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RESUMEN

ElCancerCérvico -uterino(CaCu)sehavistofuertementeasociadoala
infeccidonconVirusdePapilomaHumano(VPH), infactorsexualmente
transmisible. Datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
muestran que la frecuencia anual de mortali dad pr CaCu, es de
237,0Dcasos. EnMéxico, deacuerdoconlaSecretariadeSalud, el
CaCueslaneoplasiamalignaconmayorincidencia(32.5%) entrela
poblaciénfemenina. Paraentenderlos@mbios molecularesquesufre
uin tejido normal, con respecto a su contraparte transformada,
primeramente se necesita conocer cdmo esta organizado el tejido
normal; es en este sentido que por medio del Analisis en Serie de
ExpresidonGénica (SAGE), nospermiteevaluartranscriptomasdeuna
manera cuantitativa. Esta pod erosa herramienta ha sido usada
basicamente para comparar tejidos tumorales, asi como de su
contrapartenormal. Enestetrabajoseutilizolabibliotecadeexpresion

de Cérvix Normal, parasucaracterizaciénde manera preliminar por
mediodel analisis ins ilico,yaque nohaynadadescritoenCérvixen

términosdesxpresiondiferencial.



INTRODUCCION

CaracteristicasGeneralesdel Cuellodel UteroNormal.

El Cérvix o Cuellouterino , eslaparteinferiordel Uteroqueocupa

aproximadamentela tercerapartedeestedrgano.Constituyed canal

de comunicacion del cuerpo uterino con la vagina de la mujer. El
conductocervicalmideaproximadamentede2.5a3.0crmymantienel a
secreciéndemococervicaldemanera continua ! (Fig.1).
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Fig. 1. Localizacion anatomica del Cérvix.

Lasuperfic iemasexpuestadel cérvixyquedaalaluzdelavaginaes
conocidacomo exocérvix, yl aporcidndel cérvixenrelaciénal canal

endocervical es ®nocida como el endocérvix. El exocérvix esta



revestido de wn epitelio escamoso estratificado que tiene una doble
funcidén; en primera, segrega y acumula cantidades variables de
glicdgeno en su estrato superior en respuesta a la circulacion de
estrdgeno, especialmenteestradiol; y, ensegundolugar, eswntejido

protectordebidoa susuperficiecornificada.

El epitelioescamosocervicalesta divididoseginDierksenSestratos:

e Estratodecélulasbasales : son célulaspequeiias, cilindricas, con
escasocitoplasmaynucleorelativamentegrandedeformaoval
con cromatina densa; estas @lulas ©n wsualmente inacti vas

mitoticamente.

e Estratode célulasparabasales oespinosas:son célulaspoliédricas
conncleosbastantegrandesypuentesintercelularesevidente S,
sonmaslargasquelasbasales por suincrementodecitoplasma
suncleotieneligeramentemenosaom atinadensa y laatividad
mitotica esta presente. En ocasiones estas @lulas pueden  ser

vacuoladas.

e Estratodelazonamedia : las@lulasonmasgrandes, planas,
con citoplasma @dundante, muy \acuoladas ©n abundante
glucdgenoycantidadesvariablesde inclusionesgranulares, estas

célulassonconocidasmmocélulasintermedias.

e Estratogranulos um: esinconstante e irreconocible,constadeuna
bandaestrechadecélulasaplanadasquesetinenintensamentey

contienengranulosdequeratohialina.



e Estratosuperficial: constadecélulasalargadasyaplanadason
nucleos pequefios redondos y picnéticos y wn citoplasma
abundante? (Fig.2).

Elepitelioendocervicalesmono  estratificadocilindricoymuchomasalto
quedepiteliodelendometrio .Elendocé rvixestacompuestoporusolo

estrato de eitelio secretor de mucina ; Sus nucleos on compactos,

Fig. 2. Epitelio escamoso cervical.

peguenosybientenidosysesituanenel polobasal. Las@lulasm iden
deXdadmicrasdealturayde5a9micrasdeanchura. Estas células
segreganmuci na. Porsuformacilindricayalargadaseleshallamado
tambiéncélulasenempalizada *.

La uniéndel epiteliocilindricocon elepitelioescamosodel exocérvixes
brusca,encontrandoselosdostiposdesiteliototalmentediferenciados

en wn punto defin ido, que se conoce con el nombre de unién



escamocilindrica. Aungueestonose observa, entodoslos@sos, enla
mayoria de dlos existe una zona transicional, que separa los dos
epitelios. Estos dos tipos no son constantes en la totalidad & la
circunferencia del conducto cervical 2. Esta unién escamocilindrica es

donde se presentan la mayoria de las enfermedades epiteliales del

cérvixenlamujer,comoeselcasodelCancerCérvico -uterino(CaCu)o
cancerdel cuellodelamatriz, el cual representaunode losmayores
problemas de salud enla mujer en el ambito mundial. Datosdela

Organizacién Mundial dela Salud (OMS) muestranquelafrecuencia

anual demortalidad pr CaCu, esde 237,00 casos 3. EnMéxico, de
acuerdoconlaSecretariadeSalud,elCaCues laneoplasiamalignacon
mayorincidencia (32.5% )entrela poblaciénfemenina  “.

