonstrated the upregulated
expression of several genes in all samples; meaning that these genes could be potentially
employed as diagnostic markers.

In order to eliminate false positives the top 20 up-regulated genes in all malignant samples
were selected to determine a table, this was based on more than 10 fold of overexpression
(Table 1). From this group, four genes were identified: the Matrix Metalloproteinase 10
(MMP10), Interleukin & (IL.6), Claudin 1, and Laminin gamma 2 (Lamc2).

Figure 1 shows the expression pattern of all overexpressed HPV+ samples, blue arrows
show the studied genes.

Table 1 shows the expression levels of 20 selected transcripts that show a ten fold or
higher expression in the HPV positive tissues.

RT-PCR analysis. To confirm the expression differences observed in the hierarchical
cluster, total RNA of some of the studied samples as well as additional samples, were
analyzed by semi-quantitative single step RT-PCR assays. A representative picture of the
amplified products is shown in Figure 2. Computer aided densitometric analysis of the
amplified bands showed that Claudin 1 presents overexpression in all HPV+ samples
(P<0.001). similar results have been recently reported (25). Lamc2 expression increases
dramatically in HPV16 cell lines, and it is also overexpressed in HPV16 human cancer
specimens (P<0.001), whereas the IL6 gene presents overxpression in all HPV+ samples
(P<0.001) as well as the mmp10 gene (P<0.001).

Discussion

The understanding of the molecular differences induced by HPV might help to elucidate
mechanisms associated with the clinical prognosis of the cancer. We have employed
cDNA arrays to monitor the expression levels of more than 8,000 genes in five cell lines
derived from CC, three malignant tumors and three normal HPV- none dysplastic cervical



tissue samples. In the present study, cDNA microarrays were used to detect possible
molecular markers and molecular alterations in human squamous cervical cancer, this is
the reason by why we only focused on genes that are overexpressed in all samples. A
large number of these, are the ribosomal genes; the overexpression of such genes in
tumors have been previously noted and may reflect a higher metabolic rate within
malignant cells, besides, this overexpression is correlated with tumors that are
histologically well differentiated (26).

Other genes that were overexpressed in all samples and were detected by hierarchical
cluster were: IL-6, MMP10 Claudin 1 and Lamc2. Interestingly, our RT-PCRs resuits
corroborated that the levels of expression of these genes were upregulated in tissue
biopsies of invasive cervical cancer in contrast to the normal tissue. It is likely that as the
carcinoma spread, tissues undergoing molecular changes that are reflected in the
alterations of their gene expression.

As expected one of the overexpresesd genes was IL-6. This gene codifies 10 a cytokine
that can reguiate immune and inflammatory responses (27) and it is suggested that may
be a central mediator of inflammation in female genital infections (28). its production is
regulated by a variety of stimuli. It is now known that various viruses induce IL-6 in
fibroblasts, even HIV induces its production. It is important to note that cervical cancer
frequently develops in close association with infection with various sexually transmitted
agents like HPV. Besides, in the uterine cervix several cell types are responsible for
elevating IL-6 such as lymphocytes, macrophages, fibroblasts, keratinocytes, endothelial
cells and tumor cells (29). It is mainly produced in tumor and/or epithelial cells and can act
as growth factor for cervical carcinoma cell lines (30). Moreover, IL-6 levels are increased
in cervicovaginal secretions of patients with uterine cervical cancer, and its production is
related to the severity of cervical neoplasia (31), meaning that it has an increased
expression in primary invasive cervical carcinomas as compared to CIN or normal cervix
(32). A variety of peptide factor such as TNFg, IL-2, IFNB and PDGF cause an increase in
intracellular cyclic AMP level which also induce IL-6 production (33). A mutation of p53
makes that IL-6 becomes overexpressed, in renal, ovarian, fallopian tubes and oral
squamous carcinoma; suggesting that a lack of function of this gene by the presence EG
viral protein could cause the same situation (34-35). Wild type of p53 has a strong
repressive effect on the IL-6 promoter (36), although IL-6 does not have a p53 binding site,
it has a p53 consensus element. It also has been postulated that in normal conditions p53
acts as repressor by protein-protein interaction with C/EBP family members or the TATA



box, leading to repress the promoter of the IL-6 (37-38). IL-6 exerts diverse biological
effects depending on target cell types. It can modulate VEGF production at the
transcriptional level in cervical cancer cells. This transcript is overexpressed in our results
too (data not shown). VEGF is an endothelial cell-specific mitogen, and is the link between
tissue hypoxia and a compensatory angiogenic response in underperfused tumors (39).
High microenvironmental levels of IL-6 are an important stimulator of VEGF in cervical
cancer cell, promoting angiogenesis. The presence of this gene among the identified
markers validates the cDNA microarray approach used in this study.

The Claudin family is the major constituent of the fight junction {TJ) complex. TJ are the
structures that control cell-to-cell adhesion and consequently, regulate paraceliular and
transcellular transport of solutes across human epithelial and endothelial cells (40).
Aberrations of tight junction function are an early and key event during the vascular spread
of cancer and inflammation (41).

Claudin 1 (cInd1) has been described downregulated in breast cancer (42-43). This gene

is upregulated by p-catenin (44). p-catenin belongs to the Wit signalling pathway, which is
commonly altered in colon and gastric cancers (45). Recent results from our group show
that genes in the Wnt signaling pathway are overexpressed in cervical cancer, as an event
associated to HPV infection (submitted 2004). This overexpression might cause an

accumulation of p-catenin in the nucleus, activating many transcription factors like Claudin
1. In the present study, high levels of Claudin 1 mRNA were found in all HPV+ samples
tested.

One cellular anchoring protein mainly found in the basement membrane is Laminin 5.
Laminin 5 is composed by three polypeptidic chains that are the products of three distinct
genes: Lama3, Lamb3, and Lamc2. It is already know that, in order to metastasize and
grow, cancer cells must invade and destroy the basement membrane (46) requiring a high
activity of these genes during the carcinogenic process. Lamc2 is the subunit gamma
chain of laminin & and has been reported to be overexpressed in lung cancers (47), and
also methylated in bladder tumors with poor prognosis (48). This gene has alsc been
proposed as possible molecular marker of invasivenes in cervical cancer {49-50).
Neveriheless, these studies have been performed predominantly in cervical or vaginal
cancer samples mainly infected with HPV16 or HPVS52 (51), and no specific HPV type
expression has been described for this gene. Interestingly, our results show that Lamc2 is
only overexpressed in HPV16+ samples, while the HPV18 samples show a basal
expression similar to the normal epithelium. This difference might be explained in part



because HPV16 and HPV52 are phyllogenetically gathered in the same A9 group, this
group probably activates more efficiently this gene than the C group, where HPV18
belongs (52). Clearly, further studies in this direction should be performed. It is important
to mention that Lamc2 also has already basal expression in normal tissue samples,
suggesting that the overexpression of this transcript might be mostly due to the presence
of HPV16.

Matrix metalioproteinase 10 was aiso found overexpressed in this work. There are several
reports showing the relation between cervical cancer and some MMPs (53-55),
nevertheless, no reports exist about cervical cancer and MMP10. It is known that the
augmentation of the expression and activation of matrix metalioproteinases (MMPs) is
associated with tumor invasion and metastasis and MMP10 is a metalloproteinase related
to those substrates including proteoglycans and fibronectin (56). This led us to assume
some similarities in its degrading behaviour with other MMPs. It has been reported that
cell-cell contact between cervical carcinoma cells and peripheral stromal fibroblasts
augments the production and activation of some MMPs, and therefore the subsequent
imbalance between MMPs and TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) may resuit
in the progression of invasiveness of cervical carcinoma cells in vivo (57), showing that
this import pathway might be relevant in carcinogenesis and further studies should be
done in this direction.

In summary, HPV infection shows a very characteristic pattern of expression with markedly
differences with normal HPV negative tissues. Gene expression profiling indicates
differences in the expression profiles of Lamc2, IL6, Claudin 1 and MMP10 genes in HPV+
and HPV- cervical tissues. These genes might provide a new insight in the understanding
of HPV related cervical cancer biology, indicating that alterations in extraceliular matrix
components, citokines, Proteases, and signal transduction are closely involved in Hr-HPV
cervical carcinogenesis.
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Figure 1. Gene ciuster of the most overexpresed genes in cervical cancer.

Expression patterns of the 50 most overexpresed genes in cervical cancer. Rows represent individual
genes, columns represent individual samples. Each cell in the matrix represents the expression level of
a single transcript compared by the normal transcript. The red and green colours indicate transcript
levels above and below the normal for that gene across all samples, respectively. Color saturation is
proportional to magnitude of difference from the normal mean. Blue flagged genes were used for the
validation of the expression by semi-quantitative RT-PCR.
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Table 1. Top 20 overexpressed genes in HPV+ transformed cells. Overexpresed genes at »10
folds in any HPV+ tissue obtained by a gene expression profile of SiHa, CaSki HelLa, CALO,
INBL and three HPV16+ invasive samples) and compared to normalized median of 3 normal
HPV- tissue samples by using Gene Spring software. UniGene ID are listed.
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Abstract

Background: Cervical carcinoma (CC) is one of the most common cancers among
women worldwide and the first cause of death among the Mexican female population. CC
progression shows a continuum of neoplastic transitions until invasion. Matrix
metalloproteinases (MMPs) and cathepsins play a central role on the enhancement of
tumor-induced angiogenesis, cell migration, proliferation, apoptosis and connective tissue
degradation. MMPs -2 and -9 expression has been widely studied in cervical cancer,
nevertheless, no other metalloproteinases or cathepsins have been yet related with the
progression and/or invasion of this cancer.

Methods: Three HPV18 CC cell lines, two HPV16 CC cell lines and three HPV16 tumor
CC tissues were compared with three morphologically normal, HPV negative cervical
specimens by cDNA arrays. Overexpression of selected genes was confirmed by
semiquantitative reverse franscription-PCR. In situ hybridization and protein expression of
selected genes was further studied using two tissue microarrays, one consisting of 10
HSIL and 15 CC and the other one consisted of 15 normal cervical and 10 LSIL tissues.
Results' By cDNA arrays TIMP1, integrins aipha 1 and 4 ,cadherin 2 and 11, Cathepsins
F BL2 MMP 8, 10 11 and 12 were upregulated and Cathepsin S, L, H and C, Cadherins
3 and 4, TIMP3, MMP 13, Elastase 2 and Integrin beta 8 were found to be
downregulated. Semiquantitative RT-PCR gave consistent results with the cDNA array
findings for all three genes selected to be studied (CTSF, MMP711 and MMP12). In situ
hybridization of three genes showed overexpression in all the HSIL and CC. Two selected
proteins were detected in LSIL, HSIL and CC by immunohistochemistry.

