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Resumen
A pesar de los avances en la deteccion temprana el cdncer cervicouterino (CC), esta enfermedad
continla siendo una de la principales causas de muerte en la poblacién femenina a nivel mundial y
afecta mayoritariamente a los paises menos desarrollados, donde es considerado como uno de
losmdas importantes de salud publica. En estas regiones la mayoria de las pacientes llegan a los
centros de salud cuando la neoplasia se encuentra en estadios localmente avanzados, por lo que
son sometidas a tratamientos sumamente agresivos de forma arbitraria. Sin embargo, las
estadisticas demuestran que después de ser sometidas al tratamiento convencional o estandar,
aproximadamente el 50% de las pacientes presentan recurrencia y/o metastasis. Aunque se han
propuesto varios marcadores de deteccion temprana, en la actualidad no existe un método
prondstico efectivo de la respuesta al tratamiento administrado a estas pacientes y con ello
seleccionar una mejor estrategia clinica. En el presente trabajo se hace un analisis y discusién
acerca de los productos obtenidos durante el desarrollo de la tesis doctoral, dentro de los cuales
se incluye el establecimiento de dos firmas génicas, una de las cuales tiene la capacidad de
identificar y diferenciar entre pacientes sensibles o resisc tentes al tratamiento convencional; la
segunda firma molecular tiene la capacidad de pronosticar de forma temprana el riesgo de
metdstasis a partir de un grupo de genes que conforman el degradoma. Esto se realizé6 mediante el
empleo de herramientas gendmicas como plataformas de microarreglos de alta densidad y analisis
por tiempo real qRT-PCR. Finalmente, se realizé una revisién bibliografica sobre el estado del arte
en la carcinogénesis cervical basado en los resultados de publicaciones donde se analizaron los
datos globales de expresién obtenidos mediante microarreglos donde se describen como los
mecanismos del cancer cervical dan lugar a la progresion tumoral, hasta la metastasis,

particularmente mediante la modificacién de genes.



Abstract
Despite advances in early detection, cervical cancer (CC) remains one of the leading causes of
death in women worldwide and affects mainly the less developed countries, where it is considered
one of the major public health problems. In these regions majority of patients come to health
centers when the tumor is in locally advanced stages, which are subjected to aggressive
treatments in arbitrarily way. However, statistics show that after being subjected to standard
treatment; about half of the patients will relapse and suffer metastases or die. Although it has
been tried to use early markers, currently there is not effective method to predict the outcome for
the treatment administered to these patients and thus selecting better clinical strategy. This paper
describes how two gene signatures were obtained; a first signature have the ability to identify
sensitive or resistant to conventional treatment and other patients with early ability to predict the
risk of metastasis from a group of genes that comprising the degradome. Those results using
genomic tools as platforms for high-density microarray analysis and real-time qRT-PCR did this. In
addition a study on the state of the art was performed in cervical carcinogenesis based on the
results of publications where global expression data obtained were analyzed by microarrays which
describes the mechanisms of cervical cancer lead to tumor progression to metastasis, by

modifying genes in particular.
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A pesar de los programas de deteccion temprana, el cancer cervicouterino (CC) continua siendo
una de las primeras causas de muerte por neoplasias en mujeres a nivel mundial y afecta
primordialmente a los paises en vias de desarrollo (Jemal et al., 2011). Uno de los principales
factores de su alta incidencia en estas regiones se debe a las fallas en los programas de deteccién
temprana, por lo que la mayoria de las pacientes son diagnosticadas en estadios localmente
avanzados que incluyen los estadios IB2-IVA de acuerdo con la clasificacién de la “International
Federation of Gynecologists and Obstetricians (FIGO)” al momento de la llegada a los centros
hospitalarios (Waggoner, 2003a). El tratamiento estdndar recomendado para las pacientes
diagnosticadas con cancer cervicouterino en estadios localmente avanzados (CCLA) es la
radioterapia en combinacién con quimioterapia basada en cisplatino seguida de braquiterapia
(National Comprehensive Cancer Network, 2009; Secretaria de Salud, 2010). Sin embargo, como
en otros tumores se puede presentar el fendmeno de resistencia tumoral al tratamiento, lo cual
tiene como resultado la progresion tumoral, metastasis y finalmente la muerte. En pacientes con
este tipo de neoplasias se ha observado que aproximadamente un 50% presentaran mala
respuesta al tratamiento; y de este grupo entre el 80% y el 90% tendran manifestaciones de
enfermedad recurrente en los primeros dos afos, por lo que un buen prondstico de la enfermedad
para las pacientes que desarrollan recurrencia es sumamente pobre, con una tasa de
supervivencia a un afio del 15% y el 20% (Hart et al., 1997). Es importante resaltar que las
pacientes que han tenido mala respuesta al tratamiento, generalmente son sometidas a
tratamientos adyuvantes mas agresivos, no obstante el efecto citotdxico del primer tratamiento
disminuye su integridad fisica por lo que sus posibilidades de supervivencia son menores (Oh et
al., 2014). En la actualidad la eleccién de la mejor alternativa terapéutica para pacientes con CCLA,
carece de elementos predictivos suficientes y eficientes. Se ha intentado utilizar diversos