Asimismo, uno de los principales agentes etioldgicos asociados al
desarrollo del CaCu es la infeccidn por Virus de Papiloma Humano
(VPH),wnfactorsexualmentetransmisible. Estudiosrecientes, utilizando
metodologias muy sensibles de deteccién, han confirmado una
positividadaVPHenel 99.7%lelos@sosdeCaCu >, EIVPHinducela
transformaciéncelularpormediode lainhibicidndelosmecanismosde
regulaciondel ciclo celular, modificando el perfil global de expresién

genética,quetraecomoconsecuencia alteracionesdelfenotipocelular.

LosVirusdelPapilomaHumanopertenecenalafamiliaPapillomaviridae,
ycomprendenalrededor de Itiposdistintos ® Sonepiteli otrépicos,
conuadoblecadenadeDNAcircularenvueltoenuacubiertaprotéica
llamadacapside. Sugenomasecomponededosgruposfuncionalesde
marcosdelecturadiertos,llamadostempranos(E),ytardios(L)estan
separados por unaRegidonLargade Control (LCR), quees necesaria
paralareplicacionviralnormalyel control delareplicaciondegenes

En la region temprana se enxcuentran genes que participan en la



replicaciénviral ylainmortalizaciéncelular, porejemploE6YE7. La
principalfunc ionbiolégicadeE6hastalafechapareceserlainactivacion
delaproteinasupresoradetumorp53. Porsuparte, E7es@apazde

formar complejos ©n varias proteinas ®lulares, incluyendo a la
proteina supresora de tumor retinoblastoma (pRb). Finalmente, los
genesdelaregidontardiacodificanparaproteinasdelos@psémeros
(Fig. 3). Engeneral, lostumoressaifrenuacontinuaaumulacidonde
cambios genéticos y epigenéticos que les permiten escapar de los

controlesderegulaciéncelularyambiental.

Sehandesarrolladodiferentesmetodologiasparacaracterizarel perfil

de presién global enua célula o tejido e identificar los genes
involucrados en wn proceso de desarrollo, enrespuestas ®lulares a
estimulos fisicos o quimicos, o genes involucrado S en procesos

oncogénicosenutipodeneoplasia determinado 10,
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Fig. 3. Esquema que representa la biologia de la infeccion de
VPH®.



ANTECEDENTES

Entre los métodos mas empleados para clonar genes expresados
diferencialmente,seencuentranelanalisisrepresentativodediferencias
(RDA),desplieguediferencial (DD),reaccidnencadenadelapolimerasa
iniciada abitrariamente (RAP -PCR), e hibridacidn substractiva (SH).
Basicamente, todos estos métodos estandisefiados paraanplificary
aislar secuencias de acidos nucléicos presentes en ua muestra y
ausentesoexpresadosenuwnvel diferenteenotramuestraempleada
comocomparativo.Est astécnicaspermitenladetecciéndecambiosen

la expresion de RNAs mensajero por medio de wn enriguecimiento
selectivo sin ingtn conocimiento previo de la secuencia de genes
especificos'!.Sinembargo,nopuedendetectartranscritosexpresadosa
bajos n iveles, ademas los pasos sicesivos de substraccién y
amplificacién tacen posible la garicidon de falsos positivos 12 Sehan
empleadodros métodos®molashilerasdecDNAuoligonucledtidos
(Microarrays); atnh cuando puedan comparar miles de genes, estan
limitados por el usodetranscritos previamentecaracterizadosy/ode

secuenciasonocidas.

Enestesentido, elanalisisenseriedelaexpresiéngénica(SAGE),que
esunaplataformametodoldgicaqueinvolucraherramientasdebiologia
molecular como de bio informatica, nos permite d analisis amplioy
cuantitativodel perfil deexpresioncelular. Graciasaestaherramienta
seconocequewngrupodegenes(alrededorde40)sesobreexpresan

en diferentes neoplasias (por ejemplo, carcinoma colorectal, mama,

melanoma,etc.),esdecir,eltranscriptoma minimo.

Con esta plataforma de analisis global, los transcritos (RNAmM) son

convertidos a cDNA, después digeridos en fragmentos pequefios o



etiquetas(tagsde10 -Mpb)porenzimasderestriccionespecificas 13,

SAGE estabasadoendosprincipios:larepresentacidondelostranscritos
expresados por secuencias ortas de cDNA o etiquetas vy la
concatenaciondeestasetiquetasparasuclonacidonyanalisismediante
lasecuenciacion.Apartirdelborradordelgenomahumano ,Sesabeque
ésteconstade30,@Da 40,dDgenes; unasecuenciadelDparesde
basespodrianidentificaramasde1X10 ®transcritosdiferentes(4 '°).Por
loqued tamafnodeestostagsesalficienteparadiscriminartodoslos
transcritos presentesdeun  acélulaentnmomentodado 14 Conesta
plataforma metodoldgica se pueden detectar y cuantificar
simultaneamentelosnivelesdeepresiongénicadeunacélulaenwn
momentodado; poseelasensibilidadddetectargenesexpresadosen
bajosniveles,asicomo identificargenesnuevos,debidoaquedanalisis