Conclusions: Several novel and previously undetected CC promoting genes have been
identified. Increased transcription of these genes may result in overexpression of proteins,
such as CTSF, MMP11 and MMP 12 which may contribute to the pathogenesis of CC.



Background

Cervical carcinoma (CC) is one of the most common cancers among women worldwide
and the first cause of death among the Mexican female population[1]. High-risk human
papillomavirus (HPV} infection is considered to be the most important risk factor
associated with the development of this tumor, and is present in the 99.7% of invasive
cervical tumors worldwide[2]. CC progression shows a continuum of neoplastic transitions
from Low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), High grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL), to invasive cervical cancer. Tumor invasion and metastasis
are key steps in the progression of malignant tumors; this involves extracellular matrix
(ECM) and basement membrane degradation[3]. Although several classes of proteolytic
enzymes are involved in these processes[4], Matrix metalloproteinases (MMPs) play a
central role on the enhancement of tumor-induced angicgenesis, cell migration,
proliferation, apoptosis and connective tissue degradation[5-6]. Different MMP family
members have been identified, including collagenases (MMP-1, -8 and -13), gelatinases
(MMP-2 and -9), stromelysins (MMP-3, -10, -11), membrane associated { MMP-14, -15, -
16. =17, -23, -24, -25) and other kind of MMPs like the Metalloeslastase (MMP-12){7].
MMPs -2 and -9 have been widely studied. Increased mRNA and protein levels of both
MMP-2 and MMP-9 have been detected in breast, colon, pancreatic and cenvical
cancers[8].

Human macrophage metalloelastase (MMP-12) has been identified in alveolar
macrophages of cigarette smokers as an elastolytic MMP[9]. It can degrade elastin, and
other substrates, such as type IV collagen, fibronectin, laminin, gelatin, vitronectin,
entactin. heparin, and chondroitin sulphates[10]. MMP-12 is overexpressed by
macrophages in atherosclerofic lesions[11] and in intestinal ulcerations[12]. It has been
demonstrated that besides macrophages, transformed epithelial cells can express MMP-
12 in skin and wvulvar cancers; MMP12 expression levels correlate with epithelial
dedifferentiation and histological aggressiveness[13-14].

Stromelysin 3 ST3 (MMP-11) is another protease that can modulate cancer progression by
remodelling extracellular matrix; it cleaves o1-antitripsin and IGF-BP1[15]. Normal ST3
expression is associated with embriogenesis and wound healing but in stressed epithelial
cells, its expression is detected in the vicinity fibroblasts[16]. Malignant epithelial cells
depend on environmental stromal cells including fibroblastic, endothelial and inflammatory
cells to develop primary and secondary tumors. ET3 expression is observed in the area
which surrounds malignant epithelial tumour cells and sometimes in tumoral cells of
esophageal, oral, papillary thyroid. colorectal, skin and ovarian carcinomas[17-22]. Thus,
ST3 gene expression has been reported to be associated with tumor progression[23].
Cathepsins are cysteine proteases from the papain family that have been characterized to
be responsible for the terminal protein breakdown in lysosomes. Actually the human
Cathepsin family is composed by Cathepsins B, C, F, H, K, L, O, S V, W and X[24]. The
recently described Cathepsin F has been demonstrated; by Northern biot analysis, to be
ubiquitously expressed in several tissues showing the higher expression in skeletal muscle
and testis. This transcript was also found in several cancer cell lines showing that this
enzime could be involved in degradative processes during tumor progression[25].

In the present study, we first investigated the mRNA expression levels of 8 000 genes
including MMPs and cathepsins by using cDNA microarrays in CC samples and cell lines.
Selected genes were corroborated to be up-regulated by using semiquantitative RT-PCR.
Besides. RNA and protein expression of selected genes were further examined using /n
situ hybridization and IHC applied on Tissue Microarrays (TMAs)[26]. Several genes that
were either up- or down-regulated in CC were detected, showing that these genes might
have an active or passive role in the malignant progression of CC.



Methods

Cell lines and Tissue Samples for cDNA arrays and RT-PCR.

Hela (HPV18), SiHa (HPV16) and CaSki (HPV16) cell lines were grown in the
recommended media. The cell lines designated CalLO (derived from Invasive squamous
carcinoma Stage |IB, HPV18) and INBL (derived from Invasive Squamous carcinoma IV A,
HPV18), were established at the FES Zaragoza-UNAM, Mexico[27]. Fresh bicpsies of
dysplastic lesions were taken during colposcopy from 20 patients at the Dysplasias
National Center in Mexico City. Twenty two normal cervical tissues from pre-mencpausal
women were freshly dissected immediately after death at the Pathology Department of the
Hospital General de Mexico, S. S. from women who died of non-gynecological related
causes. All the described procedures have been evaluated and approved by the local
committee of ethics of the Mexican Institute of Social Security, we also obtained written
informed consent from the patients. All tissue samples were divided in three sections, the
central part was snhapped frozen in liquid nitrogen and stored at —70°C until nucleic acid
extraction, and the extremes from the biopsies were fixed with 70% ethanol overnight and
paraffin embedded at the Department of Pathology, Oncology Hospital, National Medical
Center SXXI, Mexico. Serial Haematoxilin/Eosin stained sections from the extremes of the
biopsies were inspected for representativity of the tissue. Carcinoma samples were
considered as representative when at least 70% of all cells in the tissue section consisted
of cancer cells and the normal tissue samples;, when at least 80% of the sample consisted
of microscopically ectocervical normal tissue besides HPV absence. All the invasive
samples were diagnosed as squamous lesions.

Tissue samples for ISH and IHC.

Paraffin blocks of 35 patients: 10 HSIL, 15 CC, and 10 LSIL; were randomly collected from
the archives of the Dysplasias National Center in Mexico City. Fifteen of the normal
cervical tissues (post-mortem obtained) were formalin buffered fixed and paraffin
embedded for preparation of the TMA blocks. The TMAs were constructed as described
previously[28]. One of the TMAs contained 10 HSIL tissues and CC samples; the other
was made with the 15 normal cervical tissues and 10 LSIL samples. The TMAs did not
include the investigated samples by the cDNA arrays or by RT-PCR.

Nucleic Acids Isolation.

Both RNA and DNA were Isolated from the tissue biopsies and the cervical cancer cell
lines using the Trizol Reagent (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island NY USA)
according to manufacturer's conditions. Each DNA sample was subjected to HPV typing
by polymerase chain reaction (PCR) using the MY0O9/MY 11 consensus primers and direct
sequencing.

Potentially contaminating DNA was removed by freating with RNAse-free DNAse |
{Ambion Inc. Austin Texas USA). The resulting RNA concenfration was measured
spectrophotometrically and the quality of both nucleic acids was confirmed on agarose
gels.

cDNA probe preparation.

cDNA was synthesized according to Ambion Advantage System User Manual. From all the
obtained samples only those which met the criteria (squamous cell carcinoma, HPV type
16 or 18, sufficient RNA available, at least 70% cancer cells in the biopsy) were
hybridized. These samples were: cell ines Hela, SiHa, CaSki, CALO and INBL, three
HPV16+ tumor samples (T07, T31, T64) and three HPV normal samples (NO3, N11, N22);



unfortunately no HPV18+ tumor samples were included for array hybridization due to RNA
insufficient RNA quantity. The cDNA probes were obtained by RT-PCR from 500 ng of
RNA in the presence of (o -**P) dATP (3000Ci/fmmol NEN). Briefly, RNAs were denatured
at 70°C for 10 min and cDNAs were synthetized at 42°C using oligo-dT priming in a final
volume of 30 ul. The labelled cONAs were purified by spin column chromatography. The
final incorporation of the radiolabel was approximately 1 x 10° cpm for each reaction.

Hybridization and Array Analysis.

ULTRArray Advantage System array blots (Ambion Inc. Austin Texas USA) which contain
8400 genes, were prehybridized at 68°C for at least 90 min before probe addition in
Hybridization buffer. Finally, 1.5 x 10" cpm of each labeled cDNA was added to the buffer.
Hybridization was performed at 60°C in a rolling bottle overnight. The arrays were washed
twice with 2X SSC and 0.5 % SDS at 60°C for 30 min; followed by two stringent washes
with 0.5X SSC, 0.5% SDS at the same temperature and time. Finally damp arrays were
sealed in plastic wrap and exposed to imaging plates (BASMP 2040S; Fuji, Nakamura,
Japan) for 24  hours, which were then scanned with a STORM 860
phosphorimager/fluorimager (Amersham Biosciences, Buckinghamshire UK) to obtain 16-
bit images. ArrayVision software (Image Research Inc) was used for the analysis. The
artifacts were eliminated and the intensity of each spot was analyzed after background
substraction. Then, data was normalized and analyzed by using limma bioconductors and
marray package[29-30] in all genes presented in the array. The average of the normal
array (three normal samples) was obtained. Frequency of positive cases was obtained by
comparing the average normal array with each individual tumor or cell line array. The
threshold frequency was set to 40% and the intensity ratio (tumor;normal) threshold values
of 4 up-regulation and -1 for down-regulation present in all samples were used in attempt
to detect significant expression changes.

RT-PCR Analysis.

Estimation of the reliability of the cDNA results for the three selected genes was performed
by semiquantitative RT-PCR on four normal samples, 5 cell lines, 3 HPV16 and 2 HPV18
tumors; displaying a clear change in their expression in respect to the normal
independently of the HPV type present. Two-hundred ng of total RNA from all samples
were reverse franscribed using the RT-PCR Access System (Promega. Madison, WiI).
Primers for the genes of interest were: Cathepsin F (CTSF) 396 bp, TM= 67°C, (5-
GTGCTGATCAGAGTGGCTGCTGC-3 and 5'- AGTTTCCYGGACATGGAGAGGGAC-3'),
Matrix Metalloproteinase 12 (MMP123, 370 bp TM=55°C (&'~
TCACGAGATTGGCCATTCCTT-3' and 5-TCTGGCTTCAATTTCATAAGC-3')[31], and
Matrix  Metalloproteinase 11 (MMP11/ STMY3), 399 bp, TM=66°C, (&-
CCATGGCAGTTGGTGCAGGAGCAG-3' and &'-TGCAGTCATCTGGGCTGAGACTCA-3');
and p-actin: (5-TGAAGTCTGACGTGGACATC-3' and GTTCGTTCCTCATACTGCTCA-2')
243 bp, TM=55°C primers were designed using Integrated DNA technologies Biotools
software (htip.//biotools.idtdna.com/gateway). The RT-PCR conditions were: for the first
strand synthesis of cDNA 48°C for 45 min and 94°C for 2 min to denature template; and
for second strand synthesis and DNA ampilification. 94°C for 30 sec, (specific TM°C for
gach set of primers) for 1 min, and 68°C for 2 min for a total of 24 cycles, followed by a
single step at 68°C for 7 min. The products were visualized on 1.5% agarose gels stained
with ethidium bromide, and signals were quantified by densitometry using MetaView
analysing system (version 4.5 Universal Imaging Corp., USA). MMP11, MMP12 and CTS
expression was standardized to p-actin expression assessed from the same cDNA in
separate PCR reactions and run in parallel on separate gels. The standardized mean of



gach ftriplicate PCR was then expressed relative to the levels in p-actin cDNA. Statistical
comparisons among groups were analyzed by a Kruskall Wallis-test. A P value of <0.05
was considered as statistically significant.

in Situ Hybridization.