marcadores clinicos y/o moleculares que permitan predecir la respuesta al tratamiento en CCLA
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antes de iniciar la terapia; sin embargo, estos marcadores no han demostrado una eficacia clinica
adecuada, por lo que no resultan Utiles para decidir de manera segura sobre la administracion del
tratamiento en un paciente. Por lo tanto, no ha sido posible determinar si una paciente sera
beneficiada por el tratamiento estdndar o si es probable que presente resistencia, lo que hace
imperativo emplear otras alternativas terapéuticas. Es por esta razén que existe una necesidad
imperiosa de contar con un método de prondstico temprano de resistencia al tratamiento y/o
metastasis.

Para el desarrollo del presente trabajo, se evaluaron los perfiles de expresion de tumores
obtenidos a partir de una poblacidn estadisticamente significativa de pacientes diagnosticadas con
CCLA vy sin tratamiento previo. De forma paralela se colectaron datos de la respuesta al
tratamiento mediante el monitoreo clinico de cada paciente durante un periodo no menor a 30
meses. El objetivo principal fue identificar un grupo de marcadores, mediante herramientas
gendmicas como son microarreglos de alta densidad y tiempo real por gRT-PCR asociados a las
caracteristicas clinicas obtenida después del tratamiento. Como resultado de la presente
investigacion se obtuvieron tres productos. En el primer trabajo se obtuvo una firma molecular
compuesta por 28 genes, con la capacidad de predecir de forma temprana la respuesta clinica al
tratamiento convencional, de tal forma que se puede clasificar a las pacientes sensibles o
resistentes. Con los resultados de este trabajo se obtuvo una patente que fue sometida a la
proteccion intelectual en el Instituto Mexicano de la Propiedad Intelectual (IMPI) con la finalidad
de proponer un método de prediccion temprana a la respuesta al tratamiento convencional en
CCLA. Este método cuenta con un prototipo que puede ser utilizado en la practica clinica de
manera econdmica y sencilla.

En el segundo trabajo, se realizd el andlisis y evaluacién de un grupo de genes que codifican para

proteinas con actividad de proteasa, denominado El Degradoma. Este grupo de genes estan
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involucrados en los distintos procesos celulares y tienen un papel relevante durante la
carcinogénesis y la metastasis distal debido a su naturaleza proteolitica. En este trabajo se
analizaron los perfiles de 85 pacientes y seis muestras de tejido sano. Los resultados demuestran
gue los genes que codifican para la familia de treonin-proteasas que constituyen la regién
proteolitica del proteosoma, se sobre-expresan consistentemente en los tumores cervicales. Esto
los hace candidatos importantes como blancos farmacoldgicos. Ademads al correlacionar los datos
de expresion con la respuesta clinica de metastasis encontramos 10 genes, que de forma
temprana pueden clasificar a aquellas pacientes que a pesar de ser sometidas al tratamiento
convencional, tienen alto riesgo de metastasis. Estos resultados pueden proporcionar
herramientas predictivas para la seleccién mds adecuada del tratamiento en pacientes con CCLA.