se desarrolla utilizando la totalidad & los mMRNA de la muestra a
estudiar,esdecirSAGEesusistemadeanalisisabierto,adiferenciade
otrasherramientasommosonlasmicrohilerasdetejidosenlos cualese
debetenerwprevioconocimientodelosgenesobjetodesstudio. En
suma,SAGEpuededefinirlahistoriacelularenfuncidondelosnivelesde
expresiongénicade wnlinajeespecifico ode unaentidad @mtoldgica
dada!®.Estaherramientasehaem pleadoenlacomprensiéndelproceso
qguellevaunacélulanormalasucontraparteneoplasica, principalmente

entresaspectos:

- Elanalisisdediferenciasentrelospatronesdeexpresiénen
distintostiposdeneoplasiasysucontrapartenormal.

- Identificaciondegenesatlnrodescritosquepuedenjugar
wnpapelereldesarrollodealguna neoplasia.

- Identificacidon de genes regulados por oncogenes y genes

supresoresdetumor.



Este tipo de estudio nos permite comprender cuales 9n las vias de
regulaciénenlo sprocesosinvolucradosenlatumorigénesis; asimismo,
nos permite la identificacion de nuevos marcadores de prondstico y
diagnostico. Enlosestudiosrealizadospor mediodeestaplataforma, se
haencontradoconcordanciaenlosresultados, validandodees taformala
utilidad a&el genidentificado como posible marcador de prondstico y/o

diagndstico'®. Unejemplodeeasto, empleandoSAGE, esel estudioque

validaoreafirmaelgranpotencialdelanalisisdeBibliotecasSAGEque fue
laidentificaciondewnnev omiembropertenecientealafamiliadelos
antigenosdemelanoma(MAGE),denominadoMAGE -Elcontresvariantes

producidasporsplicingalternativo(MAGE -Ela, MAGE -E1byMAGE -Elc).
MAGE-E1ayMAGE -1bfueronexpresadosespecificamenteacélulasde
glioma'’. ConSAGEsepuedenidentificarlasdiferenciasentrewntejido
neoplasicoysucontrapartenormal;encancerdemamaseidentificéuna
etiquetaquenoserelacionabaconringtn gendEST (fragmentode
secuenciaexpresado), yquesepresentdconunalto numerodecopiasen
laslibreriasdecélulasepitelialesnormales;adiferencia delasbibliotecas
desarrolladas apartir decarcinomaductal insitu osusmetastasis, en
dondenoseobservédichotag(queseledioelnombredeHIN -laeste
nuevogen) '8.Alaumentarelnimerodecasosanalizadosespecificamente

para la expresion de HIN -1, se observo en sdlo 21%de los tejidos
neoplasicosestudiados.AlclonaryexpresarelcDNAdeHIN -1seobservo
gueeunaproteinasecretadaqueregulanegativamente el crecimiento
celular de lineas ®lulares derivadas de cancer de mama 19 La
identificacion de diferencias en tejidos neopldsicos y su contraparte

normal anivel molecular, abreimportantesexpectativasencuantoalos
mecanismos que propicianel desarroll  odeuwncancer. Identificar estos
actoresespecificosencadaenfermedadnosolonospermitiratenerlas

herramientas necesarias parapronosticar y diagnosticar eficientemente,



sino que por otra parte podremos @mprender mejor el fendmeno

analizadoa difer encia dehacealgunosafios.

Encuantoalaidentificaciondegenesreguladosporgenesquemodulan
elperfidespresioncomop53, elgrupodeBertVogelsteininduciendo
lafunciondep3enualineacelular conp3deletado, encontraron
gue3ttagsdif  ierenensutasadesxpresion,delosaaleslotreshan

sidopreviamenteidentificadosomogenesreguladosporp53 20,

SAGEhasidopropuestocomounaherramientaanaliticaestratégicaenel
ProyectodelaAnatomiadel Cancer(CGAP), ysehacreadouna basede
datosontagsproducidosporestaestrategia. Alafechahaymasdetres
millonesdetagsde&diferenteslibrerias derivadosdeBtejidos, tanto
normales omotumorales  (www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE). El analisis de
estosdatoshaarojadoalguno spatronesinteresantes; enprimerlugar,
células@ancerosasysusontrapartesnormalespresentanwnpatronde
expresion celular muy similar, de hecho alrededor de 9 genes &
expresanenriveleselevadosentodoslostejidos@ncerosos, noasien

los tej idos normales; esto podria sugerir que estos genes estén
involucrados en el proceso de tumorigénesis y los snala como

marcadoresmolecularesocomoblancospara estrategiasterapéuticas

Porotraparte,seobservodemaneraobviaquealostejidosneop lasicos
usualmentehaywnaumentoenlaexpresiéndegenesasociadosonla
proliferacionysupervivenciayunadisminucidnengenesinvolucradosen
diferenciacion. Ademas , seencontroquecercadel, @Dtranscritoss
expresaban en todos los tejidos estu diados, los wales representanel
transcriptoma minimo; es decir, aquellos genes aya expresion es

necesaria para mantenerla maquinaria celularfuncional 222,



DESARROLLO DEL ANALISIS EN SERIE DE EXPRESION GENICA
(SAGE)

e ObtencionypurificaciondeRNAtotal (5 ug)apartirdematerial

bioldgico.