Briefly, five-micron tissue sections were obtained from TMA paraffin blocks, deparaffinized
and rehydrated in a graded ethanol series (100, 20, 70, and 30%), and transferred to PBS
solution {137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na;HPO,, 1.4 mM KH;PO4) for 10 min.
Tissues were treated with DNase solution (1 ug/mi) for 10 min at 37°C and washed three
times in PBS. Endogenous peroxidase inactivation was carried out by incubating the
samples in hydrogen peroxide in methanol for 3% hydrogen peroxide (H;O;) for 40 min.
Sense and antisense probes for CTSF, MMP11 and 12 genes were generated by single-
strand PCR using specific cDNA obtained from SiHa cells RNA as template and labeled
with biotin-16-dUTP (Roche). Each tissue was covered with 50 pl of hybridization cocktail
and a coverslip. The hybridization cocktail consisted of 50% formamide, 10% dextran
sulfate, 2X SSC (20X SSC: 3 M NaCl, 300 mM NazCgHsO7), PBS, 2% SDS, 100 ug/mi
sonicated salmon sperm and 50 ng of the dUTP-biotin-labeled probe (sense or antisense).
Both the RNA of the tissue and probe were denatured at 65°C for 10 min. After
hybridization, the coverslips were soaked off in Tris-buffered saline with Tween buffer 1X
{TBST 10X: 500 nmol/L TrisHCL, pH 7.6, 3 mol/L NaCl, 1% Tween 20), and the tissues
were incubated at 55°C for 20 min in stringent wash soiution. The horseradish peroxidase
labelled antibody (SA-HRP) {GenPoint System from DAKQO) was immediately applied on
the tissues and incubated for 15 min in a humidifier chamber. The sections were washed
in TBST 1X. Biotinyl tyramide was applied on the tissue sections for signal amplification,
for 15 min at room temperature, and washed in TBST. A second SA-HRP step was carried
out and the color reaction was developed with 0.06% diaminobenzidine (DAB) in 3% H.,O,.
Finally the slides were washed, haematoxylin/counterstained, dehydrated in graded
ethanol and mounted. Negative controls for ISH were carried out using the sense probes
or a treatment with RNase solution (100 mg/mi for 30 min at 37°C) prior ISH. Levels of
expression were scored semi-quantitatively in tissue sections, under the light microscope.
Scores were obtained by estimating average signal intensity (scale of 0 to 3) and the
proportion of epithelial cells showing a positive signal (0-100%).

Immunohistechemical assays.

Briefly, the fissue sections were deparaffinized and rehydrated in a graded ethanol series.
Endogenous peroxidase inactivation was carried out as described in IHC, and the slides
were preincubated with DAKO Protein Block Serum free Cat X0909 (DAKO, Carpinteria,
CA) for 30 min at 37°C to prevent non specific immunoreaction. Excess was decanted ant
tissues were incubated with the primary antibody as follows MMP 11 (Biomeda, Cat
V10221, Lot 10441, 1:100), MMP12 (R&D Systems, Cat MAB917, Lot AGEOQ22051.
1:100) at 37°C for 30 min. DAKO Envision System Peroxidase from DAKO was applied
and the slides and then counterstained with hematoxylin. A rough scoring was done to
quantitate the intensity of the staining by two authors (GVO and PPS). Levels of MMP11
and MMP12 expression were semi-quantitatively scored in tissue sections, under the light
microscope. Scores were obtained by estimating average signal intensity (scale of 0 o 3).
Staining was considered (+++), when all cells presented positive staining, (++) result was
considered when at least haif of the analyzed cells presented positive staining, and (+)
when a weak staining was present.



Results

Changes in cDNA Expression in CC.

The analysis of the three normal cervical tissues by limma and marray package showed
that the expression profiles were similar. Thus, the data of the histolegically normal tissue
samples were pooled to generate an average normal tissue array. The data from the cell
ines and tissue arrays were compared with the average normal tissue arrays. The
frequency of increased or decreased gene expression changes was determined by
comparing the average normal tissue array with each of the cell lines and tissue arrays.
The cut-off values were 4 fold over the normal for up-regulation, and -1 fold for down
regulation or suppressed genes. Several genes were over expressed (TIMP1, Integrins
alpha 1 and 4 , cadherin 2 and 11, Cathepsins F, B L2, MMP 9, 10 11 and 12), and 10
genes were down-regulated ( Cathepsin S, L, H and C, Cadherins 3 and 4, TIMP3, MMP
13, Elastase 2 and Integrin beta 8) Table 1.

Verification of cDNA Expression Array Resuits by RT-PCR.

The gene expression profile findings in cDNA arrays were confirmed by semiquantitative
RT-PCR for selected genes (C7SF, MMP11, MMP12, and f-actin; Fig. 1). In general,
these analyses showed consistent significant resuits with those obtained by cDNA arrays.
All 8 investigated samples using cDNA arrays showed increased CTSF expression, and in
line with this, the tumor band intensities in agarose gels as compared with the control band
intensity were increased from an average of 1.2 to 7 fold in all tumors for CTSF in the RT-
PCR analyses. All studied samples had increased MMFP 171 expression in cDNA microarray
analysis. and presents an average of 6 times increased expression in RT-PCR. The
greatest difference between the two methods was found in MMP12 expression. All studied
samples showed increased MMP12 expression in a cDNA array analysis (average of 156
folds), whereas samples in RT-PCR analyses showed an average of about six times
higher expression than the normal controls. All comparisons were statistically significant.

ISH could be performed on 90% of the HSIL and 100% of CC cases. CTSF was expressed
in 9 (90%), MMP11 in 9 (90%), and MMP12 in 9 (90%) of the 10 HSIL studied in the array.
A strong (+++) but focal signal was observed in all CC for the three genes (100%), and the
expression in this tissues were higher than in the LSIL (++, +) and normal tissues. The
three genes stained in 90% of all LSIL samples (+) while, the signal was weaker or
undetectable in the histological normal cervical tissues (Table 2, Fig. 2). Assessment of
the sections at high magnification and correlation with serial sections stained only by H&E,
revealed that the CTS, MMP11 and MMP12 expression was usually confined to the
cytoplasm of a subset of epithelial tumor cells that showed morphological features of
squamous differentiation.

Immunostaining signals for MMP11 and MMP12 proteins were observed in all the LSIL
samples, in 80% of HSIL and all CC samples. As expected, there was a coincidence in the
signal location between immunodetection and ISH assays. There was not immunostaining
detection in the normal cervical tissues for any protein (Table 2, Figure 3).



Discussion

In order to identify novel genes that might be associated with CC development, we used a
gene expression array based on the cDNA expression of more than 8 000 genes and
subsequently studied mRNA and protein expression of three upregulated genes by using
ISH and IHC on a tumor tissue array. In the gene expression analysis, 14 genes were
found to be expressed only in tumor tissue, and a total of 24 genes showed significant
changes in their expression levels. Yet, the molecular genetic mechanisms of how these
genes might be involved in the genesis of CC are stilt being studied. The proteins encoded
by the identified genes with altered expression, have variable functions. The main
categories include: a) proteolysis/peptidolysis (TIMP1, Cathepsins L2, B, F, S, L, H, C,
MMP12, Elastase 2 neutrophif and TIMP3), b) protein binding (Integrin alpha 9, Setine B
member G, Integrin beta 8), c) extracellular matrix (TIMP1, TIMP3, MMPs 8, 10, 11, 12 and
13); it is worth fo note that all these categories are involved in metastatic processes. To
validate the overexpression of CTSF, MMP11 and MMP12 in CC, semiquantitative-RT-
PCR was performed. As expected, an up-regulation was detected CC tissues and cell
lines. The ISH results of the selected genes (CTSF, MMP11 and MMP12) were in line with
results obtained by RT-PCR. It is worth important to note that ISH results show increased
expression through different stages of cervical carcinogenesis, except in one case of LSIL.
The lack of expression in some HSIL tissues might indicate a possible regression of the
disease in these cases, nevertheless, a clinical surveillance is sfill in process to accept or
reject this proposal. All franscripts were detected in CC, suggesting that these genes are
essentially active in the invasive processes of cervical cancer.

Besides, MMP11 and MMP12 protein expression was also investigated by IHC and the
obtained results corroborated the previous ISH resuits.

Many normal biological processes, such as reproduction, fetal development and wound
healing, are critically dependent on controlled degradation of extracellular matrix (ECM)
macromolecules. However, excessive degradation of matrix components also occurs in
pathologic tissue destruction like in cancer(32]. MMP11 expression in the immediate
vicinity or in the cancer cells has been associated with some human carcinomas.
Nevertheless, MMP11 is a consistently active partner of invading cancer cells, but its
function differs throughout cancer progression, being a tumor enhancer or repressor in
several processes which leads to local or distal invasion and it favours cancer survival in
the stromal environment)[33]. Our study demonstrates MMP11 expression in cervical
precancerous lesions, with significantly higher expression in invasive carcinomas
compared to the histologically normal cervix tissues analyzed. In the current study, positive
immunoreaction in cervical tissues was detected in the cytoplasmic region of epithelial
tumor cells which differs from other tumoral tissues where MMP11 expression is restricted
to stromal cells which surrounds the neoplastic ones)[34]. MMP11 expression has been
reported in preinvasive bronchial lesions and in carcinomas. ST3 expression in bronchial
lesions was shown to start with dysplasia and carcinoma in situ though it was more
frequent in invasive lesions just as it seems to be happening in CC[35]. Epithelial
expression of MMP11 in intraepithelial squamous lesions suggest that this protein
expression just like in squamous lung carcinomas may be related to the progression of
phenotypic alterations acquired early during the malignant transformation pathway of
cervical epithelium and maintained after invasion[36]. It has been previously reported that
when MMP11 is increased in tumorigenesis this is not a resut of increased
neoangiogenesis or cancer cell proliferation but from decreased cancer cell death through
apoptosis and necrosis. These data suggest that MMP11 might have varied roles and may
act trough different pathways at different stages of cervical tumor development and
progression which need to be further studied in CC.