Finalmente, durante el desarrollo de estas investigaciones se hizo una revision bibliografica sobre
el estado del arte en la carcinogénesis cervical basado en los resultados de publicaciones donde se
analizaron los datos globales de expresién obtenidos mediante microarreglos donde se describen
como los mecanismos del cancer cervical dan lugar a la progresion tumoral, hasta la metastasis,

mediante la modificacién de genes en particular.

1.1 Epidemiologia

El cancer cervicouterino (CC) es una neoplasia maligna que se genera a partir de las células
tumorales del cérvix. Esta region es localizada en el cuello uterino, la cual corresponde a la parte
estrecha del Utero donde se une con la parte superior de la vagina. En CC, la mayoria de los
tumores esta compuesto por carcinomas de células escamosas generados a partir de las células
epiteliales escamosas, las cuales son el tipo histolégico mas comuin; mientras que, los
adenocarcinomas se generan a partir de células del epitelio glandular y son el segundo tipo

histologico mas comun. Desde los trabajos realizados por Zur Hausen (zur Hausen, 2002), se sabe
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que el principal factor etiolégico para la carcinogénesis es la infeccién por el virus del papiloma
humano(VPH). Actualmente se han identificado mdas de 100 tipos de VPH y son clasificados de
acuerdo a su potencial de inducir lesiones celulares en alto o bajo riesgo. La infeccion por VPH de
alto riesgo en las células epiteliales de cérvix provoca displasias que son definidas como NIC1 ¢
lesién escamosa intraepitelial de bajo grado (LElI BG) segun el esquema de clasificacion que se
utilice. En la mayoria de los casos se produce la regresion de la enfermedad (Kjaer et al., 2006). Sin
embargo, tras un inusual evento de integracién viral las lesiones pueden progresar a los
precursores malignos del carcinoma cervical escamoso (del 10 al 15%), que incluye varias
displasias moderadas definidas respectivamente como neoplasias intraepiteliales cervicales grado
2 (NIC2) y grado 3 (NIC3) en histologia 6 lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (LEI AG).
Finalmente, solo un 0.3 % de LEI AG pueden progresar a un cancer cervical invasor (Malinowski,
2005). Aunque actualmente se ha comenzado a implementar vacunas que brindan proteccién
contra la infeccion de dos de los principales tipos de virus de VPH (16 y 18) que estan presentes en
aproximadamente el 70% de los casos de tumores cervicales, estas vacunas solo cubren una parte
de los virus de VPH de alto riesgo, por lo que es necesario que las mujeres continlen realizdndose

la prueba del Papanicolaou, incluso después de la vacunacion.

De manera global el CC contintda siendo un problema de salud mundial. Ocupa el segundo lugar en
frecuencia entre los tumores malignos de la mujer, con mas de 500,000 casos cada afio. El 75% de
los diagndsticos corresponde a paises en vias de desarrollo, y representa el 20 a 30% de los
canceres femeninos, en contraste con lo observado en paises industrializados, donde la
enfermedad constituye Unicamente 4 a 6% de los canceres de la mujer (Bruni et al., 2010;
Franceschi et al., 2006). Las mayores tasas de incidencia se encuentran en algunos paises de

Africa, Centro y Sudamérica y Asia (Bruni et al., 2010) y es probable que se subestimen la



incidencia y la mortalidad en esos paises debido a la escasa informacion de los datos reales
(Franceschi et al., 2006). Asi el CC es responsable de mas de 250,000 defunciones anuales en el
mundo, (afectando principalmente a paises subdesarrollados) (Franceschi et al., 2006), es el cuarto
tipo de cdncer mds comun en las mujeres, y el séptimo en general, con un estimado de 528,000
nuevos casos a nivel mundial. En el 2012, aproximadamente 445,000 (85%) de estos casos se
reportaron en las regiones menos desarrolladas, donde representd casi el 12% de todos los
canceres femeninos. En ese mismo afo se estimaron 266,000 muertes por esta neoplasia en todo
el mundo, representando el 7,5% de todas las muertes por cancer en mujeres. Casi nueve de cada
diez (87%) de las muertes por cancer cervicouterino se produjeron en las regiones menos
desarrolladas (Forman et al.,, 2012). También en 2012, mas de 83,100 mujeres fueron
diagnosticadas de cancer cervicouterino en la region de las Américas y casi 35,700 mujeres
fallecieron a causa de esta enfermedad. Si se mantienen las tendencias actuales, el nimero de
muertes por este cancer en las Américas aumentard hasta 51,500 en el 2030 (Lewis, Merle J,

2004).