e Por medio de particulas paramagnéticas acopladas a oligo (dT)

biotinilado,seaisléelmRNA.

e Paralasintesisdela primeracadenadecDNAseutilizélaenzima
transcriptasa Reversa SuperScript; para la sintesis de lasegunda
cadenadecDNAserealizaunadigestionparcialconlaenzimaRNAsa
H, ylasintesissllevaacaboconlasenzimas DNAligasaylaDNA

polimerasa.

e Sedectlua unadigestionconlaenzimaNIalll, quereconocela
secuenciapalindromeCATG, porloquegeneraextremosohesivos,y

corta aproximadamentecada Hparesdebases.

¢ UnavezrealizadaladigestionconNIalll, sedividelapoblacidonde
cDNAendosfracciones(AyB),estoconlafinalidaddligarlosados
adaptadoressntéticos (aproximadamentede®dpcadauno), que
tienen extremos mhesivos @®mplementarios a la secuencia CATG.
Posteriormente paragenerar lostags; al final delasecue nciadel
adaptador seencuentrawnsitiodereconocimientoparalaenzima
BsmF I, que & unas enzima de tipo II, por lo que su sitio de
reconocimientoseencuentradejadodesusitiodecorte; paraesta

enzima hasta Hb,ydessta forma seformanlost ags.



Unavezquefueronligadoslostagsalosadaptadores,losiguientess
unirlosditags, esdecir, tag -tag, porloquelosadaptadorestienen
unamodificacidénensuextremo3’, ingrupoaminounidopormedio
dewnenlacecovalente, porloquenosepu edenuiradaptadorcon
adaptador, deestaformanosaseguraquenuestraligaciénestag

tag.

Sehacelaamplificaciondelosditagspor mediodereacciones de
PCR,queparaconocerelnumerogptimodereaccionesafindetener
elsuficientenimerodedi  tags, sehaceunatitulacioncondiferentes
diluciones del producto de PCR, utilizando como control DNA de
concentracidon conocida, ya que en los subsecuentes pasos de

purificacionsepierdeuna cantidadconsiderabledematerial.

Después de realizadas la s reacciones de PCR, las reacciones &
concentranenuwsolotubo, el DNApresentesepurificaempleando
Fenol/Cloroformoyseprecipitanpor mediodeAcetatodeAmonio.
Posteriormente las muestras ©on sujetas a in gel preparativode
poliacrilamidad 8%, ysecortanlasbandasorrespondientesalos
ditags, quesonlasde D paproximadamente, lasotrasbandas
presentes orresponden a los adaptadores y a digestiones
incompletas. Finalmente, el DNA correspondiente a los ditags es

cortadoyeluido.

NuevamentesehaceunadigestiénconlaenzimaNlalll,paraliberar

los ditags de los adaptadores, ya que los adaptadores tienen in
extremocohesivocomplementarioaNlalll. Losditags liberadoss
correnenungel preparativodepoliacrilamidad 12%paraco rtarla
banda correspondiente a los ditags, para su posterior

concatamerizacion.



Por mediodelaenzimaT4 DNAligasafueposibleconcatenar los

ditags deXbpb. Cadaconcatdmerocontienede® -Petiquetas.

Paratenerdiferentespoblacionesdelosonc atameros, secorriown

gel preparativo depoliacrilamidad 8%, dedondeseseleccionaron
tresregiones;de3Dadlpb,de3Da 8Dpyde8Da 0Dpb.

Cada regionseclona enuwvectordepresion(pZero).

Posteriormentesedectroporana una cep  a E.coliTOP10.

Las bacteriasrecombinantes £ crecenenplacas on® ugc
Zeocina.Lasoloniasaecidassepicanyseanalizanpormediode

PCR empleando iniciadores especificos para PUCM13, aquellas
coloniasoninsertos mayoresa3Dpb, (loque equivaleawn
insertomayorastags)sepurificanysesometenareaccionde

marcaje con Big Dye (Perkin Elmer) y analizadas en wn
secuenciador de Applied bosistems modelo 310. Los resultados
obtenidos wrviran para dimentar el software de analisis
SAGEZID(JohnsHopkinsUniversity );quereconocelossgnosde
puntuacionCATG generadosporNIalll, extrayendolasecuencia
decadatag. Desstamanera, seproduceunabasededatosen

Excel que muestralas £cuenciasde 0 b que correspondea

cada tag( Fig.4).
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Fig. 4. Proceso experimental del Analisis en
Serie de Expresion Génica (SAGE).