Two other genes that were found to be overexpressed in this study were MMPS and
TIMP1 (Tissue inhibitor of Metalioproteinase 1, Table 1). Interestingly, MMPS up-regulation
in cervical cancer was previously reported by Van Trappen[37], and the combined
overexpression of MMPS, MMP11 and TIMP1 has been associated with the invasive
features of some cancers|38]. In our work, these proteins are clearly associated with CC
but further studies should be done to analyze the impact of MMP9, MMP11 and TIMP1
expression on CC progression.

The biological role of MMP12 in tumor progression is not clearly understood but it has
been discussed to be involved in the degradation of components of the basement
membrane[39]. Besides, previous reports have shown that transformed epithelial cells
express MMP12 in skin and vulvar cancers and its expression correlates with epithelial
dedifferentiation and invasive aggressiveness. In oral verrucous and sguamous cell cancer
the absence of MMP-12 from epithelial cells has been reported to be a good prognostic
marker of non-invasive oral carcinoma[40].

This is the first report demonstrating MMP12 expression in cervical dysplasias and
carcinomas. The expression of MMP12 was detected in most of LSIL, HSIL, and all CC
samples. By immunohistochemistry assays, MMP12 protein was detected in similar
patterns as in ISH. The immunostaining was detected in the cytoplasmic region of the
transformed epithelial cells. Our study suggests that the expression pattern of MMP12
might correlate with the histopathological features of cervical carcinoma.

Only little data is available on Cathepsin F. Nevertheless, the analysis of Cathepsin F
expression in human tissues has revealed that it is expressed in most normal tissues;
suggesting a general role for this enzyme in the lysosomal protein catabolism that takes
place in all cell types. Following this, it has been demonstrated that Cathepsin F
expression levels in normal tissues exhibit a large variability depending on the tissue type.
However, it is remarkable, that the comparison of several human cancer cell lines respect
to its normal counterpart shows an increment in its expression levels, suggesting that this
enzime might play an important role in carcinogenesis. Our results are in agreement with a
previous study which revealed high levels of Cathepsin F in Hela cells[25], but our study
is the first report which relates Cathepsin F with cervical cancer. Due to a lack of
availability of a specific Cathepsin F antibody, we did not performed IHC assays for this
protein; however, ISH assays present a similar pattern just ike MMP11 and 12.

Conclusions

In conclusion, our results show that CTSF, MMP11 and 12 are expressed only in
dysplastic epithelial cells suggesting all of these proteins could be used as “potential’
progression markers for cervical cancer. However, the role of these genes in the
pathogenesis of CC needs to be confirmed in further studies, and the molecular
mechanisms involved need to be studied in detail.
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HPV: Human Papilloma Virus, ISH: In Situ Hybridization, IHC: Immunohistochemistry,
CTSF: Cathepsin F.
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Tables and Figures.

Table 1. Summary of altered gene expression in cervical cancer by cDNA array.

Ratio (T/N), intensity ratio of the corresponding signals between tumor and normal cervical
tissue.

Table 2. Summary of the /n situ hybridizations and immunohistochemical stainings results
of cervical tissue microarrays.

Figure 1. Relative mRNA expression levels of CTSF, MMP11 and MMP12 in cervical
tumors detected by RT-PCR.

One hundred of total RNA was employed for RT-PCR experiments. The used samples
were; line a) positive control, line b) negative control, line 1) normal HPV- tissue #NO7, 2)
normal HPV- tissue # N11, 3) normal HPV- tissue # N20, 4) normal HPV- tissue #N23, 5)
Hela, 6) CalLO, 7) INBL, 8) CaSki, 9) SiHa, 10) tumoral sample # T04, 11) tumoral
sample # T24, 12) tumoral sample # T43, 13) tumoral sample # T45, 14) Tumoral sample
T63. A 100 bp ladder was used as molecular weight marker. Values in the graph are
presented as ratic of densitometric readings of samples to corresponding beta actin
samples.

Figure 2. In situ hybridization of cervical tissue microarrays with CTSF, MMP11 and
MMP12 probes. A) Breast cancer (as positive control of CTSF), B) normal cervical
epithelium negative for CTSF, C) HSIL with positive immunostaining, D) CC tissue positive
for CTSF hybridization, E) Breast cancer (as positive control for MMP11), F) normal
cervical epithelium, negative for MMP11 hybridization, G) as in C, HSIL positive for
MMP11 hybridization, H) positive hybridization for MMP11 in CC, |) Breast cancer as
positive control for MMP12, J) MMP12 negative hybridization in normal epithelium, K) as in
C and G HEIL positive for MMP12, and L) Positive hybridization for MMP12 in CC. Original
magnifications were 40 X for A, C, E, | and L; and 10X were used for B, D, F, G, H, J, and
K.

Figure 3. Immunohistochemical detection of MMP11 and MMP 12 by cervical tissue
microarrays.
A) Breast cancer sample (as positive control for MMP11 staining), B) negative control;

a CC sample without primary antibody, C) one normal cervical tissue showing
negative staining for MMP11, D) LSIL which presents positive immunostaining for
MMP11, E) HSIL positive staining for MMP11 F) a CC showing positive
immunoreaction for MMP11, G) Positive control for MMP12, H) as in B, negative
centrol for MMP12, 1) normal cervical tissue shows negative immunostaining for
MMP12, J) LSIL showing positive immunoreaction for MMP12, K) HSIL showing
immunodetection for MMP12 and L) a CC showing positive immunoreaction for
MMP12. Original magnifications were 40 Xfor A,C, D, E, F, G, J, and K, and 10X
were used for B, H, |, and L.



W0 9D €0  eY0  IE0
%90 0 90 L0 290
90 YD /80 890 GKO
90 ¥O 650 U0 U0
€0 IS0 LG B0 15D
®0 ©0 90 X0 0
3P0 950 890 60 90
20 650 W0 %0 180
20 &0 €0 W0 0
90  TED %0 W0 0
/e @Y 8% v Lt
e 8% 9% ®&v ¢
WS 8r TS I BTG
MY 8% 8f 8T oEF
€6 ¥ €S 999 859
AR - X S 1
We 69t LT wWE %Y
TR R S A A k4
®Y ISP 9T E Y
88y Er ivS 8S 498
®y W 8T WP %t
@S  K£r WY AP WG
e 89T 5T RE &F
2ZyY ¥ %t Uv gt
AL

20
4Y
190
€50
e
e0
90
E0
150
90
8r'c
89t
896
&Y
G6'G
e
(A
9¢
89
&L
19°¢
86°C
8¢

£S€

(pruoupdues) ol

290
120
7©o
0
K0
aP0
0
530
70
P90
1€
w9
9L
37
1Z'8
g€

55°¢
Lo'e
348
581
wBE

g
o

01
WIEL  WIQL UDERO  UBHIS UaNI WORD  WeRH snooT

cen
S0
80
GL'o
90
FTA;
860
9e0
€20
S¥o
03
[41k%)
6C'9
450
908
GG
1£9
LG

18
LG
698
89
el
8’9

cgidet
bigde
¢elbog
|Z2hgy
£
b
ZHibiL
| 'gzbay
£2'12be
Leby
(Brear:)
zIg1boz
£2°11bZ2
iy
cibt
Pl
¢1chst
759
Lebe

e TIbLL
zeths
ZLibgy
21208

RS

£9866 SH
ZLGGESH
6438 SH
Zrelel sH
8BLGYCSH
9EBC SH
G90821 SH
1E6PLL'SH
£ZI8LY'SH
10EL8LSH
SEvEvr SH
8CL1G1'SH
LSLEPLSH
89T SH
06511 'SH
626/6C SH
SY6LcT SH
&.8¥0L 'SH
ovLGyl S+
G691 sH
LIviB'SH
LELPEESH
QTH

IrOSYSH
...

jidainau 7 eseyse

gepq ‘ubepy

(uga) uuapedy ‘| adiy ‘uueyped
(rpeoed) uuaped-4 | adi) ‘¢ uneupen
¢ aseuppKio| UL O O aNSSH

£} dseuRpXioje R XUEU

O uisdayes

H uisdayies

7 uisdeies

S uistdeufes

T 9dA} || uuauped

& 9seuRloKo|E B XUBW

(€ uishpwouis) |} aseuRp.dojE R XUBW
01 9seuRjoxioje B XUEW

d uisdeyes

g uisdees

£ J3qUUBLL g 3pe;d “ojaLu| eseurkl ‘auuss
§ BBl g auuss

yagde ‘ubeyt

2L dsuRpXoiE P XUBW
Zluisdayen

uuaped ‘| 8dhy g useupe:

6 el ‘ubepy

L eseup ol BLL L O IIELI 8NSSi]




"%, Pesitivity in I15H

CTSF MMP11 MMP12
Total of cases - () (++) (++H) - *) () () (H) [(+h) (et
Normal issues 15 93 4 Gl - BET 133 - - 86.7 133 - -
LSIL ic id =1H] - i eli] . . 19 &G
RE | mw 11 mn a0 - il M0 [y - 17 n m x
CC tissues 15 . - (] - - - 1o - - - 163
% Positivity in IHC
MMP11 MMP12
Totat of cases - {(H {5 () - {+} (++ {++)
Normal tissues 15 i5 0 0 0 15 g 0 )
LSIL 10 0 10 8] 0 0 g 1 0
HSIL 10 0 2 8 0 0 0] 8 0
CC tissues 15 0 0 5 10 0 0 1 14




HPV- HPV18 HPV16 HPV18

MMP11/STM Y3 g8 b12 3458 7 88111 1213 ™
499'bp. IR T L e

MMP12 3700p g
CTSF  3%6bp P77 om

B-actin 2430P —p "

A%
i

I
[

i ASTGF

—

——A——MMP12
... .. MNP

Relative Infensity

—
O & 2 O

I 1 Y 1 T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14







ZEloxvier Eliforlal gystswitm) for svinsoologls noology
Hanuzoript Dialt

dasivtzoy Lpt IMandeer:

Ticis wnr siomaling pachysy axpresaiaon 1o alterad in Capvical osnoer
rticls Typ- original Research Peport

Feot ol Cat ey

revwords:  FReywords, OCarvieal szueer, ODRA arrava,; clusrar, sceiquantirative RT-
)

arrvagpynding aachor: D cuelaguerns Vazeues, PhD Cand

onedlng aurhor ' s Ingrtitution:  onoogencwlas Labosrarory, mcolery UTiosassd
unit, onmoolagy Hoapltal, Maticnal Medloal Center Sigio EXI-IMS2, M&llqd

Flresr sachoy:  suslayosbza VaZquszs, PRD cand

Cradsy of Authors:  Guslaguetos Vasqueo, PLD Cand; Pabricis Flila, o
LopeZ, P, Ratla Vasgused, BJ.:-J. Erenda alaturre, Blol: Carloa ¥ : _
FAl cand; Tedarlzo Avila, PO Land. dareira Oreceo, FMD: Maurdclo Saleedo, Fhb