1.2 Clasificacion

La seleccidon del tratamiento para las pacientes diagnosticadas con cancer cervicouterino depende
en gran medida del estado de progresion tumoral y algunas caracteristicas clinicas (Karin S Kapp et
al., 2005). El sistema de clasificacion mas utilizado para este tipo de céncer es el sistema de la
International Federation of Gynecologists and Obstetricians (FIGO), aunque puede emplearse el

sistema de clasificacion del American Joint Commitee on Cancer (AJCC) denominado TNM.

Desde el establecimiento del diagndstico de carcinoma invasivo, las pacientes se clasifican de

acuerdo a las caracteristicas de la tabla 1. La estatificaciéon de acuerdo a la FIGO, se determina



desde el primer diagnéstico. La clasificacion es determinada clinicamente, al tamafio de tumor
dentro del cérvix o su extensidon dentro de la pelvis. Para aclarar la descripcién de cancer micro
invasivo (estadio IA1 y IA2) y para subdividir el estadio IB en IB1 (Tumor <4 cm) y IB2 (tumor >4

cm) se realizaron modificaciones al sistema de clasificacién de la FIGO en 1994 (Waggoner, 2003a).

El sistema FIGO consta de las etapas clinicas | a IVB, las cuales se resumen en la tabla 1: La etapall,
se refiere al tumor confinado solo al cuello uterino, es IA1 cuando existe invasion al estroma de
3 mm de profundidad por 7 mm de extensién horizontal. La etapa IA2 es cuando la invasion
tumoral al estroma es mayor a 3 mm hasta un maximo 5 mm de profundidad por 7 mm de
extensidon horizontal. La etapa IB1, se refiere a un tumor visible macroscépicamente de 4 cm o
menos, IB2 es un tumor mayor a 4 cm. La etapa Il incluye los tumores que invaden mas alld del
utero, pero sin afectar pared pélvica o tercio inferior de vagina, asi la etapa IIA1 es un tumor
visible de 4 cm o menos y la 1IA2 es un tumor mayor de 4 cm. La etapa IIB, es un tumor que infiltra
parametrios pero sin fijarlos a pared pélvica. La etapa IlIA, se refiere a tumores que infiltran el
tercio inferior de la vagina, sin extensidn a pared pélvica, en tanto que la etapa IlIB hace referencia
tumores que infiltran parametrios y los fija a pared pélvica; la hidronefrosis y/o exclusion renal son
también criterios de la etapa IlIB. La etapa IVA, incluye a un tumor que infiltra la mucosa del recto
o vejiga urinaria. La etapa IVB implica metastasis a distancia, incluyendo ganglios del

retroperitoneo (Hacker, 2009).



Tabla 1Clasificacion de la FIGO para cancer cervical

Estadio Descripcion
Estadio 0 Carcinoma in situ, carcinoma intraepitelial
Estadio | Carcinoma invasivo confinado estrictamente al cérvix

Carcinoma invasivo identificado microscopicamente (
Estadio IA toda lesidn grave, incluso con invasion superficial puede asignarse
al estadio IB)

Estadio IAL Invas.lon del estroma de 3 mm o menos de profundidad y no mas
amplio de 7 mm

. Invasién del estroma de mas de 3 mm pero no mas de 5 mm de
Estadio IA2 ) . X
profundidad y no mas amplio de 7 mm

. Lesion pre-clinica mayor al estadio IA o lesién clinica confinada al
Estadio IB cérvix

Estadio IB1 Lesion clinica de 4 cm o menos en tamafio

Estadio IB2 Lesion clinica de 4 cm o mas en tamafio

Carcinoma extendido mas alla del cérvix, pero no a la pared
Estadio Il pélvica. El carcinoma involucra la vagina pero no mas hay a del
tercio inferior