Lagrancantidadddatosdesecuenciasdisponiblesenlasbasesde
datospublicasplanteannevosretosparalosinvestigadores. Enlaera
post-Gendmica,lainterpretaciondelosdatosyeldesarrollo demodelos
gueinformendelfendmenaobioldgicoespecificoconstituyeuna prioridad.
Hoyendia,araizdelagrancantidaddedatosgeneradosyapartirdel
proyecto del Genoma Humano, la interpretaciéon de esos datos en
términosbiolégicosesdegranimpo rtancia;esaquidondedpapeldela
bioinformaticajuegawnpapelfundamentalenlaelaboraciéndemodelos
matematicosquepuedandarunainterpretacionbioldégicadeesagran
cantidad & datos. En este contexto, es de gran importancia la
caracterizacion delos transcriptomas de in tejido normal y de su
contrapartetransformada, asi comoidentificarlosgenesqueseestan

expresandodemanera diferencial 23.

Alafechahayunacantidadlimitadadeanalisis insilico debibliotecas
deepresionSAGEqueh anarrojadoresultados muyinteresantesen
cuantoalaidentificaciondegenesespecificos; existe, porejemplo, in

estudio en el cual se describen tres nuevos genes expresados
exclusivamente en préstata por mediodelasubstraccion insilico de
bibliotecas de EST's 2* Diez candidatos a genes especificos de
granulocitos hansidoidentificadosporelanalisisextensodesecuencias

de bibliotecas de cDNA derivadas de granulocitos y de otros once

tejidos, esdecir, unalineacelulardehepatocitos, higadofe tal, higado
de adulto, grasa visceral, pulmdn, mucosa coldnica, keratinocitos,

cornea yretina 2°.



JUSTIFICACION

Hasta el momentonohaynadadescritoenCérvixentérminos de
expresiondiferencial,lacomparaciondeestabibliotecaconrespectode
otras bibliotecas de expresion SAGE publicadas enlared, permitira

distinguirgenesespecificospara es tetejido.

Paraentenderlos@mbios molecularesquesufreuntejidonormal,con
respecto a su contraparte transformada, primeramente se necesita
conocercOmoestaorganizadoeltejidonormal, parapoderentenderlos
cambiosqueoriginanel fenotipotran sformadoylacaracterizacionde
perfilesglobalesdeepresionquepuedenayudaraexplicar procesos
bioldgicosimportantes enlas @lulas normales. Estetipode estudios
ayuda a comprender las bases moleculares de los fenotipos ya

caracterizados,yasip oderprevenireldesarrollodelCaCu.



OBJETIVO GENERAL

Caracterizarporanalisis insilico elperfideepresionglobal
de la biblioteca de expresion SAGE del epitelio cervical

normal.



OBJETIVOS PARTICULARES:

e (Caracterizar de manera preliminar in silico a nivel
funcional, labibliotecadeexpresion del epiteliocervical
normal.

e Mapear fisicamente en su posicién cromosdémica los

genesexpresados.



MATERIAL Y METODOS

LabibliotecadeexpresiondeCérvixuterinonormal,fuedaboradaenel
LaboratoriodeOncologiaGendmica, acargodel Dr. MauricioSalcedo
Vargas, delaUnidad & Investigacionen Enfermedades Oncoldgicas,
Hospital de Oncologia, Centr o Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, en
colaboraciénconel Dr.Gregory J.Riggins, Directordel proyectodela
AnatomiadelaCélulaCancerosadel CentroNacional deBiotecnologia
(NCBI)delosEstadosUnidos. Labibliotecadeexpresidonseencuentra
disponibleennsitiopublicoenlaredd| NIH(InstitutoNacionaldela

Salud) S AGEmap (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/), enel cual se

encuentra una gran cantidad & bibliotecas de epresién tanto
tumorales @mo normales. De cada biblioteca se da una breve
descripciéndel origendel tejido, titulodelabibliotecadeecpresion, la
cuentatotaldetags,elnombredelosautores, fechaenquesepublico,

entre otros; de una serie de herramientas para el anal isis de las
bibliotecas(Fig.5).



GE @ Gene Expression Omnibus

| NCBI Handbook Chapter | NAR 2002 Paper | FAQ | Email GEO

MCHI = GEQ = Accession Display

Options: Scope: seff  v| Fomat: |HTML | Amourt; | Quick v| GEO accession: [9_0

Sample GSM2455 Query DataSets for GSM2455
Status Public on Oct 3 2002

Tifle SAGE_cenix_normal_B 1

Type sage

Anchor Nlall

Organism Homo sapiens

Target source natal exocenvi

Tag count 0418

Description Uterine cenix nommal SAGE, CGAP non-normalized SAGE library, bulk method |
HPY negative

Keyward Uteting Cetvix ‘ ,f
Author Perez-Plasencia C, Riggins G, Arrecla H, Hidalgo A, Salcedo M

Subrigsion date  Oct 32002
Subrmitter name Peraz-Plasencia, Catlos

Submitter email gar_plas@yahon.com

Subrmitter institute  Mexican Institute for Social Securty
Submitter laboratory  Oncalogy Genamics

Submitter department UIMED

Submitter address  Cuauhtemoc 300

Submitter city Mexico, OF. 06720 Mexico
Submitter phone  +56.27 B9.00 ext 4323

V- NN VRN T

0] Aseptands Fap ups » 0

Fig. 5. Descripcion de la biblioteca de expresion.



