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Resumen

El efecto de la vacunacion preventiva contra el virus del papiloma humano (VPH)
en la reduccion del problema del cancer cervical (Ca-Cu) no se conocera hasta
dentro de unos 30 afios. Por lo tanto, es necesario mejorar los procedimientos de
la deteccion y el tratamiento del Ca-Cu. El objetivo de este estudio fue identificar y
caracterizar los blancos celulares que podrian considerarse posibles marcadores
para la deteccion o blancos terapéuticos, utilizando una estrategia piramidal.
Inicialmente la expresién de 8.638 genes se comparo entre 43 Ca-Cu positivo para
el VPH16 y 12 epitelios cervicales sanos utilizando microarreglos. Encontrando un
total de 997 genes desregulados y de estos, los 21 genes que mostraron la mayor
desregulacion adicionalmente fueron validados mediante gRT-PCR. Los 6 genes
gue se sobre expresaron en mayor proporcion (CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2,
NUSAP1, CDKN3) pertenecen a la via de la mitosis. Estos genes se exploraron
también en neoplasias intraepitelial cervical de alto y bajo grado, 29 de bajo grado
(NIC1) y 21 NIC de alto grado (NIC2/3), para investigar si podia distinguir Ca-Cu y
NIC2/3 (NIC2+) de NIC1 y controles. Los genes CCNB2, PRC1 y SYCP2 se
asociaron mayormente con Ca-Cu y los genes CDC20, NUSAP1 y CDKNS3
también se asociaron con NIC2/3. La sensibilidad y especificidad de CDKN3 y
NUSAP1 para detectar NIC2+ fue aproximadamente el 90%. Las proteinas
codificadas por los 6 genes mostraron también expresarse en Ca-Cu por
inmunohistoquimica. La Asociacion de estos marcadores con sobrevida, fue
investigada en 42 pacientes seguidas por al menos 42 meses. Sélo el gen CDKN3
se asoci6 con baja sobrevida y esto fue de forma independiente de la etapa clinica
(HR =5.9, IC del 95% = 1.4-23.8, p = 0.01). Los genes CDKN3 y NUSAP1 pueden
ser blancos potenciales para el desarrollo de métodos de deteccion temprana. Sin
embargo, se requieren estudios adicionales futuros con un mayor numero de
muestras para definir el nivel éptimo de sensibilidad y especificidad. Asi mismo la
inhibicion de la mitosis es una estrategia bien conocida para combatir el cancer.

Por lo tanto, CDKN3 puede ser no sélo un marcador de deteccion y sobrevida sino



un potencial blanco terapéutico en Ca-Cu. Sin embargo, aun hace falta demostrar

si es indispensable para el crecimiento del tumor.

Abstract

The effect of preventive human papillomavirus (HPV) vaccination on the reduction
of the cervical cancer (CC) burden will not be known for 30 years. Therefore, it's
still necessary to improve the procedures for CC screening and treatment. The
objective of this study was to identify and characterize cellular targets that could be
considered potential markers for screening or therapeutic targets. A pyramidal
strategy was used. Initially the expression of 8,638 genes was compared between
43 HPV16-positive CCs and 12 healthy cervical epitheliums using microarrays. A
total of 997 genes were deregulated, and 21 genes that showed the greatest
deregulation were validated using qRT-PCR. The 6 most upregulated genes
(CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2, NUSAP1, CDKN3) belong to the mitosis
pathway. They were further explored in 29 low grade cervical intraepithelial
neoplasias (CIN1) and 21 high-grade CIN (CIN2/3) to investigate whether they
could differentiate CC and CIN2/3 (CIN2+) from CIN1 and controls. CCNB2, PRC1,
and SYCP2 were mostly associated with CC and CDC20, NUSAP1, and CDKN3
were also associated with CIN2/3. The sensitivity and specificity of CDKN3 and
NUSAP1 to detect CIN2+ was approximately 90%. The proteins encoded by all 6
genes were shown upregulated in CC by immunohistochemistry. The association
of these markers with survival was investigated in 42 CC patients followed up for at
least 42 months. Only CDKN3 was associated with poor survival and it was
independent from clinical stage (HR = 5.9, 95%CI = 1.4-23.8, p = 0.01). CDKNS3
and NUSAP1 may be potential targets for the development of screening methods.
Nevertheless, further studies with larger samples are needed to define the optimal
sensitivity and specificity. Inhibition of mitosis is a well-known strategy to combat
cancers. Therefore, CDKN3 may be not only a screening and survival marker but a
potential therapeutic target in CC. However, whether it's indispensable for tumor
growth remains to be demonstrated..



INTRODUCCION.
1. Cancer Cervical.

El Cancer cérvico-uterino (Ca-Cu) es el segundo cancer mas comun en las
mujeres alrededor del mundo y en los paises en desarrollo es la primera causa de
muerte, el 80% de los 500,000 casos nuevos que ocurren anualmente en el
mundo se presentan en paises en desarrollo [1,2]. Su tasa de incidencia varia de 6
casos por 100,000 en muchas naciones industrializadas hasta mas de 50 por
100,000 en algunos paises en desarrollo [3], reportandose las mayores tasas de
incidencia en América Latina, Africa, sur de Asia y suroeste de Asia. En México es
el segundo cancer mas comun en las mujeres y tiene una incidencia de 44 casos
por 100,000 mujeres [4].

El Ca-Cu es una enfermedad que se desarrolla por etapas. La clasificacion de
estas etapas esta basada en los cambios morfologicos del epitelio que define el
grado de la lesién. La clasificacion mas utilizada es la neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) que se divide en grados 1, 2 y 3 (Figura 1). Los criterios para el
diagndstico de neoplasia intraepitelial varian segun el criterio del médico-patélogo;
aunqgue los aspectos mas importantes a considerar son la desorganizacion celular,

la atipia nuclear y el aumento de la actividad mitotica.

La infeccion con el Virus del Papiloma Humano (VPH) es el agente etiolégico para
el desarrollo del cancer cervical. EI DNA del VPH se encuentra en el 99.7% de los
casos de Ca-Cu, de los cuales el 50% de los carcinomas son positivos para el
Virus del Papiloma Humano 16 (VPH16) [5-8]. El VPH se transmite por via sexual
y representa la infeccion de transmision sexual mas frecuente en todo el mundo.
La prevalencia de la infeccidbn en las mujeres sexualmente activas varia de 2 a
44%, los porcentajes mayores predominan en las mujeres menores de 25 afios

principalmente y disminuye conforme se incrementa la edad [9,10].
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Figura 1. Progresién de cancer cervical mediada por VPH. Las células basales se encuentran en
la parte inferior en el epitelio cervical, por encima de la membrana basal, la cual es soportada
a su vez por la dermis. Se ha propuesto que el mecanismo de los VPH para acceder a las
células basales es través micro-abrasiones en el epitelio cervical. Después de la infeccidn, se
expresan los genes tempranos del VPH, E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y el DNA viral se replica de
forma episomal (nudcleos purpuras). En las capas superiores del epitelio (zona media y zona
superficial) el genoma viral se replica alin mas y se expresan los genes tardios L1y L2 y el gen
E4. Los genes L1 y L2 para encapsular el genoma viral en la forma de virones en el nucleo. Los
nuevos virus vertidos pueden iniciar una nueva infeccion. Las lesiones intraepiteliales de bajo
grado soportan la replicacidn viral, un nimero desconocido de infecciones con VPH de alto
riesgo progresan a NIC-AG. La progresion de lesiones no tratadas hacia cancer microinvasor e
invasor que se asocia con la integracion del genoma del VPH en los cromosomas del huésped
(nucleos rojos), con pérdida o ruptura de E2 y la posterior sobreexpresion de los oncogenes de
E6y E7. LCR, region larga de control. (Tomado y modificado de Woodman y cols. [11]).

Sin embargo, la mayoria de las infecciones son eliminadas por funcion efectiva del
sistema inmune y sélo un porcentaje escapa, hacia el desarrollo de lesiones

preinvasoras [9].

2. Histologia.
El cuello uterino estd compuesto por dos tipos de epitelio, el exocervical, y el

endocervical. El sitio anatdomico en donde se localiza la union de ambos epitelios



es muy variable, depende de la accion de las hormonas, lo que a su vez se
relaciona con la edad. Este sitio de unidn de estos dos epitelios se denomina zona
de transicion escamo-columnar o zona de transformacion y es una region
dindmica sujeta a cambios constantes (Figura 2). El epitelio cilindrico
mucosecretor, que reviste al conducto endocervical y el epitelio escamoso que
recubre al exocérvix. La zona de union entre estos epitelios relacionados con la
accion de hormonas ovaricas como el estrégeno, fenémenos proliferativos con el
cambio de epitelio cilindrico a escamoso (metaplasia) y donde se originan con

mayor frecuencia las lesiones intraepiteliales.

Figura 2. Zona de transformacidn, en el epitelio cervical. La zona de transformacion cervical
(indicada con la flecha), es un anillo activo metaplasia escamosa en donde el epitelio
escamoso estratificado de ectocervix se debilita progresivamente y reemplaza el epitelio
glandular del endocervix. Por razones no completamente claras, el tejido metaplasico es
especialmente susceptible al potencial carcinégeno de las infecciones persistentes con VPH
(Tomado de Schiffman y cols. [12]).

El conocimiento del origen y comportamiento del carcinoma invasor del cérvix se
ha incrementado en los ultimos afios. Se conoce ahora que cancer cervical se
manifiesta en distintos tipos histoldégicos, cuya nomenclatura se basa en su
comportamiento y no en caracteristicas morfologicas universales que definen al
cancer. Las variedades mas comunes del carcinoma de células escamosas son el

de células grandes queratinizantes y no queratinizantes. Estas tienen en comun



una diferenciacion celular escamosa tanto en la formacion intracelular de puentes

como en la queratinizacion [12].

El tipo epidermoide es el mas frecuente (90-95%), se origina en el ectoceérvix
(exocervix), tiene patron laminar o en nidos de células neoplasicas fusiformes a
cubicas con queratinizacion individual y presencia de desmosomas. El tipo
adenocarcinoma es menos frecuente, aunque recientes reportes indican el
aumento de este tipo cancer cervical, se origina del endocervix y se caracteriza
por un patron glandular recubierto por células neoplasicas cilindricas, productoras

de moco, son en general células grandes [13].

3. Principales factores de riesgo asociados al desarrollo del Ca-Cu.

El cancer de cuello uterino se presenta mediante una serie de cuatro pasos: la
trasmision del VPH, la persistencia viral, la progresion de alguna clona de células
pre-cancerosas infectadas y la invasion (Figura 3). La infeccion por el VPH se ha
demostrado que es la causa necesaria, pero no suficiente para el desarrollo del
cancer cervical. La gran mayoria de las mujeres infectadas por algun tipo de VPH
de alto riesgo oncogénico no presenta Ca-Cu. Esto sugiere que otros factores
adicionales actiuan conjuntamente con el VPH y que influyen en el riesgo de
aparicion de la enfermedad. Co-factores como la paridad, el uso de
anticonceptivos orales, el tabaquismo, la inmunosupresion particularmente la
relacionada con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la infeccién por
otras enfermedades de transmision sexual (EST) y la desnutricion se han
asociado. Sin embargo, la causa especifica en la aparicion del Ca-Cu no es
completamente clara aun, otros factores también referidos como de riesgo son: la
edad del comienzo de las relaciones sexuales, el nUmero de comparieros sexuales
gue se han tenido y otras caracteristicas de la actividad sexual se vinculan con la
probabilidad de contraer el VPH. La enfermedad si se detecta en etapas
tempranas tedricamente es prevenible, sin embargo en paises en vias de

desarrollo no es asi, debido a que los programas de deteccion oportuna, basados



en la citologia (Papanicolaou, PAP), han sido poco eficientes, o de escasa
cobertura aun, por lo que esto también explicaria la alta incidencia de céancer
cervico-uterino en los paises en vias en desarrollo [13-15].

El virus del papiloma humano se transmite por contacto, durante las relaciones
sexuales, el uso del preservativo disminuye el contagio sexual, pero no lo elimina.
Algunos tipos de virus del papiloma humano tienen alta capacidad oncogénica los
denominados de alto riesgo y provocan mitosis sin control, displasia, carcinoma in
situ, y cancer de cuello de Utero. Las mujeres se contagian al comienzo de sus
relaciones sexuales, pero en la mayoria de los casos la infeccién se elimina por
medios naturales, espontaneamente, un funcionamiento en forma adecuada del
sistema inmune, en promedio solo 2 de cada 1000 mujeres desarrollara un Ca-Cu,

si la infeccién se mantiene por mas de una década [13].

Infeccion transitoria | Persistente VPH

Cérvix

[IFECON > ceyix
-C4 Cancer
horm ey <

Figura 3. Principales etapas en el desarrollo de cancer cervical. La figura muestra la
comparacion entre la citologia parte superior y la colposcopia parte interior. Las etapas



importantes en el desarrollo del cancer de cuello uterino se pueden entender mejor en
relacion a la edad de inicio de la primera relacion sexual como una aproximacion a la edad de
la primera infeccion con VPH, la cual es similar a otras infecciones trasmitidas sexualmente;
puede existir un gran pico en la infeccion inicial. El promedio de edad de la infeccion puede
variar en las distintas culturas. La infeccion con el VPH, puede ser medida y monitoreada con
pruebas moleculares, sin embargo la infeccion con VPH no necesariamente indica una lesion
(tomado y modificado de Shiffman y cols. [12]).

La infeccion permanente es de evolucion lenta, puede lleva hasta diez afios 0 méas
para producir lesiones precancerosas, y otros diez aflos para producir carcinoma
invasor. Asimismo se ha documentado que el 70% de las mujeres sexualmente
activas han tenido infeccion por algun tipo de papiloma virus a lo largo de su vida,
y que el 1% de ellas desarrollard cancer in situ. Sin embargo, paises como México
constituyen aun es una de las principales causas de muerte por cancer en la mujer

desde hace ya varios afios (datos de la secretaria de salud, www.salud.gob.mx),

solamente rebasado por cancer de mama [2].

4. Tipos virales y variantes.

Se han identificado alrededor de 200 tipos diferentes de VPH [16], pero solo 100
han sido caracterizados, de los cuales alrededor de 40 son conocidos como VPH
genitales y se dividen en dos grupos: los de bajo riesgo (VPH-BR:
6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81) y los de alto riesgo oncogénicos (VPH-AR: 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82). Los tipos 26, 53 y 66 se
consideran VPH-AR [17]. Estudios epidemioldgicos y moleculares demostraron
que la infeccion con VPH-AR es necesaria, aunque no suficiente, para el
desarrollo de cancer cervical [18]. Los tipos virales mas predominantes en la

region de América latina son el tipo 16 y el tipo 18 (Figura 4) [19].
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Figura 4. Distribucion de VPH 16/18 en Ca-Cu en América central y del sur (tomado de
Ciapponi y cols. [19]).

Los tipos virales se consideran diferentes cuando la secuencia de nucleotidos de
su genoma difiere en méas del 10%. Ademas los tipos de VPH tienen variantes
genéticas, que difieren hasta en un 2% del genoma viral, y algunas de ellas se han
asociado a lesiones mas avanzadas o tipos histoldégicos mas agresivos [20-22].
Para el VPH16 se han definido cinco linajes filogenéticos, los cuales se distribuyen
de manera distinta entre los cinco continentes (Figura 5). Estas se clasifican en:
variantes Asiatico-Americanas (AA), se encuentran principalmente en Centro y
Sudamérica y en Espafia, las variantes Africana-1 (Af-1) y Africana-2 (Af-2) en
Africa, las variantes Asiaticas (As) en el Sudeste de Asia y las variantes Europeas

(Eu) en todas las regiones excepto en Africa [23,24].
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Figura 5. Distribucidn global de las clases y subclases de VPH16 por continente (tomado de
Yamada y cols. [24]).

5. Biologia del VPH.

Los VPH infectan epitelios estratificados queratinizados con una alta especificidad
y estan asociados con la aparicidbn y persistencia de neoplasias benignas y
malignas. Todos los VPH presentan un genoma de DNA circular de doble cadena
de aproximadamente 8000 pares de bases, y de una capside icosaédrica
compuesta de 72 capsdmeros, constituidos de 2 proteinas estructurales, y no
poseen envoltura. EI genoma viral de los VPH es bastante conservado, todos
presentan seis genes de expresion temprana (E) y dos genes de expresion tardia
(L), asi como una region reguladora no codificadora (Figura 6) [12].
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Figura 6. Esquema de organizacién del genoma de VPH (tomado y modificado de Prendiville y
col. [25].

Todos sus genes estan codificados en una sola cadena, aunque en diferentes
marcos de lectura y usan un procesamiento diferencial de corte y empalme para la
expresion individual de cada uno de sus genes (ver Tabla I). La capacidad
oncogénica del VPH reside en tres productos virales: las proteinas tempranas EG6,
E7 y E5 cuya expresion depende de un gran numero de factores celulares, y de la
presencia de la proteina viral reguladora E2. Asociada a E2, la proteina E1 cumple
funciones importantes en la replicacion del DNA viral, mientras que los genes
tardios L1 y L2, codifican para las proteinas de la capside viral [25]

La proteina temprana E4 se expresa solamente en células diferenciadas, su marco
de lectura esta localizado dentro de la region temprana; sin embargo al

encontrarse bajo la accion de un promotor especifico de la diferenciacién se
expresa como un gen tardio, formando el transcrito llamado E1"E4 [25]



Tabla I. Tamaio y funcion de las proteinas del papiloma virus.

Proteina viral/

elemento gen

Region larga

de control

El

E2

E3

E1'E4
ES

E6

E7

E8-E2C

L1

L2

Peso molecular/ Funcién

tamano
Elementos no codificantes

500-1000 pb Origen de replicacion y
regulacion de la expresion de
genes de VPH

Proteinas tempranas

68-85 kD Funcion de helicasa, esencial
para la replicacion viral y el
control de la transcripcion de
genes, similar en algunos
tipos.

48 kD Factor de transcripcion viral;
esencial para la replicacion
viral y el control de la
transcripcion de genes;
segregacion del genébma 'y
encapsidacion.

No conocida Funcion no conocida, solo
presente en pocos tipos de
VPH

10-44 kD Se une a proteinas del
citoesqueleto

14 kD Interaccion con los receptores
de EGF/PDGF

16-18 kD Interaccion con diversas
proteinas del ciclo celular;
degradacion de p53y
activacion de telomerasa

~10 kD Interaccion con diversas
proteinas celulares; interaccion
con pRB y transactivacion de
promotores dependientes de
E2F

20 kD Larga distancia de
transcripcién y replicacion de
proteinas represoras

Proteinas tardias.

57 kD Proteina principal de la
capside
43-53 kD Proteina menor de la capside
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La regulacién genética de los VPH reside en una porcion no codificadora del
genoma viral conocida como region larga de control LCR. La LCR es un segmento
cuyo tamafo oscila entre los 800 y 1000 pb dependiendo del tipo de VPH. Una
caracteristica interesante de la LCR es que su secuencia nucleotidica es
extremadamente variable entre los diferentes tipos virales, por lo que se ha
utilizado para distinguir entre los diferentes tipos de VPH. La proteina viral E2
juega un papel central en la regulacion genética de los VPH, reprimiendo o

activando la transcripcion de los genes [25].

La actividad represora de E2 tiene interesantes implicaciones clinicas. En lesiones
benignas o pre-malignas el DNA gendmico del VPH se encuentra de forma circular
(episomal, no integrada) la expresion de E6 y E7 esta regulada por E2. En cambio
en lesiones tumorales se ha demostrado la presencia del DNA viral integrado al
genoma celular, usualmente con el gen E2 interrumpido. Por lo tanto, los genes E6
y E7 de VPH no son regulados negativamente por E2 [12].

El gen E6 es uno de los genes virales tempranos expresados durante la infeccion
por VPH y juega un papel importante en el ciclo de vida viral asi también en la
inmortalizacion y transformacién celular. La participacibon de E6 en la
transformacién, esta mediada por la interaccibn con una gran variedad de
proteinas celulares. La méas estudiada es la proteina supresora de tumor p53, que
es marcada por E6 para su degradacion a través de E6-AP una proteina ligasa de

la via celular de ubiquitina.

La oncoproteina E7 interactia con la proteina supresora de tumores p105 Rb e
impide que se asocie con el factor transcripcional celular E2F, responsable de la
activacion de multiples promotores de oncogenes celulares. De esta forma, la
funcién de las oncoproteinas E6 y E7 en el ciclo de vida viral esta relacionada con

la inhibicién de algunos mecanismos de la regulacién celular [26].
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6. El ciclo de vida de los VPH en los epitelios en diferenciacion.

Los virus del papiloma son especie-especificos e inducen proliferaciones
epiteliales o fibroepiteliales benignas de la piel y mucosas en humanos y varias
especies animales. Estos virus tienen un tropismo especifico y absoluto por las
células epiteliales escamosas y su ciclo reproductivo completo sélo ocurre en
estas células. Se cree que la infeccion por el VPH empieza en las células basales,
que son mitéticamente activas. Después de la infeccidén, el virus puede
permanecer latente, replicarse y producir particulas infecciosas o integrarse al

genoma celular.

La infeccidon productiva se divide en varias etapas que dependen del estado de
diferenciacion de las células epiteliales en cuestidn. El ciclo completo, que incluye
la sintesis de DNA viral, la produccion de las proteinas de la capside viral y el
ensamblaje de los virones, ocurre selectivamente en queratinocitos terminalmente
diferenciados. Las células de la capa basal que proliferan, a pesar de que contiene
DNA del VPH, parecen ser poco activas en la expresién de algunas proteinas
virales (Figura 7). Aparentemente existen factores celulares que regulan

negativamente la transcripcién viral de estas células.

L2, L1

Figura 7. Secuencia de expresion de genes virales a través de la diferenciaciéon de
queratinocitos en el epitelio cervical estratificado. Inicialmente los virus de alto riesgo infectan
los queratinocitos de la capa basal (tomado de Schiffman [12]).
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Esta regulacion se libera, cuando las células infectadas migran hacia arriba del
epitelio en la capa granulosa, donde sufren un programa de diferenciacion hasta
que ya no pueden dividirse. En estas células empieza la transcripcion activa de
secuencias virales tempranas y tardias, se sintetizan proteinas virales y las

particulas virales se ensamblan en algunas de las células superficiales [25,13].

7. Genes celulares alterados o inducidos por los oncogenes virales del VPH.

Los oncogenes virales E6 y E7 se expresan en bajos niveles en las células
basales, y se sobre expresan conforme las células entran en la etapa de
diferenciacion terminal o progresan a NIC-AG o cancer invasor. La expresion
sostenida de los genes E6 y E7 es necesaria para mantener el fenotipo maligno.
Las proteinas E6 y E7 alteran la diferenciacion celular, reactivan la sintesis de
DNA, y estimulan la progresion del ciclo celular, E6 transactiva o reprime la
expresion de multiples genes y se une a numerosas proteinas celulares
incluyendo E6AP, una proteina ligasa de la via ubiquitina de la protedlisis. El
complejo E6/E6AP se une a la proteina supresora de tumores p53 marcandola
para ser degradada por los proteosomas. La proteina p53 induce la apoptosis y
frena el ciclo celular en respuesta al estrés genotéxico y dafio al DNA. El control
del ciclo celular lo ejerce en parte a través de inducir la expresion de p21, un
inhibidor del complejo cinasa dependiente de ciclinas G1/S-Cdk, necesario para la
progresion del ciclo celular. Por otra parte, es un activador de la transcripcion de
multiples genes celulares asociados a la respuesta al estrés celular y al dafio del
DNA (Figura 8). La pérdida de p53 conduce a la inestabilidad genética y una
rapida progresion a malignidad.

La proteina E7 del VPH16 se une a la proteina de retinoblastoma (pRb) y a otros
miembros de esa familia [13]. La union de E7 y pRB, ocurre con la forma
hipofosforilada de pRB provocando la liberacion del factor de transcripcion E2F, el
cual estimula la expresién de multiples genes involucrados en la progresion del
ciclo celular y la sintesis de DNA. La proteina E7 también se une y altera la

funcidn de factores de transcripcion AP-1, los cuales regulan la expresion genética
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de muchos genes. E6 y E7 ejercen un efecto traslapado en el control del ciclo

celular y en combinacion, inmortalizan eficientemente queratinocitos humano [12].
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Figura 8. Mecanismo de transformacién mediado por las proteinas virales E6 y E7 en cancer

v @ Unién
cervical, (modificado Burd [13]).
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derrennnsesssenens Cinasas dependientes de ciclinas
otras proteinas celulares

mitoticamente interactivas

Asi, E6 y E7 interactian con numerosos reguladores de la transcripcion celular,
tienen el potencial para modificar, directamente o a través de su efecto sobre p53
y Rb, la expresion de redes de genes en los queratinocitos. La busqueda de
patrones de expresion caracteristicos en el cancer cervical ha llevado al analisis
de proteinas involucradas especificamente en las vias afectadas por los
oncogenes virales. Por ejemplo, se ha demostrado la sobre expresién de algunos
genes como pl6, survivina, FasL, Fascina, Ciclina E, metaloproteinasas entre
otros, y la regulacion negativa de algunas proteinas de citoesqueleto y adhesion
[27,28].
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Recientemente, el surgimiento de los microarreglos de DNA ha permitido
investigar patrones globales de expresion de genes en canceres humanos,
especificamente en cancer cérvico-uterino [29-37]. Se han utilizado distintos
abordajes, en algunos casos se han analizado queratinocitos transfectados con los
oncogenes virales E6/E7 con el objetivo de investigar sus efectos directos sobre la
expresion génica. También se han utilizado lineas celulares positivas para VPH y
recientemente se han reportado un mayor nimero de estudios que analizan

muestras tumorales [37].

En su conjunto, los resultados obtenidos en distintos trabajos con microarreglos de
DNA han mostrado la alteracién de la expresion de genes involucrados en la
regulacion del ciclo celular y apoptosis (regulacion negativa de las vias
dependientes de p53 y Rb), proteinas de citoesqueleto, proteinas de respuesta al
dafio al DNA y proteinas inmunomoduladoras. Se ha observado, por ejemplo, que
se inhibe la expresion de TGF-B, y de mdltiples genes regulados por esta
interleucina, asi como también los genes de respuesta a interferbn como:
interferon-a, interferon-B; y por otra parte se induce la expresion de: NF-kpB y AP-1
y de mudltiples genes inducidos por que participan en la sefializacion de TNF-a o
NF-kB y AP-1 [26].

Muchos de estos genes estan asociados a la resistencia a la infeccién y la funcién
inmune del huésped. Por ejemplo, los interferones estimulan la expresion de las
moléculas HLA | y TAP1 y TAP2, proteinas involucradas en el procesamiento y
presentacion antigénica. De hecho, la expresion de estas proteinas se encuentra
disminuida o abolida en las NIC-AG y canceres invasores del cérvix, lo que
permite que el tumor pueda evadir la respuesta inmune celular [38]. Sin embargo
aun cuando existe algo mas de un centenar de articulos de microarreglos en Ca-
Cu, no se ha reportado que se enfoquen a la busqueda de marcadores de

diagnostico temprano.
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8. Vacunas.

En la actualidad, existen vacunas en el mercado que previenen la infeccion por
VPH oncogénicos tipo 16 y 18, que se asocian con 65-70% de Ca-Cu en todo el
mundo [39]. Estas vacunas tienen muy alta eficacia para la prevencion de la
infeccion y el desarrollo de neoplasias intraepiteliales cervicales de alto grado
(NIC2/NIC3) [40,41]. Sin embargo, las mujeres aun cuando estén vacunadas,
deben asistir a los programas para la deteccion temprana de Ca-Cu, ya que estas
vacunas solo protegen contra ciertos tipos de virus y todavia no se sabe cuanto
tiempo durara la respuesta inmune de proteccion contra los restos del VPH-AR
restantes [42,43]. En muchos paises las vacunas preventivas para HPV 16 y 18 se
han incorporado en el programa nacional de vacunacion, para nifias de 9 a 12
afios de edad [44,45]. Sin embargo, debido a que la incidencia de pico de Ca-Cu
se produce en las mujeres 45-50 afios de edad, el efecto de estos programas de
vacunacion preventiva en la reduccion de la prevalencia de Ca-Cu no se conocera
aun con claridad durante los siguientes 30 afios. Por lo tanto, es necesario mejorar

los procedimientos de deteccidn oportuna del Ca-Cu y el tratamiento.

9. Marcadores tumorales.

De acuerdo con los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH); un
biomarcador tiene la caracteristica de ser medido objetivamente como un
indicador de un proceso biolégico normal, proceso patoldogico, 0 respuesta
farmacolégica a una intervencion terapéutica. “Una molécula biolégica que se
encuentra en la sangre, en otros fluidos corporales o tejidos, es una sefal de un
proceso normal o anormal, de una condicion o de enfermedad. Un biomarcador
puede servir para ver como el cuerpo responde a un tratamiento en una
enfermedad o condicion. Los biomarcadores también se llaman marcador

molecular y firma molecular® [111].

El andlisis de los perfiles de expresion, esta usandose fuertemente para

caracterizar e identificar nuevos y mejores marcadores diagnostico marcadores

16



tumorales (marcadores especificos de tumor o asociados a tumor). Estos perfiles
son generados por el analisis de RNA mensajero (MRNA); patrones de metilacién
del DNA, con el uso de sondas especificas que son utilizadas para detectar su

complementario y perfiles de expresion de proteinas en tumores.

Existen claros ejemplos de marcadores con aplicacion clinica: ya sea de
prediccién, deteccién, diagnostico o prondstico. Sin embargo, pocos
biomarcadores son altamente sensibles y especificos al mismo tiempo, para la
deteccion en cancer [111]. La sobreexpresion del gen Her2/Neu, para cancer de
mama es un ejemplo de un biomarcador predictivo; el Antigeno Prostatico
Especifico (PSA): para Cancer de prostata; CA 125, en Cancer de ovario;
Gonadotrofina Coridénica Humana y Alfafetoproteina, para el Cancer de testiculo;
Tiroglobulina y Calcitonina, en Cancer de Tiroides; EGFR, en cancer de pulmon
por mencionar algunos ejemplos [46,111].