Involucra mas de dos tercios de la vagina, pero no involucra

Estadio IIA .
parametrios

Estadio IIB Involucra parametrios de forma obvia

Carcinoma extendido dentro de la pared pélvica, en examen rectal
no hay espacio libre de cancer entre el tumor y la pared pélvica

Estadio Il interna El tumor involucra el tercio inferior de la vagina. Las
pacientes con hidronefrosis o sin funcion renal, son incluidas a
menos que se conozca otra causa

Involucra el tercio inferior de la vagina; sin extension a la pared

Estadio INIA " ",
pélvica interna
. Extension a la pared pélvica interna y/o Hidronefrosis o sin funcién
Estadio IIIB P P v/
renal
. Carcinoma extendido mas alla de la pelvis o clinicamente involucra
Estadio IV

las mucosas de la vejiga o recto
Estadio IVA diseminado y creciendo en drganos adyacentes

Estadio IVB  pjseminado a 6rganos distantes

En lesiones pequefias (estadio IA y IB1), la clasificacion es definida después de medir la
profundidad de la invasidn tumoral mediante la examinacién pélvica, la cual permite evaluar el

tamanfio del tumor; por la toma de una biopsia cénica, o ambas. En tumores mds avanzados, la
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examinacion pélvica bajo anestesia es necesaria ocasionalmente para examinar el tejido de los
pardmetrios adyacentes al cérvix y Utero. Pruebas adicionales (Tabla 2) pueden ser empleadas de
manera complementaria para una mejor clasificacién, aunque algunas de estas pruebas pueden
estar limitadas en varios paises. Los resultados por tomografia computarizada, imagen por
resonancia magnética funcional o tomografia por emisidon de positrones pueden utilizarse en Ia
clasificacidon de la FIGO y pueden revelar la extensién que abarca la enfermedad en la cavidad
pélvica y/o metastasis a nddulos linfaticos, lo cual puede influir en las recomendaciones del

tratamiento (Grigsby et al., 2001; Wagenaar et al., 2001).

Tabla 2. Procedimientos para clasificacion del cancer cervical

Examen Fisico

Palpacion de nddulos linfaticos (ej. Supraclavicular, inguinal)
Examen vaginal

Examen rectovaginal con o sin anestesia
Estudios radiolégicos

Radiografia de pecho

Radiografia de esqueleto

Pielograma intravenoso

Enema de bario

Procedimientos

Biopsia cervical

Conizacion cervical

Histeroscopia

Colposcopia

Curetaje endocervica

Citoscopia

Proctoscopia

Otros estudios (No permitidos para la asignacién de la estadificacion clinica)
Tomografia computarizada

Imagen por resonancia magnética funcional
Tomografia por emisioén de positrones
Ultrasonografia

Escéaner con radionuclidos

Linfangiografia

laparoscopia

Se considera que la clasificacion de la FIGO es un indicador confiable para el pronédstico de
pacientes diagnosticadas con cancer cervical. La supervivencia a 5 afios se aproxima al 100 % para
pacientes con tumores estatificados como IA y alrededor de 70-85 % para aquellas diagnosticadas

como IB1 y lesiones menores a llA. La supervivencia para la mayoria de los tumores localmente



avanzados (estadios 1B2 a IV) varia y estd influenciada significativamente por el volumen de la
lesién, la edad del paciente, y comorbilidades. La supervivencia a 5 afios es del 50-70 % para
estadios IB2 y 1IB, de 30-50 % para los estadios lll y de 5-15 % para los estadios IV (Waggoner,

2003a).

En términos de tratamiento, la enfermedad invasiva puede ser dividida en tres grandes grupos: 1)
etapas tempranas, que involucran desde la enfermedad microinvasiva (IA1, 1A2) hasta enfermedad
microscopica en el cérvix con menos de 4 cm, 1B1; 2) enfermedad localmente avanzada, que son

los estadios 1B2- IVA; estadio clinico IVB y enfermedad recurrente (Candelaria et al., 2006).