Unavezquelabibliotecadeexpresidnsedescargddelared, losdatos

secargaronal programadeMSAcesonlalistadeactualizacionesde
unigeneparaquedesstamanerasepudieratenerlalistadelos genes
totalespresentesenlalibreriassicomoelnombredelgen,funciénysu

numero deidentificacidon para sus analisis enlas bases de datos en
internet.Unavezrealizadalaconsultaenel programadeMSAcess, la
tablaresultantesesxportdal progr amadeExcel,quecontienelosdatos
delostags, nombredelos genes, asi comosu funciondetodala

biblioteca dexpresidén,etc.
FUNCION BIOLOGICA
Paratenerunarelaciéndelabibliotecadeexpresionencuantoasu

funcidnbioldgica,seutilizéo  traherramientabioinformatica(FATIGO)en

la red (http://fatigo.biocinfo.cnio.es) (Fig. 6). Inicialmente esta

herramienta fue desarrollada para permitir la explotacién de datos
resultantes de microarreglos, co n el objeto de identificar las rutas
metabdlicas que se alteran entre dos o mas estadios diferentes.
Ademas, estaherramientanospermitedanalisisdeunagrancantidad

de datos (genes), en cuanto a su proceso bioldgico, definiendo el
organismoodlabase  dedatosaanalizar. Asimismo, FATIGOsepuede
emplear para comparar listas de genes y encontrar cambios

diferencialmenterepresentadasentredlas.



Biginformatics Unit - CHI

Data mining with Gene Ontology Help

1. Search GO terms for a list of genes
2. Compare two lists of genes

Search GO terms for a list of genes
Define organism or database to analyse Choose Ontology Choose Leyel

| -- = | piological procass ] |-3'E|

Search GO terms for this list of ganes FatiGO can also
be used to

compare two lists
of genes and find
GO tarms
differentially
reprasented
hetween them

or download list from file| ml Compare |

I™ Selectif you want a tree representation

Show results arranged by: Percentages are caloulated with respect to;

[ 6o | | only genes with GO annotated |

Fig. 6. Pagina web (Gene Ontology), herramienta utilizada para
el anadlisis de una gran cantidad de datos (genes), en términos
de su proceso biolagico.



Parapoder compararlosresultadosonbasesdedatosdeEST s, se
realizélabis quedaen, lafuentedeSOURCE; lacual fuedesarrollada

por la Universidad & Stanford (http://source.stanford.edu/cgi-

bin/sourceSearch)?®, yasicorroborarlosresultadosanterioresdeGene

Ontology(Fig. 7). Estaherramientaunificada, compilaycolectadatos
procedentes de una gran variedad & bases de datos dentificas,
encapsulando la biologia molecular de miles de genes derivados de

Homo Sapiens, Ratus Norvertus, entre otros organismos. Asimismo,
permitegenerartablasendondedusuarioprograma la obtenciéndelos

datos requeridos de algin gen 6 genes; por ejemplo, datos de

expresion,papelbioldgico,etc.



SOURCE 15 8 unfication tool which dyraracally collects and corapiles data fror many soientific datshases, and
thereby atterapts to encapsulite the genetics and moleenlar biolngy of genes frora the genomes of Homo sapiens,
v ruscnlus, Rattus norvegions into easy to navigate GeneReports.

The mission of SOURCE is to provide a urigue scientifis resourcs that pools publicly availshle data cotrannly
songht after for any clong, GerBank accession mber, or gene. SOURCE is specifically desigred to farilitate
thi amalysis of large sets of data that biologists can now produce wsing genotee-seals experivental approaches.

Five Most Recent Additions:
Read the SOURCE paper at MAR or as a PDE
SOURCE is now available at hitpolsouree starfhrd edu
Retrieval of upstrear geniraic sequences from hrean GeneReports
Link to UCSC Genorae Browser frora hurman GeneReports
Representative protein accessions availshle in BatchSoures

Choose orgam'sm:!HDmD sapiens ‘i

Choose search option: | UniGene ClusterD _v_J

Enter a search term: I

Use a wildeard character (*) at the end andior beginning of the ter to broaden your
gearch.

Choose type of information io display:

~ CremeReport: Gene Information (lirdted to thoss in UniCrene)
@ CloneReport: eDNA Clone [nforaation (liveited to those in dbEST)

Submit Reset Form

Batch SOURCE: Extract data for multiple senes ot once
M Aceptanda Popupﬂ 0

Fig. 7. Sitio web (SOURCE) para la busqueda por gen o lista de

genes en cuanto a su funcion bioldgica, biologia molecular, etc.