En el cancer cervical se han descrito diversos biomarcadores, que pueden ser
Gtiles como método de deteccién, sin embargo, estos no han sido completamente
validados con estudios con la alta calidad que se requiere, evaluando la
especificidad y sensibilidad de las pruebas. EI conocimiento acerca como el VPH
es el agente causal del cancer cervical, que ha sido estudiado durante décadas y
esto ha abierto la posibilidad de improvisar estrategias de prevencion y practicas
de deteccién, que mejoren las existentes. Algunos de los genes propuestos como
biomarcadores funcionales incluyen marcadores del ciclo celular tal como
CDKN2A, Ki-67, PCNA, p53, proteina de retinoblastoma (pRB), p21, p27, MCM5,
CDCe6, ciclina A, E y D, marcadores de diferenciacion escamosas citoqueratina
(CK) tal como CK14 y CK13 y otras moléculas como involucrina, telomerasa
(TERT), survivina, VEGF, FHIT y otras mas [1].

10. Pruebas de diagndéstico, prondstico y de seguimiento.

Durante muchos afios, la prueba de Papanicolaou (Pap) ha sido el procedimiento
de pesquisa mas importante para la deteccion temprana de Ca-Cu, y su aplicacion
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masiva en los paises desarrollados ha disminuido la incidencia de la Ca-Cu por
mas de 50% en los ultimos 40 afios [47]. Las mujeres con pruebas Pap anormales
son remitidas a la colposcopia, para que se confirme, descarte o aclare el
diagnoéstico junto con el estudio histopatolégico. Sin embargo, la sensibilidad
promedio de citologia para la deteccion de lesiones NIC es 50 a 60%; Aunque la

especificidad es muy elevada, aproximadamente un 90% [48].

Como es ampliamente conocido que el virus VPH es indispensable para el
desarrollo de Ca-Cu, varios procedimientos para detectar el genoma del VPH se
ha incorporado la deteccibn del Ca-Cu. En comparacion con la citologia
convencional, pruebas de DNA de VPH tiene mayor sensibilidad pero baja
especificidad para la deteccién de lesiones CIN2 o superior (CIN2+). La alta
sensibilidad y alto valor predictivo negativo (VPN) de pruebas de DNA de VPH
para la deteccién de lesiones CIN2+ sugiere que podria ser utilizado para ampliar
los intervalos de seguimiento [49]. En la Tabla Il se resumen algunos de los
trabajos publicados en donde se compara la sensibilidad y especificidad para la
prueba de DNA de VPH, en y se muestra incluso el valor predictivo de esta

prueba.
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Tabla Il. Revisidon de articulos que evaltan sensibilidad y especificidad en muestras de cancer cervical

NUmero total

Referencia Afio de muestras casos/controles  VPH-AR sensibilidad  especificidad VPP VPN
Kulasingam y cols.®” 2002 4358 1074/3318 1047 68.1 90 98.4
Coste y cols.PY 2003 2585 389/1405 96 82

Petry y cols.l? 2003 7908 521/8083 521 97.8 95.3 10.9 100
Brigas y cols. 2005 13842 497/1036 437 97 92.4

Mayrand y cols.* 2007 9977 5059/5095 399 97.4 94.3 7 100
Cardénas-Turanzas y cols.®™ 2008 1850 443910 240 69 93 17 99
Del Mistro y cols.® 2010 749 147/582 123 93.1 78.6 14.9
Lazcano-Ponce y cols.®”! 2010 50,159 1106/49053 4,418 93.3 89.2

VPH-AR= virus de papiloma humano alto riesgo. VPP=Valor predictivo positivo, VPN=Valor predictivo
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Sin embargo, la baja especificidad de las pruebas de DNA de VPH aumentaria
el numero de examenes de seguimiento y derivaciones de la colposcopia, o
que asi mismo acrecentaria el costo de la investigacion [58]. Ademas en paises
como México el acceso a este diagnodstico aun es dificil por los pocos equipos
disponibles y personal calificado para el desarrollo de esta técnica. Por lo tanto,
la necesidad de desarrollar nuevos métodos para la deteccidén temprana de Ca-
Cu con alta sensibilidad y especificidad es evidente.

Multiples marcadores de tumor asociados con CIN2 han sido identificados,
especialmente CDKN2A, TOP2A y MCM2. Sin embargo, estos marcadores no
se han propuesto para la deteccion, estdn mas dirigidos para diagndstico,
pronéstico o tratamiento [1,27]. El tratamiento actual para el cancer cervical
invasivo es la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia o una combinacion de

estas terapias, dependiendo de la fase clinica de la enfermedad.

El éxito de las terapias convencionales y la supervivencia de las pacientes
disminuyen conforme la enfermedad progresa a etapas mas avanzadas [59].
De hecho, el porcentaje de mujeres que sobreviven 5 afios disminuye de 93%
hasta un 15%, entre el estadio IA al estadio IVB (www.cancer.org). A diferencia
de otros tipos de céncer, en los cuales ya varios medicamentos moleculares
especificos se han desarrollado [60]; hasta el momento para el cancer cervical
no hay terapias moleculares especificas dirigidas. La mayoria de los
medicamentos contra blancos especificos en cancer se dirige hacia las
proteinas mutantes, especialmente proteinas cinasas [61]. Sin embargo,
algunos farmacos que utilizan como blanco normales que son sobre-
expresadas, como HER2/neu en el cancer de mama [62,63]. El primer paso
para el desarrollo de un medicamento molecular es la identificacion de blancos
moleculares universales gque estan presentes en los pacientes con Ca-Cu y

ausente en mujeres sanas.
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HIPOTESIS.

Existe un patron de genes asociados al Ca-Cu, causado por la infeccion con
VPH, estos genes que aun no han sido descritos, pueden participar en
procesos como progresion o invasion en Ca-Cu. Estos genes estaran alterados
en la mayoria de los tumores y podrian servir como blancos para deteccion

temprana o terapia en cancer.

PROBLEMA DE INVESTIGACION.

El Ca-Cu es un problema de salud publica por ser uno de los tumores mas
frecuentes en mujeres en México. Existe una asociacion entre el desarrollo de
este tipo de cancer y la infeccibn con VPH en las mujeres, por lo cual
esperamos que exista un grupo de genes expresados solo en muestras
tumorales positivas a VPH y no en tejido sano. Estos genes pueden ser
prometedores como blancos para detecciéon temprana por nuevos métodos
sensibles y especificos, asi como para terapia. En la actualidad, existe la
necesidad de desarrollar nuevos métodos de deteccion temprana para el Ca-

Cu con alta sensibilidad y especificidad al mismo tiempo.

Existen preguntas que requieren ser contestadas:

¢, Cuales son los genes que participan en la invasion en el Ca-Cu?

¢ Existen alteraciones genéticas comunes en todo el Ca-Cu que puedan

utilizarse como blancos para diagndéstico y terapia?

¢ Existen alteraciones genéticas comunes en las lesiones pre-invasoras
de Ca-Cu que puedan utilizarse como blancos para deteccion temprana

y terapia?
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OBJETIVO GENERAL:

Identificar y caracterizar blancos celulares presentes en la mayoria de muestras
Ca-Cu positivas para VPH16 y que no se expresen en el epitelio normal del
cuello uterino, con una diferencia significativa entre los dos grupos para ser
considerados como posibles marcadores, con una sensibilidad y especificidad
cercana al 100%, para la deteccioén temprana en Ca-Cu.

Objetivos secundarios:
e [dentificar genes asociados al proceso de invasion en el cancer de
cuello uterino, en muestras positivas para VPH16, mediante el uso

de microarreglos de expresion.

e ldentificar genes universales alterados en el cancer de cuello

uterino que sean utiles como blancos diagnésticos o terapéuticos.

eCalcular la sensibilidad y especificidad de los marcadores para

cancer de cuello uterino.

¢ VValidar marcadores Utiles para pesquisa en las lesiones de bajo y

alto grado.
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MATERIAL Y METODOS.
1. Muestras.

En este trabajo se incluyeron un total de 144 muestras de pacientes, las cuales
pertenecen a cuatro grupos de estudio: 1) 69 biopsias de pacientes con Ca-Cu
invasor, diagnosticadas en el Servicio de Oncologia en el HGM; 1l) 29 muestras
de pacientes con lesiones de bajo grado (NIC1); Ill) 21 muestras de pacientes
de alto grado NIC (NIC2 6 NIC3) y IV) 25 epitelios de mujeres con cuello
uterino normal, obtenidos en el Servicio de Ginecologia y Obstetricia en el
HGM.

Las muestras de Ca-Cu invasor pertenecen a una coleccion total de 462
biopsias de pacientes, que forman parte de un banco de tejidos de la unidad de
medicina Gendmica y se colectaron de forma secuencial durante un periodo
desde noviembre de 2003 hasta julio de 2007, y que ademas representan
aproximadamente el 80% de las pacientes de recién diagnostico para Ca-Cu.
Para cada paciente participante en el estudio, una carta de consentimiento
informado fue obtenida y el estudio fue aprobado por el comité de ética del
HGM.

Asi mismo, los criterios de seleccion de las 69 muestras de Ca-Cu se basaron
en la disponibilidad de una biopsia de tumor fresco para la extraccion de RNA,
con mas del 70% de células tumorales en el analisis morfolégico (ver abajo), en
su mayoria FIGO etapa Il y el tipo viral. Este grupo de Ca-Cu, incluy6 47
muestras positivas para el VPH16 y 22 muestras positivas para otro tipo de
virus incluyendo VPH 18, 31, 33, 45, 51, 58 y 59. Del total de las 69 muestras
de Ca-Cu, 54 fueron carcinomas de células escamosas, 14 adenocarcinomas y
1 muestra de un carcinoma adenoescamoso. La edad promedio de las
pacientes con cancer fue de 48 afos (rango 23-78, Tabla Ill). Todas las
pacientes recibieron evaluaciones clinicas completas, la clasificacion de los
tumores de las pacientes se realizO segun los Ultimos protocolos

internacionales aprobados para el cancer ginecolégico [64].
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Tabla lll. Resumen de los datos clinicos, tipo viral, edad, arreglo

utilizado para la expresion génica.

Muestra® Histologia Etapatumor VPHtipo Edad (afios) Técnica
R0O15 CCE 11B 16 42 MA1/gRT-PCR
R035 CCE B2 16 48 MA1-MA2/qRT-PCR
R052 ADC 11B 16 54 MA1/gRT-PCR/IH
R0O57 ADC 1B1 16 32 MA1/qRT-PCR/IH
R0O70 CCE 11B 16 74 gRT-PCR
R0O72 CCE 1B1 16 61 MA1-MA2/qRT-PCR
R081 ADC IB1 16 41 gRT-PCR
R093 ADC IB1 16 57 MA1/qRT-PCR/IH
R094 CCE IB1 16 45 MA1/gRT-PCR
R124 CCE IB1 16 42 MA1-MA2
R170 CCE 11B 16 67 MA1/gRT-PCR
R183 CCE 1B1 16 64 MA1-MA2/qRT-PCR
R189 ADC IB1 16 47 MA1-MA2
R221 CCE 1B2 16 41 MA1-MA2/qRT-PCR
R230 CCE 1B1 16 62 MA1-MA2
R232 CCE 1B2 16 45 MA1/gRT-PCR/IH
R240 CCE 1B 16 31 MA1-MA2/qRT-PCR/IH
R245 CCE A 16 64 MA1/qRT-PCR/IH
R251 CCE IB1 18 61 gRT-PCR
R254 CCE 1B1 33 23 gRT-PCR/IH
R255 CCE 1A 16 45 MA1/gRT-PCR/IH
R256 CCE A 45 78 gRT-PCR
R258 CCE IB1 16 36 MA1/gRT-PCR/IH
R261 CCE IB1 18 43 gRT-PCR
R265 CCE 1B1 16 46 MA1-MA2/qRT-PCR/IH
R266 CCE 1A 18 51 gRT-PCR/IH
R268 CCE 1B 16 34 gRT-PCR
R269 CCE 1B1 16 66 gRT-PCR
R278 CCE 1B1 45 54 gRT-PCR/IH
R284 ADC 1B2 16 33 MA1/qRT-PCR
R296 CCE 1B2 31 48 gRT-PCR/IH
R308 ADC 1B1 16 45 MA1/qRT-PCR/IH
R312 ADC 1B2 16 34 MA1/gRT-PCR
R315 CCE 1B 16 41 MA1-MA2/qRT-PCR
R316 CCE IB1 51 67 gRT-PCR
R324 CCE 1B2 16 28 MA1-MA2/gRT-PCR/IH
R330 CCE 1B1 16 72 MA1-MA2/qRT-PCR/IH
R333 CCE 11B 16 56 MA1/gRT-PCR
R335 ADC 1B1 16 37 MA1/qRT-PCR
R336 CCE B2 16 36 MA1-MA2/qRT-PCR
R339 CCE 1B2 16 31 MA1-MA2/qRT-PCR
R343 CCE 1B1 31 49 gRT-PCR/IH
R359 ADC 1B2 16 34 MA1/gRT-PCR
R367 CCE 1B2 18 45 gRT-PCR
R369 CCE IB1 16 50 MA1-MA2/gRT-PCR
R378 CCE 1B2 16 42 MA1-MA2/qRT-PCR
R379 CCE 1B2 18 59 gRT-PCR/IH
R381 CCE 1B2 31 46 gRT-PCR
R385 CCE 1B2 45 a7 gRT-PCR
R393 CCE IB1 31 42 gRT-PCR
R396 ADC 1B2 16 53 MA1/qRT-PCR
R400 CCE B2 58 32 gRT-PCR
R403 CCE 1B 16 34 MA1/gqRT-PCR
R405 CCE 1B1 33 51 gRT-PCR/IH
R409 CCE B2 16 68 MA1-MA2/gRT-PCR
R411 CCE 1B1 16 34 MA1-MA2/qRT-PCR
R412 CCE B2 16 33 MA1-MA2/gRT-PCR
R413 CCE 1B2 31 54 gRT-PCR
R415 ADE 11B 16 55 MA1/gRT-PCR
R425 CCE IB1 59 64 gRT-PCR
R434 ADC 1B1 16 34 MA1/qRT-PCR
R441 ADC 11B 16 24 MA1/gRT-PCR/IH
R443 CCE 1B1 16 34 MA1/qRT-PCR
R446 ADC IB1 16 43 MA1/gRT-PCR
R451 CCE 1B2 45 36 gRT-PCR/IH
R469 CCE IVB 51 60 gRT-PCR
R482 CCE B2 16 61 MA1/gRT-PCR/IH
R487 CCE 1B1 45 73 gRT-PCR/IH
R488 CCE 1A 58 55 gRT-PCR
C01X ECN Negativo 33 MA1/gRT-PCR
C04X ECN Negativo 45 gRT-PCR
CO05X ECN Negativo 36 MA1-MA2/gRT-PCR
Co7X ECN Negativo 37 MA1-MA2/qRT-PCR
C10X ECN Negativo 45 MA1-MA2
C11X ECN Negativo 39 gRT-PCR
C12X ECN Negativo 30 gRT-PCR
C13X ECN Negativo 29 MA1-MA2/qRT-PCR
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C16X
C19X
C21X
C29X
C30X
COl1E
CO3E
CO6E
C10E
Cl11E
C12E
C13E
C16E
C17E
C19E
C20E
C28E
C32E
N008
NO13
NO014
NO17
N025
N027
N029
NO30
NO31
NO38
N040
N044
N046
NO51
NO53
N066
NO67
NO71
NO73
NO77
N080
N081
N082
N097
N098
N101
N102
N103
N104
N002
NO10
NO018
N085
N089
N096
NO0O06
NOO07
NO11
NO16
NO023
N065
NO084
NO87
NO088
NO090
N091
N105
N106
N107
N108

ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
ECN
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC1
NIC2
NIC2
NIC2
NIC2
NIC2
NIC2
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3
NIC3

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
ND
ND
ND
ND

gRT-PCR
MA1-MA2/qRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
MA1/qRT-PCR
MA1/qRT-PCR
MA1/gRT-PCR
MA1/gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
MA1/qRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
MA1/qRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
QRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
QRT-PCR
gRT-PCR
gRT-PCR

CCE, carcinoma de células escamosas; ACC, adenocarcinoma; ASCC, Adenoescamoso; ECN,
epitelio cervical normal; NIC, Neoplasia intraepitelial cervical; MA, microarreglos; MA1, HG-

Focus; MA2, HG-ST1.0; gRT-PCR, PCR cuantitativa en tiempo real; IH, Inmunohistoquimica; ND,

no determinado.

2 El cddigo de las muestras control C terminado con X es exocervix y el terminado E es endocervix.

Se tomaron una o dos biopsias de tumores seleccionadas por evaluacion

colposcopica, y de estas biopsias una de ellas se dividié en dos partes iguales,
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una parte se fijo en formol tamponado para analisis morfolégico y la otra parte,
junto con la segunda biopsia, se congelaron completamente en hielo seco y se
almacenaron a -80°C hasta su andlisis. Todas las pacientes se refirieron para
recibir tratamiento por cirugia, radio o quimioterapia, o la combinacion de estos
mismos de acuerdo con las guias de la Sociedad Americana de Cancer. Para
la obtencibn de las muestras de cérvix control, las pacientes fueron
diagnosticadas en el Servicio de Ginecologia del Hospital General de México,
de estas pacientes que se sometieron a histerectomia debido a miomatosis, se
tomaron las biopsias de epitelio normal, previo a la operacion para cada una de
ellas, se evalud y se registro el cérvix normal aparentemente, por citologia y
colposcopia. En el quir6fano, inmediatamente después de recibir el fragmento
de cérvix, el epitelio endocervical o exocervical, este se disecdé bajo un
microscopio estereoscopico para evitar las células estromales. Los tejidos se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

2. Disefio experimental.

Para la deteccion y tipificacion de los VPH, una muestra de exudado cervical de
endocervix y exocervix se colectdé con un citobrush tanto de pacientes como de
controles (previo a la toma de biopsia), y las células fueron suspendidas en un
vial con buffer de extraccién y estas se almacenaron a -20°C hasta su analisis.
El analisis de la expresion génica global (8,623 genes), se realizd con el RNA
aislado de 43 biopsias de tumores frescos y de 12 muestras de epitelio cervical
normal, empleando el microarreglo de HG-Focus. Adicionalmente la expresion
global de los genes se validé en 24 muestras, incluyendo 19 Ca-Cu, y 5
controles de epitelio cervical normal. Con un segundo microarreglo de alto
rendimiento HG-ST1.0.

Los 23 genes que mostraron los mayores valores de desregulacion se
validaron por PCR en tiempo real (QRT-PCR) en 44 muestras de Ca-Cu
positivas para VPH16 y 25 muestras controles. Los 7 de estos genes se
evaluaron ademas en 22 muestras positivas para otros tipos de VPH. Los 6
genes con la mayor expresion diferencial (CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2,
NUSAP1 y CDKN3) se exploraron posteriormente en lesiones pre-invasoras, 29
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de bajo grado (NIC1) y 21 de alto grado (NIC2/3), para investigar si estos
genes podian distinguir entre Ca-Cu y NIC2/3 (NIC2+) de los NIC1 y controles.
La validacion por inmunohistoquimica (IH) se realizé para 10 de las proteinas
seleccionadas, en 26 muestras de Ca-Cu y 10 muestras control. Finalmente la
asociacion de 6 marcadores con la sobrevida que se analizé en 42 pacientes

de Ca-Cu positivas para VPH16, que fueron seguidos por al menos 42 meses.

3. Extraccién de DNA y RNA.

El DNA se purificd de los exudados cervicales y de algunas biopsias mediante
el kit de DNA de PureLink (Invitrogen, Grand Island NY) y almacenado a -20°C
hasta su andlisis. EI RNA total fue obtenido de la mitad de una biopsia con el
uso del reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo las
recomendaciones de manufactura del proveedor. La calidad del RNA fue
confirmada por el gel de la agarosa verificando que la presencia del RNA
ribosomal estuviera intacto con las bandas 28s y 18s, ademas 28s el doble de
intensa que 18s (Figura 9). La pureza de las muestras del RNA también fue
evaluada por espectrofotometria donde la proporcién OD 260/280 fue mayor de
1.8. La concentracion fue expresada en ng/uL y fue ajustada a 1ug/uL en todas

las muestras.

4. Deteccion y tipificacion del VPH.

La deteccion de VPH se realizo mediante PCR con primers universales para el
gen L1 del VPH MY09/MY1ll, GP5+/6+ y L1C1l como se ha descrito
anteriormente [65-67]. El gen de beta globina (HBB), fue utilizado como control
interno para evaluar la calidad del DNA. Los tipos de VPH fueron identificados
mediante la secuenciacion de las bandas amplificadas en muestras positivas
utiizando un método de secuenciacién del ciclo fluorescente (BigDye
Terminator Applied Biosystems, Foster city, CA). El andlisis de la secuencia se
realiz0 mediante un analizador genético 3130xI ABI PRISM (Applied
Biosystems). Cada secuencia de las muestras positivas de VPH se analizo con
la herramienta de similaridad FASTA [68]. La identidad del porcentaje promedio
de estas secuencias para tipos de VPH fue 98.7% (rango, 91-100%).
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de RNA total proveniente de biopsias muestras de tumores y muestras controles, M
indica marcador de peso molecular. La figura muestra como indicadores la banda 28s y 18s ribosomal. 28s debe de ser el doble de
intenso que 18S. El mRNA aparece 0.5 a 9 kB. La figura muestra algunos ejemplos representativos de las muestras usadas en este
estudio.
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5.- Analisis del perfil de expresion génicay analisis de datos

Los perfiles de expresion génica de 43 muestras de Ca-Cu positivos para
VPH16 y 12 controles sanos fueron examinados usando el microarreglo de
oligonucledtidos (MA) de expresion Human Gene Focus (HG Focus, Affymetrix,
Santa Clara, CA). Ese arreglo contiene ~8794 sondas que corresponden con
8638 genes humanos caracterizados en la base de datos Gene Reference.
Para la sintesis de cRNA, se utilizé 10 pg de RNA total, siguiendo los
protocolos del proveedor (Affymetrix, GeneChip Expression Assay manual).
Brevemente: para la sintesis de cDNA de doble cadena (ds-cDNA) se utilizé 10
ug de RNA, la enzima Transcriptasa Reversa SuperScrib Il (Invitrogen) y el
primer oligo(dT) conteniendo un promotor de RNA para sintesis de la primera
cadena. El marcaje del cDNA con biotina fue obtenido por trascripcion in vitro
después de la adicion de la enzima polimerasa T7 y nucleétidos biotinilados
(Enzo, Biochem). ElI cDNA marcado fue fragmentado e hibridado en los
GeneChips HG-Focus, a 42° C por 16 h.

Posteriormente los MA se tifieron con el complejo ficoeritrina (PE) conjugada
con estreptavidina y se lavaron con la ayuda de la estacion de fluidos 400.
Finalmente los MA se escanearon y se analizaron evaluando los parametros de
control de calidad de la hibridacion y de todo el experimento en su conjunto.
Para evaluar la calidad de los experimentos inicialmente se utilizaron las
recomendaciones del proveedor, de los siguientes parametros: expresion
aumentada de controles de poly-A exégenos (Lys, Phe, Thr, Dap), la presencia
de oligo B2 usada para los alineamientos en rejilla, con un margen de ruido de
fondo aceptable de 20 a 100, a través de todas las muestras, el porcentaje de
los llamados presentes mayor al 50%, una relacién 3°/5° de un gen constitutivo
(GAPDH o B-actina) menor de 3, y la expresion incrementada de los controles
de hibridacion (BioB<BioC<BioD<cre). Finalmente soOlo se analizaron los
ensayos que cumplieron con todos los parametros de calidad Optima. Durante
la realizacion de estos experimentos, algunas muestras se analizaron por
duplicado para evaluar la reproducibilidad de los experimentos, y como

resultado fue superior al 99%.
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Los valores de la intensidad de los ensayos de MA, fueron normalizados con el
algoritmo RMA (Robust Multichip Average), utilizando el programa FlexArray
[69]. Los valores de intensidad normalizada fueron referidos como unidades de
intensidad (Ul). Los genes expresados de forma diferente entre los tumores y
controles fueron identificados mediante el algoritmo SAM (Significance Analysis
of Microarrays, SAM version 3.0, http://www.stat.stanford.edu/~tibs/SAM),
utilizando los valores de corte: un cambio en nimero de veces (fold change
(FC) de >1.5, un valor de FDR (false discovery rate) de 1% y un FDR local de
10% [70]. El andlisis de agrupamiento jerarquico y el analisis de componente
principal fueron realizados con el programa dChip (versién 1.6,

www.dCHIP.org) y el lenguaje R de la plataforma Java'’s respectivamente.

6. Validacion de la expresion génica Global por con un segundo ensayo

de micro arreglos de alto rendimiento (Microarray HG-ST1.0).

El perfil de expresién génica de 24 muestras exploradas con el HG-Focus
microarray, incluyendo 19 Ca-Cu y 5 epitelios cervicales control, también fue
examinado con el Gene Human ST1.0, microarreglo de ologonucleotidos
(Affymetrix, Santa Clara, CA). Este arreglo contiene 33,297 sondas que
corresponden a aproximadamente 20,741 genes de la base de datos de
referencia de genes humanos segun la UCSC Genome Browser Assembly Mar.

2006 NCBI 36/hg18, disponible en http://genome.ucsc.edu/. Para los ensayos

un total de 300 ng de RNA total fue requerido, durante la sintesis del cDNA se
realizd el marcaje en la sintesis de DNA, la hibridacion, escaneo y analisis de
imagen, se realizaron siguiendo los protocolos del proveedor (Affymetrix,
GeneChip Expression Assay manual). Para evaluar la calidad de los
experimentos, los siguientes parametros se evaltuan: expresion de los controles
exdgenos de poli-A, la presencia de oligo B2 solo para hacer los alineamientos
las alineaciones de rejilla y los valores del area bajo la curva (AUC) tienen que
estar por encima de 0,8., y al igual que con el otro microarreglo, sélo se
analizaron los controles de calidad 6ptima. Los microarreglos se normalizaron
utilizando el algoritmo RMA en la consola de expresion de Affymetrix. Los
valores de intensidad normalizada fueron contemplados como unidades de

intensidad (UIl). Las intensidades normalizadas (log2 valores) de la 8,370 genes
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que fueron examinados en ambos microarreglos (HG ST1 y HG focus) se
compararon, y el nivel de correlacion se evalué con el coeficiente de

correlaciéon de Pearson.

7. Validacion de la expresion génica global por RT-PCR en tiempo real
cuantitativa (QRT-PCR).

La transcripcion reversa de RNA total fue realizada usando el kit “High Capacity
cDNA Archive Kit” (Applied Biosystem, CA) en un volumen final de 20 uL. La
mezcla de reaccion incluia RNA total 2 pg, buffer RT 10X 2 uL, dNTP 100 mM
0.8 pL, random primer RT 10X 2 uL, Transcriptasa Reversa MultiScribe™ (5
U/uL), 1 uL y inhibidor de RNasa (2 U/uL), 1 ulL. Las reacciones fueron
incubadas por 10 min., a 25°C, por 120 min., a 37° C y 5 seg., 98°C y

posteriormente el cDNA fue almacenado a -20° C hasta sus uso.

La expresion se valido para los 23 genes con mayor significancia estadistica en
44 Ca-Cu VPH16-positivo y 25 muestras de control sano epitelio cervical con
gRT-PCR usando sondas TagMan (Appplied Biosystem, CA). Los genes
incluidos son CCNB2, CDC2, CDC20, CDKN2A, CDKN3, CKS2, MCM2,
MKI67, NUSAP1, PCNA, PRC1, RFC4, RRM2, SMC4, SYCP2, TOP2A, TYMS,
ZWINT, CFD, EDN3, NDN, SLC18A2 y WISP2. El gen GAPDH fue utilizado
como control interno (Tabla 1V), la utilizacion de este gen se ha descrito
previamente [71]. Adicionalmente 7 genes fueron también explorados en
muestras de 22 Ca-Cu positivas para otros tipos de VPH (CCNB2, CDC20,
CDKN3, PRC1, SYCP2, NUSAP1, TYMS). Ademas en las lesiones precursoras
29 NIC bajo y 21 NIC de alto grado, también se exploré la expresion de los 6

primeros de ellos, junto con los genes CDKN2A, PCNA y MKI67.

Todos los experimentos fueron corridos por duplicado en un volumen final de
reaccion de 20 puL, incluyendo cDNA molde 200 ng, mezcla de Universal PCR
Master mix (Applied Biosystems) 10 uL y sonda Tagman 20X, 1 uL y agua libre
de RNAsa 7 uL. Las condiciones reaccion en el termociclador fueron las

siguientes: etapa inicial de activacion a 50° C por 2 min., seguido de 10 min., a
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95° C y 40 ciclos cada uno con una etapa de fusion por 15 seg., a 95° C y
alineacion/extension por 1 min., a 60° C. El termociclador utilizado fue el Rotor-
Gene de Corbett Research (Sydney, Australia). Los valores de la mediana de

las desviaciones estandar de los Ct en duplicados oscilaron entre 0,09 y 0.24

(media = 0,16) entre los 23 genes, lo que sugiere que las variaciones entre los

duplicados fueron muy pequefias [72].

Tabla IV. Sondas TagMan para ensayos de expresion
de Applied Biosystems.