1.3 TRATAMIENTO

El tratamiento para pacientes diagnosticadas con cdncer de cérvix depende en gran medida del
estadio en que se encuentre el tumor; las etapas tempranas tienen mejor prondstico de respuesta
al tratamiento; estas pacientes presentan lesiones tempranas que pueden ser controlados de
manera eficiente tanto con cirugia como con radioterapia (Landoni et al., 1997). Para las pacientes
diagnosticadas en estadios localmente avanzados, el tratamiento de primera linea recomendado
es la radioterapia concomitante con quimioterapia basada en cisplatino (National Comprehensive
Cancer Network, 2009). Esto se establecié después de la publicacién en 1999 de cinco estudios
aleatorizados donde se demostré que la supervivencia con quimioterapia concomitante tenia
mejores resultados que la radioterapia sola (Candelaria et al., 2006). La aplicacidn de la radiacidon
externa radica en dirigir un as de rayos ionizantes por la parte externa del cuerpo hacia el sitio
donde se aloja el tumor, generalmente la dosis administrada esta cerca de la dosis maxima
tolerada de 50 Gys fraccionados en 25 sesiones. La braquiterapia, requiere la colocacién precisa de

las fuentes de radiacidon directamente en el lugar del tumor, de manera que sélo ejerza su accion
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citotéxica en la regidn localizada alrededor de la fuente de radiacion, y la probabilidad de causar
dafio a los tejidos sanos circundantes sea minima (Stewart and Bentzen, 2011). En el caso del CCLA
la braquiterapia se puede administrar en baja dosis de radiacién (LDR), o alta dosis (HDR) (Haie-
Meder et al., 2009; Kim et al., 2009). Sin embargo, la supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global son similares para ambos tratamientos (Hareyama et al., 2002;
Lertsanguansinchai et al., 2004). Aunque, la ventaja del tratamiento HDR se refleja en un tiempo
de administracion mas corto (Viswanathan et al., 2007).

La quimioterapia con cisplatino se suministra via intravenosa de manera concomitante con la
radioterapia externa; es decir, ambos procedimientos se administran de manera simultanea. La
dosis dptima y el tiempo de administracion para el cisplatino no se han establecido por completo.
Sin embargo, varias evidencias indican que la dosis semanal de 40 mg/m? durante 5 a 6 ciclos es la
mas efectiva y con un menor efecto citotdxico (Mitsuhashi et al., 2005; Rose et al., 1999). Aunque,
la administracién del cisplatino diaria ha mostrado mejoria potencial en el tratamiento, pero, tiene
muchas limitaciones practicas, por lo cual su aplicacién debe ser muy supervisada.

A nivel sub-celular el blanco principal de la radiacién ionizante y el cisplatino, es la molécula del
material genético (ADN) (Powell and McMillan, 1990). El efecto de la radioterapia es la ruptura de
la doble cadena del DNA; mientras que el cisplatino después de sufrir una reaccidon de acuasion en
el citoplasma se une activamente al DNA con una predileccidn por los sitios nucleofilicos en las
purinas (adeninas y guaninas), lo que lleva a la formacién de complejos de DNA-proteina asi como
aductos inter e intra-cadena (Eastman, 1987). Durante el proceso de divisidn celular — mayor en
células tumorales- el material genético queda expuesto a la agresion tanto fisica como quimica de
la radiacion y el cisplatino, Por lo que el tratamiento es ligeramente mas tdxico para las células que
tienen alta tasa de proliferacién (Nias, 1998). Asi el objetivo de la quimioterapia concomitante es

la reduccién del volumen tumoral mediante la accién concurrente del cisplatino con Ia
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radioterapia. Sin embargo, el volumen residual, tras la quimioterapia, puede estar compuesto por

células quimio y radio-resistentes (Ismail et al., 2004).