Porotraparte,serealizdladistribucion delosgenesquecomprendela
bibliotecadexpresidnalolargodeloscomosomas, esdecir,losgenes
expresadosalolargodecada unodeloscomosomas,ydesta manera
obtener una grafica de su distribucién, la cual se realizé con otro
programa,el DeltaGraphic.Primeramenteseobtuvoelesquemadelos
cromosomas,asicomoeltamano(enparesdebases)decadauno.Esto

sepudorealizargraciasaotrositioweb( http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgGateway) Fig.8), dedondeseetrajolainformacidonrequerida.

Enelprogramasecargdlalongituddecadaunodeloscomosomas,asi
comoel nucleétidoenqueiniciayterminacadagen. Estotrajocomo
resultadolarepresentacionesquematicadelab ibliotecadeexpresiona

ldargodeloscomosomas.



Home - Genome Browser - Blat - Table Browser - FAQ - Help

Hurtian Genome Browser Gateway

The UCSC Genome Browser was created by the Genome Bininformaties Group of UC Santa Cre
Softwrare Copyright (o) The Regents of the University of Califormia. AL nghts reserved.

GENDHE assetibly position Inage width

[Human x| [Juty2003 =] [ohva56.214,201-56,291,736 foan | Sumit |

Click hete to resst the hrowser user interface settings to their defalts.
AddYour Own Custom Tracks |

About the Howmo sapiens assembly

The July 2003 huean reference sequence (UCEC version hgl6) is based on NCEI Build 34 and was produced by the International Huzean Genome Secuencing Consortin, The sequence covers
ahout 99 percent of the gene-containing regions i the genorne, and has been sequenced to an aceuracy of 99 99 percent, Of note in this release s the addition of the psendoantosomal regons of the T
cheotosore, This seiuence was taken from the conesponding regions in the X chromosome and is an exaet duplication of that secuence.

There are 2,343,433, 602 finished sequenced bases i the oxdered and oriented portion of the assexdly, which is an increase of 0.4 percent, or spprovimately 11 Mb, over the Build 33 asserbly. The
teference sequence is considered to be "fivished”, a techrical term ndinating that the secuence is haghly acowate (with fewer than one emor per 10,000 bases) and highly contiguons (with the only
Temiiting gaps eonespondng to regions whose sequence carmot be telishly resobved with current technology). Fubure work on the refezence secuence will focus on Toproving aceuracy and reducing
gaps in the secuence.

Some sequence joins between adjacent clones in this asserchly could not be corputationally validated becanse the clones origivated from different haplotypes and contained polyrorphistis m the
avetlapping sequence, o the overlap was too stall o be to be reliable, In these mstances, the sequencing center responsible for the particular chromosome bas provided data to suppont the join in
the form of an electrond certificate. These certificates maybe reviewed through the link below,

Bulk dowrloads of the sequence and annotation data are avaldble via the Genome Browser FTP server or the Downloads page. The hglf anmotation tracks were generated by UCSC and
collaborators worldwide. See the Credits yage fora detailed List of the organizations and individuale who contributed to the suceess of this release,

Statistical information

v Non-Standard Join Certificates
v Surary Statistics

Fig. 8. Pagina principal del sitio web Genome Browser, de
donde se extrajo todo lo referente a los cromosomas.
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Fig.9. Representacion esquematica del proceso de substraccion in silico. El esquema general

muestra como se aplico la substraccion de la Biblioteca de Expresion de Cérvix Normal, y de su
tratamiento in silico en términos generales.



RESULTADOS Y DISCUSION

UnavezqueserealizéelanalisisdelabibliotecadeexpresiéndeCérvix

enel programade MCAccess, latabladeresultados £ exportoé al
programadeExcel,endondesemuestrala cantidaddgenestotalesde
labiblioteca,asi comoeltagdcadagen,elniumerototaldecadatag,
ylanormalizaciéndel nUmerototal decadatagobservadosentodala
biblioteca, a tags por millén, para fxilitar la comparaciéon entre
bibliotecas,sunmerodeidentificaciondeUnigene,yelnombr edelgen
(tablal). Del total delabiblioteca(30,48tags), alrededorde6,8®
songenes(85.1%),1,2Vcorrespondena EST "s(14.9%).



GCATAATAGG
GCATAATAGG
TCAGATCTTT

161

TPM UNIGNE CLL GENE NAME

16930.7647 Hs.100000
11703.5966 Hs.279860
11703.5966 Hs.3745%
9073.57486 Hs. 13273
9073.57486 Hs. 139322
6607.92952 Hs.76064
6607.92952 Hs.356342
6180.55099 Hs.2909882
6049.0499 Hs. 112405
5687.42192 Hs.90436
5687.42192 Hs.350068
5523.04557 Hs.356482
5523.04557 Hs.350077
5292.91867 Hs. 108124

S$100 calcium binding protein A8 (calgranulin A)

tumor protein, translationally-controlled 1

ESTs, Highly similar to S06590 IgE-dependent histamine-releasing factor

KIAA0592 protein

small proline-rich protein 3

ribosomal protein L27a

ESTs, Highly similar to 2113200C ribosomal protein L27a [Homo sapiens] [H.sapiens]

ESTs, Highly similar to N-methyl-D-aspartate receptor 2C subunit precursor [Homo sapiens] [H.sapiens]
S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B)

sperm associated antigen 7

ribosomal protein L29

ESTs, Weakly similar to putative 60S ribosomal protein L21 [Arabidopsis thaliana] [A.thaliana]
ribosomal protein L21

ribosomal protein S4, Xlinked

TABLA 1. Tabla de los 15 genes mas representativos de la
biblioteca de expresion, asi como de los nombres de los genes.