Simbolo del gen No. de Assay ID Tamafio pb
CCNB2 Hs00270424 _m1 73
CDcC2 Hs00364293 m1 92
CDC20 Hs00415851 g1 108
CDKN2A Hs00233365_m1 117
CDKN3 Hs00193192_m1 83
CFD Hs00157263 _m1 72
CKS2 Hs00854958 g1 88
EDN3 Hs00171177_m1l 78
GAPDH Hs02758991 g1 93
MCM2 Hs00170472_m1 82
MKI167 Hs00606991 m1 137
NDN Hs00267349_s1 109
NUSAP1 Hs00251213 m1l 80
PCNA Hs00427214 g1 138
PRC1 Hs01597831_m1 112
RFC4 Hs00427469 _m1 73
RRM2 Hs00357247_g1 79
SLC18A2 Hs00996835_m1 145
SMC4 Hs00374522_m1 91
SYCP2 Hs00204558 m1 123
TOP2A Hs01032127 gl 76
TYMS Hs00426591 m1 87
WISP2 Hs00180242_m1 81
ZWINT Hs00199952 m1l 73

La medicion de la expresion de los genes fue basada en curvas estandar
relativas, de 5 ordenes de magnitud distinta, que van desde 500 a 0.05 ng
construida a partir de una mezcla de cDNAs de Ca-Cu o epitelio normal. La
primera curva se utiliz6 para calcular los valores de los genes sobre
expresados y la segunda curva los valores de los genes que disminuyeron su
expresion. Se probaron las curvas para cada gen en tres diferentes
experimentos y los valores de los coeficientes de correlacién (r) fueron
superiores a 0.98. El nivel expresion de genes blanco se normalizé para cada

tumor y ejemplo de control de la intensidad de la referencia interna.
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En la normalizacion se midieron los valores de intensidad en ng/mL. Una
prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) se llevd a cabo para probar una
distribucion normal de datos de expresion genética. EI cambio en la expresion
en “Fold-change” FC se obtuvo dividiendo la mediana intensidad normalizada
de las muestras tumor por la mediana de intensidad normalizada de las
muestras control. La significancia estadistica entre las medianas de tumores y
controles se calcul6 con la prueba no paramétrica de Mann—-Whitney (MW). Las
correlaciones entre los resultados de MA y los gRT-PCR fue realizada usando

los valores log2 y medido usando el coeficiente de correlaciéon de Pearson.

8. Inmunohistoquimica.

La expresion de 10 genes a nivel de proteinas fue determinada en 26 muestras
de Ca-Cu y 10 muestras control por inmunohistoquimica (IH). La construccién
de dos microarreglos de tejidos (MAT), fue realizada en el laboratorio, uno de
ellos contiene: 14 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16 y 5 controles y en
el otro contenia 12 muestras de Ca-Cu positivas para otros tipos virales de
VPH y 5 muestras controles. La proteina NUSAP1 fue explorada solamente en
el primer MAT. Las muestras cilindricas de regiones seleccionadas en el bloque
de tejido incluido en parafina, se les realiz6 una escision retirando del bloque
una porcién de 2mm de didmetro (previamente seleccionados en las laminillas
tefidas con hematoxilina y eosina (H&E) y se transfirieron en un recipiente para
definir la posicion de las muestras y ser nuevamente re-incluidos en parafina.
Todos los bloques de tejidos de las pacientes se obtuvieron del Servicio de
Patologia del HGM.

Para realizar la inmuhistoquimica, secciones seriadas de 4 um del TMA fueron
cortados y el decimo corte fue tefiido con H&E para confirmar el diagndstico
histopatoldgico. Para retirar la parafina, los cortes fueron inmersos en xileno y
posteriormente se rehidrataron con alcohol en diferentes grados (70%, 95%,
90%, 80% y 100% v/v en agua). La recuperacion del antigenos se realiz
colocando las laminillas de los MAT, en una solucion amortiguadora “Target
Retrieval Solution”, pH 6.0 (Dako, Carpinteria, CA) de recuperacion antigénica,

por 5 min.,, a 121° C en una olla a presion. La actividad de peroxidasa
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endogena fue bloqueada por incubacion de las laminillas de MAT con peroxido
de hidrogeno al 1% diluido en PBS por 10 min., asi como también un blogueo
de proteinas inespecificas, por la adicion de el reactivo Universal Blocking
Reagent 10X, (Biogenex, Fremont CA) 100 pL y se incub6 durante 10 min. Los
anticuerpos primarios dirigidos contra PCNA (sc-53407); pl6 para CDKN2A
(sc-71804); PRC1 (sc-56345); Ciclina B2 para CCNB2 (sc-81241); CDC2 para
p34 (sc-70822); SCP-2 para SYCP2 (sc-20048); y CDKN3 (sc-475); se
obtuvieron de Santa Cruz Biotecnologica (Santa Cruz, CA). Los anticuerpos
contra Ki-67 para MKI67 (cat. M7187); CDC20 (cat. 34—1900), y NUSAP1 (cat.
H00051203-B01) se obtuvieron de Invitrogen, Dako (Glostrup, Dinamarca) y
Nova biologico (Littleton, CO), respectivamente. Los anticuerpos remarcados
en negrillas hacen referencia a anticuerpos monoclonales, el resto son

policlonales.

La dilucién utilizada para todos los anticuerpos fue 1:100, excepto CDC2, (1:50)
y NUSAP1 (1:250) y el diluyente de anticuerpo utilizado fue de Dako. En un
volumen final de 300 plL, adicionado a cada seccion y las laminillas se
incubaron durante la noche a 4°C en camara humeda. El complejo antigeno-
anticuerpo se detecto por el método avidina-biotina peroxidasa utilizando como
un sustrato cromogénico 3,3 -diaminobenzidina-tetrahydrocloride (Cat. KO679
LSAB+ Sys/HRP; Dako Cytomation Carpinteria, CA), y los cortes finalmente se

contratifieron con hematoxilina. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

En cada experimento se incluyd un control positivo para los anticuerpos
SYCP2, PRC1, CCNB2, CDKN3, CDC2 y CDC20. El anticuerpo para SYCP2
se probo en tejido de testiculo de recién nacido; Los anticuerpos para PRC1,
CDC2 y CCNB2 se probaron en tejido de cancer de colon; y CDKN3 se probé
en tejido de cancer de pulmén. Todos los bloques de tejidos se obtuvieron de
material de archivos del servicio de patologia del HGM. El porcentaje de células
tefidas se calcul6 en un andlisis de 10 campos sucesivos de células
neoplasicas. Se identifico la localizacion celular de la reaccion inmune, y la
intensidad de la sefal clasific6 de 0 a 4+, en donde 0 no indica ninguna
coloracién alguna. Para todos los anticuerpos, raramente las sefiales de la

reaccion inmune se encontraron en el estroma y no se registro para el analisis.
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Las laminillas se analizaron por 2 patélogos. Los pocos casos que llegaron a
ser discordantes en sus mediciones se reevaluaron y se registraron

nuevamente para tener una opinién consenso.

9. Andlisis de supervivencia de pacientes con cancer.

Las pacientes con cancer cervical recibieron un tratamiento individualizado de
acuerdo a la clasificacion FIGO vy siguiendo las recomendaciones de
tratamiento para cancer cervical de la American Cancer Society (ver Tabla V).
Después del término de tratamiento, cada paciente se evalud clinicamente
cada 3 6 6 meses por un oncélogo experimentado. Posteriormente, para el
estudio de seguimiento los datos clinicos complementarios se obtuvieron de los
registros médicos de pacientes. Ademas, una trabajadora social realizo
llamadas telefonicas y visitas al hogar las pacientes cada 6 meses durante el
estudio, 42 meses después tratamiento. Se obtuvieron los registros completos
de pacientes vivas, los casos desconocidos y de pacientes fallecidas, se

siguieron segun el numero de meses indicado en la Tabla V.

En este andlisis los casos sefialados como desconocidos, se refieren a
aguellas pacientes que se perdieron durante el periodo del estudio de
seguimiento o que fallecieron por otras causas distintas al cancer cervical. Las
pacientes se consideraron pérdidas cuando no asistian a las citas médicas,
para el control de la enfermedad, cuando no se encontraron en las visitas a
domicilio o no respondian a las llamadas telefénicas. Asi mismo, en esta
cohorte, las pacientes que se registraron como fallecidas, refiere a las mujeres
gue murieron como causa principal por el tumor primario de cancer de cuello
uterino. La causa de la muerte de todas, se confirmo por la historia clinica y el
certificado de defuncién, excepto de una paciente fallecida durante el
seguimiento. Solo 42 de 44 pacientes con Ca-Cu positivas para VPH16 que se
exploraron con para medir expresion por qRT-PCR y se incluyeron en el
estudio de seguimiento. Tres casos fueron registrados como desconocidos y 9

registrados como fallecidos.
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Tabla V. Seguimiento de pacientes para evaluacion de la sobrevida por al
menos 42 meses.

Muestra Histologia® FEtapa Edad Tratamiento® Seguimiento  Estado®
del (afios) (meses)
tumor

R093 ADC IB1 57 HR 53 Vive
R446 ADC IB1 43 HR 59 Vive
RO81 ADC IB1 41 HR 62 Vive
R094 CCE IB1 45 HR 62 Vive
R369 CCE IB1 50 HR 65 Vive
RO57 ADC IB1 32 HR 93 Vive
RO72 CCE IB1 61 HR+TELE+BRAQUI 86 Vive
R411 CCE IB1 34 HR+TELE+BRAQUI 60 Vive
R434 ADC 1B1 34 HR+TELE+BRAQUI 61 Vive
R443 CCE 1B1 34 HR+TELE+BRAQUI 61 Vive
R258 CCE 1B1 36 HR+TELE+BRAQUI 68 Vive
R335 ADC 1B1 37 HR+TELE+BRAQUI+QUIMIO 65 Vive
R183 CCE 1B1 64 TELE+BRAQUI 61 Vive
R308 ADC 1B1 45 TELE+BRAQUI 61 Vive
R265 CCE 1B1 46 TELE+BRAQUI 67 Vive
R330 CCE IB1 72 TELE+BRAQUI 54 Vive
R035 CCE 1B2 48 TELE+QUIMIO+HR 73 Vive
R232 CCE 1B2 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 33 Muerta
R409 CCE 1B2 68 TELE+BRAQUI+QUIMIO 42 Vive
R339 CCE 1B2 31 TELE+BRAQUI+QUIMIO 13 Muerta
R324 CCE 1B2 28 TELE+BRAQUI+QUIMIO 14 Muerta
R359 ADC 1B2 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 17 Muerta
R378 CCE 1B2 42 TELE+BRAQUI+QUIMIO 56 Vive
R312 ADC 1B2 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 58 Vive
R482 CCE 1B2 61 TELE+BRAQUI+QUIMIO 60 Vive
R284 ADC 1B2 33 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Vive
R412 CCE 1B2 33 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Vive
R336 CCE 1B2 36 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Vive
R255 CCE A 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 42 Muerta
R052 ADC 1B 54 TELE+BRAQUI+HR 19 Muerta
R170 CCE 1B 67 TELE+QUIMIO+HR 82 Vive
R403 CCE 1B 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Vive
RO15 CCE 1B 42 TELE+HR 66 Vive
R268 CCE 1B 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 58 Vive
R415 CAE 1B 55 TELE+BRAQUI+QUIMIO 59 Vive
R333 CCE 1B 56 TELE+BRAQUI+QUIMIO 66 Vive
R315 CCE 1B 41 TELE+BRAQUI+QUIMIO 8 Muerta
R240 CCE 1B 31 TELE+BRAQUI+QUIMIO 11 Muerta

a. ADC, Adenocarcinoma. CCE, carcinoma de células escamosas. CAE, carcinoma adenoescamoso.
b. HR, Histerectomia radical. Tele, teleterapia. Braqui, braquiterapia. Quimio, quimio terapia con cisplatino.
c. Estado, vive en el Gltimo registro del seguimiento y la muerte fue causada por el tumor primario del cancer

de cuello uterino.

El tiempo promedio de seguimiento de las 42 pacientes fue de 50.5 meses. La
asociacion del estadio FIGO y la expresion de genes con la sobrevida (PRC1,
CCNB2, CDC20, CDKN3, NUSAP1, SYCP-2, CDKN2A, PCNA, MKI67), se
investigd por un analisis de sobrevida. En conjunto toda la muestra, un sistema
de cambios aleatorios en 21 muestras fue creado para cada gen explorado.

Para categorizar los datos de expresion génica cuantificados por gRT-PCR, un
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analisis del area bajo la curva (curvas ROC), fue realizado a los diferentes
grupos. Este analisis se utilizé para establecer un nivel de cohorte para los
valores de expresion génica, que representa esos valores con sensibilidad y

especificidad mas alta, para diferenciar entre pacientes vivas y muertas.

Posteriormente, el conjunto de muestra se analiz6 con los promedios del valor
de cohorte, calculado a partir de los valores de formacion de conjuntos 500.
Las muestras con los valores expresion génica por encima del nivel de cohorte
se establecieron en 1 y los valores por debajo del nivel de cohorte se
establecieron en 0. El tiempo total acumulado de la supervivencia se calcul6
mediante el Método de Kaplan-Meier y se analizaron por la prueba de Log-
Rank. La etapa FIGO y la expresion génica se incluyeron como covariables en

un modelo de riesgos proporcional de Cox.

10. Anélisis de clasificacién de Ontologia de genes.

Para este analisis se utilizd, la base de datos y herramienta para anotacion,
visualizacion e integracibn de las anotaciones funcionales, DAVID (The
Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery,
http://david. ABCC.ncifcrf.gov), [73,74]; herramienta de anotacién funcional y el
sistema de andlisis de las vias Ingenuity Pathway Analysis (IPA; Sistemas de
Ingenuity, www.ingenuity.com) utilizado para clasificar los genes expresados
diferencialmente. Los genes se clasificaron usando anotacion funcional
agrupamiento considerando la ontologia génica de los procesos biologicos. La

clasificacion fue astringente fijando los niveles en alto y medio.

11. Anotacion de los genes y el analisis de datos.

La posicién fisica de los genes fue asignada de acuerdo al UCSC Genome
Browser Assembly marzo de 2006 NCBI 36/hgl8, disponible en
http://genome.ucsc.edu/. El anélisis de datos se realizd empleando el programa
Access 2010 (Microsoft Inc.). Los datos en crudo de los MA se organizaron
depositaron segun los requerimientos del MIAME y se depositaron en la base
de datos GEO (http://www.ncbi.nih.gov/geo/), con el numero de acceso
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GSE39001. El analisis del area bajo la curva (AUC) y el indice de Youden fue
calculado [75], para seleccionar los mejores puntos de corte y asi distinguir las
muestras control de los tumores y los NIC2+ de los NIC1, usando los valores
de expresion obtenidos de la qRT-PCR de los genes. Para cada marcador, la
sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP) y el valor
predictivo negativo (VPN) se calcularon segun férmulas previamente descritos
[76]. Todas las pruebas de dos caras y los valores de p menores de 0.005 para
ser considerados estadisticamente significativos. Para realizar este tipo de

analisis de datos se utilizaron los programas Sigma Stat y SPSS ver. 17.
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RESULTADOS.

1. Analisis de expresion de 8,638 genes en cancer cervical.

La comparacion entre 43 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16 y 12
muestras de ceérvix normal, con el uso del microarreglo HG-Focus, el cual
contiene 8,638 transcritos, dio un total de 997 genes que se expresaron
diferencialmente entre el grupo de cancer y el grupo control; para 600 de ellos
se encontré que aumento la expresion y en 397 que su expresion disminuyo
(Tabla suplementaria 1 (TS1)). Encontrando tanto en los genes que aumentan
como en los que disminuyen un cambio en el FC (“fold change”) en el rango de
1.5-2.0 y el nimero de genes en ambos grupos disminuye linealmente (r=-0.8,
p=0.002), asi como el valor de FC se incrementa (Figura 10).

18 -
16
14
12

10 A

A-Score

Log2 (Fold change)

Figura 10. Distribucion de genes desregulados segun el cambio en nimero de veces (FC) y
los valores de A-score. Todos los 997 genes (circulos) que fueron desregulados en
tumores de cancer de cuello uterino (Ca-Cu) en comparacion con las muestras control por
el método de SAM. La Figura muestra una grafica de volcan, el eje de las X representa el
cambio en la expresidn génica expresado en numero de veces (FC). (Ejemplo de muestra
de cancer/control) expresado en Log2 y el eje de las Y representa el valor de A-score
absoluto, calculado con el método de SAM (prueba de t modificada), los valores mayores
de A-score, mayor sera la significancia estadistica. Los valores de Log2 (FC) son positivos
para los genes sobre expresados y los negativos para los genes que disminuyen. Circulos
marcados en rojo y naranja representan los genes implicados en la fase M del ciclo celular
y los colores en azul y naranja son los genes que fueron validados por gRT-PCR.
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El analisis de componente principal (PCA) y el analisis de agrupamiento
jerérquico supervisado (panel A en la Figura 11), se realizaron con los valores
de expresién de los 997 genes y claramente se observa la separacion entre las
muestras de cancer y las del grupo control. Sin embargo la expresion de la
mayoria de los genes no fue completamente uniforme en todas las muestras de
cancer, especialmente en el grupo de genes que aumentan su expresion
(seflales que se muestran en rojo Figura 1la). Muchos de esos genes se
sobre-expresaron en algunos tumores y disminuyen en otros. Sin embargo esto
contrasta con la uniformidad en las sefiales de expresion en el grupo de las

muestras control.

Los genes que pueden ser probados como marcadores para pesquisa 0 como
blancos con potencial terapéutico, se seleccionaron de acuerdo al valor A-score
(una prueba de T de student’s modificada, usada en SAM), el FC o si han sido
descritos como marcadores para cancer cervical. Para los 997 asociados con
las muestras de cancer, 163 se han reportado previamente como marcadores
en diferentes tipos de céncer (IPA, Ingenuity systems) incluyendo MCM2,
TOP2A, y CDKN2A, los cuales se han usado como marcadores diagnostico en
cancer cervical [77]. Los 997 genes estan en orden decreciente por A-score
(TS1).

Posteriormente, un total de 23 genes (18 sobre expresados y 5 que
disminuyen) se seleccionaron para la validacion por qRT-PCR (indicado en
negrita en la TS1 y Tabla VI; circulos de color azul y naranja en la Figura 10).
Los genes que disminuyen (CFD, NDN, WISP2, END3 y SLC18A2) y 10 de los
18 genes de que aumentan su expresion (PRC1, CKS2, TYMS, RFC4, RRM2,
NUSAP1, MCM2, CCNB2, SMC4 y CDC2) fueron seleccionados de acuerdo

con el A-Score.
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Figura 11. Agrupamiento de las muestras del tumor y control segun la expresion de genes
desregulados. Analisis de agrupamiento jerarquico no supervisado de 43 muestras de Ca-
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Cu y 12 muestras de epitelios cervicales sanos utilizando los valores de la expresidon
obtenidos con el microarreglo de expresion HG Focus, un total de 997 genes desregulados
estadisticamente significativos. Panel A) o en la parte media los 23 genes mejor
clasificados y seleccionados para la validacion por gRT-PCR, Panel B). Cada rengldn
representa un gen y cada columna representa una muestra. La longitud y la subdivisién de
las ramas representan las relaciones entre las muestras basadas en la intensidad de la
expresion génica. El agrupamiento es indicado en color, el cédigo de color rojo es para los
genes que se sobre expresan, y el cddigo de color verde para los que disminuyen su
expresion y negro para los genes en los que la expresidn permanecen sin cambios. Panel
C) Analisis de los componentes principales (PCA) usando los valores del panel B; los
circulos azules representan las muestras de Ca-Cu (n = 43) y los circulos amarillos
representan los controles (n = 12). Ambos grupos de genes separan claramente las
muestras en los dos grupos principales con ambos tipos de andlisis.

Los otros siete genes restantes de los sobre expresados se encuentran en la
lista de los 50 genes mejores clasificados en este estudio; de ellos dos genes
ya han propuesto como marcadores en Ca-Cu (CDKN2A y TOP2A), también
los otros cuatro genes (CDC20, CDKN3, ZWINT y SYCP2) se seleccionaron
con base en el valor FC y finalmente el gen PCNA, junto con el gen de MKI67,
que ubicé en lugar 139, se incluyeron porque estos genes son marcadores ya
comunmente utilizados para medir la proliferacién celular (TS1). Sin embargo,
la expresion de la mayoria de los genes no fue completamente uniforme en

todas las muestras de cancer, especialmente en el grupo de genes.

Como resultado de ambos analisis, el PCA y el agrupamiento jerarquico, se
demostré que los 23 genes seleccionados, también permiten completamente la
separacién de las muestras en los dos grupos diferentes, controles y tumores.
Para ambos genes tanto los que aumentan como los que disminuyen, la
diferencia en la intensidad de sefal fue bastante uniforme entre las muestras

de los 2 grupos (Figura 11, los paneles By C).

2. Validacion de genes expresados diferencialmente con el microarreglo
HG-ST1.0.

El nimero total de genes 8.370 genes que incluye el microarreglo de HG-
Focus, se validaron de manera adicional con otro microarreglo de alto
rendimiento HG-ST1.0. El andlisis con este otro microarreglo (HG-ST1.0) forma
parte de otros proyectos realizados en el laboratorio. La comparacion incluyo la
verificacion de 24 muestras (exploradas también con HG-Focus), de las cuales
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19 muestras de Ca-Cu y 5 epitelios cervicales sanos. Encontrando una
correlacién positiva entre los valores de los dos Microarreglos HG-ST1.0 y HG-
Focus y esta fue altamente significativa (p < 1x10™*°, correlacién de Pearson).
La correlacion global entre los 2 arreglos fue de 0.68 y los coeficientes de
correlacion entre los tumores de forma individual estuvo en el rango de 0.57 a
0.72 (promedio, 0.68), (Figura 12).

Expresion genes (log,)
HG-ST1.0

0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Expresion genes (log,)
HG-Focus

Figura 12. Correlacion global de la intensidad de la expresiéon de 997 genes examinados
por microarreglos HG-focus y HG-ST1.0. Se graficaron los valores Log2 de la sefial de la
intensidad estandarizada (valores RMA) de los 997 genes de un tumor tipico (R230)
examinada los 2 microarreglos. La tendencia lineal (linea negra) esta incluida, que se
calculé con la prueba de correlacién de Pearson: r=0,78; p<1 x 10",

Los valores de expresion génica para 826 genes de los 997 (82.8%),
expresados diferencialmente entre cancer y controles, incluyen los 23 genes
seleccionados para validacion (Figura 13), mostrando una correlacién positiva
(p < 0.05, correlacion de Pearson) entre los 2 microarreglos. Los coeficientes
de correlacién entre los genes individuales oscilan entre 0,34 y 0.95 y el

promedio fue de 0,63.
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Figura 13. Correlaciéon de la expresiéon de la intensidad de 23 genes entre los dos
microarreglos, examinados (microarreglos HG-focus y HG-ST1.0). Se graficaron los valores
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de la intensidad de sefial estandarizados en Log2 (valores RMA) de 23 genes examinados
en los 2 micro arreglos de 19 muestras de Ca-Cu y 5 muestras de epitelios cervical normal.
La linea de tendencia (linea negra) es incluida, y se calculd con la prueba de correlacion de
la Person, r = coeficiente de correlacion, p = valor de p.

3. Validacion por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

Por otra parte, la expresion de los genes de 23 seleccionados para validacion
se midio con la qRT-PCR en un total de 44 muestras de cancer positivas para
el VPH16 y 25 epitelios cervicales sanos, que incluyeron casi todas las
muestras previamente analizadas con los MA (Tabla Ill). Una correlaciéon
positiva altamente significativa (p < 0.0001, correlacion de Pearson) se
encontré entre los ensayos de gRT-PCR y MA para 21 de los 23 genes
medidos, los valores expresados en log,. Los coeficientes de correlacién
variaron de 0.31 a 0.85 y la mediana fue de 0,73. Sin embargo en 2 genes no
tuvieron correlaciones no significativas (NDN y SLC18A2), estos genes se
excluyeron del resto de los analisis. Estos datos indicaron que los valores de la
expresion que se calcularon a partir de los MA fueron bastante confiables
porque el 91% de los genes validados tuvieron una correlacién significativa.
Debido a que los valores de expresion de la gRT-PCR no seguian una
distribucién normal, para realizar este analisis se uso la mediana para los
calculos del FC. Los genes son listados en orden decreciente en la Tabla VI, y
el gen con el mayor valor de FC de esa lista fue MKI67, que es seguido orden
decreciente por CDKN2A, SYCP2, PCNA, NUSAP1 y CDC2.

En este trabajo es notorio el incremento en el FC de MKI67 (1,651) y CDKN2A
(387) en por lo menos 5 veces mas que la FC del gen que sigue en la lista
(SYCP2; FC = 73,8). De los 10 genes sobre expresados, 2 de los genes mejor
clasificados no han sido asociados con cancer previamente (NUSAP1 y
CDKNB3), mientras que los otros 8 genes, de 4 de estos, SYCP2, PRC1,
CCNB2 y CDC20, existen pocos reportes de su asociacion con Ca-Cu,
mientras que MKI67, CDKN2A, CDC2, y PCNA, se han asociado ampliamente
con Ca-Cu. Los genes MCM2 y TOP2A, clasificados en este estudio el lugar 15
y 18 respectivamente, también estan ampliamente reportados asociados con
Ca-Cu.
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Tabla VI. Genes explorados por qRT-PCR.
Cambio en # de veces®

Gen? VPH16 positivos Otros VPHs®

Aumentan
MK I67* 1651 :
CDKN2A* 387 -
SYCP2 74 14
PCNA* 65 -
NUSAP1 26 15
CDC2 23 -
CDC20 17 13
CCNB2 14 6
TYMS 12 2
PRC1 9 4
SMC4 8 -
CDKN3 7 5
RRM2 6 -
CKS2 5 -
MCM2 4 -
ZWINT 4 -
RFC4 4 -
TOP2A 3 -

Disminuyen
EDN3 1426 -
WISP2 168 -
CFD 25 -
NDN 1 -
SLC18A2 0.3 -

a. Genes marcados en negro se seleccionaron para explorarse en muestras pre-invasoras. Los
marcados con el asterisco se han reportado previamente estar asociados con Ca-Cu.

b. El analisis se realiz6 con 44 Ca-Cu positivas para VPH16, 22 muestras de Ca-Cu positivas para
otros tipos virales VPH y 25 muestras controles de cérvix normal. El incremento en nimero de
veces (FC) se calculd con los valores de la mediana como se describe en materiales y métodos:
tumor/control para los genes que aumentan su expresidn y control/tumor para los genes que
disminuyen (ver Material y Métodos). Una prueba de Mann-Whitney Rank Sum se realizé para
ver la diferencia entre los grupos que fue estadisticamente significativos (p < 1 x 10’15;) para
todos, excepto 2 genes (NDN, SLC18A2). El valor de p>0.05 para NDN y SLC18A2

¢. Incluye carcinomas positivos para VPH-18 (5), -31 (4), -33 (2), -45 (5), -51 (2), -58 (2) y -59 (2).

Los tres genes que disminuyen su expresién tuvieron una correlacion
significativa y también un alto valor de FC (controles contra canceres)
especialmente en END3 (FC = 1, 425.7) y WISP2 (FC = 167.7; Tabla VI). Las
graficas de cajas y bigotes (Figuras 14 y 15) muestran claramente la diferencia
en la expresion génica entre los grupos control y cancer (p <1 x 10, para

todos los genes, prueba U de Mann-Whitney).
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Para establecer una linea de separacion entre los dos grupos y el valor

Figura 14. Validacién de la expresidn génica de 9 marcadores genéticos por qRT-PCR. La
intensidad de la expresidon génica, es expresada en valores en Log2, mostrada en los
diagramas de caja. La expresion de los 6 genes validados en este estudio (CCNB2, PRC1,
SYCP2, CDKN3, CDC20 y NUSAP1) y los 3 genes ya conocidos que se asocian a Ca-Cu
(CDKN2A, MKI67 y PCNA) se comparan entre los 4 grupos, incluyendo epitelio cervical
sano (Normal, n = 25), lesiones de bajo grado NIC, (NIC1, n = 29), NIC de alto grado
(NIC2/3, n = 21) y Ca-Cu invasor (cédncer, n = 44). Los limites superiores e inferior de las
cajas representan los percentiles al 75 y 25, respectivamente. La linea negra dentro de la
caja representa el valor de la mediana, y los bigotes representan el minimo y maximo
valores que se encuentran en 1.5 x del rango intercuartil: desde el extremo de la caja.
Valores fuera de este rango estan representados por circulos negros. El cambio en nimero
de veces (FC), se calculé dividiendo la mediana de cada grupo patolégico por la mediana
del grupo control.

potencial de estos genes como marcadores de cancer de cuello uterino, se

determin6é un valor de cohorte establecido mediante el analisis de las curvas

ROC. En general, las curvas ROC con un valor de area bajo la curva (ABC) de

0.97 tiene un valor clinico alto, mientras que un ABC < 0.75 no son utiles

clinicamente [78]. El valor de ABC para los 11 genes que aumentaron su
expresion (CDKN2A, MKI67, PRC1, CDC2, CCNB2, SYCP2, PCNA, NUSAP1,

TYMS, CDC20 y CDKN3) y un gen que disminuye (CFD) fue de >0.97, ver

Tabla VII.
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Figura 15. Validacion de la expresién de marcadores que estan disminuidos por qRT-PCR.
La intensidad de la expresion génica, es expresada en valores en Log2, mostrada en los
diagramas de caja. La expresion de los 3 genes validados en este estudio (CFD, EDN3 y
WISP2) se comparan entre epitelio cervical sano (Normal, n = 25) y Ca-Cu invasor (cancer,
n = 44).
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Tabla VII. Andlisis ROC y cdlculos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos.