1.4 RESISTENCIA CELULAR

Uno de los mayores obstaculos para el tratamiento efectivo del cdncer cervicouterino es la
resistencia al tratamiento, la cual se ve reflejada en los altos indices de enfermedad recurrente. La
resistencia a la terapia en los tumores se presenta de manera innata; es decir, las células
tumorales tienen mecanismos intrinsecos que les permiten sobrevivir a las estrategias empleadas
en la practica médica; a diferencia de la resistencia adquirida, que sdlo se presenta en un pequefio
porcentaje de tumores después de las primeras terapias (Grem, 1998; Therasse et al., 2000). Hay
al menos dos mecanismos descritos que se pueden clasificar como de pre-resistencia, mediante
los cuales las células cancerosas evaden el efecto citotdoxico de farmacos como el cisplatino, antes
de unirse a sus blancos citoplasmicos y/o al DNA; 1) reducir la acumulaciéon intra-celular de la
droga farmacoldgica y 2) Incrementar el secuestro del farmaco mediante proteinas como el
glutation (GSH), metalotioneinas (MTs) y otros elementos con propiedades nucleofilicas del tipo
“scavengers” (Galluzzi et al., 2012). Por ejemplo transportadores ABC, topoisomerasa, BCL2, MDR,
glutation-S-transferasa, sélo por mencionar algunos; que les permite sobrevivir al nuevo entorno
agresor (Johnston et al., 1995; Perez-Plasencia and Duenas-Gonzalez, 2006; Snyder and Morgan,
2004). Un ejemplo de como la célula utiliza los mecanismos para reducir la acumulacion
intracelular de un farmaco; es mediante la diminucién de la transcripcidn del gen CTR1, que
codifica para la proteina transmembranal transportador de Cobre 1 involucrada en la homeostasis
del cobre y que tiene un papel primordial en la adquisicién del cisplatino (Galluzzi et al., 2012).
Otro mecanismo utilizado por las células tumorales es mediante los anteriormente mencionados

transportadores del tipo ABC y proteinas de resistencia a multiples drogas (MRP) MRP1, 2,3y 5
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gue actlan exportando el cisplatino del citoplasma (Borst et al., 2000). Cuando la accién del
agente citotdxico ha causado dafio por la interaccion con su blanco terapéutico, las células
resistentes tienen la capacidad de activar mecanismos de reparacion que les permite sobrevivir.
Por ejemplo, en condiciones de sensibilidad a algun farmaco que genere dafio al DNA; como el
cisplatino, el cual provoca que se formen los aductos inter e intra-cadena en el DNA, induce la
activacion de la cascada apoptética. Sin embargo las células resistentes tienen la capacidad para
reparar los aductos o bien sobrevivir a pesar del dafio sin repararlo (Galluzzi et al.,, 2012). La
mayoria de los dafios al DNA provocados por el cisplatino son reparados por el sistema de
reparacion por escisiéon de nucledtidos (NER) (Shuck et al., 2008; Wood et al., 2000). En este
proceso los nucleétidos dafiados son escindidos del DNA por una incision en ambos lados del
dafio, seguido por la sintesis para reconstituir la integridad genética (Gillet and Schérer, 2006). En
algunos casos se puede presentar el fenédmeno de la tolerancia a las lesiones del DNA, gracias a un
grupo particular de DNA polimerasas que regulan la sintesis denominada trans-lesién. Como la
DNA polimerasa POLH que sustituye a las polimerasas replicativas paralizadas e incluye
nucledtidos opuestos a la lesion de DNA. O por la participacion de la sub-unidad catalitica REV3 y
la sub unidad estructural REV7 de la DNA polimerasa { (Galluzzi et al., 2012). En el dafio al DNA
provocado por la agresion fisica de la radiacion, las células activan una compleja red de
sefializacion que detiene el ciclo celular para llevar a cabo la reparacion (Zhang et al., 2002). Hasta
el momento se ha observado que los sensores del dafio transducen su sefal a un grupo de cinasas
relacionada al fosfoinositol-3 (PIKKs) los cuales incluyen ATM, la proteina RAD 3 relacionada a ATM
(ATR) y la protein-cinasa dependiente del DNA (DNA-PK). El efector de ATM es la proteina Chk2,
mientras que para ATR lo hace a través de Chkl (Abraham, 2003; Bakkenist and Kastan, 2003). En
el fenotipo de resistencia se ha observado que estan involucradas vias de sefalizacion ademas de

ATM/ATR como la de la recombinacion no homdloga regulada por DNA-PK que participan en el
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reconocimiento y reparacion al dafio a DNA de manera coordinada. No obstante, aunque hasta el
momento se han descrito estos mecanismos celulares en la resistencia todavia se desconoce el

mecanismo exacto por el cual son regulados.