MATIECTIEY ReJion of 4rigin

Abotyact. l)laj eCllve . Baraube ol 1to widegpread activation in diveros Lunan
fumy A1 3, the Wat patleay las galiexd sonsidarable and growlng inrersst in
Fhgey Yaozarch over raoent vears. Althowh sowe raports of apecifiao Wnt genss
alvl wervloal cancer exlots, oo global stndies have Deen rsported. our objsolive
wag to dAsrerming rthe sxpreasion prafile of Wnt pathway 1n Jerviocal Janeéer.
Metbionls . It order to datarymine rhe anprecsion profils of smt pathway in Cavvical
Tanvey we uued CDHA ALrAave U0 sXamins bhe sxpression profiles in § £sll linsa
derived from buman calrvical sancer, § tumor sawmplas and 2 normal (HEY =)
spirhelinmm riasnee . We uesd a dane nteoloagy proqram ko assign sach of the gones
that warle pryeasgent {n the array inte krown acellulay pathways . After this,
Hlaevarchlzal slustex poperformed and we analyzad and confivmed ths gens

X pression weing RT-IOR alvl RHA-ENA In 3itu hvbridizarion.

megnlee AL 0211 linss and rumaral o:211a showed sverexpresaicm in wat aignaling
pathway b oDHA arvave and semlquactitative ET-FOR. ALL 29 norwal gamples
tlosuen ahowed a weak sxprevalon by In situ hybridization aagd by the
immmmosraining, whila ip tha ¢ risass gsamplas of 2ILHY and o0 nisones an
invr=ment Lo tas slanal 1o showsd. A . i . .

Tonclusicone,. We fouwnd thiat wub signaling pathway 1o overexpresssad in cervical
rrangforwad spithalial 2211e by the poesible activatizn of the canonical
slzmaliaq,




Whnt signaling pathway expression is altered in Cervical Cancer

Guelaguetza Vazquez-Ortiz,” Patricia Pifia-Sanchez,’ Ricardo Lopez,® Karla. Vazquez,® Brenda.

Alatorre,” Carlos Perez-Plasencia,” Federico Avila,” Sandra Orozco.* and Mauricio Salceda”

" Oncogenomics Laboratory, Oncology Diseases Research Unit, Oncology
Hospital, National Medical Center Siglo XXI-IMSS, Mexico.

" Department of Chronic-Degenerative Diseases, Lung Cancer Laboratory,
National Institute Respiratory Diseases, INER, S.S., Mexico.

* Medical Research Unit in Neurological Diseases, Specialty Hospital, National

Medical Center Siglo XXI-IMSS, Mexico

Keywords, Cervical cancer, cDNA arrays, cluster, semiquantitative RT-PCR

Corresponding Author:

Dr. Mauricic Salcedo

Unidad de Investigacion Meédica en Enfermedades Oncoldgicas
Hospital de Oncologia

Centro Médico Nacional Siglo XXI-IMSS

Av. Cuauhtemoc 330. Col Doctores.

Mexico D. F. C. P. 06720

Phone: +55 56276900 Ext. 22708 Fax: +55 57610952

Email: guelav@yahoo.com, maosal89@ yahoo.com,




Abstract

Objective. Because of its widespread activation in diverse human tumor diseases,
the Wnt pathway has gained considerable and growing interest in tumor research over
recent years. Although some reports of specific Wnt genes and cervical cancer exists, no
global studies have been reported. Our objective was to determine the expression profile
of Wnt pathway in Cervical Cancer.

Methods. In order to determine the expression profile of Wnt pathway in Cervical
Cancer we used cDNA arrays to examine the expression profiles in 5 cell lines derived
from human cervical cancer, 3 tumor samples and 3 normal (HPV -) epithelium tissues.
We used a Gene Ontology program to assign each of the genes that were present in the
array into known cellular pathways. After this, Hierarchical cluster was performed and we
analyzed and confirmed the gene expression using RT-PCR and RNA-RNA In Situ
hybridization.

Resuits. All cell lines and tumoral cells showed overexpression in Wnt signaling
pathway by cDNA arrays and semiquantitative RT-PCR. All 20 normal samples tissues
showed a weak expression by In situ hybridization and by the immunostaining, while in the
30 tissue samples of SILHg and CC tissues an increment in the signal is showed.

Conclusions. We found that Wnt signaling pathway is overexpressed in cervical
transformed epithelial cells by the possible activation of the canonical signaling.

Introduction

Cervical carcinoma (CC) is one of the most common cancers among women
worldwide. High-risk human papillomavirus (HPV) infection is considered to be the most
important risk factor associated with the development of this tumor !". Nevertheless, other
molecular alterations that are needed for cervical tumorigenesis remain unknown. Vvnt
signaling pathway is involved in various differentiation events during embryonic
development and leads to tumor formation when aberrantly activated. Secreted Wnt
factors are found throughout the animal kingdom and control virtually every developmental
decision !, In the absence of Wnt signal, unstimulated cells regulate p-catenin levels by a
multiplex complex which phosphorylates this protein marking it for subsequent
ubiquitination and degradation in the cytoplasm. But when the secreted Wnts are present,
this stimulation leads to beta-catenin accumulation and then beta-catenin translocates into
the nucleus where it engages DNA-binding proteins of the T cell factorlymphoid
enhancing factor (TCF/LEF) family. In the absence of a Wnt signal, these DNA binding
proteins occupy target genes and repress their transcription. But, beta-catenin presence
transiently converts TCF factors into transcriptional activators '**! for many gene targets.
Connections between Wit signalling and human disease have been solidified by studies of
malignancies such as colorectal /!, gastric [}, ovarian "), and hepatocellular i carcinomas.
In all of these cases, the common denominator is the activation of gene transcription by an
accumulation of beta-catenin in the nucleus due to mutations in exons 3, 4 and 6 of the
gene. CC reports have shown cytoplasmic and nuclear expression of beta-catenin without
mutations on the previously mentioned exons *'” meaning that beta-catenin accumulation
in the nucleus might be due to another reasons. On the basis of these observations. we
examined the pattern of expression of aimost all WWnt genes in uterine cervical carcinoma
tissues, cell lines and normal cervical tissues by using cDNA arrays. We found an
upregulation of all Wnt studied genes; we verified the overexpression of four selected
genes FZD2, GSK3B, C-MYC and PPARD by semiquantitative RT-PCR, In situ



hibridization and immunohistochemical assays. It is worth to note that we didn't found an
association of this upregulation with HPV infection.

Material and Methods

Hela (HPV18), SiHa (HPV16), CaSki (HPV16) and C33 (HPV') cell lines were
grown in the recommended media including 10% fetal bovine serum. Cell lines CALO
(derived from Invasive squamous carcinoma Stage |1IB, HPV18) and INBL (derived from
Invasive Squamous carcinoma IV A, HPV18), were established at the FES Zaragoza-
UNAM, Mexico '"*?1, Fresh colposcopy tumor guided biopsies were taken from 7 patients
at the Dysplasias National Center in Mexico City. Twenty seven normal cervical tissues
from pre-menopausal women were obtained two hours post-mortem at the Pathology
Department of the Hospital General de Mexico, S. S. from women who died of non-
gynecological related causes. All the described procedures have been evaluated and
approved by the local committee of ethics of the Mexican Institute of Social Security; we
also obtained written informed consent from the patients. All tissue samples were divided
in three sections, the central part was snapped frozen in liquid nitrogen and stored at —
70°C until nucleic acid extraction, and the extremes from the biopsy were fixed with 70%
ethanol overnight and paraffin embedded. Multiple steps Haematoxilinfeosin stained
sections from the extremes of the biopsies were inspected for representativity of the
tissue. Carcinoma samples were considered as representative when at least 70% of all
cells in the tissue section consisted of cancer cells and the normal tissue samples when
the entire sample consisted of microscopically normal cervical tissue in all sections
examined besides HPV absence. All the invasive samples were diagnosed as squamous
lesions.

Both RNA and DNA were extracted from the tissue samples and the cervical cancer cell
lines using the Trizol Reagent (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island NY USA)
according to manufacturer's conditions. Each DNA sample was subjected to HPV typing
by polymerase chain reaction (PCR) using the MYO9/MY 11 consensus primers and direct
sequencing. Potentially contaminating DNA was removed by freating with RNAse-free
DNAse | (Ambion Inc. Austin Texas USA). The resufting RNA concentration was measured
by using a Spectrophotometer and the quality of both nucleic acids was confirmed in
agarose gels.

cDNA was synthesized according to Ambion Advantage System User Manual. The
samples were: cell lines Hela, SiHa, CaSki, CALO, C33 and INBL, three HPV16+ tumor
samples (TO7, T31, T64) and three HPV normal samples (NO3, N11, N22); unfortunately
no HPV18+ tumor samples were included for array hybridization due to RNA amount was
not enough for this type of experiment.

The cDNA probes were obtained by RT-PCR from 500 ng of RNA in the presence of (o -
“P) dATP (3000Ci/mmol NEN). Briefly, RNAs were denatured at 70°C for 10 min and
cDNAs were synthetized at 42°C using oligo-dT priming in a final volume of 30 ul. The
labelled cDNAs were purified by spin column chromatography. The final incorporation of
the radiolabel was approximately 1 x 10° cpm for each reaction. ULTRArray Advantage
System array blots (Ambion Inc) which contains 8400 genes, were prehybridized at 68°C
for at least 90 min before probe addition in Hybridization buffer. Finally, 1.5 x 10" cpm of
each labeled cDNA was added to the buffer. Hybridization was performed at 60°C in a
roling bottle overnight. The arrays were washed twice with 2X SSEC and 0.5 % SDE at
60°C for 30 min, followed by two stringent washes with 0.5X SSC, 0.5% SDS at the same
temperature and time.Hybridized arrays were scanned on a phosphorimager (STORM).
The resulting images were analyzed with the ArrayVision software (Image Research Inc,
UK) to calibrate relative ratios and confidence intervals used for significance



determinations. Radioactive intensity was processed and then the data were imported into
an Excel (Microsoft) database, with the corresponding gene names for analysis. For each
gene, its relative fold change in expression was the ratio of median expression levels of
each sample versus the average of the normal cervical samples. All genes were included
in the analyses. In order to find a metabolic pathway entirely overexpressed in cervical
cancer we classify the gene profiles into different pathways, celiular process analysis was
carried out using Gene Ontology (GO) just as previously reported ['¥. Each gene was
associated with its  corresponding current gene entry in  UniGene
(http- Ao ncbi.nim.nin.gov). Finally, each gene was queried for available GO Code for
biological and cellular processes. Almost all studied pathways did not show a pattern of
entire overexpression or suppression in all the genes which conforms the different cellular
pathways, but Wnt signalling pathway presented it. Once we obtained the table which
contains all the Wnt signaling components present in the array and also the folds of
expression of the samples. Hierarchical clustering (Gene Cluster v2.11) and display
programs (Tree View v1580) were used to \visualize the analysis
(http://rana Ibl. gov/Eisensoftware htm) “**! In order to verify the upregulation of the Vwnt
pathway, four essential genes present at different levels of the signaling pathway were
selected to perform other kind of analysis. The first selected gene was the Homolog of
Frizzled Drosophila 2 (FZD2), which product protein is located on cell surface, a cytoplasm
gene: Glucogen Synthase Kinase 3-beta (GSK3B) was also studied and two gene
products which are expressed in the nucleus: C-MYC and Peroxisome Proliferators
Activated Receptor Delta (PPARD); were chosen.