Valor Controles Tumores
Genes ABC decohorte®  Fep FyN FVN  FFN  p-valo’®  Sensibilidad Especificidad VPP VPN indice J
MKI67 0.99 79 0 23 40 1 8.2E-14 0.98 1 100 95.8 0.98
PRC1 0.99 73 1 22 40 1 8.2E-14 0.98 1 97.6 95.7 0.98
CDKN2A 0.99 18 0 23 39 2 5.3E-13 0.95 1 100 92.0 0.95
CCNB2 0.99 58 0 23 39 2 5.3E-13 0.95 1 100 92.0 0.95
CDC2 0.99 85 0 23 39 2 5.3E-13 0.95 1 100 92.0 0.95
SYCP2 0.99 66 1 22 40 1 8.2E-14 0.96 0.98 97.6 95.7 0.94
PCNA 0.98 92 1 22 39 2 5.3E-13 0.95 1 97.5 91.7 0.95
NUSAP1 0.98 48 2 21 40 1 6.7E-13 0.98 0.96 95.2 95.5 0.94
TYMS 0.98 40 1 22 39 2 4.3E-12 0.95 0.96 97.5 91.7 0.91
CDC20 0.97 6 1 22 36 5 4.9E-10 0.88 0.96 97.3 81.5 0.84
CDKN3 0.97 90 1 22 36 5 4.9E-10 0.88 0.96 97.3 81.5 0.84
SMC4 0.95 235 4 19 39 2 1.2E-09 0.95 0.87 90.7 90.5 0.82
RFC4 0.93 221 3 20 38 3 1.1E-09 0.93 0.87 92.7 87.0 0.80
RRM2 0.92 103 3 20 39 2 2.0E-10 0.93 0.87 92.9 90.9 0.80
MCM2 0.90 124 3 20 37 4 7.8E-10 0.90 0.91 92.5 83.3 0.81
TOP2A 0.88 128 4 19 40 1 2.0E-10 0.98 0.83 90.9 95.0 0.81
ZWINT 0.83 59 5 18 36 5 5.3E-07 0.85 0.78 87.8 78.3 0.63
CKS2 0.79 239 5 18 33 8 1.5E-05 0.81 0.78 86.8 69.2 0.59
TPF FNF VPF TNF
CFD 0.98 478 22 1 2 39 4.30E-12 0.96 0.95 91.7 97.5 0.91
EDN3 0.96 21 22 1 7 34 6.70E-09 0.96 0.83 75.9 97.1 0.79
WISP2 0.95 186 22 1 9 32 6.70E-08 0.96 0.78 71.0 97.0 0.74

ABC=area bajo la curva, FFP=fraccion falsos positivos, FVN=fraccién verdaderos negativos, FVN=fraccién verdaderos negativos,
FFP=Fraccion falsos negativos, VPP=Valor predictivo positivo, VPN=Valor predictivo negativo.

a. Valor 6ptimo de cohorte (ng/ml) fue seleccionado de acuerdo al analisis ROC.

b. prueba de X

J=sensibilidad+especificidad-1.



De hecho, la mayoria de estos genes tienen una sensibilidad y especificidad
superior al 95%, sugiriendo que podrian ser buenos marcadores para pesquisa

entre muestras sanas y canceres invasores.

Interesantemente, este subconjunto de genes que incluye los 2 (NUSAP1 y
CDKNS3) gue no se han asociado con Ca-Cu y los 5 se han asociado poco con
Ca-Cu (PRC1, SYCP2, CCNB2, TYMS y CDC20); estos 7 genes fueron
evaluados con gRT-PCR en otras 22 muestras de Ca-Cu positivas para otros
tipos virales, incluyendo los tipos VPH18, 31, 33, 45, 51, 58 y 59. Todos los
genes se sobre expresaron en las 22 muestras de tumores; sin embargo, los
valores de FC fueron menores a los obtenidos en los tumores positivos para
VPH16 (Tabla VI). Estos datos sugieren que estos 7 genes pueden estar sobre
expresados en todos los canceres invasores independientemente del tipo viral
y ademdas pueden ser considerados como marcadores potenciales para la
deteccion de Ca-Cu.

4. Andlisis de la expresion de CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2, NUSAP1,y

CDKNS3 en neoplasias pre-invasivas.

Para las pruebas de deteccion, es importante identificar no s6lo Ca-Cu invasor,
sino también las lesiones de alto grado (NIC2/3) y distinguirlas de las lesiones
de bajo grado NIC (NIC1) y los controles sanos. Por consiguiente, para
investigar si estos genes pueden distinguir una lesion de NIC2+ de una NIC1-,
para lo cual, se analizé la expresion en 2 grupos adicionales de muestras: 29
NICs bajo grado y 21 NICs de alto grado. La expresién fue comparada con 3
marcadores conocidos asociados con Ca-Cu (PCNA, MKI67 y CDKN2A), y
estos a su vez se clasificaron dentro de los 10 primeros en el analisis previo de
gRT-PCR (véase arriba). La gréfica de los datos experimentales es mostrada
en la Figura 14 y la significancia estadistica de las diferencias se calculd

mediante la prueba de MW.

De acuerdo a la mediana y la distribucion de los datos, en la grafica de cajay
bigotes, los 9 marcadores pueden ser clasificados dentro de 3 grupos; el primer
grupo incluye los marcadores asociados exclusivamente a la invasiéon (CCNB2,
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PRC1) o mayormente (SYCP2), el cual claramente distinguid los tumores
invasores de las lesiones pre-invasoras CIN de alto y bajo grado y las muestras
de cérvix normal. La expresion de estos marcadores en el grupo de control y
las lesiones pre-invasoras de bajo y alto grado fue similar (p >0.05, MW). En
contraste, entre las muestras Ca-Cu y las muestras control, la diferencia fue

bastante amplia, como se estableci6 en el analisis anterior (Tabla VI).

Similarmente, la comparacion del FC para las lesiones NIC-AG, fue muy alto,
especialmente para SYCP2 (FC = 84.8; p < 1x10™* MW), seguido por PRC1
(FC = 39.4; p <1x10™™, MW) y CCNB2 (FC = 15.9; p < 1x10-15 MW). Por otra
parte, la especificidad para la deteccion de Ca-Cu y no de otras lesiones, oscild
entre 0,85 (SYCP2) y 0.98 (CCNB2); el limite del valor 6ptimo fue un cambio en
el FC de 4.5 veces mas. La baja especificidad mostrada por SYCP2 fue porque
7 lesiones pre-invasoras (5 NIC2/3 y 2 NIC1) tenian un valor de FC mayor que
el 6ptimo valor de corte de para ese gen (7.9).

El segundo grupo incluye 4 genes (CDC20, NUSAP1, CDKN2A y CDKN3) la
expresion de que tendié a aumentar desde el grupo de control al grupo Ca-Cu
(CDC20, CDKN2A y CDKN3) o el grupo NIC de alto grado (NUSAP1). Para
NUSAP1, la expresion fue similar entre CIN2/3 y Ca-Cu (Figura 14). Estos 4
genes podrian distinguir lesiones NIC2+ de las lesiones NIC1/2 (p < 1x10™,
MW:; Figura 14).

El tercer grupo incluye a los genes MKI67 y PCNA, para estos la expresion de
gue aumentd desde el grupo de control al grupo NIC de bajo grado (p< 0.05,
MW), siendo similar en los grupos de lesiones NIC de alto y bajo (p.0.05, MW)
y luego aumenta para el grupo Ca-Cu (p< 1x10™"°, MW; Figura 14).

Es claro que los genes del primer y tercer grupo no serian buenos marcadores
por que no pueden distinguir de las lesiones NIC de alto grado y Ca-Cu de las
lesiones NIC de bajo grado y las muestras control. Sin embargo, para explorar
el potencial de los genes del segundo grupo (CDC20, CDKN2A, CDKN3 y
NUSAP1) como marcadores para la deteccion nuevamente se realizd un

analisis ROC, empelando los datos de estos genes en conjunto; no obstante, el
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resultado mostr6 que en ninguno de ellos tuvieron valores ABC iguales o
superiores a 0,97; el valor mas alto de las ABC se obtuvo con CDKN2A (0.92),
seguido por NUSAP1 (0.917), CDKN3 (0.91) y CDC20 (0.86) (Tabla VIIlI).

Los marcadores (NUSAP1 y CDKN3) mostraron una sensibilidad ligeramente
mayor que el gen de CDKN2A, mientras que lo contrario fue verdadero para la
especificidad (Tabla VIII). Interesantemente, tanto la sensibilidad como la
especificidad se incrementan cuando los datos individuales de CDKNS3,
NUSAP1 y CDKN2A se combinaron (Tabla VII). Esas combinaciones mostraron
un indice de Jouden alto. De éstos, sblo el gen CDKN3, mostro que puede
también discriminar ademas de Ca-Cu de los NIC2/3 (FC valor de cohorte =
4.4) con una alta sensibilidad (0.9) y especificidad (0.84).
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Tabla VIII. Andlisis ROC de 4 genes marcadores seleccionados para las lesiones de alto grado y Ca-Cu.

<NIC1 >NIC2/3
(n=50) (n=60)
ABC VvC*® FFP FVN FVN  FFN Valor p° Sensibilidad  Especificidad VPP VPN indice J

CDKN2A 0.92 14 4 46 49 11 6.00E-14 0.81 0.92 92.5 80.7 0.73
CDKN3 0.91 30 13 37 54 6 2.86E-11 0.90 0.74 80.6 80 0.64
NUSAP1 0.90 71 6 44 53 7 6.00E-15 0.88 0.88 89.8 86.3 0.76
CDC20 0.87 5 15 35 51 9 1.45E-08 0.85 0.70 77.3 79.5 0.55
CDKN3, CDKN2A, CDC20 9 41 55 5 2.80E-14 0.92 0.82 85.9 89.1 0.74
CDKN3, CDKN2A, NUSAP1 6 44 55 5 1.00E-15 0.92 0.88 90.2 89.8 0.80
CDKNS3, CDC20, NUSAP1 8 42 53 7 5.50E-14 0.88 0.84 86.9 85.7 0.72
CDKN2A, CDC20, NUSAP1 5 45 53 7 1.00E-15 0.88 0.90 91.4 86.5 0.78

ABC=area bajo la curva, FFP=fraccidn falsos positivos, FVN=fraccién verdaderos negativos, FVN=fraccién verdaderos negativos, FFP=Fraccion falsos negativos, VPP=Valor

predictivo positivo, VPN=Valor predictivo

a. Valor 6ptimo de cohorte (ng/ml) fue seleccionado de acuerdo al analisis ROC.

b. prueba de X
c. J=sensibilidad+especificidad-1.
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5. Verificacion de la expresion de genes candidatos a marcadores tumorales

a nivel de proteinas por inmunohistoquimica.

Para investigar si los genes validados PRC1, CDKN3, CCNB2, SYCP2, NUSAP1
y CDC20, también se sobre expresan en el nivel de proteina, se realizé un
analisis de la expresion a nivel de proteinas por IH. En estos experimentos se
incluyeron también las proteinas PCNA, CDKN2A, MKI67 y CDC2, que han sido
ampliamente estudiadas y reportadas en cancer cervical. Todas proteinas fueron
evaluadas por IH en los MAT que contenian, 36 muestras, 10 controles y 26 Ca-
Cu, de estas 14 muestras positivas para VPH16 y 12 muestras positivas para
otros tipos de VPH, (Figura 16), a excepcion de la proteina NUSAP1, que
solamente fue explorada en el MAT que contenia Ca-Cu positivos para VPH16 y 5

muestras controles.

Py 1
e 8% 1

L1 VPH16+ L2 VPH otros virus
UMG-HGM UMG-HGM

Figura 16. Microarreglos de tejidos (MAT). Tincién con H&E de una laminilla de cada uno
de los MA, el MAT L1 contiene 14 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16 y 5 controles
de cérvix sanos. El MAT L2 contiene 12 muestras de Ca-Cu positivas para otros tipos virales
y 5 controles de cérvix sanos.

A diferencia de los controles casi todas las muestras fueron positivas para los 10
antigenos (Figura 17). El porcentaje mas alto de tumores positivos y las sefiales
mas intensas se observaron en el antigeno PCNA con un 96.2%; seguido de
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CDKN2A y CDKNS3, con el 84.6%; CCNB2 y CDC2, un 80.8%; NUSAP1, con
79%; MKI67, SYCP2 y PRC1 con el 76,9%; finalmente CDC20, con un 73.1%. Sin
embargo, para tres antigenos inesperadamente un numero considerable de
controles dieron sefial positiva para CDC20 en el 60%; NUSAP1 en un 40% y
también SYCP2 con un 50%. Las sefales encontradas en las muestras control en
estos antigenos tuvieron un patrén de distribucion distinto, para CDC20 las
sefiales sélo se observaron en los ndcleos de las células en la capa basal, para
NUSAPL1 las sefales se observaron tanto en el nacleo como en el citoplasma de
las células en las capas basal y parabasal y para el antigeno SYCP2, la sefial se
encontré en el polo basal en las células epiteliales de las capas superficiales e

intermedias principalmente.

Asimismo, para el resto de antigenos, las diferencias de positividad entre los dos
grupos (tumores y controles), coinciden con los datos obtenidos con los ensayos
de gRT-PCR (Tabla IX). Las sefiales para los antigenos de CDKN3, SYCP2,
PRC1, CDC2, NUSAP1, y CDKN2A se observaron tanto en el nicleo como en el
citoplasma, mientras para el antigeno de CCNB2 so6lo se observaron sefiales de
en citoplasma, y las sefales para los antigenos CDC20, PCNA y MKI67, séOlo se

observaron en el nucleo (Figura 18).

Es importante mencionar que como era esperado, las sefiales de IH sefales no
fueron completamente uniformes en todas las células de todos los tejidos, debido
a que la distribucion fue heterogénea, indicando que no todas las células estan en
la misma etapa del ciclo celular. Las sefiales para el antigeno PCNA mostraron la
distribucion méas uniforme, y se encontrdé en promedio en el 70% de los nucleos
fueron positivos, lo que sugiere que aproximadamente el 70% de las células en
los tejidos se encontraban enla fase S del ciclo celular. Para el resto de las

proteinas, las sefales nucleares se observaron del 10 al 50% de las
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Figura 17. Analisis histolégico de los genes marcadores. La expresidn a nivel de proteina se
determind por inmunohistoquimica, utilizando secciones de tejido fijadas en formalina del
tejido embebido en parafina. Las proteinas exploradas son PRC1, pl6, CDC2, PCNA,
CDKN3A, SYCP2, CDC20, MKI-67, CCNB2, y NUSAP1. La Figura muestra algin ejemplo
representativo de los experimentos en tumores de adenocarcinomas y epidermoides. Las
sefiales especificas aparecen como tincion en color marrén (contratincién con
hematoxilina; ampliacidn original, X400; barras, 10 pum).

células (Figura 18A). Asimismo, las sefiales de las proteinas que se localizan en
el citoplasma de las células se observaron en promedio en el 40-50% (Figura
18B).
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Figura 18. Porcentaje de células tumorales con sefiales positivas para los marcadores
evaluados por inmunohistoquimica. En la grafica, se muestra la media de los porcentajes
de las células tumorales con sefales positivas en el nucleo (panel A) o en el citoplasma
(panel B) para CDC20, CCNB2, CDC2, CDKN2A, CDKN3, MKI67, PCNA, PRC1 y SYCP2. Los
tumores positivos para VPH16 (barras azules) se comparan con los tumores positivos para
otros tipos de VPH (barras rojas). El porcentaje total para ambos grupos de tumores
también es mostrado (barras verdes). Las lineas por encima de las barras indican el error
estandar.
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Debido a que todas estas proteinas participan en la Fase M del ciclo celular, los
datos sugieren que el 40% de las células estan en alguna etapa de esa fase.
Casualmente, el porcentaje de células positivas para las proteinas CCNB2, CDC2
y SYCP2 fue alto en los tumores positivos para los VPH16, que en los tumores
positivos para otros tipos de VPH y lo opuesto se observo para la proteina CDKN3
(Figura 18). La proteina NUSAP1 sélo fue explorada en Ca-Cu positivos para
VPH16, el resultado en porcentaje promedio de células tumorales positivas fue en
el nucleo 32,5% vy el citoplasma 68.4%.

La capacidad predictiva de los resultados obtenidos por IH también fue evaluada.
Sin embargo, comparando con los resultados de los ensayos de gRT-PCR, los
datos muestran que la sensibilidad fue baja para todas las proteinas, pero la
especificidad fue alta en todas las proteinas, excepto para SYCP2, NUSAP1 y
CDC20 (Tabla IX).
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Tabla IX. Andlisis de la 10 proteinas en 26 muestras de Ca-Cu y 10
controles de epitelio cervical normal por IH y el cdlculo de sensibilidad,
especificidad y valores predictivos.

CONTROLES Ca-Cu
Proteinas* FFN FVN FVN FFN Sensibilidad Especificidad PPV NPV indice (J)

Senales Citoplasmicas

PCNA 0 10 1 25 0.04 1.00 100 28.6 0.04
CDKN2A 0 10 21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81
CDKN3 0 10 17 9 0.65 1.00 100 52.6 0.65
CDC2 0 10 18 8 0.69 1.00 100 55.6 0.69
CCNB2 0 10 21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81
SYCP2 5 5 19 7 0.73 0.50 79.2 41.7 0.23
MKI67 0 10 0 26 0.00 1.00 0 16.1 0.00
PRC1 0 10 20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77
CDC20 0 10 1 25 0.04 1.00 100 28.6 0.04
NUSAP1 2 3 11 3 0.79 0.60 78.6 50.0 0.3
Seiiales Nucleares

PCNA 0 10 25 1 0.96 1.00 100 90.9 0.96
CDKN2A 0 10 22 4 0.85 1.00 100 71.4 0.85
CDKN3 0 10 18 8 0.69 1.00 100 55.6 0.69
CDC2 0 10 19 7 0.73 1.00 100 58.8 0.73
CCNB2 0 10 1 25 0.04 1.00 100 28.6 0.04
SYCP2 5 5 10 16 0.38 0.50 66.7 23.8 -0.12
MKI67 0 10 20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77
PRC1 0 10 15 11 0.58 1.00 100 47.6 0.58
CDC20 6 4 19 7 0.73 0.40 76 36.4 0.13
NUSAP1 2 3 7 7 0.50 0.60 70.0 30.0 -0.2
Sefiales citoplasmicas y/o nucleares

PCNA 0 10 25 1 0.96 1.00 100 90.9 0.96
CDKN2A 0 10 22 4 0.85 1.00 100 71.4 0.85
CDKN3 0 10 22 4 0.85 1.00 100 71.4 0.85
CDC2 0 10 21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81
CCNB2 0 10 21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81
SYCP2 5 5 20 6 0.77 0.50 80 45.5 0.27
MKI67 0 10 20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77
PRC1 0 10 20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77
CDC20 6 4 19 7 0.73 0.40 76 36.4 0.13
NUSAP1 2 3 11 3 0.79 0.60 78.6 50.0 0.3

FFP=fraccién falsos positivos, FVN=fraccién verdaderos negativos, FVN=fraccién verdaderos
negativos, FFP=fraccidn falsos negativos, VPP=valor predictivo positivo, VPN=valor predictivo
negativo.

J=sensibilidad +especificidad-1

* NUSAP1 solamente fue explorada en 14 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16y 5
controles.



6. Blancos moleculares en cancer cervical asociados con la baja sobrevida.

Una manera de investigar si estos blancos moleculares estan asociados con el
cancer cervical es durante la progresion en un estudio de sobrevida. Por lo tanto,
se realizdé un andlisis de sobrevida con los datos de los ensayos de expresion
obtenidos por qRT-PCR de los genes PRC1, CDC20, CCNB2, CDKN3, NUSAP1,
SYCP2, CDKN2A, PCNA y MKI67, y ademas, de incluir también el estadio FIGO,
en 42 pacientes con Ca-Cu positivas para el VPH16, a las cuales se les hizo un
seguimiento durante 3.5 afios después del diagnostico inicial y tratamiento, para

evaluar la progresion (Tabla V).

En este grupo de pacientes se incluyeron los estadios FIGO IB1 (n = 16), IB2 (n =
14), 1A (n =1), lIB (n=9), el llIB (n = 2). La tasa de supervivencia en general fue
alta en todas las muestras del 79.6% y para las distintas etapas del estadio FIGO
IB1, I1B2, lIA, 1IB y llIB, fue de 100%, 69,2%, 0%, 85.7% y 0%, respectivamente.
Las diferencias fueron estadisticamente significativas (p <0.001, prueba de Log-
Rank test; Figura 19).

Por otra parte, cuando se realiz6 el andlisis para los 9 genes analizados mediante
las curvas de Kaplan-Meier, sélo el gen CDKN3 se asoci6 con la baja sobrevida (p
= 0, 004, prueba de Log—Rank test; Figura 18B). La tasa de supervivencia en las
pacientes con altos niveles de expresion del gen CDKN3 (FC >15) fue 42,9% vy el
tiempo medio de la sobrevida fue de 33 meses. En contraste, l0s niveles més
bajos de expresiéon del gen CDKNS3, tuvieron una tasa de sobrevida en general del
87.5%.

Tanto el estadio FIGO y la expresibn del gen CDKN3 se analizaron
individualmente en un modelo de riesgo relativo de Cox. Debido a las diferencias
en el tamafio de muestras de cada una de las etapas FIGO, las muestras de las
pacientes se reasignaron en 2 grupos, el primero grupo que incluyo los estadios
FIGO IB1y IB2 (n =30) y el otro grupo FIGO lIA, 1IBy IlIB (n = 12).
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Figura 19. Analisis de sobrevida de mujeres con cancer cervical segun la clasificacién del
FIGO vy la expresién de gen CDKN3. El analisis de las curvas de Kaplan-Meier muestran la
clasificacion de FIGO y del gen CDKN3. Las pacientes fueron seguidas por al menos 42
meses. Para la expresion génica, se compararon las pacientes con cancer de mayor
expresion (linea roja) y menor (linea azul) que doblan valores (ver materiales y métodos).
Se calculd el valor de p comparando las curvas con el Log-rank test. Las pacientes que
fallecieron se etiquetaron con puntos negros, pero cuatro de ellas murieron antes del
periodo minimo de seguimiento (42 meses).
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Individualmente, el probabilidad de riesgo (hazard ratio, HR) del gen CDKN3 fue
5.9 (95% IC 1.4-24.1, p = 0.01) y para la clasificacién del grupo FIGO, 3.3 (95%
IC 0.83-13.3, p = 0.08). Sin embargo, la falta de un significado estadistico en HR,
para las clasificacion FIGO podria explicarse por las diferencias en el tamafio de
muestra y la relacion invertida de sobrevida en las muestras de la etapa FIGO 1B2
y 1IB. Por otra parte, cuando estas 2 covariables fueron incluidas en el mismo
modelo de probabilidad de riesgo, el gen CDKN3 permanecid invariablemente
significativo con un HR de 5.9 (IC 95%:1.4-23.8, p = 0.01). Estos resultados
sugieren que el gen CDKN3 puede ser un factor prondstico de sobrevida que es
independiente de la etapa FIGO en que se encuentre. Sin embargo, para
confirmar y asegurar este resultado es necesario incluir un tamafio de muestra

mayor.

7. Clasificacion de los genes con expresion diferencial ente las muestras de

cancer y las muestras control.

Con la ayuda de la herramienta disponible en linea, para la anotacion funcional de

genes DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.qgov), se realizaron distintos analisis

comparativos para poder identificar los procesos bioldgicos; esta herramienta de
anotacién funcional de DAVID fue utilizada bajo los parametros de clasificacion de
mayor y mediano rigor, para catalogar los 997 genes expresados diferencialmente
y conocer tanto en un valor medio y como en el de mayor astringencia los
procesos bioldgicos en los que estén involucrados estos genes. La base de datos
realiza sus comparaciones directamente con la base de datos del genoma
humano, los tres principales procesos con los valores de p mas significativos,
estos son: procesos asociados al ciclo celular, procesos del metabolismo del DNA
y procesos relacionados con la regulacion de la actividad de ligasa de la proteina
ubiquitina (Tabla X).

Interesantemente, cuando el analisis se realiz6 con el mayor rigor permitido, se
encontraron genes fuertemente asociados en cada uno de los grupos. Los
principales grupos incluyen mitosis y fase M de mitosis, procesos del ciclo celular

ocupando los lugares 1, 2% y 5 respectivamente, (ver Tabla S2). Cabe destacar
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gue, entre los procesos del ciclo celular, ninguno excepto la fase M de mitosis que
se enriquecio significativamente (Tabla X).
Tabla X. Grupos del analisis de anotacion funcional DAVID en alta

astringencia de los 997 genes expresados diferencialmente en cancer
cervical*.

Valor de e Nuimero  Valor de
Grupo . o Proceso bioldgico FC
enriquecimiento de Genes p
Mitosis 54 3.00E-17 3.8
Divisién nuclear 54 3.00E-17 3.8
1 16.24 . o 2ng
Fase M del ciclo celular mitético 54 6.80E-17 3.7
Fusion de organelos 54 1.90E-16 3.6
Regulacidn positiva de la actividad de proteina
ligasa de ubiquitina durante el ciclo celular 28 3.60E-15 6.3
2 14.02 iy s
mitotico
Regulacidn positiva de la actividad ligasa 28 2.90E-14 5.9
Empalme de RNA via reacciones de )8 190E-06 2.8
3 5.71 transesterificacion
Empalme nuclear de RNAm, via espliceosoma 28 1.90E-06 2.8
4 3.66 Regulacidn positiva de la apoptosis 49 1.90E-04 1.7
Ciclo celular ensamble de huso mitético 6 3.90E-04 8.3
5 303 ., o
Regulacion de la transicion mitdtica 6 1.20E-02 4.2
metafase/anafase
6 2.81 Diferenciacion de células mesenquimales 11 1.50E-03 3.3
. 234 Recombinacién del ADN de células somdticas 7 3.70E-03 4.5
' Receptores inmunes de diversificacion somdtica 7 6.90E-03 4.0
g 501 Proceso metabdlico del 4cido carboxilico 52 8.70E-02 1.4
' Proceso metabdlico de las cetonas celulares 52 1.20E-02 1.4
9 196 Establecimiento de la localizacién del RNA 14 1.00E-02 2.2
' Transporte de RNA 14 1.00E-02 2.2
Glicolisis 10 3.00E-03 3.3
10 1.82 .
Procesos catabdlicos de la hexosa 10 3.50E-02 2.2
11 1.73 Formacion del tubo epitelial embrionico 8 2.00E-02 2.8
Recombln.aaon somatlc.a de los segmentos de 6 490E-03 5.1
genes de inmunoglobulinas
12 173 Produccién de moléculas mediadoras de la
. 6 4.90E-02 3.0
respuesta inmune
13 156 Integracion de provirus 4 1.20E-02 7.6
’ Integracién del DNA 4 1.40E-01 3.1
14 154 Citotoxicidad mediada por células NK 4 1.20E-02 7.6
' Citotoxicidad mediada por leucocitos 4 2.40E-02 6.1
o e Regulacidn de la actividad de caspasa 11 3.20E-02 2.1
' Regulacidn de la actividad de endopeptidasa 11 5.30E-02 2.0
BecomblnaC|o'n somatica de genes de ' 4 3.90E-02 5.1
16 138 inmunoglobulinas durante la respuesta inmune
Produccion de inmunoglobulinas durante la 4 490E-02 4.7

repuesta inmune

*El valor de enriquecimiento esta en Log;, del promedio del valor de p en los términos del agrupamiento. FC es el
cambio en nimero de veces, es la relacidn entre la lista de genes seleccionados contra la base de datos de referencia
del Genoma Humano “Human Gene Reference database”.



Interesantemente, cuando el analisis se realiz6 con los 100 genes mejor

clasificados, los 50 genes sobre expresados y los 50 genes que disminuyen su

expresion, el grupo de mitosis fue la via principal y la mas enriquecida 3.3 veces

en comparaciéon con los otros grupos alterados por todos los genes (n = 997)

expresados diferencialmente (Tabla XI).

Tabla XI. Grupos del andlisis de anotacion funcional

DAVID en alta
astringencia de los 100 genes principales desregulados en cancer cervical
comparados con epitelio normal*.

Valor de

Numero

Valor de

P iologi F
Grupo enriquecimiento roceso biolcgico de Genes p ¢
Mitosis 19 1.0E-14 12
1 13.9 Division nuclear 19 1.0E-14 12
’ Fase M del ciclo celular mitético 19 1.4E-14 12
Fusion de organelos 19 2.0E-14 12
2 3.49 Regulacion positiva de la actividad ligasa 6 2.10E-04 11
3 587 Re'gulz.ﬂflon negativa de la actividad de la ligasa de 5 120803 11
ubiquitina
4 583 Regulacion positiva de la mitosis 4 6.70E-04 23
' Regulacidn positive del ciclo celular 4 7.20E-03 10
5 2.75 Establecimiento de la localizacién de huso mitético 3 1.30E-03 53
Proceso catabdlico de proteinas dependiente del
complejo proteasoma dependiente de ubiquitina 5 1.10E-03 11
6 2.58 promotor de anafase
Re'gul:.acilon dela actlqulad dela Ilgas'a 'dfe la proteina 5 150E-03 10
ubiquitina durante el ciclo celular mitdtico
Regulacu,)n negativa de los procesos de modificacion 6 1.40E-03 7.2
de proteinas
/ 2:31 Regulacion negativa de procesos de modificacion de
BHe g s 6 9.70E-03 4.6
proteinas
Regulfmon de procesos de modificacidn de 3 4.40E-03 3.9
proteinas
8 1.58 Regulacidn de procesos metabdlicos de proteinas
& P P 8 470E-02 2.4
celulares
9 153 Ensamble del nucleosoma 4 2.10E-02 6.8
’ Ensamble de la cromatina 4 2.30E-02 6.6
10 1.42 Regulacion de la actividad de proteina cinasa 7 3.30E-02 29
11 1.31 Regulacidn de la fosforilacion 8 4.30E-02 2

*El valor de enriquecimiento esta en Logy del promedio del valor de p en los términos del agrupamiento. FC es el cambio
en numero de veces, es la relacion entre la lista de genes seleccionados contra la base de datos de referencia del
Genoma Humano “Human Gene Reference database”.

De esta forma el analisis de estos datos indicd, que los genes implicados en la

mitosis no solo fueron los mas enriquecidos, también son los mas diferentes en

términos de FC y A-score, comparando las muestras de Ca-Cu con las muestras

control (circulos en rojo y naranja; Figura 10). De hecho, 11 de los 21 genes

asociados con el Ca-Cu y que se validaron en este trabajo (CCNB2, CDC20,

64



PRC1, SYCP2, NUSAP1, CDKN3, CDC2, CKS2, MKI67, SMC4 y ZWINT),

participan en la fase M del ciclo celular.