Losgenesmasrepresentativosdentrodelamismabibliotecapodemos
agruparlos en base a su abundanci a en dos de las tres familias
implicadasen el procesodediferenciaciondekeratinocitos; proteinas
precursoras de la capa cornificada (SPRRs), proteinas asociadas a
filamentosintermedios, ylas proteinasasociadasaunionesacalcio
(5100s) laswale ssacuentrandentrodeunaregiénde2Mbenla
banda del cromosoma 1921, llamado el complejo de diferenciacion
epidermal (CDE). Lospatronesdeexpresidndesstosgenesduranted

desarrollodeloskeratinocitossrepresentarenla Fig.10.

Chead keratinized
SOUAMeS Ciprmilied sell layer

s Trichormyalin ‘
Suprabasal |- Grarwlar call Gy : = . Prafilagarin
layers : : ) | : SPFHRAs
Laricrin

~ Prickle call layer P— . Invalucrin

S100As

Basal cell layer

Basal lamina

Fig. 10. Diagrama mostrando el proceso de diferenciacion
de keratinocitos. La flecha muestra la direccion del
movimiento celular, desde la capa basal hasta las capas
superiores®’.



Laco -localizaciénfuncional yestructuralmentedeestosgenes, aunado
asucoordinadaexpresidonduranteladiferenciaciénepidermal nosha
permitido sugerir que estan sujetos a dgin tipo de mecanismo
coordinadodecontrol transcripcional. Asimismo, suele vadaexpresion
enlabibliotecade Cérvix nos permite sugerir que puedentener in
papelimportanteanladiferenciaciéndel mismo, yaquelaregiéniq2
estafrecuentementeinvolucradaenreorganizacioncromosomal enlos

cancereshumanos 8.

Encuantoasu  funcidénbioldgicaenlaFig.11,semuestralabiblioteca

de expresion de Cérvix, en donde mas del 60%de los genes =
encuentranreferidosal metabolismo. Enestecontextolabibliotecase
corroboré comparandola con otras bibliotecas de tejidos epitelial es

normales, asi comoenotrositioweb (http://source.stanford.edu/cgi-

bin/sourceSearch).
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Fig. 11. Representacion esquematica de la funcion bioldgica de los genes de la Biblioteca de
Expresion de Cérvix Normal.



Porotraparte, losdatossesometieronal programaDeltaGraphicde
dondeseobtuvoladistribucionfisicadelabibliotecadeexpresidonalo

largo de los comosomas (Fig. 12). Se puede observar pequefio S
agrupamientosmuyparticulares,comoesel casodel 1g21,delcualse

ha hablado de sugranimportanciay relaciéon con canceres, por su
rearreglocromosdmico. Aunqueestudiosdtogenéticosenmuestrasde

cancer cervical han identificado diversos @mbios estructurales
especificosinvolucrandoaloscomosomasli, 3,5,17,yX.Apesarde
esolosanalisisdecariotipoconvencionalesnohandefinidoalteraciones
genéticas involucradas en el carcinoma cervical. Otros estudios @n
otrastécnicas handefinid opérdidasdematerial genéticoinvolucrando
aloscomosomas2q,3p,4p,4q,5q,6q,11q,13q,y18q,yganancias

del 1q, 3qg, 5py8qgenel carcinomacervical 29 Recientesestudios por
nuestrogrupoaplicandoHibridacionGendmicaComparativaconlineas
celulares derivadas de cancer cervical muestran ganancias en las
regionesaomosomicas1g23,3q11,3q22, 5pyperdidasenel 2q,4p,
6q,9q,19 3°. Estosdatostienenrelacién, yaquealaFig. 2dela
bibliotecadeexpresionde CérvixNormal semuestranag rupamientos
muyparticularesenloscomosomaslq,3q,5p,6q,9q,12,17,19,que

puedan estar involucrados on esta neoplasia. Sin embargo, para
ayudarnosaexplicarcémoesqued genomahumanosecomportaen

este tejido y asi encontrar diferencias en c ualquier patologia, esta
biblioteca de epresidén debe ser contrastada con su contraparte
tumoral.Estacomparacion, eselcomienzoparadiscriminarlos@ambios
enlaexpresiéndelos genes queestanasociados onlainfecciéne
integraciondel VPHenlos keratinocitoservicales, entreotroselfactor
masimportanteaeldesarrollodesstaneoplasia.Actualmenteesmuy

poca la informacién en términos de epresion diferencial de esta

neoplasia.
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