Estimation of the reliability of the cDNA results for the four selected genes was performed
by conventional RT-PCR on five normal samples, 6 cell lines, 2 HPV16 and 2 HPV18
tumors. Two-hundred ng of total RNA from all samples were reverse transcribed using the
RT-PCR Access System (Promega, Madison, WIl). Primers for the genes of interest were:
FZD2 386 bp, TM= 60°C, (5- CTGAGCTCAAGTTCTTCCTGTG -3 and 5-
CAGGAAGTGGTAGTTGAGGTAG  -3'); GSK3B, 504 bp TM=60°C (5-
GTACTATAGGGCACCAGAGTTG -3’ and 5- GTAGCCAGAGGTGGATTACTTG -3'), C-
MYC, 469 bp, TM=60°C, (5- AGCTTGTACCTGCAGGATCTGA -3 and 5-
TGACACTGTCCAACTTGACCCT -3), PPARD, 86 bp, TM=60°C, (5-
GGTTACCCTTCTCAAGTATGGC -3 and &'- CTCTGAAGACAGGAGACAGAAG ~-3') and
p-actin: (5-TGAAGTCTGACGTGGACATC-3 and GTTCGTTCCTCATACTGCTCA-3') 243
bp, TM=55°C primers were designed using Integrated DNA technologies Biotools software
(http:/biotools.idtdna.com/gateway). The RT-PCR conditions were: to synthesize the first
strand of cDNA 48°C for 45 min and 94°C for 2 min to denature template; and to
synthesize second strand and DNA amplification: 94°C for 30 sec, (specific TM°C for each
set of primers) for 1 min, and 68°C for 2 min for a total of 24 cycles, followed by a single
step at 68°C for 7 min. The products were visualized on 1.5% agarose gels stained with
ethidium bromide, and the band infensities were captured using the Eagle eye system
{Stratagene, La Jolla, Ca) and analyzed by the MetaView analysing system (version 4.5
Universal Imaging Corp., USA). The relative concentrations of the mRNAs were expressed
as the ratio of densitometric readings of the three genes related to -actin mRNA.

Statistical comparisons among groups were analysed by a Kruskall Wallis-test. A P value
of <0.05 was considered as statistically significant.

Paraffin blocks of 15 SILHg and 15 CC were randomly collected from the archives of the
Dysplasias National Center in Mexico City. Twenty of the normal cervical tissues (post-
mortem obtained) were formalin buferred fixed and paraffin embedded for posterior use.
For in Situ Hibridizations experiments (ISH), 5 um tissue sections were cut from paraffin
blocks, deparaffinized and rehydrated in a graded ethanol series (100, 90, 70, and 30%),
and transferred to PBS solution (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na;HPO,4, 1.4 mM




KH;PO,) for 10 min. Tissues were treated with DNAse solution (1 ug/ml) for 10 min at
37°C and washed three times in PBS. Endogenous peroxidase inactivation was carried out
by incubating the samples in hydrogen peroxide in methanol for 3% hydrogen peroxide
(H,O,) for 40 min. Sense and antisense probes for FZD2, GSK3B, PPARD and C-MYC
genes were generated by single-strand PCR using specific cDNA obtained from SiHa cells
using RNA as template and labeled with biotin-16-dUTP (Roche). Each tissue was
covered with 50 ul of hybridization cocktail and a coverslip. The hybridization cocktail
consisted of 50% formamide. 10% dextran sulfate, 2X SSC (20X SSC: 3 M NaCl, 300 mM
Na;C:Hs07). PBS, 2% SDS. 100 ug/ml sonicated salmon sperm and 50 ng of the dUTP-
biotin-labeled probe (sense or antisense). Both the RNA of the tissue and probe were
denatured at 65°C for 10 min and incubated at 42°C for 10 min. After hybridization, the
coverslips were soaked off in Tris-buffered saline with Tween buffer 1X (TBST 10X: 500
nmol/L TrisHCL, pH 7.6, 3 mol/L NaCl, 1% Tween 20), and the tissues were incubated at
55°C for 20 min in stringent wash solution. The horseradish peroxidase labeled antibody
(SA-HRP) was immediately applied on the tissues and incubated for 15 min in a humidifier
chamber. The sections were washed in TBST 1X. Biotinyl tyramide (GenPoint System
from DAKQO) was applied on the tissue sections for signal amplification, for 15 min at room
temperature. and washed in TBST. A second SA-HRP step was carried out and the color
reaction was developed with 0.06% diaminobenzidine (DAB) in 3% H;O,. Finally, the
slides were washed, haematoxylin/counterstained, dehydrated in graded ethanol and
mounted. Negative controls for ISH were carried out using the sense probes or a freatment
wit RNase solution (100 mg/ml for 30 min at 37°C) prior ISH. For Immunchistochemistry
assays (IHC), briefly, the tissue sections were deparaffinized and rehydrated in a graded
ethanol series. Endogenous peroxidase inactivation was carried out as described in ISH,
and the slides were preincubated with DAKO Protein Block Serum free Cat X0909
(Carpinteria, CA, USA) for 30 min at 37°C to prevent non specific immunoreaction. Excess
was decanted ant tissues were incubated with the primary antibody as follows C-MYC
(Santa Cruz), at 37°C for 30 min. DAKO Envision System Peroxidase (DAKO( was
applied and the slides and then counterstained with hematoxylin. A rough qualitative
scoring was done without any attempts to quantitate the intensity of the staining by two
authors (GVO and PPS). Staining result was considered positive whenever increased
stained positive in the majority of the tumor cells was present as compared with staining of
the control tissue consisting of histological normal cervical tissues.

Results

To identify gene expression profile related to Wnt signaling process in human
cervical tissues, we identified specific transcripts which belong to this pathway in normal
and cervical cancer samples using the ULTRArray Advantage System. After obtaining the
expression ratio for each gene in tumor tissues, cervical cell lines and normal samples,
values were globally hormalized and fransformed as described in Materials and Methods.
The mean expression values were then used to identify the differentially expressed genes
in this pathway. Surprisingly, the Wnt signaling pathway showed an overexpression in all
studied samples. Hierarchical clustering and TreeView were employed to show the total
gene overexpression in this pathway. Figure 1 shows the significantly up-regulated Wnt
genes, at least 1 fold in nine tumoral samples; including C33cell line which is HPV
negative. These genes were classified into Wnt signalling pathway, following the criteria of
the Gene Ontology Consortium.

The gene expression profile findings in cDNA arrays were confirmed by
semigquantitative RT-PCR for selected genes (FZD2, GSK3B, C-MYC, PPARD, and p-



actin, Fig. 2). In general, these analyses showed results consistent with those obtained by
cDNA arrays. All 9 investigated samples using cDNA arrays showed increased FZD
expression, and in line with this, the tumor band intensities in agarose gels as compared
with the control band intensity were increased from an average of 1.2 fold in all tumors for
FZD in the RT-PCR analyses. The greatest difference between the two methods was
found in GSK3B expression. All studied samples had increased GSK3B expression of
about 3 folds in cDNA microarray analysis, whereas an average of 8 times increased
expression is present in RT-PCR. C-MYC also presents overexpression and in RT-PCR
analyses an average of about three folds higher expression than the normal controls is
present. PPARD show an average of overexpression of about 1.3 fold in tumoral samples
of RT-PCR analyses. Comparisons using Kruskall VWallis test were statistically significant
<0.05 except for GSK3B, (Normal HPV- tissues media Vs HPV+ tissue samples media).

In general, the ISH results showed a positivity of 90% for SILHgs and 100% of CC cases.
FZD2 was expressed in all cases, GSK3B in 80%, C-MYC in 93% and PPARD in 86% of
the 15 SILHg samples. The four genes were also expressed in all the CC cases, but, a
higher expression was observed respect to the normal tissues. Cervical tissues consisting
of histologically normal cervical tissue did not stain or stained only weakly (Table 1, Fig. 3).
For C-MYC immunostaining experiments a positivity of 86% was present in the SILHg and
100% for the CC samples. In all CC samples was present a strong immunoreaction while
the signal in SILHgs was lower. Normal cervical tissues did not immunostained for the
protein or immunostained weakly in the basal cells of epithelium (Table 1. Figure 3).
Positive staining for C-MYC was localized in nucleus and this protein did not stained in
stromal cells.

Discussion

in order to identify altered metabolic pathways in cervical cancer we used a gene
expression array based on 8 000 genes, and subsequently we classified the genes into
different pathways. Wnt signaling pathway was found to be entirely overexpressed, and
this upregulation was validated by using ISH and IHC in a specific gene. As expected, an
up-regulation was detected in CC tissues and cell lines. The ISH results of the selected
genes (FZD, GEK3B, C-MYC and PPARD) were in line with results obtained by RT-PCR.
It is worth important to note that ISH results showed increased expression through
different stages of cervical carcinogenesis.
Wts are secreted glycoproteins which are produced by different cell types and mostly act
in a paracrine fashion !'" . There are 19 Wnt proteins known, and Wnt1, Wnt3 and Wnt8
activates the canonical Wnt pathway. in CC, Wnt signaling might be activated by YWnt1 due
to its overexpression showed in this work.
Wnts binds to 7 transmembrane receptors calied frizzelds (FZDs) which are essential for
signal transmission """ FZD2 overexpression has been reported in head & neck. breast
and colon carcinomas showing a possible involvement of this receptor in tumorigenesis !
‘I In our results, we are showing an increment of FZD2 expression throughout different
kind of lesions of the cervix.
The molecular events which take place immediately after activation of frizzleds remain
largely elusive, nevertheless, after activation of Wnt signaling, Dishevelled (DVL) becomes
recruited to the plasma membrane. This protein which has been reported to be
overpressed in CC '%“l also interacts with other proteins, such as Dapper, Frodo, Daam1,
Stom, PAR-1, and Nkd % The functional role of most of these components in
mammalian development or in cancer has not been analyzed yet, but our results show
them clearly overexpressed in human cervical cancer. One of the validated genes in this
study was serine/Threonine kinase GSK3B which is the next transactivated gene following



the pathway. This protein binds to and phosphorylates several proteins, as a negative
regulator of Wnt signalling, GSK3B would qualify as a potential tumor supressor. in
absence of canonical signaling, GSK3B phosphorilates f-catenin in four amino-acid-
terminal residues “*), targeting it for binding the B-TrCP and its subsequent ubiquitination
and degradation by proteasome ““*"! Our study demonstrates GSK3B expression in
cervical precancerous lesions and a significantly higher expression in invasive carcinomas
compared to the histologically normal cervix tissues analyzed, it is worth to note that this
has not been previously reported in CC. Probably meaning that canonical signaling
pathway might be turned on at early stages of cervical carcinogenesis, nevertheless
further studies should be performed on this direction.