Una serie de analisis adicionales, se realizaron a los datos de genes expresados
diferencialmente, con la ayuda del programa IPA, los resultados fueron similares a
los obtenidos con la base de datos anterior DAVID, especialmente cuando el

analisis de DAVID se realiza con rigor medio (TS2).

En coincidencia con el analisis realizado con DAVID, la via de ubiquitinacion de
proteina fue la segunda via candnica superior en el todo el conjunto de genes
desregulados (Figura 20A) y cuando se analizaron los 100 genes mejor
clasificados genes con las mayores diferencias, el resultado de este analisis da
entonces como el principal proceso la participacion de la mitosis a través de la

cinasa semejante a polo (polo-like kinase) (Figura 20B).
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Figura 20. Vias candnicas en donde estan implicados los genes desregulados. En A) se
muestra las 25 principales vias candnicas identificadas para los 997 genes alterados entre
la comparacién de tumores y controles. En B) las 25 vias candnicas de los 100 genes
mayormente desregulados, los 50 genes que mas aumentaron la expresion y los 50 genes

10
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mas disminuyen. Las vias candnicas se identificaron mediante el analisis de vias con el
programa Ingenuity System (IPA). Los valores en Log-2 (p-valor) en barras azules y la
proporcidon que es indicada con puntos amarillos, esto fue calculado comparando el
numero de genes presentes en las vias en las bases de datos en comparacion con las base
de datos humana. El valor p se calcul con la prueba de X* o prueba exacta de Fisher segin
corresponda y los valores de -Log (p-valor) >1.3 (linea roja) que corresponden a valor de p
<0.05.
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DISCUSION.

En este trabajo se identificaron 6 genes (PRC1, CCNB2, SYCP2, CDKNS3,
NUSAP1 y CDC20) asociados con el cancer invasor y que pueden ser utilizados
como marcadores o blancos terapéuticos. Mientras que los genes PRC1, CCNB2
y SYCP2 se asociaron en su mayoria con Ca-Cu, los genes CDKN3, NUSAP1 y
CDC20, se encontraron asociados también con las lesiones de alto grado NIC. En
resultados recientes obtenidos en el laboratorio muestran de igual forma la
expresion en lineas celulares derivadas del cancer de cuello uterino (SiHa, CaSki,
HeLa y Calo) para estos 4 genes, utilizando el microarreglo de HG-ST1.0.,
aunque la sobreexpresion no fue uniforme en las lineas de 4 celulares, en el
analisis global para todos los genes se observo tener un aumento en la expresion,
a excepcion del gen SYCP2, este gen solo aumento su expresion en las células
CaSki y SiHa [79]. Estos hallazgos indican que estos marcadores son correctos

para la prediccién de cancer de cuello uterino.

Los genes CDKN3, NUSAP1 y CDC20, y en algo el gen CDKN2A, puede
distinguir claramente las lesiones de alto grado NIC2/3 y los Ca-Cu, de las
lesiones de bajo grado NIC1 y del cuello uterino normal; por lo tanto, podrian
utilizarse como marcadores para las pruebas de deteccién temprana. Ademas, los
resultados mostraron que la sobre expresion del gen CDKN3 se asocio con la
baja sobrevida de pacientes con cancer; por lo tanto, podria utilizarse también
como un marcador de sobrevida. Los datos indicaron ademas que la sensibilidad
y especificidad de los genes CDKN3, NUSAP1 y CDC20, para identificar las
lesiones de alto grado NIC2/3 y para los tumores Ca-Cu, fue del 91% y 93%,

respectivamente.

Varios estudios han utilizado microarreglos para identificar genes asociados al
cancer de cuello uterino [29-37]. Sin embargo, la mayoria de estos estudios han
incluido un pequefio numero de tumores y controles, muestras heterogéneas
positivas para diferentes tipos de de VPH o0 no es determinados el tipo viral, y
esencialmente el disefio de esos estudios no fue enfocado en identificar
marcadores para la deteccion o marcadores de deteccion. Por lo tanto, los 23

marcadores validados en este trabajo, inicialmente se analizaron con MA en
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muestras Ca-Cu positivas para un solo tipo viral VPH16 Ca-Cu, estos genes
CDKN3, NUSAP1, SMC4 y WISP2, no se han identificado previamente o los
genes CCNB2, CDC20, CKS2 y RRM2 se han identificado raramente en otros
estudios (Tabla XIlI). Por el contrario, mas de la mitad o 40% [31-34], de estos

genes se han identificados en otros estudios individuales y muchos de ellos han
sido identificados en 3 0 mas estudios (CDKN2A, MCM2, PCNA, RFC4, SYCP2y

TYMS) (Tabla XlI) [37].

Tabla XIl. Comparacion de los 23 genes identificados y validados en este
trabajo, con reportes de analisis con microarreglos documentados

Referencia

Gen 29

31?

30

32°

33

34

81

35

36

37

CCNB2
CDC2
CDC20
CDKNZ2A
CDKN3
CKS2
MCM2
MKI67
NUSAP1
PCNA
PRC1
RFC4
RRM2
SMC4
SYCP2
TOP2A X
TYMS
ZWINT
CFD
EDN3
NDN
SLC18A2

WISP2

X X X X

x X

a. El cambio en la expresion de los genes es indicado con una X que fue validado por RT-PCR.

b. Detectados en células Hela.

c. Detectados en la linea celular NIKS-16, queratinocitos humanos inmortalizados.
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El hecho es que los genes CDKN3, CDC20 y NUSAP1 mostraron una sobre
expresion en las muestras de lesiones de alto grado NIC2+ positivas para los
virus VPH16 y para otros tipos virales, esto se demostré por qRT-PCR, sugiriendo
gue estos genes podrian considerarse como posibles marcadores para la
deteccion de Ca-Cu sin importar el tipo viral que tengan. Hasta el momento, no se
han reportado marcadores para la deteccion que tengan alta sensibilidad y
especificidad. Ademés de la prueba de citologia Papanicolaou y la citologia de
Base liquida (CBL), asi como diferentes pruebas convencionales para deteccion
de VPH, se utilizan para la pesquisa. La tecnologia de captura de hibridos (HC2)
es la herramienta mas frecuentemente utilizada para pesquisa, particularmente
para la medicion de los virus de alto riesgo. Este método, fue aprobado por la
FDA en Estados Unidos, tiene una sensibilidad promedio del 95% (rango, 62-98)
para la deteccion de lesiones de alto grado y cancer invasor. Sin embargo, esta
metodologia tiene baja especificidad, especialmente en mujeres jovenes, ya que
la mayoria de las infecciones no estan asociada a lesiones neoplasicas [82-85].
En las mujeres con mas de 30 afios, la especificidad es mucho mayor; sin
embargo, los datos son bastante variables entre los estudios y depende en parte
de la prevalencia de VPH, en la poblacién de estudio [86]. Ademas, en la mayoria
de los estudios, el VPP es muy bajo, menos del 30%, lo que indica que s6lo un
porcentaje de mujeres infectadas tienen lesiones de alto grado.

Es importante hacer énfasis en cual es el principal valor de identificar
biomarcadores en cancer cervical y porque se tiene como objetivo el desarrollar
procedimientos para pesquisa, es para mejorar la especificidad mas que la
sensibilidad en relacién a la prueba del VPH [1]. Las pruebas de pesquisa
primario con DNA del VPH, junto con la citologia incrementan la especificidad de

forma similar a lo que hace la citologia convencional [43,82].

Sin embargo, el uso de estos procedimientos en paises en vias de desarrollo
como el nuestro, tiene aun varios problemas logisticos, ya sea porque el alto
porcentaje de mujeres con pruebas de resultado positivo para el VPH, que no
regresan a la prueba de la citologia o debido a la manipulacion de las muestras

cuando esta toma de muestras para citologia se realiza en pacientes de primera
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vez. Adicionalmente ademas, ya que evita la automatizacion, y esto parece poco

préactico.

El uso simultdneo de método ya establecido como el de captura de hibridos para
los virus de alto riesgo y con un método molecular que distinga las lesiones de
alto grado NIC2+ de las de bajo grado NIC1- puede incrementar la especificidad y
el VPP, con las ventajas de ser mas rapido y tener la posibilidad de automatizarse

en comparacion de la citologia convencional.

De los marcadores asociados con Ca-Cu, hasta ahora el mas estudiado es la
proteina supresora de tumor pl16 [1]. Esta proteina se acumula en el nucleo y el
citoplasma de las células transformadas por los VPH de alto riesgo y
generalmente se detecta por IH. Se relaciona con la cantidad de pl6 con la
severidad de la neoplasia cervical y se considera un marcador de CIN2+. De
forma reciente pl6 se ha implementado con éxito para la clasificacion de
enfermedades relacionadas con VPH.

En biopsias de tejido tomada con pinza o de cono, evaluadas para p16 por IH, se
ha reportado reducir las diferencias intraobservadores cuando se compara con el
diagnostico obtenido con la tincion de H&E. Recientemente también pl6 ha
surgido como un complemento en el diagndstico sensible y especifico para
detectar las lesiones NIC2+ en muestras de citologia cervical [1]. Distintos
estudios de esta proteina la han propuesto por tener una alta sensibilidad (80-95)
para la deteccion de NIC2+; sin embargo la especificidad es baja para la citologia
(~50%) [86,87]. Esto es porque aproximadamente el 38% de las lesiones de bajo
grado NIC, que estan infectadas con los VPH de alto riesgo, expresan este
marcador [86]. Sin embargo la baja especificidad de este marcador y la necesidad
de un patdlogo para la interpretacion de los ensayos de IH, son las principales
razones por las cuales pl16 no se ha adoptado completamente para pesquisa

inicial.

Recientemente el grupo de Wentzensen N., desarrollaron un método para
detectar la proteina p16 en lisados celulares de muestras de exudados cervicales
empleando la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). La
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sensibilidad de este método de ELISA para la identificacion de lesiones de alto
riesgo fue del 84%, y la especificidad fue del 87% [88]. De acuerdo con los datos
obtenidos en nuestro estudio, la deteccion de mRNA de CDKNZ2A que codifica
pl6, tuvo una especificidad para pesquisa de los NIC2+ que fue superior 93%,
(Tabla VII).

Otros dos marcadores nuevos identificados en este trabajo, los genes CDKN3 y
NUSAP1 que en conjunto con CDKN2A, mostraron una alta especificidad (93%) y
VPP (93,4%); por lo tanto, estos pueden ser buenos candidatos para su uso con
HC2 como una estrategia de primera linea en un programa de pesquisa. El
alcance de este estudio fue el realizar la evaluacion para determinar si los niveles
de mRNA de los nuevos genes identificados en muestras de Ca-Cu, permitirian la
deteccion de lesiones de alto grado NIC o lesiones invasoras con una alta
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, el potencial de la sensibilidad reportada
en el andlisis probablemente se ha sobreestimado en comparacion con lo
encontrado en practica clinica, como aquellas de las lesiones NIC2+ que tienen
una mayor proporciéon de desarrollar cancer cervical (el cual es facil de identificar)

con alguno de los métodos de deteccion.

En contraste, la especificidad observada puede ser subestimada, dada la gran
proporcién que habia de NIC1- y NIC1. Por lo tanto, estos resultados no se
reportan como datos concluyentes sobre la sensibilidad, la especificidad y los
valores predictivos de los ensayos. Posteriormente es necesario realizar un mayor
numero de estudios para determinar los niveles de mRNA, de los genes CDKN3,
NUSAP1 y CDC20 o incluso evaluarse a nivel de proteina en muestras cervicales
de una poblacibn mayor para deteccion temprana y obtener mas informacién
sobre los valores predictivos y asi poder definir un factor de ajuste 6ptimo entre la

sensibilidad y especificidad para la deteccion de las lesiones CIN2+.

Los genes PRC1, CCNB2 y SYCP2 son marcadores asociados exclusivamente
con el cancer cervical invasor. Junto con los genes NUSAP1, CDKN3, y CDC20,
estos genes representan blancos potenciales especificos para el tratamiento de
Ca-Cu avanzado, particularmente el gen CDKN3, se encontrg estar asociado con

la baja sobrevida. Estos genes codifican para proteinas implicadas en el ciclo
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celular, especificamente en la fase M (mitosis y citocinesis). De acuerdo con los
datos obtenidos en los ensayos de IH, aproximadamente el 30% de las células

tumorales en Ca-Cu pueden estar en la fase M.

La participacion de estos genes se ha visto en el control de anafase, segregacion
cromosomica, en el control de la entrada/salida de mitosis. En tiempo cuando la
activacion de cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) dirige a la célula a mitosis,
la salida mitética depende en una inhibicion de la actividad de Cdks,
principalmente a través de la degradacion de ciclinas mitéticas por el complejo
promotor de la anafase (APC/C) y la acumulacion de proteinas inhibitorias de
Cdk, la desfosforilacion de proteinas fosforiladas por Cdks. Cuatro de las seis
proteinas validadas (CCNB2, CDC20, CDKN3, PRC1) en este trabajo, son

esenciales para ese proceso.

La ciclina B2 (CCNB2), la ciclina semejante a B1 (CCNB1), se unen a CDK1
(CDC2) para formar el complejo M-CDK, el cual es esencial para el control del
ciclo celular y la transicion de G2/M. Sin embargo cuando el complejo de ciclina
B1-CDK1 causan condensacion cromosOmica, reorgnizacion de microtubulos y
desensamble de la lamina nuclear y el aparato de Golgi durante la mitosis [89,90].
En adiciobn con esos datos, la ciclina B2 fue localizada exclusivamente en el

citoplasma de los Ca-Cu examinados en este articulo (Figura 16).

Interesantemente, la expresion de la ciclina B1 en esos tumores no difiere que en
las muestras control (TS1). Esa ciclina es degradada por el complejo APC/C,
como una via regulatoria de la transicion de metafase-anafase [91], para seguir la
progresion de mitosis de metafase a anafase [91]. El gen CCNB2 se ha asociado
poco con el cancer cervical [31]; sin embargo se ha reportado estar asociado en
otros tipos de cancer, por ejemplo este gen es sobre expresado en cancer de

colon [92], pulmén y tracto digestivo [93].

Un incremento en la cantidad de CDC20, que es una proteina clave regulatoria
del complejo APC/C durante la anafase, y esto puede explicar la ausencia de
cliclina B1. Por otra parte CDC20, junto con UBE2C (también conocida como
UBCH10), la cual también se incrementa en Ca-Cu (visto en este estudio TS1), es
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requerida para la actividad completa de la ligasa de ubiquitina del complejo
APC/C y puede conferir la actividad de sustrato sobre el complejo. La proteina
CDC20 es regulada negativamente por MAD2L1 y BUB1B (también conocida
como BUBR1). En la metafase, el complejo terciario de MAD2L1-CDC20-APC/C
es inactivo, mientras que en la etapa de anafase el complejo binario de CDC20-
APC/C esta activo en la degradacion de sustratos. Interesantemente, los
transcritos de MAD2L1 y BUB1B, también se incrementan en Ca-Cu (TS1),
sugiriendo que corresponden a proteinas que pueden incrementarse y prevenir la
activacion de APC/C. Sin embargo parte de la proteina de CDC20 puede
permanecer libre para asociarse y activar el complejo APC/C, esto se ha
demostrado en ensayos de células transfectadas que expresan las proteinas
E6/E7 [91].

El gen CDC20 se ha reportado estar sobre expresado en cancer de pulmon,
pancreas y gastrico [94], asi como también en Ca-Cu [31,81]. CDKN3 es una
proteina con actividad dual fosfatasa del grupo de fosfatasas de Cdcl4 que
interactia con CDK1 (CDC2) y asi inhibe su actividad [95,96]. CDKN3 y otras
fosfatasas como Cdc14, no han sido bien estudias aun; sin embargo, estas se han
visto ser esenciales por la actividad antagonista de Cdk en la mitosis tardia,
llevando las células a salir de la mitosis en la telofase. La regulacion de la
citocinesis puede ser una funcién conservada de la fosfatasa Cdc14. Siguiendo la
sobre expresion de CDKN3 se ha asociado con la inhibicion de la proliferacion
celular en lineas derivadas de cancer de colon [97], también se ha reportado estar
sobre expresada en cancer de mama, préstata y pulmon [98-100]. De acuerdo
con los datos obtenidos en este estudio, el gen CDKN3, junto con otros genes, se
han asociados con la baja sobrevida de pacientes con adenocarcinoma de
pulmén [98]. Este es el primer reporte en el cual el gen CDKN3 es asociado con el

cancer cervical.

El gen PRC1 esta involucrado en la citocinesis y es esencial para contralar la
formacion espacio-temporal de la zona media y la completa citocinesis [101,102].
Este gen ademas es requerido para la localizacion en el uso central y cuerpo
medio por los miembros de la familia de cinecinas 14 (KIF14) [103] y la cinasa
semejante a polo 1 (PLK1) [104]. La supresion de PRC1 bloquea la division
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celular. La transcripcion de PRC1 es reprimido por p53 y es una de las rutas por
las cuales p53 frena el ciclo celular y el arresto en el punto de control del ciclo
G2/M [105]. La oncoproteina E6 del virus VPH16 induce la degradacion de p53 en
los proteosomas, esto probablemente es porque en carcinomas cervicales PRC1
este también sobre expresado via este mecanismo. Este gen se ha reportado

estar asociado con cancer de higado [106] y Ca-Cu [31,33].

La proteina NUSAP1 es una proteina nucleolar asociada al nucleolar-huso-asociado
gue tiene una participacion en la organizacién del huso en los microtubulos. Este
gen no se ha descrito su asociacion con Ca-Cu, pero se ha encontrado estar sobre
expresado en cancer de mama y melanoma [107]. Por otra parte, el gen SYCP2 es
un componente principal del complejo sinaptonémico. Este complejo promueve que
se rompa la doble cadena (DSB) y son reparados por recombinacion homologa via
meiosis [108]. Los altos niveles de expresion de gen SYCP2 en Ca-Cu, evaluados
en este trabajo sugieren que el rompimiento de la doble cadena (DSB) es muy
comun en algunas muestras de Ca-Cu y que el gen SYCP2 puede estar involucrado
en la reparacion de DSB, por estimulacién de la via de recombinacién homologa.
Interesantemente, este gen se ha encontrado por otros trabajos estar sobre
expresado en Ca-Cu [36,37] y en carcinomas orofaringeos de células escamosas
positivos para VPH16, pero no en carcinomas negativos a VPH [109].

Es este estudio el ciclo celular es el proceso méas alterado en Ca-Cu y es el
principal clasificado en todos los articulos de Ca-Cu en los cuales se han
analizado los procesos bioldgicos [37]. De igual forma en este trabajo, cuando los
genes fueron de analizados con la ayuda la base de datos en linea DAVID, en un
nivel medio, el proceso de ciclo celular se mostro estar mas enriquecido y ademas
ser el numero 1 de la lista (TS2). Sin embargo, cuando con los datos obtenidos en
el laboratorio se realizo el analisis pero ahora con el mayor rigor posible, el
proceso de fase-M fue el mas enriquecido, sugiriendo que la fase M es la principal
fase del ciclo celular alterada en Ca-Cu. Estos hallazgos son consistentes con las
alteraciones en el ciclo celular y mitosis causadas por el VPH que se ha
demostrado in vito por distintos estudios. [80, 81, 110] y esto ha sido poco
estudiado en Ca-Cu [81].
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Las oncoproteinas de E6 y E7 de los virus de alto riesgo inducen numerosos
defectos mitoticos, incluyendo mitosis multipolar, segregacion cromosomica,
ruptura de la anafase y aneuploidia. Algunas células con mitosis anormal son
normalmente dirigidas para la muerte celular, las proteinas E6 y E7 actian
cooperativamente llevando esas células con centrosomas anormales para
acumularlos y asi, relajando la respuesta del punto de control G2/M y la inhibicion

de la sefalizacion para apoptosis [110].

En adicion a esos datos, el andlisis de vias canonicas dio como resultado:
regulacion del punto al de control DNA, regulacion de proteinas de CHK en el
ciclo células encontradas en la segunda posicion y en la quinta de las vias
canonicas alteradas en Ca-Cu. En otros trabajos, las oncoproteinas E6 y E7
inducen mecanismos para evitar el punto de control de la mitosis. Para los genes
E6/E7 se ha demostrado que inducen la sobre expresion de CDC20 y UBCH10,
las cuales activan el complejo de la ligasa de ubiquitina APC/C [91]. El
enriquecimiento de actividad por la regulacion positiva de proteina ligasa de
ubiquitina durante el ciclo celular mitético se encontré6 en Ca-Cu (Tabla X), es

complementario con esos resultados encontrados in vito.

Asimismo, la inhibicibn de la mitosis es una estrategia bien conocida para
combatir el cancer. Distintos farmacos que perturban el proceso de division celular
se han propuesto por ser efectivos en las terapias anti-cancer. Ejemplos bien
conocidos y documentados de esos farmacos que alteran la formacion del uso
mitoético, tal como los taxanos y los alcaloides de la vinca. Sin embargo, ellos
tienen indices terapéuticos remarcablemente bajos y pocas ventanas
terapéuticas. Su eficacia es restringida porque ellos también alteran la red de
microtubulos de las células que no estan en division. Causando efectos
neurotoxicos y afectando la funcion endotelial de la célula. Para resolver ese
problema, para una nueva generacioén de agentes antimitéticos se ha desarrollado
con blancos como las cinecinas y las cinasas con participaciones especificas en la
mitosis, tal como KIF11, PLK1 y aurora cinasa A (AURKA) [104].

Interesantemente, en este estudio los transcritos para esos 3 genes, también se

encontraron en los genes sobre expresados en Ca-Cu (TS1). Los genes AURKA,
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KIF1 y PLK1, en este trabajo se ubicaron en los lugares 19, 72 y 263,
respectivamente. Ademas, esos farmacos podrian también ser probados en el
tratamiento de cancer cervical. En los resultados obtenidos en este trabajo, donde
se identificaron y se validaron los genes expresados diferencialmente, en especial
para los genes CDKN3, CDC20 y SYCP2, comparados con el control el FC fue
alto, indicando el potencial que tienen esto genes como blancos para la terapia en
cancer cervical. Sin embargo es necesario y de continuidad para el trabajo,
demostrar que estos genes pueden ser indispensables para el crecimiento del

tumor.
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CONCLUSIONES.

. En este trabajo se identificaron 6 genes (PRC1, CCNB2,
SYCP2, CDKN3, NUSAP1 y CDC20) asociados con el cancer

invasor

o Los genes identificados se encuentran desregulados tanto en
muestras positivas para el VPH16 como para otros tipos

virales.

. Es el primer reporte de la identificacion de los genes CDKN3,
NUSAP1, SMC4 y WISP2, en cancer cervical.

. Los genes CCNB2, CDC20, CKS2 y RRM2 han sido

escasamente reportados en Ca-Cu por otros estudios.

o Estos genes se evaluaron y se demostré su expresion en
lesiones pre-invasoras y no en tejido normal, por lo que
pueden ser considerados como candidatos para la deteccion

temprana.

o Estos genes tienen alto valor de sensibilidad y especificidad
para detectar lesiones de alto grado.

o Este estudio identifica a estos genes y permite ver el potencial
gue tienen como posibles marcadores blanco para la terapia

en cancer cervical.

o El estudio en conjunto o de forma individual, de estos genes
PRC1, CCNB2, SYCP2, CDKN3, NUSAPl1l y CDC20,
presentan una oportunidad para desarrollar alguna

herramienta que favorezca la deteccion temprana.
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TABLA SUPLEMENTARIA 1 (TS1). Lista de 997 genes expresados diferencialmente en
cancer cervical comparado con tejido de epitelio normal control.

ID-Affymetrix SIMBOLO® NOMBRE GEN CROMOSOMA | INCREMENTO" | A Score | MARCADOR
Sobreexpresados
218009_s_at PRC1 protein regulator of cytokinesis 1 15g26.1 7.30 16.76
CDC28 protein kinase regulatory
204170_s_at CKS2 subunit 2 9g22 5.86 14.98
D, DP, E, P,
202589_at TYMS thymidylate synthetase 18p11.32 9.36 14.78 |RT
replication factor C (activator 1) 4,
204023_at RFC4 37kDa 3927 7.09 13.99
nucleolar and spindle associated
218039_at NUSAP1 protein 1 15g15.1 8.23 13.82 |P
ribonucleotide reductase M2
209773_s_at RRM2 polypeptide 2p25-p24 10.01 13.71 |D
202705_at CCNB2 cyclin B2 15g22.2 4.58 13.44
minichromosome maintenance D, DP, E,
202107_s_at MCM2 complex component 2 3g21 5.50 13.31 | P,UP
structural maintenance of
201664 _at SMC4 chromosomes 4 3g26.1 5.45 13.16
cell division cycle 2, G1 to S and
203213_at cbc2 G2toM 10g21.1 5.19 12.99
BUB1 budding uninhibited by
benzimidazoles 1 homolog beta
203755_at BUBI1B (yeast) 15915 4.27 12.68
204962_s_at CENPA centromere protein A 2p24-p21 4.45 1224 |D
202954 _at UBE2C ubiquitin-conjugating enzyme E2C 20g13.12 5.72 12.11
203046_s_at TIMELESS timeless homolog (Drosophila) 12g12-q13 3.27 11.89
minichromosome maintenance
216237_s_at MCM5 complex component 5 22g13.1 5.91 11.79
cell division cycle 20 homolog (S.
202870_s_at CcDC20 cerevisiae) 1p34.1 6.56 11.51
222077_s_at RACGAPI Rac GTPase activating protein 1 12q13.13 3.81 10.72
203554 x_at PTTG1 pituitary tumor-transforming 1 5g35.1 4.44 10.53 |P
208079_s_at AURKA aurora kinase A 20g13.2-q13.3 4.55 10.17 D EP
201202_at PCNA proliferating cell nuclear antigen 20pter-p12 3.98 10.09 | D, DP, P, RT
209714 s_at CDKN3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 14q22 6.15 9.97
TPX2, microtubule-associated,
210052_s_at TPX2 homolog (Xenopus laevis) 20g11.2 4.81 9.90
218755_at KIF20A kinesin family member 20A 5g31 4.51 9.88
topoisomerase (DNA) II alpha
201292 _at TOP2A 170kDa 17g21-q22 6.73 9.77 D, E, RT
topoisomerase (DNA) II binding
202633_at TOPBP1 protein 1 3qg22.1 3.80 9.66
218350_s_at GMNN geminin, DNA replication inhibitor 6p22.2 4.45 9.65
200853_at H2AFZ H2A histone family, member Z 4924 3.30 9.64
CDC28 protein kinase regulatory
201897_s_at CKS1B subunit 1B 1g21.2 3.90 9.55
cell division cycle 7 homolog (S.
204510_at coe7 cerevisiae) 1p22 4.14 9.42
204026_s_at ZWINT ZW10 interactor 10g21-q22 5.28 9.33
204092_s_at AURKA aurora kinase A 20g13.2-q13.3 3.11 9.27
GINS complex subunit 2 (Psf2
221521 s_at GINSZ homolog) 16g24.1 3.99 9.22
replication factor C (activator 1) 5,
203209_at RFC5 36.5kDa 12924.2-g24.3 3.32 9.18
NDC80 homolog, kinetochore
204162_at NDC80 complex component (S. cerevisiae) 18p11.32 3.58 8.96
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minichromosome maintenance
201930_at MCM6 complex component 6 2921 3.45 8.95
202338_at 7K1 thymidine kinase 1, soluble 17923.2-g25.3 3.27 8.79 D, P
219148 at PBK PDZ binding kinase 8p21.2 4.15 8.78
cyclin-dependent kinase inhibitor
2A (melanoma, p16, inhibits D, DP, E, P,
207039_at CDKNZ2A CDK4) 9p21 7.38 8.76 RT,S
enhancer of zeste homolog 2
203358 s_at EZH2 (Drosophila) 7q35-g36 3.82 8.76 D,DP, E, P
flap structure-specific
204767_s_at FEN1 endonuclease 1 11g12 3.34 8.69
minichromosome maintenance
201555_at MCM3 complex component 3 6p12 2.86 8.63
kinesin family member 4A ///
218355_at KIF4A kinesin family member 4B 5@33.1 /// Xq13.1 3.75 8.62
structural maintenance of
201589_at SMCIA chromosomes 1A Xp11.22-p11.21 2.74 8.39
205046_at CENPE centromere protein E, 312kDa 4924-925 3.25 8.39
MAD2 mitotic arrest deficient-like 1
203362_s_at MAD2L 1 (yeast) 4q27 4.52 8.37
203418 _at CONAZ cyclin A2 4q925-g31 3.11 8.35 E, P
204709_s_at KIF23 kinesin family member 23 15023 2.14 8.30 P
DNA (cytosine-5-)-
201697_s_at DNMT1 methyltransferase 1 19p13.2 2.75 8.28 D
206546_at SYCP2 synaptonemal complex protein 2 20g13.33 6.91 8.27
Disminuyen su expresion
205382_s_at CFD complement factor D (adipsin) 19p13.3 0.08 -12.73
209550_at NDN necdin homolog (mouse) 15q11.2-g12 0.16 -12.38
WNT1 inducible signaling pathway
205792_at WIspP2 protein 2 20q12-g13.1 0.11 -12.15 |D
208399_s_at EDN3 endothelin 3 20q13.2-q13.3 0.17 -12.12
solute carrier family 18 (vesicular
205857_at SLC18A2 monoamine), member 2 10925 0.33 -11.63
201525_at APOD apolipoprotein D 3qg26.2-qter 0.08 -11.28
202920_at ANK2 ankyrin 2, neuronal 4q25-q27 0.19 -11.24
205752 s at GSTM5 glutathione S-transferase M5 1p13.3 0.34 -10.83 |D, P
neuro-oncological ventral antigen
205794 _s_at NOVAI 1 14q 0.33 -10.50
219213 at JAMZ junctional adhesion molecule 2 21g21.2 0.26 -10.38
205433_at BCHE butyrylcholinesterase 3g26.1-926.2 0.14 -10.31
FXYD domain containing ion
transport regulator 1
205384 _at FXYD1 (phospholemman) 19g13.1 0.25 -10.26
212843_at NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 11g23.1 0.28 -10.22 |E,P
219440_at RAIZ retinoic acid induced 2 Xp22 0.18 -10.17
fibronectin leucine rich
204359_at FLRTZ2 transmembrane protein 2 14g24-q32 0.15 -10.14
cytochrome c oxidase subunit VIIa
204570_at COX7A1 polypeptide 1 (muscle) 19g13.1 0.22 -9.77
nucleosome assembly protein 1-
204749 _at NAPIL3 like 3 Xq21.3-g22 0.20 -9.51
205620_at F10 coagulation factor X 13934 0.42 -9.27
sushi-repeat-containing protein, X-
204955_at SRPX linked Xp21.1 0.19 -9.27
205110_s_at FGF13 fibroblast growth factor 13 Xg26.3 0.32 -9.20
205392_s_at cclLi4 chemokine (C-C motif) ligand 14 17g11.2 0.36 -8.93
206481_s_at LDB2 LIM domain binding 2 4p16 0.18 -8.92
207154 _at DIO3 deiodinase, iodothyronine, type III 14932 0.37 -8.84
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C-type lectin domain family 3,

205200_at CLEC3B member B 3p22-p21.3 0.22 -8.81

213568_at OSR2 odd-skipped related 2 (Drosophila) 8qg22.2 0.17 -8.80
F-box and leucine-rich repeat

213249_at FBXL7 protein 7 5pi15.1 0.39 -8.75

209815_at PTCHI patched homolog 1 (Drosophila) 9g22.3 0.08 -8.67
solute carrier family 24
(sodium/potassium/calcium

57588 at SLC24A3 exchanger), member 3 20p13 0.30 -8.66
phosphodiesterase 2A, cGMP-

204134 _at PDEZA stimulated 11q13.4 0.51 -8.61
EGF-containing fibulin-like

206580_s_at EFEMP2 extracellular matrix protein 2 11913 0.38 -8.43
prostaglandin D2 synthase 21kDa

212187 _x_at PTGDS (brain) 9934.2-q34.3 0.13 -8.41

205399_at DCLK1 doublecortin-like kinase 1 13q13 0.39 -8.39
runt-related transcription factor 1;
translocated to, 1 (cyclin D-

205529_s_at RUNX1T1 related) 8g22 0.34 -8.26

201540_at FHL1 four and a half LIM domains 1 Xg26 0.16 -8.22
zinc finger and BTB domain

205883_at ZBTB16 containing 16 11g23.1 0.42 -8.12
ATP-binding cassette, sub-family G

209735_at ABCG2 (WHITE), member 2 4922 0.33 -8.09 |D,E P

204287_at SYNGR1 synaptogyrin 1 22qg13.1 0.53 -8.08
ATP-binding cassette, sub-family A

204719_at ABCA8 (ABC1), member 8 17924 0.19 -7.98
membrane associated guanylate
kinase, WW and PDZ domain

209737_at MAGI2 containing 2 7921 0.50 -7.98

209710_at GATAZ GATA binding protein 2 3g21.3 0.37 -7.86

206167_s_at ARHGAP6 Rho GTPase activating protein 6 Xp22.3 0.44 -7.78
guanine nucleotide binding protein

204115_at GNG11 (G protein), gamma 11 7921 0.25 -7.72
transforming growth factor, beta

204731_at TGFBR3 receptor III 1p33-p32 0.21 -7.64
regucalcin (senescence marker

210751 _s_at RGN protein-30) Xp11.3 0.52 -7.63
cartilage intermediate layer
protein, nucleotide

206227_at CILP pyrophosphohydrolase 15922 0.20 -7.61
insulin-like growth factor 1 D, DP, E, P,

209541 _at IGF1 (somatomedin C) 12g22-q23 0.21 -7.55 |RT,;S
ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 5

219935_at ADAMTSS (aggrecanase-2) 21g21.3 0.30 -7.53

206893_at SALLI sal-like 1 (Drosophila) 16q12.1 0.42 -7.49

209869_at ADRAZA adrenergic, alpha-2A-, receptor 10g24-q26 0.20 -7.46

a: Gene seleccionados con mayor valor de D score y los genes marcados en negro son seleccionados para el analisis

con RT-PCR en tiempo real.
b: Incremento es calculado dividiendo el valor de media de la intensidad de sefial entre tumores/controles de

cada gen

*Aplicacion de Biomarcadores: D: diagnostico; DP, progresion de la enfermedad, P: pronostico, E: eficacia; RT, respuesta a terapia; UP, aplicaciones no

conocidas; S, seguridad.
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Abstract

The effea of arveative human pasilla mevirus (HPY) saccination on the reductien of the cevical cancar (CC) Eurden will
ot b knnam for 30 years. Thersfors, ity stll necassary 1 improwe tha poceteas for O soening and ieanmam The
anjectye of the study was to identify and charazterme cellu'ar targets that could be consdered patential marcer for
screening o therapautc taroets A prramidal strategy was used, |nitielly the 2sprassion of 8636 genes was compared
betwsan 43 HPVISpondive CCx and 17 haathy conital epithalioms wsng mcmamy. & ofal of 997 geres wers
darequlatad and 41 genes that showed Ihe greatast darequlaton ware valdatad using gHI-PLE, The B mast upraguiated
gomes (CINB2 COC0 ERCY, SYOP2, NLSAPY, COWNG belong to the mtass pathwary. They woere further aealosed in 20 low

gradz cervical inraepithzlal neopiasizgs (TN and 21 highegrde CIN (ZIN2/3) to iwestigate whether they could
differentiate L and CIN2'S (UM from CIND and centros, COMES, BRCT, and S VLR wera mostly assodiatad with LC and
COC0, NLUSAPT, and COWNE werz also associated with CIM2E. The sonsitivity and s pecificity of COKNG and MUSAFT to dotect
ClW2+ was approdmate’y 30%. The orotzing encoded oy all © genes were shown upregulated i CC by
i nchistechemisiry. The assecaton of thass markers with survva was invastganed In 42 CC parlents fallowzd up
for at Icast 42 months Only COWN was assodatcd with poar survival and it was independent fram dindcal Saae (HR=53,
95%0C1=14-238, p=0011 DN and MUSAP! may De potential fargets for the deveopment of scesning mzthods.
Meverheiase, furmher studias with 2rger samolec are necded to dafing tha aatirmal sencimlvty and spacficing, nhibigan of
rmitozisiz a well known stacgy to combat Zancers Themedone, COKME may be ot only 3 screoning and susival marker but a
potential tharapautic target in OO Howsvar, whetner it's indispenzeblz for tumar growth remeins to ke demonstated.
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reportzt worldwide, the mddence o marality rafio & agprosi
pmiely 50% |1LI21L

For mary years, the Papanicolon [Tap) test hae beer the most
important screening procedure for early deteenca of CC, and i
mzsie spolication in develaped eomtries e deereasad the
incicence of GG by mors than 3% in the st 40 veers [13].
Wonmn wilk: elwmermal P el faculpusoupy
confrm, decard, or clarify the diaznoss with a hetopathological
sr.rf':,' Hwaver, the AverAgE aFmii'rL'if:; rfr:,.-mhgy for feteetion of
CIN lesicns I3 30-460%: although the specificity i3 very high,
apuoinaiely 9% [14], Since HPV b oindspensalle Jor the
develapment of G0, several procedurea 1o deteer the HPY genome
have heen L"IOD"':IQI‘E.P\:‘ int, (€ screenny, Compared with
convennnnzl *ymh:m, HEY DNA tesning has bigher secativiry bt
Iower specificity for the dewection of CINI lesiors ar higher
(CIMZ1], The high zensitivity end high negetive predictive: saloz
(NEV) of HPV DNA testz for the detection of CINT4 lesions
supred that o could e wied o extend soreemng  mtervals
Huovwever, the low specificiny of HEY DINA wsrs would increase the
rurber of follow-un tests and colposcopy referrals, which would
increase the coet of sersenmg [157, Therefors, the need to dm[np
rew mathiale foe ez rly dorection of 00 with high snainiviny ard
specificity 5 dear, Mulinl: meor markers associated with CINZ+
Eave been dentfied, especially CORNZA, TOSZA, and MOME
However, thes mariers have been pronosed not for serescing, bat
frw dizgnnsis, orognnais, o chinical management [11,16]

Imasve ceracel ancer 6 ocurrently treated with airgery,
chemethearapy, radiotberany, or a combinacion of these therapies,
cepending on the chnical stage of the disezse. The suocess of these
conventionzl thewpies and patient survival dimmishes as the
CEFEse progresses [0 mome advancer stages | (7). In faa, the
pereertage of wormen wha suevive 3 years decreases from 56 % for
seage LA wo 15% for smge [VE (wwwsarcerorg), In conmas: 1o
ciher types of caneer, for whick sevaral specific moleenlar drugm
Fawe been developad [1E] theee ave nospeciBe seoleenlar-angeted
theranies for U0, The majarity of dros azzing specifie taraets n
veneer wre direcied wowian] motsied aooiene, especially prowen
kirascs l"] however, some drogs trgct rnnml pn’trm:] that arc
cveraupraeeer], ach as HE R"';'lm in kreag cancer [7007] Tha
first step in develoning a specific molecniar dmg B icenifying
coiversal pwdeeular Gagets that are prosent i patienis with GG
and ebacet i healthy women.

The abjeetve of this sudy was to idaetife and cheracterize
cellnlar targers pressrt mopeost (0 2nd absene from pormal
cervical e thar diffier enoughk Detween the I groups o be
comsitlered eiber s poental eeckers [or sreeuicg, with a
semsitivity and specifiity closs to 100%, oras potzenal therapean:
targets

e e

Methods

Fthics Statement

The stuidv profacel was agproved by the Seientfe and Etmes
Crmnnees of te Hospio! Geoered de Mexiy (appoovad numeler
DIC/ 18/ 311 /AM/051) and was performed in accordance with the
ethical princioles described m the 1364 Declarzticn of Helsinki,
Irformet written conseet was chiamed from 21l Derteinzns prior
0 thelr inclusion in the sdy.

Subjects, Semples, and Cxperimental Cesicn

The study sunjeots incleded 60 patients with invasive w‘wi‘ul
cancer (D0 disgnnsed in the Teparrment of Cnenlagy, @
patients with lew-grade CIN [TINL), 21 patients with U;h-zrad#
CIN OINZ and COINT), ard 25 women with ool oervical

FLOS ONE - wownw. plosanecong

Mitss ex Source of Sormarkers m Cervical Caower

cepitheliurn evaluated o the Department af Ohstetrics 2nd
Gyoecolopy al Qe Huspral General de Meaoe o0 Mesios iy,
The GO sempleswere £ achact selocted from o tomnl of 162 petices
wath U who were recrimed ieq:.enﬂx]} trom MNowember 2003
throcgn July 2007, which represerted approximately 80% of the
patens rewly diazrosed with GO during thie period due w the
restrictive inclusicn oriteriz {po arevious treatment, iccident cease,
barn in Mesico with Mexican ancestry for I gererabions). The
selectrn criteriz for the UG sunset were baser on the avaia iy
of a fresh mmor bionsy for RNA extraetion with mare than 70%
tuncr cells in the mcrphological anzlysis {see belne, mnsely TGO
stages L/, end viral typa. This sobeet ineluded 47 samples poaitive
for HPV1G and 22 samales positive for other vines types, incheding
EPVIE S, 5443, 51 54, and 59, Amoryg them, 54 saarples were
of squamous c2ll carcinomas, 4 sammles were of adenocardng-
mas, ard 1 sample was -.'JI'Ln edenosuaraous carcmena. The
averzge age of patients with carcer was 48 gean pange 13-T8
vearg lable 510 All panents recemved complete elneel evalua-
tiana, The mmors of CC patients were staged accordin g w the last
mternational revised protocd for greecalogic cencer [22] Cne or
twe hiopsies, conducted under colposcopy examinatim, wers
tzkor Frioee roenare. (e hionsy was divided in @ eoueal parts, 1 pare
was THed in buffered Srmol for morphological analysis and the
other part, together with the second bopey, wes mapefrozen on
dry b= and stoved at —30°C el anzhei. All OO patisrts wars
referred] for sorpery . radiaticm, cheneotherspy, or 2 comhmatior of
thesz eatmerds according o the guidelines of the American
Cauwmer Suciety Bee Delowi, Conrol cervicadl spedines were
ontaired from patients ondeegoing hystoreciomy cus b myorma-
tosis ot the Dyrecdogy Semvdce of the Hospital General de
Mexico, They were areviously diagnased with £ normal cervix by
cywlogy and colmeecopy, homediaiely alier reodang o o
fragment from the operating oo, the exocervical and endocer-
vieal epithelire ware dissected under a sterecscopie micrasoops
o avndd the aromal eells The riszaes were then snepeoFrozen in
Tiqquid nitrogen and strred at — 3070 until cse. For HEV detection
il wyping, @ scrane foon e eodocervin and ecocervin was
ecolleered with a eyiotrush from the patients and contrels, the eclls
were snguncded in s vishwith eereactioe. hnffer, snd then starerd ar
—20°C untl analysis. Analysis of gone] gene expresion (8,633
grues) wia perbrmed B BNA oireced Bum 43 Gesh e
biopsics peatyve for HPVIE and fom 12 samples of normel
cervical apithelimm wing the HG-Foeus micrazrray. Glonz] gene
expresirn was velwlated m 24+ samples, melodmg 14 UUs and 3
cervical epitbelir conwok, bvoa second high  throuwghpoo
microarray (11G-5T1.0) The 23 genes that showed the greatest
dﬂvguﬁmm’] were validated by recl tima PCR £ RT-PCR) & 44
EfVIteoommve UL and 25 control samples. 1he b most
differentially expresed genss (CONEZ, CDCA, PRCE, STUFZ,
MUSAM and COANT wers further r-iplnrtri m 29 l'nu-grad-:
eeraizl meraepithelial neoplasiae [CINL) and 21 high-grade CIN
(CING %) o imeestigate whether they conld differerriate OO znd
CIN2/5 (0N Froen TIM and eontrols. [memunchistoc nemistry
{IIT) was perfonnced for 10 selected protcins m 26 OO0 sacples and
10 centrol samales, The asodanion of 9 markars with survival was
rvestigaterl by survival smalyss of 47 patients wich HPVIG-
peasitive GO who were followad up for at least 42 months.

ChA and RNA lolation

DNA was purificd oo cerdcal scraoes anl some biogsy
sperimens izing the Parclink Genomic DMNA Kit (levirogee,
Grrand Taland NY) =nel mameained at —20°00 nnnil snalyis Totsl
ENA was Bolated foen ane half of the divided bicpsy nsing
TELol reagem (hvivrogen), scconding w the ofacerer’s
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protocel The qualiy of the RMNA was confirmed by agarose zel
elestrophoress, a5 demonsratsd by the presence of mran
rihoarmal RNA, wirn the s hend rwice ns ntense 3¢ the 185
tremd.

Datection and HPV Typing

HPV detection was performed by POR wing universal primers
Incated in the HEY L4 gene MIDS MY M, GPS 6+ and LICT as
deacribed previoudy [23-25] The NB gere was used as an
internal control to asess the quality of DN A, The HPV types were
wennhed by s2quencing the amplfied aands o postve samples
using a Jooresoent cpck-seyuencimg aribiod [BigDve Tenuinaio
Ready Beaction K, Applied Biosytems, Foder city, CA)
Sequence analyes was pedomued csmg an AR PEISM 51350=1
procin amaheer (ppdiel Bosysicoom). Eade sequeace (o dhe
HFV postive samples ws analyesd with the FASTA scquance
amibwity wol [Mh] The voerage peeeertage identity of these
seqpences w0 HPV iypes was 98.7% (range, 91-100%).

Gene Exqprassion Profiing and Data Analysis

The pene expression profile of #3 CUs pesitve for HFV 6 and

1 kealihy comral cervical epltheliums was examined wsing the
Human Gere Foom HU Facw) eligonuclecride Microcrray (MA)
(Afymamy, Santa (laea, OA) This areay eontaing A.794 probe
sete corresponding t 8,638 characterized human genes in the
Gen: Refererce dambase, Towl RNA preparation (10 pg), Inseled
fRNA eynthesis, hyhridizarion, ssanning, and image analysis were
performzd according e the manufacturer’s protocols | Affvmerrix
GracChip Lxpression Assay manual). To asses the quality of the
expermenx, the fdlowing parameters were wsed: moresed
expresion of ewogercus paly-A contras (Lys<Phe < Thr<Dap),
the preseace of ofige B2 used w0 nabe god aignmern,
background with an zecenizble sange of 20 10 13, equal noke
acnms Al samples, percenmtaze of present calk greaer than 50%, a
345" ry ol a crsinive geee (IGAFDH or recis) of less ilem
5, and inerenved ecression of the hybexlizster conmolz
(Hob<BioU-<Hol e, Unly thoss MAs witk opnimal quality
woptiol were aulyesd. Panlevimone, e saupis werne
perdormed ir duplicate 10 evaluswe the reproducibiliy of the
expermiment, which was Figher then G,

MA inrensTy values were normalized uiing the Rebuse Muold-
chip Average (RMA) algorithm wirg FlexAreay software [27].
The narmalized irtensity walnes were refeered s ity of
intensity (UT). Genes exoresed difirently between the tumers and
certrols were identified using the elgorithm Significance Analysis
of Microarrays (SAM wersion 80, hope/ fwsew stet stanford edod/
Libe/ SAM) vsing the =0T values of a fold change (FU) of =1.5,a
geoeral fabse Giwovery rate (DR of (%, and & local FOR of
<1 ZF]. Unampenised heranhical chwening ard prodpal
component anasss (FUA) wers peforred cang dUhup software
{verson L&, wow.dCIMorg and R languege ic Java’s platom,
respectively.

Validation of Clobal Gane Expression by a Second High
thioughput Micoaney (HG-5T1.0)

The geoe expression profile of 24 samples cxplored with the
HG-Foeus microarray, inchuding 19 OCy srd 5 corvieal epiche-
lium controls, was 2ho examined csing the Homan Cene 10 ST
uligwiwdeoude sy (Alymeis, S Clea, AL This
array containg 33,207 probe aeta “that corrspond to Approximatahy
2,741 geres of the human gene reference datahase ace arding 0
the UCSC Gennme: Broveer Assewlily Mag, 20006 NCBI 35/ 18,
available =t hetpe//genomancicads/, Towl RNA preparabion

FLUS ONE  www ploscreor

MIoEs 25 2ourte oF Bomaders 11 Lerscal Langer

[50C ng, kbeled DNA wwnthesis, hybridization, scanning, and
mage enzlvsis were perfarmed sccording to the marcfwnarer’s
prosoenks [AFmermie GenelFin Feoressior Asav mamal) Ta
mzews the quality of the experiments, the following paremeters
were usec: expresion of the excgenous saly-A controls, the
[IPWPrrl'ﬂllm R vsedd v make grid alignments, and area onrler
the curve (AUCH valves above 0, Only those microarrys with
optimel quality cortrob were analyeed.  Microsrray:  were
nnemalizad vaing the RMA algreith m in the Aemerriv expresion
comsalz, The normalized intensity vaues were referred o a5 ani
of micnsty (U2 "The normeleed wtonsitics (loge valucs) of the

S0 graes that were examined an hath micmearraws 'HG ST
and HG Foous were oompared, and the level of comelation was
nazczod with Perarson's corclaton cocfficiort

Vahdzation of Glohal {£ne Fxpression by Keal-tme

CQuantitative Retrotrarscription PCR (gRT-PCE)

Reverse wanscripiion of wal RNA was performed srg the
High-Canaciry ¢PDNA Archine kit [\H:lu:d Biosiemd) in ¢ towl
e of 20 pl. The mix inchoded 2 pg of ENA 2 pl of 10>
RT bufer, 0.8 pl of 100 mM dNTFs, 2 ploof 10 x RT Rancom
Primers, 1 pl of MultiSeribe ™ reverac treracriptase 5 UJuL),
and 1 pl of KNae inhibitar (2 USpLi. Keactons were mochared
ar 37°C for 120 min, and then storecd a1 —267C, A sat of 23 genes
waa wied o wvalidnie geoe expression in 11 HPV 16-positive (O
and 25 healthy cervieal epithelium control samples with qRT-
PCRs using TagMan prebes. The genss included are OUNEZ,
CDL2, CINCEG, CINCNA, CINONT, (X2, AMCM2, MIKTE7, NTR4PT,
FCMA, PRCT, RFCY, RRAMI2, SMC4 SYCFZ TOP2A, TTMS
JWINT, CFD, EDNG, NDN, SCIA42, aod WISFZ. GAPDH was
weed 25 mwrnal control TagMan gene expressior aszys were
wed (Tehle 32 Apoisd Bosyserns)l Seven genes were ako
exlored in 22 Q0 ooiive for other HPVs  COVE?, CfCZ4,
CDIOG, PRCI, STCP?, NUSLP], TYALS), and the fire € of them,
aorg witk CDENZA, PONA, MATE penes, were firther explored
in 29 how-grade CINs aml 21 lagl-grake CIN:. The experineni
were run in duplicate in o final velume of 20 L. incloding 200 ng
of cDNA wemplate, 10 pl of 2x TagMan Universal POR Master
Mix (Appliod Busyians), | pLo ol 202 Taghlan Geoe Expresion
Aszoy, and 7 al of KNue-froe water. The cycling program was
run in a Rotor-Cene [Corbett Rescarch, Sydney, Ansralia), which
wits sl [ullowess wen okl POR acivaion siep ac 50°C for 2 min
Follcawed b}»‘ A5°0 for |0 mir, then 40 q,t']m afn)e'rting at B0 for
15 8 and annealing/ extersion at 6O for | nun. The meden o
the Cu stadand dheviaione i duplcates renged Som 0,09 o 0L24
[mean= 0.16) among the 15 gens, sugeesting that the variationg
bemweer. the dunacares wers very small [249] Mezsaremen: of gene
exgressins was lised oo sditive stamdand cwrves aososanaciod T
a liHfold serally dluted pool of OC or normal cervical epivelim
clINAs rangrg bom 500 o 05 nr Uhe e cone was ased o
caliubere Ui values of uprggileusd paes el de sooml oo die
values of downregulawed genes Curves for each gene were tested
mn three diferent experiments rac m dupicaie znc the averages of
the cwreleine coefuients (1) were higler than 098, The
exaresiion of trget zone was normalized T each tumor and
control saneple 0 the ety of the inernal reference ((LPH)
usite & previvealy  dewsibal meibod (30, The aormmliend
mienaity values were mearared in ng/pule A noemality test
[Shepro-Wilki was carmed out to test for 2 normal detnbubon
o gene expresion b, The Bld=cloange  cxpression wis
calealerad by dividing the median normalized intensity of nemar
samples by the madan normabzed mtensiy of the conmol
samgples, The stavsicnd signillouwe between e pedias of
tumors and controls woe calculated with the Mann-Whitney
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(MW non-parametwic test. The correlaions beowesn the MA
results and the gRT-I"CH data were performed wsing logy valees
and measured wsng Prarson’s corrzlation coefficient.

[rmmunnhistashemistry

The proteir. exprezanr af T genes was rlatermires] m 2h 00
and 1) conmral samples wath IH. lwo  homemade  tssus
micrcareays (TMA) were buile, one contaming 4 HPVIE
positive CCs and 5 conwols ard the otker 12 CC pesitive for
ather HFWs and 5 contrals. NUSAPD wzs explored only in
samples of the fire TMA. Oviindrical samples from representa-
tive regions of the peraffin embedded tssue blocks, previously
selected by H&E stamed dides, wer2 taken with a punch-bicpsy
ncedle (2 mm dinweter), randerred to recipicnt paraffin hlocls
ir. defined array poaitions and newly embedded n paraffie. All
the tissues blodks of mached peticnes were obtamed from the
Pathalogy Diepartment of the homital. Seriel acctions (1 pm
thrk) of the TMA were cut and the 10th dde was stamed with
&L 1o confirn: the histopethalogical diagnosis. Sections wers
mamersed in xybene o renove parafiin and then rehydraied with
graced alcobal (100, 95%, 30%, 00%, acd 70% v/~ o watcr),
Epiope retreval war perfomosd Dy beegicg the slades,  and
inuducing Femn inn Targe Rewieval Solution, pE GO Thaka,
Carpirueria, CA) =t 121°C e Jmin in a pressure cooker,
Endoperous peroxilase activiy was Hlockad by incubarting the
slices with 1% Fydrogen peroxide in PBS for 10 min. Then, a
non-specific background blocker was added and incubared for
10 min Primary andbodies aming PCNA (5e-33407); plh for
CDEN2A (se-7180M; SCP-2 for SYGP?2 ise-20M8), PRCD (ac-
6345) cvelin B2 for CONB2 {a0-81241); COKNI {ac-475) and
CDEC? for pi4 Be-T0522) were obtained from Santa Cruz
Hicreeknology (Santa Ciruz, DA The annibodes sgamst C T
At A THI, Ra=hd doe MEIRT ear MU TET) and RIS AE
rat HINRL205%-H ) were ohtamred from Inamrogen,  lako
Jalostrup, Denmark), and DNova Boiomeal (Lutlewcn, (O
regpretively. The divtion wed for oll andbodies was 1:100,
cxcept for CDCD, (11500 and NUSAPL (1:250), and the antbady
diloert wed war from Daka. A total wolume of 300 pl. was
added to exch section, and the sides were incubated avernight at
40 v a moist chamber. Antigen-antbady compleses wers
detected by the avidic-biotin peroxidase method, wdng 33
diaminsherzidine-teirabvdroclonide as & chromogenie sunatrees
Cer KOBT) LEABI S /HRP, Debo-Cytometion Carpinteria,
CA), and the sections were countersteined with kometoryling
Asays were performed in triplicete. The antibodics for SYCPD,
RO, COMNBZ, CDENTD CDOE and CDC20 were tested in
fssues known o cxpress those artigens. 5YUIZ2 was tested m
nemate tess; PROCL, CDO2, and COMNEE were tested in oclom
cancer; and ODKENS was tested i ung cancer biomiea Al
o the archives of e Pedwoloey
Depervenie The g e ol stamed oells waes calcckued from
an aralysis of 10 swessive hislepower Geids of peoples e cells.
The celluiar localization of the immunoreaction was ideniified,
and the intensity of the Immunorsaction was saored from 0 w4,
where O irdicered no smining. Immure rezcrion simel wers
found rarew In the srrema with all andbodies and were oot
scarad for the arahsi, Immurostained slides were analveed and
scared by 2 patholopisgs, who were blinded o the outeomes.
Rare cases with discordant scores were reevaloated and secred
naser] an CONSENEIE NN

dasues were clivaiied

Survival Analysis of Cancer Patients
According to 1G] stagng patients with cemviczl cancer
received  indvodualized  weammene based on the  rearent

2105 OME | wwarplosone.org

padelines for cervical cancer of the Amercan Cancer Society
[Hee Tabkle 1) After the treamment was completsd, zach patient
was clincally evaluared every 3 or 5 months by an exoeriernced
vpcokast, Gl daa of the Dllow-up siedy was o]
froun (Be petients puslical  reoond. Abo, a0 sockd worker

prerlormed ploeee valls aond loueoe viis we the saiecs every G
monde dwriy dee swdy, Padens reconded as alive im0 the siudy
were sccessfuily llowed up for ar least 42 morths zfier
reamment. Censored and deceaser] patients were followead up for
the number of months indicated m Table 1. The cases
designated as censored referred 0 those parients who were lost
o the smdy in the Blow-up period or deceased from canses
other than cervical carcer. fanerts were considered lost when
did nat attend 10 medical anpointments e disers= contrml, wers
ant taerd at hame virs ar i not anawer phore calls In this
rahart, materts recorled s5 deceased were only thoss women
wha dwed 2y cemacal carcer [rIMary NIMOT AS A MAIM CANGE

I'ke cose of death of all but one panert who died dunng the
follony up was confirmed by the medical record and the decth
cartificate. Only 42 of 44 patente with HFVIE-podtve OC
exploced with qRT-PCR were incloded in the followed ap
atudy. Four cases were considersd right consored and eight
deaths were registared. The mean following tine of the 42
patent: was 50.5 montks. The asociation of FIGOY and gens
capression (PROT, CCARZ, GDC20, CDEAS, NUSIPL, SYUP 2,
CIMNDZA, PONA, MEIET) with aurvival was invesigatcd by
survival analyaia. With the whole smple set, 500 maining sets of
21 samples were raccomly cereated for cach gene oolored. To
categorize the gpens expression data qoantified by qRIT-IMOR,
ROC anzlysis was performed in each raming ser. This analysis
was done to set a cut-off or gene expresson that reoresented
those values witl the hiwlest sersitivity and speciliciy w
ilerenvete beiween desd and surviviog pagents. The whole
simple sel owas then anedveed  with  the averape  cot-ofl
cabiulaied from e values of dee 5000 ainime seis. Sapsles
with pere expressicn values above the cut-cff were set 0 1 and
those with values below the our-off wers ser @ 00 'The
camulative  overall survival time was calcularec by the
Keplar-Meier method and anabvzed by the log-rank test. FICGO
staging and the gere exprasion were incloded as covarizes v a
Cox oroportional hazard mocel

Gere Ontology Classifization Analysis

The Dambasc for Annctation, Visudlizaton, and Incegramrd
Discovery (DAVID) fRmnetional annotation tocl :htrr:.:.".:‘;ia»-ir.
avoc.neorgpov) [31,72] and the Ingenuity Pathway Analysis
IM'A; Ingenuity® Sysems, www.irgenuity com| were wsed to
clasify the deregulaied gencs. Genes were  classified  using
funcrional annotation dustering consadering the gens ontology
Leodoypee] processes, Clesilicaion sirigemey was st a0 inethom
] maxinuim kevel,

Gerne Arnotation and Data Analysis

The physical podition of genes was mapped according to the
UCSC Genome Browser Assembly Mar, 2006 NCBI 36/ hglE,
available at http:/ /gevome nescedn /. Data anzlyds was per-
formed wing Accasm G010 Microsaft Inz). The raw MA data =
MIAME compliaont and has heen depositad i = MIAME
compliant databaze (GEQ, hitp:/Swwwachivihgov/geo/] -
der the accesior number GEESDONL Besenver  operator
characteristie (ROC) evrve anolysis wes performed and Youden
mdex wes wsed [33] to sclect the best cutoff poins to
disinguish tmmors fone contral apd CIN2+ from CIN]
usng the expression values of sclecied genes ohtamed by gRT-
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Table 1. Patients followed up for at least 42 manths for sundval 2valuation

Mitosis as Source of Jiomarkers in Cervical Cencer

Sample

ROE7

RN
P 34
443
HYsR
R23s

R27E
R356
R 12
R4F?
R2E4
Mz
Hian
RrEs

Hi4l

Histalogy"
ACC
ACC
ANC
SCC
SCC
ACC
S
sCC
ACC
Sl
S
ACC
SCC
ALl
SC
SCC
5¢C
S0C
SO0
SoC
SCC
SCC
ACC
SCC
ACC
ACC
Ser
AT
SCC
sUC
SO
mCC
SCC
SUL
SO
SCC
seC
AL
AT
ECC
SEC
S

Tumor Stage

181
IB1
1
m
1B
181
I
B
B1
151
mi
B
]
51

Aga Iyears)

L]

k1]

55%5 553

T4 TH FoRRACHY
HT+TELE+ BRACHY
HT+TELE+BRACHY
H 14 1 ELE+HHALHY
HTaTH F+RARACHY

HT+TELE+ BRACHY + CHEMD

TEL=+BRACHY
TEL=#BHALHYF

TFI =aRRACHY
TELZ+BRACHY
TELS+CHEMO=HT
IEL=4#BRALHT 4L HEMU
TFI ZsRRACHYSHFMN
TOLZ+ORAC I+ O LMD
TELZ+BRACH+CHEMO
TEL=+BRACHY +(HEMO
TFI SaRRACHY ST HFMO
TEL=+BRACHY + THEMO
TEL=+BRACHY+CHEMO
TEL=+BRACHY+HEMO
TFI ZsRRACHYCHFMO
TELZ#BRACHY « CHENMO
TEL=+BRACHY +CHEMO
IEL=#BRALHF4LUHEMU
TFI ZsRRACHY S THFMN
TELZ:BRACHY +HT
TEL=+BRACH +CHEMO
TEL=#L A EMUS

TFI =sRRACHY <« HFMD
TELZ:HT
TELZ+BRACHT+CHEMO
TEL=#BRAUHI4_HEMO
TFI ZsRRACHYSCHFMN
TELZ:BRACHY « CHEMOD
TELZ+BRACH+CHEMO
IEL=#BHALHT#LHEMU

Alive
Desatly
Death
Naarh
Mive
Uik
Alive
Aliva
Alive
Alive
Alive
Meath
Cicath
Unikrreein
Alive
Aliva
Alive
Alive
Aliva

| Inkrrwn
Alive
Dreal i
Lreath

MR, For each marker, the sensiivity, specificity. positive
wadictive valee [PPV) and negative predictve valne (NP
vere celoulated acoording o oreviowsly described formuolas 54

'L0& OME | www plosone.om

“ACC. Adenocaminoma. 50C. Squamous Cell Carcinoma. ASCC. Adencsguemous Cell Carcinoma,
BT, Nadicsl Hysterectonmy. Tele, je ethempy. Drecy, srachytrerepy. Chema, che maoterepy with Cisplatir.
“Status alive was regisiered at the last folicw up death was causec by primary tumar of cerdcal cancer. except the case |abeled with an 2sterisk. aad unknown @ ses

v lust Curing U Tollowe e study. Tie couse of death of Case labebed with an asienish was i
dai: 10,1371 jpurnal pone 0055975 1001

All ez were
eongitered sarkfically sgnficanr Tiars analysis was perfarmed
usrE Siema Star and SPsh ver.