The p-catenin degradation complex consists on GSK3B, Axin and APC. Axin and APC
form a complex that allows GSK3B to phosphorilate p-catenin. Axin could present
mutations and these could truncate the protein in a manner that eliminates the p-catenin
binding sites. In CC 3 polymorphisms were previously described, but these do not aiter the
protein expression pattern showing their limited role in this kind of tumorigenesis '**!. With
the canonical signaling present and no bounds between GSK3B and Axin, phosphorilation
of p-catenin does not occur at citosolic levels, and this protein accumulates and
translocate to the nucleus “?!. In the nucleus; p-catenin transactivation domain " is an
essential cofactor for TCF/LEF transcription factors (TCF1, LEF1, TCF3 and TCF4) %
which activates the Peroxisome proliferator activated receptor deita (PPARD) and other
TCF target genes. PPARD gene was studied in this report and as expected, it showed an
increment in the expression from normal to tumoral tissues.

A way by which Wnt signaling could lead to accumulation of transformed cells in CC is by
the inhibition of apoptosis. Expression of the anti-apoptotic gene survivin it is known to be
upregulated by APC and the analysis of its promoter revealed also TCF-4 binding sites **
*I This gene is also overexpressed in CC according to our results. On the other hand,
Acethyltransferase CBP (CREB binding protein) acetilates p-catenin which transactivates
¢-MYC locus ™. in CC, C-MYC transactivation is also performed by viral protein E6 HPV
9 and by E2F-1 B this might partially explain the great overexpression of this transcript
in our results. Throught C-MYC, Wnt signaling may promote progression of cells through
the cell cycle. This is due to C-MYC upregulation leads to repression of the cyclin-
dependent kinase (CDK) inhibitor p21CIP and finally this stimulates G1/S progression .
It has been extensively demonstrated the important role of C-MYC (overexpression and
amplification } in the development of the uterine cervix carcinomas ®*“". This could
partially explain that epithelial expression of C-MYC in intraepithelial squamous lesions
might be related with the progression of phenotypic alterations acquired early during the
malignant transformation pathway of cervical epithelium and maintained after invasion.
When the Wnt signal is not present TCF/LEF binds to Grg {Groucho) transcripticnal
repressor “ which helps to actively repress transcription of TCF target genes.

In conclusion, our results show that Wnt signaling pathway is overexpressed in cervical
transformed epithelial cells by the possible activation of the canonical signaling. Thus the
role of these genes in the pathogenesis of CC needs to be confirmed in other studies, and
the molecular mechanisms involved need to be studied in detail.
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Tables and Figures
Table1l. Summary of the /n sity hybridizations and immunohistochemical stainings
results of cervical tissues.

Figure 1. Gene cluster of the Wnt Signaling Pathway.

Expression pattern of 27 Wnt signaling genes in cervical cancer. Rows represent
individual genes, columns represent individual samples. Each cell in the matrix
represents the expression level of a single transcript compared by the normal
transcript. The red color indicates the transcript levels above the normal for that gene
across all samples, respectively. Color saturation is proportional fo magnitude of
difference from the normal mean.

Figure 2. Relative mRNA expression levels of FZD, GSK3B, C-MYC and PPARD in
cervical tumors detected by RT-PCR.

Cne hundred of total RNA was employed for RT-PCR experiments. The used samples
were; line 1) positive control, line 2) negative control, line 3) C33, 4) Hela, 6) CalLO, 6)
INBL, 7) CaSki, &) SiHa, 9) tumoral sample #T01, 10) tumoral sample #T03, 11) )
tumoral sample #T11, 12) tumoral sample #T04, 13 tumoral sample #T10. 14) Normal
sample #N15, 15) Normal sample N20, 16) Normal sample #N18, 17) Normal sample
#N23 and 18) Normal sample #N30. A 100 bp ladder was used as molecular weight
marker. Values in the graph are presented as ratio of densitometric readings of
samples to corresponding -actin samples.

Figure 3. In situ hybridization and immunohistochemical staining of cervical tissues.
Capital letters show in sifu hybridizations for FZD2, GSK3B, C-MYC and PPARD
probes. A) Example of positive control (FZD2 in colon cancer), B) Example of negative
control {(FZD2 for Cervical cancer), C) normal tissue negative for FZD2 hybridization.
D) SILHg tissue positive for FZD2 hybridization, E) Positive hybridization for FZD2 in
CC, F} normal cervical epithelium, positive for GSK3B hybridization, G) normal cervical
epithelium, positive for GSK3B hybridization, H) positive hybridization for GSK3B in
SlLHg, 1) positive hybridization for GSK3B in CC, J) C-MYC negative hybridization in
normal epithelium, Klas in D and H SILHg positive for C-MYC, L) Positive
hybridization for C-MYC in CC, M) as in C normal tissue negative for PPARD
hybridization, N) as in D, H, and K SILHg positive for PPARD and O) positive
hybridization for PPARD in CC.
Lower case show results of immunostainings for C-MYC a) Breast cancer sample (as
positive control for C-MYC staining). b) negative control; a CC sample without primary
antibody. c) one normal cervical tissue showing a weak staining for C-MYC, d) SILHg
positive staining for C-MYC and e) CC tissue showing positive immunoreaction for C-
MYC.

Original magnifications were X40 for A, B. F and a; and 10X were used for C, D, E, G, H, |,
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Abstract

Background: Uterine cervix carcinoma is the second most common female malignancy
worldwide and a major health problem in Mexico, representing the primary cause of death among
the Mexican female population. High risk human papillomavirus (HPY) infection is considered to be
the most important risk factor for the development of this tumor and cervical carcinoma derived
cell lines are very useful models for the study of viral carcinogenesis. Comparative Genomic
Hybridization (CGH) experiments have detected a specific pattern of chromosomal imbalances
during cervical cancer progression, indicating chromosomal regions that might contain genes that
are important for c<. «ical transformation.

Methods: We performed HPV detection and CGH anaiysis in order to initiate the genomic
characterization of four recently established cervical carcinoma derived cell lines from Mexican
patients.

Results: All the cell lines were HPVI8 positive. The most prevalent imbalances in the cell lines
were gains in chromosomes 1q23-q32, 3qll.2-ql3.1, 3q22-q26.1, 5p15.1-pl1.2, this alteration
present as a high copy number amplification in three of the cell lines, 7p15-p13, 7q21, 7q31, | i1q21,
and 12ql2, and losses in 2q35-qter, 4p |6, 6q26-qter, 9q34 and 19q13.2-qter.

Conclusions: Analysis of our present findings and previously reported data suggest that gains at
1q31-q32 and 7pl3-pl4, as well as losses at 6q26-q27 are alterations that might be unique for
HPVI8 positive cases. These chromosomal regions, as well as regions with high copy number
amplifications, coincide with known fragile sites and known HPV integration sites. The general
pattern of chromosomal imbalances detected in the cells resembled that found in invasive cervical
tumors, suggesting that the cells represent good models for the study of cervical carcinoma.

Background 34.2 % of all new female cancer cases reported [1]. High
Cervical carcinoma stands as the first cause of death  risk human papillomavirus (HPV) infection is considered
among the Mexican female population with 14 deaths per o be the most important risk factor associated with the
100,000 women with 15 years old or more, representing
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Table |: Chromosomal imbalances detected in hpv18 positive cell lines

http:/iwww biomedcentral.com/1471-2407/3/8

Cell line Tumor stage DNA Losses DNA Gains Tota!
CALO -8 Ipter-p32, 2q35-qter, 4pter-pl5.2, 4q32-qter, 5q33- Ip31-pl2, 1922931, 2p15, 2q214932, 3p22, 39
qter, 6q24-qter, 8pter-p22, 8q24.2-qter, 9q32-qter,  3ql 1.2-q26.3, 4q26-q31.2, 5p, 5q11.2923, 6q22,
11ql2, 12p13, 12q22-qter, 13q12, 15ql1.2q12, 7pl5-pl2, 7q21q31, 9p23-p21, 11ql4q22,
16p, 16q22-gter, 17, 18q11, 19, 20, 21, 22. 12p11.2, 12q15q21, 13q21q31, 18q!2. Total: 18
Total:2 |
VIPA II-A 1p32-pter, 2p24, 2q35-qter, 4p15.3-pter, 4933qter,  1p12-p22, 1923932, 2q21-932.3,3p22, 3p13pl2, 52
5q33-gter, 6q25-qter, 7p22, 7q33 qter, 8p2 | -pter, 3ql3.1q13.3, 3q22q25, 4q13, 4q22931.3, 5p,
9q32-qter, 10p|3-pter, 10qZ4=qter, 11q12, 12pl3, 5q11.2-q12, 5q14-q23, 6pl2-p21.1, 6q12q16,
12q22-qter, 14q31-gter, 16p, 16qi3qter, 17, Tpl2-p21, 7q21q31, 8q21.1q22, 9p21-p22,
18922, 19, 20p13, 20q, 21422, 22. Tolal:26 10q21, 11pl3, 1ql4q22, I12p1 1.2, 12q14-q21,
13q 14-q31, 14q12ql3, 15q21. Total: 26
INBL IV-A 2q34-qter, 4p, 4932-qter, 6q24-qter, 8p22, 13q12, Iql2-q41, 3q12-q26.3, 5p, Ep24-p22, 6p21.1- 19
18p21-pter, 19p13.2-pter. Total: 8 pliL Tpl4plll, 7921931, 1ipl5, I1q21,
12q12, 15q22-q24. Total: ||
ROVA Iv-A 1p35-pter, 2p25, 2q35-qer, 3q29-qter, 4p16, 5q35, I1pl2-p31, 1922932, 2pl1.2-plé, 2q21933, 3pl2- 51
6q26-qter, 7p22, 8p23, 8q24.1-qter, 9q33-qter, p22,3q13.1-q26.3, 4p12-p15.2, 4q912-931.3, 5pl2-
10q26, 12p13, 12q24.1qter, |6p, |16q22-qter, pl5.1, 5q1 1.2q31, 6p22-p23, 6p12-p, 6q1215,
17pl2-per, 17q23-qter, 18q22-qter, 19, 20q13.1-  6q22, Tpl2-pl15, 7q21q31, 8p22, 8ql3, 9p21p23,
qter, 21922, 22q. Total: 23 9921, 11pl4, 11ql4-q24, 12p12, 12ql2q21,
13q1 431, 14q11.2-q24, 15q15-q21, 15924,
18ql1.2q12. Total: 28
Average 19.5 g 20.7 ANCA:40.2

All tumors were diagnosed as squamous cell carcinomas. ANCA: Average Number of Chromosomal Aberrations, obtained dividing the total

number of observed alterations between the total number of cases.

development of this tumor, and is present in 99.7% of the
invasive cervical tumors worldwide [2].