J sottware.

sided, and pwalues less than 005 ware
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Resulls

Fxpression Analysis of 8,638 Geres in Cervical Cancer
af mRNA ranseribed from BA%AE genes was
compared hetween 43 UL samples posiove tor APvIG and (2
narmel cervical epithelial samples wsing e HG-Foons micro-
array. A ol of 897 genes were differertially expresed Derween
the cemer amd conrol groups, G were opreg ulate] aed 397
were dowaregilated (Table 53 Alnost one-kalf of the uprega-
lated ard downrcgulated genes had FCs in the renge of 1.5 2.0,
a.nd the mumber of gene: in both grops decrazzed lnearly
=—08, p=0.00T) az the FC value incresced (Fypre 1), The
priwi]'m] 1‘nm['nn¢=m anakyds (PUA; dara nnt shown) and the non-
supervised hierarcucal custerme (penel Aoan Fioare 2 pertormed
with £l 997 pene expression velues clearly seperated the cancer
samples from the contrnl gronp. However, the expression of many
wenes wies ool coenpleecly confoee zmong Ee canor saoeples,

The ammmnt

cxpecially in the group of upregalated genes (sgmals shown i red
ir. Figure 2A), Many of thase genes were vpregulated in acme
tumnare and downregulated in ather tumors. The was in eontesst
to the uniformity of the expression gagnal in the contral group
sermples Denesto be tested as markers for sereening e as poter tia
therapeane targets were selected accaording o A-secre rank (2
modified t-test, vsed in SAMYL FO or whether they were previonsly
wied as markers ior cervical cancer. From the 397 genes asocizied
with the cancer samples, 63 have been previousiy reported as
parkers for dilferen) vpee o cancer (TPA, Digenuity. Systems),
irchocdivg MCAMZ, TOr24, and CONVZA, which hawve been used as
markers for diagneds in corvical eancer [35]. The 97 genca were
listad in decreasing crderad by A-score (Table 33). A total of 25
genes (18 upregulated and 5 downregulated) were selected for
wahdation oy qQRT-PCR (marked iv hold in Tahle 35 and Table 2;
cirdes colored 10 blue and orange n Fgurs 1), Al dewnreguleted
genes (CFD NON, WESF2, ENDS, and SECTEAT) and 10 of the 18
upregulated genes (FRCT, CANZ, TIMS, RFCS, RRMZ, NUSAFT,
MOM2Z, GUNBE, SMU, aml COCZ) wene selecund acoondiny 10 A-
score rank. Seven of the remaicing spregulated genes are on the
lut of the 50 best ranked genes, 2 of them are genes that heve beer
previously proposed az markers in CC (COENZA and TOPLA), 4
[CC20, CNANS, TAIENT, and STCF2) were selectad based on the
F walne, snd AINVA (Tahle 87 wogether with MATET, whick
reckad mo 13Y9th place, were incloded becanse these markers are
commonly used to measvrs cell proliferation. The PCA analvsis
and hiererchicel chusering showed thar the 23 selected penes abo
alhwed L seprewation of e semple poo e 2 dilTerem growpe.
For both the apregulated and doworegelated genes, the difference
ir sgral intemsite: was quite uniform among the sample: from the
2 groupes (Figure 1, panel: B and C),

Validation of Genes with HG-5T1.0 Microzarray and
Quantitative Real-time PCR (qRT-FPCF}

A wal of 8370 gemes were validanal with miooaray HG-
5TLO0 in 24 samples exploved with the 11G-Towus microarray,
iccludicg 19 CC samples and 5 healthy cervieal cpitheliuma
Highly significant positive eorrelaticn: [p*'ilxlﬂ_"'". Pearsor’s
correlation) were found berween the HG-5T1.0 and HG-Fooms
micrmarray valnes The glabal moreelation Aenween the Y areays
was (L6 and the correlation coefflicierts betwezn the individual
tumors rarged from 0.37 to 0.7 2 {everage, 0.68). (ere expressior
valnes off 826 cur of 957 [E28%) genes expresed differendy
brewwesn the cancer acd oonwo! seoples, including e 23 penes
selected for vabdation (Fgure 3), showed sigrificant positive
corrclations  [p<005, Pramor’s coreclation) between the 2
microarrays. The correlation coeflicierts betwesn the ndradual
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Mitosis as Soarce o° Biomarkers 0 Lervical Lencer

genes ranged from (.34 to 0.95 and the average was 0,63 (Figure
=N,

Omn the other kand, the expression of the 23 genes seleeted For
walidation was measaved with qRT-PCR & a total of 44 HPVI6-
pcaiti\,e cancer samples and 15 heabhy cervcal epithelioms,
inchding zlacst all samples previonsly determined  wick MA
(Lahle 51). A hhly apubcant positrve correlanion (p<LLULHE.
Pearson’s correlatior) was found benween the QR T-PFCR and MA
lopg valnes n 21 of the 23 measured genes The correlztion
vcoeliciens raugel oo C81 w 0087 sl the medsin was 0073,
The 2 genes that had nen-sigrificant corecladors (NON and
SLE184 I wacre excluded from the rest of the avabysis, These data
mdicated that tha expressicn values calculated from the micro-
srrays were fairly reliahle hecanse O % of validated aenes had a
ﬂgnl!ra'lr correletion, Smee the g 1-PUK expresaon valoes of
7% of the mezsured genes did not follyw a normal distribution,
the median ratker than the mean was wsed fr the caloularions of
FCs. Guows were lisid onodecreasing order by dwe FO (Tale 2)
end zt the top of this list is M&I67, which is followed in decreasing
order by CDANVZA, SYTP2, PONA, NUSAPY, and CC2. Tt is worth
neting that the Fla of MEIE7 (1 551), and CIRNVZY (587 are at
lzast 5 times higher than the FC of the gene that follows an the list
(SVCP FC =738 O the mp 10 ranked opremlated penes, 2
have rot been previoudy reporied 25 asoazted with ceracal
cancer (NUEAPT, and COANT), while the other 5 have been
sgzociared with cervical cancer either scantly (SVOFZ, FROT,
CUABZ aned CDCEM or widely [MRAIGF, COANZA, CDCE, wul
PCNA), MOMZ and TEN24, which have peen widely reporred as
essociatod with cervical cancer, ranked 15th and 18tk on the hst,
respectively. The 3 downregulated genes thet bad a {Iﬂl‘lﬁl.":l.nt
Pearson's correlation alss kad a high 70 (contrels va cancers),
esnecially KAV (FU1= | 495 7) and WINF2 (FC.= 167 7; Tahle 9)
I'he hox plots (Fipurs 4 and Figurs 52) clearly show the differance
in gere F*-:l:tmssm berween the cancer and control groups
(Il =10 for all penes, Mann—-Whitney {7 test).

To establsh a separatorn: line berween the 2 groups ard the
prienii valoe of duese geoes as markers o cervical caneer, coe-of T
valves were esmblished by analhveing ROC oumves. In general,
ROC eurves witk an arca vnder the aaeve (AUC) =075 arc not
clinically vseful, while an AUC of 0.97 hasz a vory high dinical
valee [35]. The AUC of 11 vpregulated genas (CORNZA, METST,
PREE, (N2, CICNRD SYOP?, PONA, NTIRAP, TTMS, (K240,
s £FWANG) and | downregolated gene (UL was =HT
(Table 3). In fact, most of these genes had & sersitivity and
speciticiny grearer than 93% . sugresicg that they conld be good
mukers e soeeniog beeseer bediby sepipks awl nvasie
cancers. Interestingly, this saoeet inchwded 2 genes that were not
reported to be associated with OO (NVUELPY, and COANT) and 5
genzs that ware seently repored o be amosated with QO [FROT,
SYCP2, CCABZ, TYMS, and COC30). These 7 pgeres were
examired with qRT-PCH i the 22 CC samples positive for
ather wral vpes, inclocdmg HEWVER S 55, 40, 31 53 sod 5% All
of thern were upregulated in these 22 mmors however, the FOs
wers lower than those obtained in the HFVIG-positive mimors
(Tulle 2). These ddata sopgest ot e 7 ogems poight e
upreguleted noall mvadve CC: regardles: of vieal type; therefore,
they could be conddered potertinl marker: for CO screcning,

Analysis of CCNB2, CDC20, PRCT, 5¥CPR2, NUSAPT, ard
COKN3 Expression in Pre-invasive Neoplasias

Fur screering wsis, i is anporcan w dewect il ouly ©C, buc
also highegrade lesions {CIN2/3) ard o distinguish them from
Ly grade CIN lesion: (CIN1 and healthy contrcle. Therefore, 1o
mvestigate whether thase genes can cifferemtiote CIND4 from
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18 4

16

14
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10

A-Score

Mitosiz as sourze of Biomarhers in Cervica Carcar

LogZ2 (Fold change)

Figure 1, Distribution of deregulated genas according to the fold change (FC) and A-score values. Al 207 genes (cdrdes] that were
eerequlEr ad in cerncal cancer (U0 ) fumars cnmpaner to Fhe confme samples iyrthe SAMmethon as graphed in 2 Yolozmn plat [he s-ams rprecente
e *C Ir gene exoresdon icancer ample/contcl sample) expressed 17 Logz anc the y-ax s dsp aythe abso we A-scorz, a madiled 1-1es calaulatec
with the 5AN method, the higher the A-score values the higher the statisticzl significance. The Log2 (FC) values ers positive for upregulated genss

and regative for downregulzted genes. Circes colaedin -
in hive znd nAnge ara the genes that wers validared by qkl-PCR
col:10.1371 loumalpone D0 559753001

LN = expresaar waid anslvaed m 2 addimonal groups of 2amnles:
24 low-grade CINs and I1 hizh-grade CIN:, Their exprassion was
mmpar\d with that of § known markers sssociatsd with CO
(PENA, M2T67, and CDRAZA), which were renked in the top 10 n
the previous qRT-POCR analyais (sce above). Expoerimental dam
were box plotted (Tigure 4) and the statistical sigeificance of
differences was cakulated wsing the MW resr. According o the
raedian and distribution of the datz m the b plots, the 9 markers
can be classfied inro 3 groups: the first roup nduded markers
linked exchusively (CONEZ, FROT or mostly (STCFPZ) o nvasion,
which clearly differentiamed nvading twmors from  high-grace
CIN, low=grede CIN, and normal cervices. The expression of
fhase markers in the cantral gronn and in low-grade and Figh-
grade  leaond was amilar (=005, MW In crnteast, the
citterence henween the U0 sl "n-nrm[ samples was quite lFre,

as was establihed in the presious enalysis (Table J). Similarly, the
FC r"}mpar‘srtn iu;;ﬁ qrnre( [N weas= also very high, 2« r-‘maEh for
SR PG "E4R p-’l:-:lD ™ Followed b\ PR {1-{1 0.4

p<Ix107%, MW and CONE2 (FC =155 p<1x=107"> MW).

Muorecver, the specificty for detecting just OC, and oot other
lesions, ranged from 205 (S¥LFY) o 090 {COCVAD; the optiral
cut-cff value: were ar a change well over 4.5 Bld. The lower
specifiity shown by STCFPZ was becsuse 7 preinvasive lesions i3
CIN2/3 and Z GINI; had a FC grezrer than the optimal cur-off
valve for thB pene (79. The second group included 4 genes
(CAC20, NESAPT CTRNZA, and CTNT) the espression nf which
teader tooanerease from the eartrel groop o the G gram
(LA, CIRANAA, amdd LRRNA) or the bigh-greede LN groop
(ALSARL bor NUSAPT the expeesainn e CINYS and 000 was
sirilar (Figure 4). These 4 genes conld distnguuk CIN24 lsions
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and orzrge repracen: the genas involved in M-ohzsz of the c2l oycle and those co orec

trom CINI— lesiors el 210 MW Figee 4) The thed

group molvced MATET and PLAA, the expresdor of which
mncreased from the contral grovp to the low-grade CIN proup
(pemC.05, MW), was similar in the low-grade and high-grade CIN
Froups ::P'.“b-ﬂ_f-.:a, MWL, and then increazed i the GO Eroup
(p=lx10" MW Figure 1. It s clear thet gences in the first and
third grouns would not be good merkers for scrcering since they
cannot distingish high-grade CIN and CC lsdons fror lew grade
CIN lesors aend conrmal semobes. KOO analyvss wis perlonmed
explore e poienimal of e penes o de secomd groap (CECER,
CORNZA, CDRNT, and NUEAFPD ay mwiwkers o scovenioge, Noae of
thiern T AUC vadues eopal o or greaer i 0970 the By best
AUC value wes obmined with CORYZA (0.92) Bllowed by
ATEAPT (0217, CEANS (031) and CODC20 (0.86) T=hle <)
However, th? new markers [(VUS4P! and CL6YT) showed a
shrhtly grester senatwify than CFMAYA while the onnnste was

trne bar the eenciy | "Iz hie 4 Inwnﬂmnqh, the sensifaty ared
specitciy ancreased wher movadnal data tor CFRNE, NENART

sl DTRAYA were coorhimed [ Dable 40 1 hes eombmanom shoseed
the highest Jouden index. From these, only (TDENI can zho
dizcriminate CC from CIN2/3 FC evtcfl=4.4) with high
sengitivity [(.0) and specificity (0.84).

Verification of the Protein Expression of Selected Tumor
Marker Canclidates hy Immunnkistachemisrry

To invesngatz whether the validated gemes (FRCI, LDENT,
CCAB2, SYLP2, NUSAF! and CDC20) were ako cverexpressed
zt the protein leval the coding protsine were amemed by [H.
The expresaon of POVA, COKN2A, MEIET, and CDC? was sk

a

cxamined. All but ore (NUSAPL) proteins were cxplored in 56
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Mizos s 25 Source of kiomarkats in Cenacal _ancer

Flgure 2 Segreqation of tumor and comrol samples according to the expression of derequiated genes. Unsupervised nlerzrchiczl
cluster analysis of 43 CCs and 2 aealthy corvizzl epitheliume using the exoression va ues abtained with the HGFocu: wicroamay of al 997
deregulated genes (panel A) o the 23 top mnked genes selectzd for validztion (panel 3. Eack row repres=nts a gene and each column rzpreserts a
zample. Thz lergth and the subdvision of the branches represent tha ralatibnships among the samples bzsed on the intansity of geans expression.
Ihe cluster is cobr-coded using red for Joregulation. grzen “or dowrregulation. and o ack For urcnanged expresion. Fenel L shows the prinapzl
connprure s dnalysis (PCAY wsitg Lhe values i panzl B; blue ciides represent the C©Cs (n=43) and wel ow dickes represeet e conbols (n= 720 Both
sets of genes dearly separet=d the semples into the 2 mein groups vsng bots types of anaysis.

dci:1 01371 jourral pone.00S537E 002

samples (10 conrals and 36 CCs, 1+ positive for HPVIG and
1% poaitee for nther HPVE) MLUSAPL was erplared onky m
HPV l6-poative UCs and 5 cortrols. Unlize the contrals, almost
ell CC: were posities for the 10 antigens (Figurs 5, Figure 53,
A bigher percentage of peairee umors and more intense signals
were oheerved for PONA S6.2%), Dlowed oy CDENPA and
CDEN3S (B+.6%;, CCNBI and CDC2 B0.E%), NUSAFP] [79%.,
MEI, SYCFZ and PRO1 (76.9%), ard CGDG20 73 1%L
Linespectecty, 8 considerahl> mamner 0t eonmmole were posme

Tahle 3. Geres evplomed ny qRT-PCR
Fald rhanga"
Gena™ HPV Y pacitive Dithar HPVE®
Ui ilatad
ST 1= =
CIENZA 7 i
SYcrz | 14
BN 65 —
NUSAFT b ] 15
o =2 =
D20 7 13
CONE2 14
TS 12
PRCT a
SMcH B -
CORNZ T 5
RRMZ 6 =
52 £ =
M 4 -
JWINT 4 -
RFCF 4 -
TOF24 E =
Dowmreguiated
EWE 1426 =
wisaz [Le] =
oD 1y =
ND 1 -
SLoga2 0z -
GenEs In dold wee seecral 1 e exdiied In pre-lrvasive samplas,
e analysis was perforned with 44 [IM16-s0stive CC 22 O posisive far
otaar KPWV: ard 35 covial contrele. Fold change PO was aloulated witk tha
median valugs as follows: tumarfcontrel for upregalated ganes and controd
o o duwa i esulated genes (e Maberials and Metlods). Toe dife cice
betwoen tae goups was staistically signifiant (p=1.<107"% Manr Whaitrey
Ran'e Surm Taat) bow all b 7 gares (KOK, SICTAATF KON 2nd QCTRAT hart a
P05
Ircudsd carcinomas pesitives for HM- 13 [S), 31 (3), 3302, 45 (5), 51 (2], -=0
17] and -5 (1]
@zl 137 1 fjounal ponadCs 5975 0z

PLOS OML | woww, phosonz.org

for CDC20 (B2%), NUSAFLI (#0%) and SYCF2 (00%;
Fowwever, for G AN the signalk were only cheerved mo the
rucler of cells in the basal laver, for NUSAPL the syrnzls were
chacrved in the nuclel and eyeaplasm of cells in the hasal and
parabasml leyvers and for SYOF2 oo the basal nole of opithelal
cells of soperfical and mecomediate lavers. Toe the rest aof
antigens, the  diferences in positiviey. Deween the 2 poougps
agreed with the data obmined with gRT-PCE Tehle 54,
Symak o CDENY SYUOFY, PROD, G2 NLSAPL and
CDEN2A were observed m oath the oytoplasm and  the
ruclevs, while signals for UCNB2 were cnly chasrved o the
cywploam, and sgmals for GDGI0, PONA, and MEIET were
coly obacrved in the necleus (Figurs 5, Figure 53). As expected,
e TH spgrab wers oot ondform e all cells of all issoes, Tu
ratber the disrributon was hererogeneons, indicatng thar nor all
cels are ar the same stage of the cell eycle. The POINA signak
showed the most antarm dhetrhenon, and an sveeage 7% of
the nucler ware positive, aiggesting that approsaratey JO% of
thee colls in the tiwves were in S phase of the coll oycle. For the
reat of the proteins, nucleer signels swere observed m 10 50% of
cells Tigure 6A) Signals for the protems lecaliced 0 the
cywplism  wers observed w0 HEE o oell oo avenape
(Figure €B). Given thar 2] these proteins are involved in the
M nhase af the el evole [see helow and cemwswn), The ozra
sugredt that 30-40% of the cell are in some gage of thie phase.
Interastingly, the porcentage of celle poddve for CCNEDQ,
CDCL, ernd EYCP? wa: higher in tomors poatiee for EPV1EG
than in wmos posiive for otber H'Va and the opoosite was
vlmerwed for CDENS (Fygure G510 The prodicove capalaliy of TH
wes also evaluared. Compered o the BT-FOR reanls, e
sensitiviey was lower for 2l proteins, i the specificity was
Figher tor all protemns, evoepr for SYWCEY? S NESAFL and
CDCI0 Tablz 54),

Molecular Targets in Cemvical Cancer Associated with
Poor Survival

One way w mwestigate whether o not these  molecular
targens are associared with cemvical carcer orogression is a
swrvival siudy, Thensirs, u survival amedyeis usicg the RT-
PCR expression valves of PROS, OOVEZ, CDCZ0, CDARNG,

NUEAP!I, SYCP?, CORNZA, ACWA, and MAR7 and FIGO

steging wes conducted on 42 patients with HPV 1G-positive CC
whoee progress was follvwed-up for at leas 55 years after their
cdiagroas and wunal treatment (Table 1) This subset incladed
FICO stagca IB] (n=1€), IB2 {(n=14} IIA (n=1} OB [n=7,
and 1B (n=2. The overall survival rate for the whole sample
wes 79.6% zrd for FIGO s=pes 1H1, IH2, IIA, I[B. and II[B
were 10%, 692%, 0Fa, 8B5.7%, and 0%, respectively. These
rifferences were stz rencally signifeant [SUREL Ing-ran test;
Figure TA) OF the 9 genes analyzed using Kaplan-Meier curves,
crly CDANVT was azccicted with poor survival (p= 0.0, leg-
rank st Iigore 7L The overall survival raie of panens with
the higher Ievels of COOVT (IO 215 was 425%, and the
pedian survival teee w33 mocths, In woesse duse with
lower levels of CDANF had an owverall survival e of €7.5%.
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MWitosis as Scurce of Biomerker: in Cervical Carczr

Ficuire 3. Correlation of expression intensity of 23 genes examined by HG-Foous and HG-5T 1.0 microarrays. The Log, velues of the
stancarcized intensity signab IRMA values) of 23 genes exemined by the 2 microarrays in *9 CC and & nommra cervical epithelium wese plotted, The
lingar trend (black ling) iz inclhuced, which was czleulztec with Parsor's cone ation test. r= corralation coefficient, p= oamlae.

dol 101371 jaumalpone. ol 55975.0003

HIGLY staging and LMY expression wers ana e incnodinally atamng Howewer, a larger sample sop w neerlad 00 corfirm
and together in Cos pronortinnal hezaod models. Becanse of the these reanli

ditferences m the sample siwe among the Flial] stages ana vred,

panents were reazagned o gronps, one melnding. FHSCE TR Classification of Geres with Ditterential Expmsgion

and K (n=4) and the cther B HA OH, and 1K between Cancer and Control Samples

m= 101, Indivieuadly, the Teeird mii (HR) of COIENS was 29 The DAVID functboed annotiion ol [hilp:! Sdaidatar,
(% Iil l ,:I_-_;.,,,“|I. P n.m'l nf the. gronped ¥H=L), 53 ociferlgron) wits wsed al poediom e higlesit seringercy e ideonily
(Tt LR OEE-155 p=0AR) The lack: of mgmificance: an. dhe ithe Biclogiead processes whene e 997 dilferentialy expressad
HR nof grovped FITA) conld be explamed by diferences n the oopes are invobved. Compared with the human gencme dagabase,
sample ‘maeand. fhe nverter). s ity of the ‘nanmrke the 3 ioust enriched cheers, aml will the st povalues o
KRG gidges HR/Cand HE When thege U rowvrisize werm mnediue subwemey, aere cell oyceassocknel]  proceses, DINA
meided r the same proportcnal hazard model,  LURAY metabolic processes, and processes associated with the regulation
remamed mvarmsly agnihcart with an HR a0 54 Ma% L of ubiquitin-protein lizase activiry {Table §3), Irterestingly, at the
4250, n=0U ) These resnles acggest that CHANT could be

; highwst :ubnrency, where more Gehily weseciied gens oocach
a prognoste facor for survwal that s mdependent of PO

grovp are exorcted, the chsers incuding mncss and M-phase of
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Figure 3. Vahdation of gene expression of 2 genetic markers by qK1-FLH. [he intensity cf gene 2xpression, expressed in _ogs va ues, 1=
shuvan in Doz plots, Expression of Lhe 6 gemes val daved in this study (CONE2. PRCT, 5YC2P2, CORNE, Z0C20, and NUSAP T and the 3 wel-krown gene:
ICOKNEA, MROET, and PCNA) ascociated with CC zre comparec amorg the 1 groups, includirg healthy cenical epitvel ume (Morma, 7 =235), low-grade
CIM [CINY, n = 28), Figh-grade CIN ICIN2/3, n=21), ard invasive CC [cancer, r=44). The upper and lower bourdaries of the boxes represent the 75"
ang 257 percenitiles, espeively, The black lins within U bos repressnis Ui oedion valae, and e whiskers iepeesent tie nvoinmwm amd mazinwn
vzlues that lie within 1.5: the interquartile -ange from the end of sox. Values cuesice this rang2 are reprazented by b ack dices. The ‘clc change (FC)
was cAcuared by dividing the median n® pacn patholog cal group oy the median of te coantal group
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Mitasis 25 Source o Jiomarksrs in Cenvical Cancer

Table 2. ROC analysiz and calculus of sensitivity, spacificity and predictive values.

Lervical
Cancer
Contrals (m=25) (m = ae)

LCut-off Youden
Genes AUC  welue®  TPF TNF TPr TNF  pvalue®  Sensitivity  Specficity PPV NPV index'
oA LT3 1E a 2 £ 1 =1=1"" o5 1 100 926 095
CCHEZ g5 38 o Fl 43 1 <110 os8 1 W0 952 093
MH&T 0985 75 a 2% 43 1 <1=10 ™ 0498 1 100 %2 083
Mo agms a o 2 £ 1 “1=10"" o008 1 W0 962 083
a2 sas a5 a 25 a2 1 1= o5 1 W0 926 095
EYCF2 0982 115 o 25 42 2 =1=10 "™ 0es5 1 100 126 093
NUSARY oo 1 1 4 a 1 <1x107"  oom 0.6 L7 960 004
FCHA om0 {1 o 25 4 2 <1xw0 ™ o5 1 W0 9256 095
TYM5 0985 3* a 25 41 3 <1x10 " 093 1 100 g93 0893
o e} g 2 E| n £ 3 <1x107" Qo5 03 P13 917 om
NG Qs a2 1 24 41 3 1= o3 0.6 97.4 8BS 083
SMCH 0960 a1 1 4 &1 4 <1=10 "™ 09 036 976 857 087
FrCa aoos m 4 21 £ 1 <1=10"" 095 024 PLZ 913 079
AR oS 1c3 5 b 41 3 31077 093 a3 Be.1 &F0 073
oAz QLEGS 128 5 . 43 1 <1=10 "™ 098 03 BO.G 952 073
MR 86 131 4 b1l 4 4 5% a0l 024 pOe  BA0 075
ANNT osz? 39 7 1£ Ex 5 11-107° 089 072 B4 B3 061
K52 O.B15 139 5 F. 8 35 4 5x10 © s a3 BiLS 8890 0AD
TRE NE BE ThE
fes) ase: 78 T 1 2 a2 <1200 o6 035 97.7 923 091
ELN sy E Y] I3 . 4 W <1 xm™"  pwe . Wl 52 UHS
Wrsa2 ame 151 Y1 1 0 4 2108 Q06 077 .1 06 073

AUC. o ea woder Uz curve, FPF: Tl se parsi tive Tantion, THF. bue egative Tectiv, TFF Gue positive Trecion, FNF, Falee negasive Tiecto o, PR Fos ve predictive value,
NP Naqative pradicise valie

Dprmal ou-off values ing/mil were selzcied accoding 1o the ROC ara ysls,

Chi square test

= sensitityéspadfty — 1

coi:10.1 371, jeurnal. pone D05 2975000

Table 4. ROC analysis of 4 gene markers selected for detection of CIN2/Z and CC.

=CINA
=CINT in=54]" (n=e5"

Marker Al Cut-nff valuaFPF TNF TPF FNF Sansitivity Spacificity FPV NPV Index
DN2A 520 14 4 50 52 12 DB 093 G929 754 an
RUSARY o7 & | [ 1] 58 é oo 0e? o0B 2L agBd
DN €.509 18 & 4G 33 10 DES 083 873 3 a7
@ CESd 11 T 47 44 19 (] DEev BGE i 053
KA, CDENZA, CDC20 L 50 5§ [i} 0Bs 091 632 23 Lilr
NG, COKNZA, NUSAF ! 4 0 3T & DE& 093 934 32 08
DKRG. (D20, NJSAP! 6 48 57 E nBs age3 905 357 o7
DKNDA, COCIE, NUSAS) 4 50 52 12 DE o092 93p0 2CE [k }

Fee lgends of Table 1.

Thae bt 4 smas nduciad the cambirad anabysic of TNENT, HUSARY, 0120 and CTKKIA ac indirated Sampleswem considarad posiliuve when at @ad 7 of the Tmarkes
were poslive

| comparisors gnsa a palue <1 #1077, chi couam.
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Mitasls as Scurce of Blomarkers in Zzrvcal Cancer

CONTROL

Figure 5. Histolagical analysis of marker genes. Pmt=in foaesaon ams deteominsd by imminahistnchemisty using sections from fomain-
flvec, paafin-embecded Tssue. Protelns explored wese CORNZA, SYCPZ, PRC|, COC2D, CCNEZ, PCMA, CDF.!'{Z‘A. MKIET anc CDCI. Feoresertative

cxperments in adeno cell @mrcinomas (pane A) and sguamous czl cainomas ipanel Bl are snown. The spedf

© signa sare shown & brown stanng

(courcertained with hematosyling original magnification, «400 bars, 100 Lm).

Anc LT gournal prne il i s gink

mitotic cell-oycle processcs were rarked in the lst, Znd, and 5th
pleces (Table 5). Tt & worth noting that, among the o=l cyde
processes, none exceplt e Mepleee was enriched sigoilicay
(Tible 3. Bemnarsably, o tbe 100 wop raoked genes subser G0
upregulztad and 50 downreplzted), the mitosis cluster was also
the ruwsr enriched pethway and compared with the whole set
(n=997 it wes emriched over 3.3 foid (Table 6) This dam
indicated ther the genes involve i mirnas weee nof only the rst
enrches, e alan the most ditferent e terms nb BU and A=wenre,
whken compared with the contol samples (cireles in red and
orange; Fiquee 1) In fact, 11 of the 2 genas associated with OO
and wvalidated in this work (DUNE2, (D29, PRCI, SYCP2,
NUSAPL, CDENF, CDC3, CRR2, MEFE7, BMCE and JWINT) erc
invabved o the M phase of the cell eycle. The datn were alan
analyzed witk the ITA Ingenuity systemn and the findicgs were
similer to those obtained with DAVID, cspecially when the

PLOS OME | waww.ploscnoorg

DAVID anzlrss was rue with medivm strivgency Takle 55, In
agrecmuent with the DAVID analvsis, the protein poiguitication
patthway wats (Lt second wp canennice] paribisay e e entine s of
dereguleied peaes (Figure 8A) and (e soiiove cobes of polo-like
Kimese wis e wop in the sumset of e 0 wp sankod peoey
(T 8B

Discussion

In this work we identified & zones (PREY, CUNDZ, SPOE2
CIAONT, NSAPY, and CIN2) associatcd with mvasne cervical
canar that could e used cither a markers for dizgnests or 23
thenpeuie Gupes. While PRCEL GONEE, aml STCP? were
asacciared mosly with CC, COANS, NUEAF), and COCZ0 were
found o elso b2 esodered with high-grade GIN. We recently
examined the expression of these geres iv 4 call ines (5Hz, CeSki,
Helz, end Calc) by wsing the HG-511.0 microerray. Although
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Figure 5. MPercentage of tumor cells with positive signals for the markerstested by immunohistochemistry. Thz average percertages of
tumor czls with postve sgrals in the ruccus (panel A) or cytoplasm (perel B) for COC20, CCNEZ, CDC2 CD<HN2A, CDEN3, M4I67, PCNA, PRCY, and
S¥Z92 are obtted. Tumors positive for FPV16 (blue bars) are comparec with turcrs oositive for othzr HVs rad bass), As HNUSAP? was only explored
in 4PV 5-positive CCs, the averege percentagas of tumor cells with aesitive signak in nuck (325%) and cytoplasm (68.1%) were not rduded inths
figure. The numbaers for the antire set of tamors ic also induded |graen barc) The standard error is shown
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Figure 7. Survival analysis of women with cervical cancer
according 1o FIGO staging and COANG expression. The Kaplan-
Meler curves for FIGD s@maing and COANG arz shown Patlzns weme
followed-up [oe al ‘east 42 nweths, For gzne  espression, canuer
paticnts with nigher Jred line) ang lower (bluz ling| fold cherge wlues
were compared (see materia’ ang methodsl. The pvelue was caloulated
by comparing tha carves with the logrank tect. Cercored patients are
lzheled wth blars das, bt anly fnurot themowere -ensnrer heface the
mirumz| peend ef fallow-un (37 months)

do:i0. 371/ jowr al. pone 00 55975 goaT

the overex press o wate ot wiilore i the 4 oell Boes, ke ylobal
amilysis all genes except 1 WSHCPE were observed o be
npregeiatert, STCUP? was apregulated noly in CasSki and SiHa
cells |57 ] The hnchng indicates that these markers are correctly
predictive of cervical cancer. CDEVG, NUSAPE and CDC3), along
witk CDRNZA, can differenntzee 00 and high-grade CIN from
lowe=praade GEN and pormsl ceryices; tereloee, ey cochl e used
as markers for screening tess. Furthermare, high eapression of
CIMNT was assnenater] wirh poor surawal of cancer paients;
thercfore, it also covld be vaed as a survival marker. The scnsimiviry
and specificity of (IR, NUSAPY, and CDC20 o idenofy high-
erice CIN wnd O were as Digh as 91% and 93%, respeciively,
Several stidies have msed micwarrays o identify geres associared
witk cervieal cancer [SH-4h]  However, mest of tbem incloded
heterogenecs .r:a.mplp_w pcxi:iv?.- for different or vrcetermined
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Miles s es Suurce of Biomarkers o Cervica Canver

HFV types, 2 small sumber of temars 2nd conteals, and easenrialy
their dmign wa: not sufficiert o identify markers for sercening.
Therefore, several of the 23 markers validlated in this stucly, m
which only HEV [6-positive GUs were analvzed with MA, either
have rot heer ddentifier previonsly [(CTRAG, MISAPT S804,
VISHY or have rarely been (LUAEL CINEE, CRSZ HRME

identifizd in othar smodies (Table 55, In contrast, over kalf (Tzhle
56) [+0] or H% Table 56) |43] of them have been fowmd m
individnal smdies, and many of them heve been identified in 3 or
mre sticties (CIANZA ACW? | FONA, RECA, SYOP2 and THWS
|4E]. The tace thar CORNS CAM2D sxd AUSAFT were demon-
stratad upregulated v CINI4 positive for ather o undetermined
IV types by RT-I'CR, sugpests these genes could be consicered
poteiial merkers e GO sereening repandles of visal tyoe.

hdarcers for sreeening that have high sersitiity and swecificiry
have not heen identdiiad or reported. In additon o the
econventional Pan srd qu_u.rl Base (0 ,'[rIag) 1RO, differert t=2=
for 111 detection are ased for screening. Hvbod  Caprore 2
Tediwdogy (HGZ) 15 (be imethodohrry st Tog oemly wsed foe
sreering, particulerly for measuring high-risk virus. This mathocd,
approwed by the #71A m Linmed Ststed, Fas ar avwerags spnafmiry
of §5% [range, 62-CH) for detecting high-prade lesions and
mvastve cancer. However, this methodology has low apocificity,
especially in voung wonen, since the majority of infections are not
asociared with neoplastic lesions [13.47.43). In women over the
age of 3 years, the specificiry i moch Figher; hoswever, it & onite
vanzble among studhes, and depencs m part on the prevalence of
HFV in the sudy popolation 49]. Farthermaors, in meat stedics,
the PV B very low. less than 50%, which indecates thar only that
percentage of infected women Eave bigh-grade lesons

It iz important o emphasize s the primary vae of cervical
cercer homerkers and the goal of developing procedures foe
cervical scrzeming s to improve the specificity ratber than
sensitivity refative o IV testieg [11]. Prmary IH DMNA
sreening wirth eyiology wiage increases the specificicy simiar o
that o convenfional Atmicgy [9,15]  Heowewer, vse of this
P'mc'r'd.lne in develoong countries crezte: logistical proh]e“ns
cither hecmuse a hl,gh pereentege of womer who e pm:wc‘ for
HI™ do not return for eytology or dee o the hacdlng of ;amples
when kg o sarnple B oviology oo all paiienis ae e T visi,
I addition, becanse T prevents sLmatzaion, it seems imprac-
sl Phe stz neos wse ol BE for high-nde virmzes wath a
molecular method that dernrushae CIN 2+ Frem CIN1— would
increesc the spedfizity and the PPV, with the advanta pes of heing
faster and heving the motential to be 2utomated compared to
riaged cytology

(X the markers associated with UL, plh, a mmar suppressor
protein, i the mest studied [11]. This protein accumulates in the
nuclzw and evicplazm of coll: ransformed by hign-risk HFV: and
B wsually deiccied by IH, The aooand of pI6 s cebaed o de
severity of cervical neoplasia and & considered a markar of CIN2+.
Pl has bheen seeressfily deplayed for the classification o HPV-
related cuease. bor cervical nasue purch and cone mopsies, JH tor
po6 haz bean raported to reduce nterobeerver disagreement when
comrred] wilh diegioss of HEE staimed secios, PLG B ako
recentdy emerped as a sensitve and specific diz gnoste adjuncr for
mniderlying CIN+ Iesiong in cervical evtalegy specimens [17] T
consistently exhibits high sensitivity (B0-95%) for detection af
CINZi; kowever, the apecificity 13 lower than that for cytelogy
(- :\U"'u’] [50.51]. This is becanse approcamatcly 3% of low-grade
OIN Desponns, thoese mfecoed wods hielemek HPY types, expres (his
marker (30C] The relatively low specificity of this marker and the
need dnra patholomst o mierpeer the [H 2 re the mamn reazor s why
thiz marker has not beer adopted for primary screening. Recently,
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Figure 8. Canvnical pathway: where deregulated genes are involved. Top 25 cawnicdl pathways identified in U a2t of 997 derega aled
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pathways wers identifed uszing the Ingeruity Patway Ardyss IPA) system. The ~log (paaluel (bluz bars) zrd the =tio yelow dots] wene
calculated by comparing thz numker of gznes intne sathways present in the datasats versie the numan datzkbase. The pelue was calzulated wsing
the chi syuare test or Fither's exact test ac approoviate, and the -log [p-saluz] vzlues >1.3 (red line} correspond 1o p- 005
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Mitosis as Source of Jiowarkes in Cervical Cance-

Wenraensen of al., developed methods vo detece pl6 provein ic cell
Iysates of cenix esmdates wsing ELISA, The sensithity of this
ELISA method for the identification. of high-risk lesions was %,
erd the specificity wes 87% [32). In agreement with these dem,
the pecificity of COANZA mENA derection, whick enccdes pla,
in screenirg for GINZ+ was very close (93%, Table 4.

“Twin new Tiarkers identifier in this work (CTANT and ATNAPD
slomg with CPMN2A] shovwed = igh spechicity (H4%) ool PPY
(U5 4% ) thereicre, thew maght he good canchciates 1o nse with

HL2 as a first-line strategy in a screening program. The scope of

this study was to perform a feasivility evahiation 1o ascertam
whether determining the B NA levels of novel genss e cervical
aamples would allow for the identfication of hizh-grade CIN or
invazive leaions wath high sendtivity end specificity. However, the
potentizl sensitivities veportsd i this analysis are mos Lkely
overestimated compared to those likely o be fovnd m clinical
prrectioe, as tbcee withs GIN2+ bave o bapber propostion of aeorvical

PLOS ONE | wwia.posone.org
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Table 5. CAVID functienal annotatien cluster analysis at the highest stringency of 997 gones deregulated in cervical canecr®,
Cluster Errichment Score  Biologcal Process He. Censs P value Fald Change
1 1624 WMtoss £4 IMOETT 1B
e s Livisiin 54 IDET 38
M phace of moatic el cpela ] AROF17 17
organsle fission 54 19016 16
z L CVE positive maulation of ubiou tn-protein icase aclvity duning 4 S00E15 b3
et wel cyde
positive egulztion ol ligase actiity 18 290E-14 59
3 5A RNA splicing, via Tarsesiorificdion reacions 28 190E 06 23
nucear mENA spldng, viz splicessone iB 1 S0E-{5 zAh
4 EX-0 positive mgulstion of spoptosis 49 190E04 17
5 3B w e cel cyde spimdle assemby Ceopant i 3 0B 83
taqultne of mitete metaphass/anaphsss Sransiticn i 1 2FE02 4}
[ 2m masenchymeal cell cifferencistion 1 1 500403 33
X P ] somatic il DNA recombinaton i S 0EAE L% ]
samalic diversificstoa of inmune coeptors 7 GOE43 10
B Zm arbowyllc ackd memboic smoess 52 BTOEG3 14
rallilar ketone matahalic pmeese 7 1 AF02 14
9 1.96 eslalyislyrent of RNA losliatien 14 TO0EAZ 22
RMA transport 14 1.00E02 2
1a L V-] Glyoo/ysis 1a IO0E42 13
hexese catabolic proes: 1] A50EE 12
1" 1732 ambrvonic apthaial tubs formation 2 J00E02 X |
12 L7 womatkc ecombiredon of iImmuroglobulin gere ssgmencs 6 4 ME03 5.1
produdion of molecular med 2o of immune miponse & A DOE02 10
13 1.56 P orvinus b e 4 1. 20E42 T4
DNA niegation 4 T40E0 31
14 1.54 naturzl kll=r cel madisted onotowx dty 4 1200402 T4
leukocyte madiatec cyiotoxoly 4 242 bl
15 130 iegulation of caspase acdvity 11 2 20E02 R
regulatibn of pepidase activly 1 5WE42Z 10
16 1R wmalic weamrhirasion of immirnglnhilin gares diring ifmeomea rsepomse 4 JWEN? £1
immunaglebuliv. prodicion during mmune response 4 442 47
“Eanchment Siore is the 104, of the avers ce p-value of tae terms in the duster. Fal change & 1the ratia of the proportion of genas in the testad list verus she Humar
Gene Neferene doisbass,
dei-I0 1371 e imal paraINESRTE H105

cancer (which s eay w denufy] thar that expected in any
ureening  setting. In contrast, the specificity scems o be
under=stimat=d, given that a lage proportion of CINI- had
GINL. Therefore, we did not expect to obain conclusive dara ox
the sensitivity, specificity or predictive velues of the assava Further
stidies are needed 1o determive the levels of CORNYS, NUSAFT,
and CTHFNmMBENA ar prorein in cervieal samples from s aereening
popalancr o ahtar cformancn about the predetve valnes ane
ton detne the optimal rade-oft hetween senainvity and gecihcry
tow the deterniom of TINY4

PRUI, DUARZ, and SHOFP? are markers exclugvely asodated
with invasive cermvical cancer. Together wath NUSAP!, COENT,
and COCIO these genes roprescnt potential specific targers for the
treatment of advarced CO. pericularky CIENE, which was found
to be associred with poor sundval, These genes encoce proteins
mvolved i the cell oycle, specifically in the M phase ‘mitods and
cytokinesie ), Acconhog wo te TH daa, approsimaedy 30% of
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Wlosls as Source of Bomarkers In Cendca Cance”

mmor cells m CL could be in the M phage. ‘LThese genes
participate in cnaphase comrol, chromosome segregation, and
mitotic entrance/cxit. Wkile actvation of eyelin dependent kinascs
(Celkes) drives cells into mitosts, mitotic exit depends on inhibition
wl Clbs cctivivy, mianly Urcugehs deprade e ol miote opcline Dy
the ananhase-praomoting complex APC/C) and eocomulation of
Cdk inhibiror proteing. and dephosnhoriaton of droeing phos
phorylated by CTWHG:. Foor (CONR? OO0, CTRNS, PROT) of
the srr profems waludater] v thie paper seem essermal in the
proecess. Oyelin B2 (CONB2), like cyelin BI (OCNBIL, binds to
CDE] [CDCE o3 farm the complex MOCDE, which is casential
for control of the cell evcle ar the G2/M transibon. Ilowever,
while cyelin BI-CGDKIL viases chronosome condersation, veor-
ganizes microtubules, and disessernoles the nuclzar lamina and the
Grolpd anparars, cyelin B2-CDK1 & resricted o the cytoplasm
anrd disassembies the Gaigh apparats doring miteeis [535.54] In
agreement with thase dam, eyelin B2 was localized exclusively in
the cytoplizen of the CC: examinad in thi paper (Figure 51
Laterestingly, the cxpremion of eyclin B1 i these tmers did not
differ from that in the contrel samples (Table 53). This cyclin i
degraded by the APC/C, a key epulalor of the mmetasl e
anpeieee  wansimon, o @llow progresion of  omess (oo
memnhase 0 anapkase |35 . COUANE? Eas been scamily associared
with cenvicel cencer [#H); however, it has besn reporied m He
with other types
upragulated in cancaes of the coler. [56], ung, and digestive teact
[37 . The mercased amount of CDMC20 8 key regalatory protein of
APC/C comolex during anaphase, could explain the absence of
oyclin Bl CERC200 wyetdweer with UBE2C {abo known s
UBCH 10, whockh was alse o 1o ©O (Taile 333, 15 reguirad

assccizted of eczrcer. For instance, It &

PLOG ONE | wowrw. plosane.orng

Tahle 6. DAVIT funcTinna| annntarion clister analysic ar the highest stringency of the 100 genes most derequlared o cervical
cances comparsd with normal cervical epitheliom®
Enrichmant Fald

Clustar acore Hiological Frocess No. Genes p-value Lhanga

1 1382 Mitosis 19 1.00E-14 120
nuclear dvisidn 12 100C-14 120
M phace of mitctic cell cyda 19 1.40E-14 120
orgenelle fission 13 2.00C-14 120

1 EL ] regulatior of ubiguitin-protein ligase activiy (7] L1.10E-04 1140

3 r¥irg negative egulation of usiguitin-smien | gese activity 5 1.20E-03 1.0

4 283 pasifive regulation of nitcss 4 6. TOE4 230
pasifive regulation of cel oe 4 7.20C-03 0o

3 275 establshrent o mitet< saindle localizaton 3 1.30E02 530

€ 2= sphaepromoting complos-depsndent protessonal 5 1.10C-03 10
ubiquitin-dapandont protein cataboic proes
reguiacion of ublguitin-protein ligase actviy curng miote @il cycle 5 1.50E-03 1o

] 23 negative wgulation of protein modification proces: [ 1.40E03 73
negative regulation of proteln metaolic process 6 @ T0E-03 A4

E 158 requlatior. of protain mod ficaton procas ] 4 40E.OF Edd
regulacion of celiular proteln metasolic proeE:s & 4.JOEQZ 24

L 1.2 nuclecsama essambly 4 210EO2 GE
Cimman esembly 4 130EqQ2 ae

L] 4z ragulatior of protain knase activity ? 3.20E02 1E

L1 131 reguiacior of phosphoryailen L 4.30EQ2 24

*Enrchmant S2ore is tha Jog. , o the average pvale of the terms in tha clister, Fold change is the radic of t propertion of gera: n the tested |52 varus 1he Humar

Gena Reference database.

od: 101371/ jpumal pone.C05 5975 006

tor wll uhepunn hgaze acovaty of the APLYL complex and may
confer substrata  specificity upon the complex. CDC2) s
negatively regulnted by MADZLL and BUBIB [ehe knovwn as
BAUBRIL. In metaphase the MADZLI-CDO20-ATCAC temary
cotnplex is bractve, while i anaplase ge CDO20-APC/0 Doy
complex B8 active in degrading substates. Ineerestivgly. the
AAD?L] and BUBIB rranseripes were ako iocreased in O
(Tahle 53) sugoestivg rhat the corresponding proteirs conld be
imnereased and prevent setivation of APC/C. However, part of the
CDE20 protein could remain free o bind and actvate APC/C as
has been shown in teamsieeted eclls expreamg the EG/ET proteins
[23]. CIDMC2D has beern found to 2= upregulated @ hng,
preaecreabn, aiel g cancers [D30, a2 oaell ay w OO0 HO,56]
CDXRNS is a dnalspecificity protein phosphatase of the Gdel4
phnsphatase groun that interacts with CDAL (CIMG2) and inhinics
their sefiwity AAT] CTIRNS anel arher Coicl4 phoepharases
have not baen well srudied; however. they seem o he eszenticl for
antzgonizing Cdk sctiviry in late mitos:, cllowing cells w exit
mitosia in tclophase. Regulation of cytokinesis may be the |
comserved function of the Cde 4 phosphatases. Although overex-
pressions of CDENG bas Deen aesociaied withy whibigon of cell
prolifraim o cclen cancer cell lives 327, 0 lae abio Deen Gowond
o be cverexpressed in breast, prosmre, and ong cancers [G35-63]
In agreement with our data, CORAS, alorg with other zenes, has
bean found to be associated with Jower awvival of patiert wick
lung adenocaremomas [63]. This & the first veport in whick
AN wea amsociated with cervical cercer [Table 86) PRCI is
imvclved in cytokiness and & essential for controlling the
sprtiotemprral formation of e mideone gl soccesin] eyeokioe-
s [GO67] Tt s reguire] B kinesdonGanily member 14 (KIF14
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|| and pole-ake Binase | {FLK ) [W4] balaahor i the ceniral
gnedle and mudhody The appresion ol PR blocks cell
drnascn | he rransenprion cf PRECT s repressed. by 035 anad = one
al the rourss by which po% smps the cell cycle ar the G2/M
checkpoiut [70] Since the 56 orcoprotein of HPVIG indoces
degradetim of p53 in pmieascmes, it 5 Ekely thar in eervical
camannras FRU. 8 being overespressed vie the meechamam. [t
s been reported 10 be asodarsd with Ever cancer [71] and CC
[#0.2Z] NUSAF. b a nocleclar-pincde-wsociated proein thet
olays a role in spincle wiomible orpanizanon. This pgene has not
aeen described a5 associamd with COC, bt has Seen und © be
apregulared in breast and melmoma concers [72]. SYCPF2 i a
major comporen) of the sraporemal complex. Thi comples
arcmatz: that double srand hreaks (DSH) are sepaired by the
mteslogous revikbinetion petiway i peiss [73]. The hah
evels of STEPZ2 espuesion i le OCs exsmued in s work
supggests on TESE wre very vooeaon e GO scoples aned died
SYOP2 could be wolved o DSD repa by the sinmlation of
lpompnalig e svvonnlaiasin prabway, Doeresingly, il pece hes
e e b bie uperegulatal i CC [45,845] ad oropboeyogeal
squamious cell cacizomes pesitive for HIIVIG, bur noe m 110V-
negative cacicomas |74,

Clell cycle i the main process abiered i G and & wop ranked
all CC papers where hiolagical processes have been analyzed |46,
Similarly, in the prescat paper, when the pene dataser was
analyaeel vsing the DAVID pocl ar eedium sringency, the cell
cycle process was shown to 5e the most enriched and it ranked 2t
the wap of the lat (Table 85), Hewever, the fact that M-phase
arcecases were the maat earched in aur detaet when the analyais
wia done at kigh sringerey, suggeans that the Mophnse is the main
alterad coll-=vele phase in CC. "These findings are conaisten: with
the eherations in the cell cyele and mimsis caed by HPY i witro
[5€,75,76] end corvelated n fow CC arvdied [59). The E6 and E7
ancopeoteing of high-risk HPVs indvee mimerons murotic defects,
wchuking multipalar mitses, chromasomal missegregation, anz-
ohase brdges, and zneuploidy. Abbough eelk wictk abnormal
mitoses are nomnally tergeted for el deatk, E6 znd E7 act
cooperztively to allow celk with abnommal centraomes
accumclie by wloong the G2/M checkpoin: and
ichibition of spoptotc sgraling [76]. In agreement wih these
Aatn the canamiez] patbwag of G2/ TINA Dareage Checkpoire
Hegulinon ard the Hne of (CHR Prtee e Cell wele
[ heckpowrt lantmal raneed ot the @cond and fitth nosmors of
the abered eannmcal pathways m LU, On the other hend, Eb and
E7 induce meckanisms w0 2vole miscss checkpone. The EG/ET
genes haie beer shown to ndoce the aver=tpression of GIC20
and UBCHI0, which activare the APC/C nbipitn lease
complex [33). The cnrckbmem of postive regulatcen of udigu=
fin-prowin dgase acdviry during wiogde cell cyele Burc i OCs
Tate %) completely agree with thes & i resuits.

Inhibition of maosis & a well-known strazegy 1o combat cancers.
Dirugs that pemurh the process of cell division have proved = be
effective anticancer theranles, Well-known ~samples of thes drugs
are those thar pernurh the formadon of the mitoric spindle, such =
pasarines eadl vince alkabsics, Howewer, they Fave remarkaaly low
therapewtis  indices and rarrow  therapentic windows. Their
efficacy |8 restricted bicaus they @ka pernurh the microtbule
sk ol pos=dividing cells, casin pewmoboige eloos amd
allfecting conlodiclinl eoll Topcion., To mwache dhis beoe, @ ew
gencration ol andnuwie ageoe bae been Jeveloped tha erget
kineans and kinases with unique roles o minsis, such a KIFLD,
PLIKT, and aurora kivase A (AURKA) |65], Interestingly, the
transcripts of these 3 geces were ebo upregulated in the OCs
(Table 53), ALPIA ranked in 19 place, £ vanked in 72nd
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Mitcxis a: Sourca of Biomarer: n Cervical Zanen-

plsre. and FIR! raneee o Uhied plee Therelore, thae deog
el he testad for e freatment of conacal ceneer Un the ather
hand, the high FII ol the nowl genes valicated ir the wark,
especally (TENT, (THTH, e SYUP? eompared with the conrm
wmnples, makss these penes potenimd fargens far CLD therapy
However, # k& ol recesary i demongrate whethes ey an
mdspenizhie for mmos growtn

Supporting Information

Figure $1 Correlation of jon imtensity of 997
genes: examined by HG Foous and HGSTLO microar
rays, The Logs vilues of the standardizs interaty signals RALA
valucs) of 997 grnes ina typical amer (R230) cxamined by the 2
microarrays were plowec. The near wond fblack line) & ncluced,
whick woe cal-ulated with Pervon’s comelation wst ¢ =078,
pinloT®,

)

Figure 82 Validation of gene cxpression of § genetie
markers by gRT-PCR. The interuity of gene expression,
expressed in Log; values, i showr inbox plots. Expression of the 3
novel downregulated genes revealed in this swdy (O, EDNG,
WISFY) amociared with OC are compared berween  healthy
cerdcal enithelims (Contrdl, 1 =250 and invasive G0 (Tomer,
n =44y See legend of Figure 4.

T : :

Fignre 81 Histologieal anslysas of NUSAFL Proeir
runresmorn was determined by ommanohstochemstry ang
sarfiona bnm formalm-ficed, parathn-eohedded tisie Represen-
mnve expermmerts i adeno cell carcwomes (left panel) and
sqnamaons eell exreinamas (nghr pane] are shown The snecife
sgnak are shown a8 heown  stoning  (Courterstrerd wok
bematoxyin; ongmal magrahcation, <405 bary, 10y,

(IiF

Table 51 Summary of clinical dawm, HPFY ppe and
methedology to explore gene expression. SCC, spiamos
el carcinoma: ACG, adenocarcinome ASCC, Adencsguamons
NCE. normal cervical spithefiome GIN, eervical ntraepithelial
neoplatiac MA. microarray: MA L, HG-Foous: MAZ, HG-ST 1L
qRT-PCE, reaHime RT-PCR: TH, Immunot boek embory; ND,
not dane. = Cortrol samoles codes ending with X are exocenix
andd endmig with E are endocerviee

LAY

Table 52 TagMan gene cxpression assays from Applicd
Eiosy stemis.

XIL5X)

Table 33 Lisa of the 997 genes dillerendally expressed
in cervical carcinomas compared with nermal cervical
cpithebumms. o Geoes weor Buiked by Aesivee ol das
muarked m Dbl were selecied o woalysis with read toe RT-PCR
L The wrood woil fuld  devwe (G of cach pene was
calcalated usng the mcan vlues of signal intensiey obtined witk
the 3AM methbod «. Geoes which have beer used as Biomarker i
tilferent dbvives, docorbiog with tie TPA ligeauiy svateon, 1),
Disgrmsis;, DP, Discase Progresion, P, Progosi, B Ellvacy, RT,
Feszons: to Therapy, UL, Umpx'r.l'xc.' ."l:lj‘ﬂi'd'l(m: 8, Hafety,
KISN)

Table 51 Analysis of W proteios in 26 CC and 10 aornal
cervical cpithclium samples by TH and caloulus of
scusitivity, spedficity and predictive values,
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Table 35 DAVID unoional ansecidion dusier analvsis
al medinom srimgency of 997 genes desregulated m
cervical cancer®. * Enrichmen: Seore b the -login of the
average p-value of the terms [ the cluster. Folil change s the ratio
of the proporton of genes mthe eated i weeai the Homan Gene
Refererce datahase.

Table 86 Comparison of the 23 genes identified and
validaced in this study with previously roported micre-
array analysis. a Cel line immormized human kemtinocyte
lines NIES-16. b. Devccted in Hela ecla,
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