Comparative Genomic Hybridization (CGH) is a method
employed in cancer genomics that allows the detection of
DNA gains or losses at the genome level in a single hybrid-
ization experiment, indicating cytogenetic regions that
might be involved in the transformation process. CGH
has detected a specific pattern of chromosomal imbalanc-
es associated with particular stages of cervical transforma-
tion, and with different biological behaviors [3-10]. In
this paper, we evaluated the presence of HPV DNA and
analyzed the pattern of chromosomal imbalances using
CCH in four cell lines established from tumor explants of
Mexican patients. The esiablishment and research use of
two of these cell lines has been previously reported
[11,12]. Further genomic characterization of these lines
will open new possibilities for understanding cervical car-
cinoma, since the coincidence between the chromosomal
imbalances present in these cell lines and patterns found
in cervical tumors indicate that they are good models for
the study of cervical cancer.

Methods

The cell lines were established from stages 11A and IVA sq-
uamous cell cervical carcinoma explants from Mexican fe-
males (Table 1) at the National University of Mexico, as

previously described [11,12]. Cell lines were designated
CALO, INBL, VIPA and ROVA.

HPV detection was done using the L1 consensus primers
MY09/MY11. After denaturation at 94°C for 5 minutes,
100 ng of DNA were subjected to 40 cycles of 94°C for 1
min, 55°C for 2 min and 73°C for 3 min, with a finai &x-
tension step of 7 min at 72°C. The amplicon was labeled
using the Big Dye kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA) and sequenced with an ABI 373 automated sequenc-
er. BLAST sequence comparison was done in order to
know the HPV type.

All CGH procedures were performed using rengens and
kits from Vysis Inc. (Downers Grove, 1L), following the
manufacturer's instructions. Cell line DNA was labeled
using the CGH nick translation kit, and the hybridization
mixture was prepared according to the CGH reagent ki,
consisting of 200 ng of spectrum-green labeled cell line
DNA, 100 ng of spectrum-red labeled normal male refer-
ence DNA and 20 pg of human Cot-1 DNA. Hybridization
was performed over 3 days at 37°C on normal male met-
aphase spreads (Vysis, Downers Grove, IL).

Digital images were collected using the Smart Capture
(Vysis) software with a charged coupled device camera
mounted on an epifluorescence microscope. An average
of 15 metaphases per case were analysed using the Vysis
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CGH software using a >1.2 ratio threshold for detecting
DNA gains and <0.8 for losses, these thresholds were cho-
sen based on previous normal VS. normal hybridizations.
Sex chromosomes and heterochromatic areas (centromer-
ic and paracentromeric regions of chromosomes 1, 9, 16,
p arms of acrocentric chromosomes) were excluded from
the analysis. A "reverse painting” experiment was used as
a control for the CGH results. CGH data from the cell lines
is available at the NCI and NCBI Spectral Karyotyping

(SKI) and CGH Database htp://www.ncbi.nlm.nih.gov/
sky/skyweb cgi.

Results and Discussion

HPV DNA was detected in all the cell lines. Sequence anal-
ysis identified HPV18 in all the samples. All the cell lines
presented chromosomal imbalances. A line summary ide-
ogram of the chromosomal imbalances in the cell lines is
presented in Figure 1. A complete description of the im-
balances detected in each cell line is presented in Table 1.
On the average, 19.5 DNA losses and 20.7 gains were de-
tected in the samples, with an average number of chromo-
somal aberrations of 40.2 alterations per case, ranging
from 52 alterations in VIPA to 1Y alterations in INBL. The
most prevalent imbalances were gains in chromosomes
1923-q32, 3q11.2-q13.1, 3q22-q26.1, 5p15.1-p11.2. This
alteration is present as a high copy number amplification
in three of the cell lines, 7p15-p13, 7q21, 7q31, 11q21,
and 12q12, and losses in 2q35-qter, 4p16, 6q26-qter,
9q34 and 19ql13.2-qter. Comparison between chromo-
somal imbalances in these cell lines and those found in
cervical tumors; indicate the presence of common genetic
alterations, suggesting that they represent their tissue of
origin. These common regions include gains in 3q22-
q26.2 and 5p, and losses on 2q35-qter, 4q32-qter and
18q Some of these altcrations have been detected in early
stages of cervical transformation and are conserved in ad-
vanced twmors or have been associated with the presence
of metastases and with a worse clinical behavior [6,7,10],
making the cells good models for the study of genes in-
volved in the maintenance of the transformed phenotype.
Compared with the imbalances previously found on
HI'V 18 positve cases | 9], there is coincidence ior the DNA
gains at 1q31-q32, 3q22-q26.3, Sp14 and 7pl3-pl4, as
well as in DNA losses at 2q33-qter and 6q26-q27. Differ-
ences among the cell lines and data from invasive cervical
tumors were also found. For example, we did not find de-
letions of 3p or 11q regions in the cell lines. This situation
might be explained by the enrichment or selection of a
particular cell clone during the cell line establishment.

A common observation in uterine cervix carcinomas is the
integration of HPV DNA into the cellular genome. How-
ever, the consequences of this integration event are only
poorly understood. Differences in the frequency of
HPV18 and HPVI16 integration have been detected, 72%

http:/iwww.biomedcentral.com/1471-2407/3/8

of the HPV16 tumors presented viral integration, while
HPV18 positive tumors had viral integration in 100% of
the cases [13,14]. This is a possible explanation for the ob-
served HPV18 incidence in the studied cell lines, since the
integration event might represent a growth advantage for
the cell in culture. Analysis of our present findings and
previously reported data suggest that gains at 1q31-q32
and 7pl3-pl4, as well as losses at 6q26-q27 are altera-
tions that are unique for HPV18 positive cases. HPV inte-
gration at the 1g31-q32 has been found in nasal epithelial
cells immortalized with HPV16 DNA and also contains
the short tandem repeat region F13B [15]. The NEK7 (NI-
MA (never in mitosis gene a)-related kinase 7, 1q31.3)
gene is located in this region and plays an important role
in the control of mitosis initiation [16]. The role of this
gene in human cancer has not been explored. Regarding
the 7p15-p13 region, a lymphocyte fragile site has been
detected at 7p13. high copy number amplification of this
region was also found by us in primary cervical carcino-
mas (9] and gain of 7p was also found in HPV transfected
cells during the immontalization process [4]. The PESL
gene, (7p13-p14) presents a sequence homology with the
HPV18 ES gene, making this gene a possible target for re-
combination and viral integration [17]. However, align-
ment of the PESL sequence against the November 2002
freeze of the Human Genome working draft, showed the
best matching score on 7p11.2 (not shown). The public
availability of viral-cellular fusion transcripts or DNA se-
quences, combined with data from the human genome,
will certainly help to better define areas of viral integra-
tion for further investigation.

The lost cytogenetic region 6q26 comprises the fragile site
FRAGE, the third most frequently observed common frag-
ile site. Deletion of the 6q26-q27 region has been found
in approximately 44% of all wumor types analyzed by
CGH [18], and in cervical carcinoma loss of heterozigosity
was found 39% of the cases [19]. An interesting gene lo-
cated in this region is the mitogen-activated protein ki-
nase kinase kinase 4 (MAP3K4), a major mediator of
environmentzl stresses that activate the CSBP2 MAPK
pathway, which, in wrn, regulates the expression of TNF
and several cytokines, and controls the initiation of the
G2/M checkpoint after UV radiation |20].

We also found high copy number amplifications in re-
gions 7q21, 7q31, 1121 and 11q12. Region 7q21 con-
tains the rare, folic acid type IFRA7L fragile site and a
cellular-HPV fusion transcript has been detected at this ar-
ea, with no sequence match to a known gene [21]. 7q31
has been reported to be the site of a chromosomal break-
pointin cervical carcinoma cell lines [22] and contains the
c-Met oncogene, whose over-expression has been correlat-
ed to the diameter of the primary tumor, deep cervical
stromal invasion, presence of metastatic lymph node and
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CGH ideograms of the genetic imbalances detected in the cell lines. The lines at the right of the chromosome idecgram repre-
sent DNA gains, lines at the left, DNA losses. Thick lines represent high copy number amplifications or muiti copy deletions
(ratio >1.4 or <0.6). The mark closest to the ideogram represents the cell lines CALO, followed by VIPA, INBL =, *ROVA.

number of metastatic lymph nodes [23]. The 11q21-q22
region was also found in our cell lines, this region has
been found amplified in some cervical carcinoma cell
lines and over-expression of the cIAP1 gene, an apoptosis
inhibitor and possible target of the amplification, was re-
lated 10 a poorer overall survival and local recurrence-free
survival in cervical carcinoma |24]

It is interesting to notice that almost all of the possible
HPV18 related sites of chromosomal imbalance, as well as
the regions with high copy number amplifications in our
cell lines correspond to the location of fragile sites in the
human genome. Since HPV integration preferentially
seems to target these kind of fragile sites, it is possible that
HPVI18 is integrated into these altered chromosomal re-
gions in our cell lines. Recently, a comprehensive charac-

terization of cervical cancer cell lines gave very useful
information about specific chromosomal alterations,
DNA gains, losses and clusters of chiviuusome break-
points in cervical cancer cell lines and their relation to
HPV presence and integration [24]. Currently, such a char-
acterization of our newly established cell lines is being
carried out.

Conclusions

High throughput genetic analysis often require vast
amounts of tissue that sometimes is not available, making
the cell lines the model of choice to overcome this prob-
lem. Here, we report the presence of HPV18 and the pat-
tern of chromosomal imbalances detected in four newly
established uterine cervix carcinoma derived cell lines.
The pattern of genetic imbalances in these cell lines sug-
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gest that they represent good models for cervical carcino-
ma and HPV18 infection, providing another useful
cellular model for the discovery and functional analysis of
genomic alterations involved in cervical cancer when this
viral type is present.
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