1.5 MARCADORES MOLECULARES EN CANCER CERVICAL

Un biomarcador es una molécula o caracteristica que puede ser medida y evaluada objetivamente
como un indicador de un proceso tanto fisioldgico como patolégico o en respuesta a una
intervencién terapéutica. Un ejemplo de biomarcadores cldsicos son las alteraciones medibles en
la presidn sanguineas, los niveles de lactato en sangre después del ejercicio, y la glucosa sanguinea
en diabetes mellitus. También la alteracion molecular especifica de una célula en el DNA, RNA,
metabolitos, o niveles de proteina puede ser referido como marcador molecular (The Handbook of

Biomarkers, Kewall).

En la actualidad no existe un biomarcador eficiente para el prondstico temprano de respuesta al
tratamiento en CC. Se ha intentado utilizar factores clinicos de riesgo asociados a la recurrencia;
tales como la presencia de metdstasis en ganglios linfaticos, tamafo del tumor, profundidad de la
invasién hacia el estroma cervical, invasion en el parametrio, tipo histoldgico, grado de
diferenciacién, diametro del tumor, volumen del tumor, cantidad de hemoglobina en sangre,
entre otros; no obstante, estos marcadores clinicos no han sido eficientes en la practica clinica
para predecir la respuesta al tratamiento o el riesgo de recurrencia (Grigiene et al., 2007; Hart et
al., 1997; Karin S. Kapp et al., 2005; Wagenaar et al., 2001). Debido a la falta de marcadores a nivel
clinico efectivos, se ha optado por explotar el uso de marcadores moleculares, ya que los tumores
con resistencia innata, tienen mecanismos celulares y moleculares regulados por la sobre-

expresion 6 sub-expresidon de ciertos genes. En este escenario se ha intentado relacionar la
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expresion de diferentes genes con la respuesta clinica y/o el indice de sobrevida, entre ellos p53,
BCL-2, BAX, COX-2, etc; sin embargo los resultados han sido contradictorios, y en general la
utilidad clinica de estos marcadores no es clara (Haffty and Glazer, 2003). Una de las
observaciones es que el fenotipo de resistencia presente en las células tumorales no podria de
ninguna manera ser el resultado de una sola alteracion é del cambio en el nivel de expresién de un

solo gen; por lo que el fendmeno debe ser estudiado a un nivel gendmico.

Con base en lo antes expuesto, el uso de tecnologias capaces de analizar en un solo experimento
todos los elementos identificados en el genoma ha permitido desarrollar plataformas de
microarreglos de alta densidad, los cuales son una poderosa herramienta para el estudio de la
expresion de miles de genes y/o sus transcritos simultdaneamente, formando un detallado retrato
del perfil de expresién génica de células que pueden formar parte de una muestra al momento del
estudio. El cdncer de mama es uno de los mejores ejemplos de cdmo el andlisis de los perfiles de
expresion génica pueden pronosticar eficientemente el curso de una enfermedad (Clarke et al.,
2001). El trabajo realizado por el grupo de la Dra. Laura Van't Veer, se baso en el analisis de datos
obtenidos por microarreglos (de 25,000 oligonucledtidos) a partir de 98 muestras de tumores
primarios de mama (obtenidos de pacientes con ganglios linfaticos negativos), en este trabajo se
identificaron 70 genes, donde de acuerdo a su nivel de expresidon puede clasificar a las pacientes
con una elevada probabilidad de metastasis (van 't Veer et al., 2002; Weigelt et al., 2005). Con la
implementacion de esta firma génica se pudo seleccionar a las pacientes que eran aptas para
recibir la terapia complementaria con tamoxifeno. Posteriormente, en otro estudio que incluyé
217 muestras nuevas que validaron y confirmaron la utilidad de la firma de 70 genes para decidir si
una paciente se podria beneficiar con la terapia complementaria o no (van de Vijver et al., 2002).

De esta forma se puede cuantificar el riesgo de recurrencia con mayor precisién, a diferencia de
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los métodos tradicionales; ademas, evita tratamientos innecesarios o poco efectivos, que incluyen
guimioterapia cito-téxica que debilitan a las pacientes (Jemal et al.,, 2011). Este tipo de
metodologia se ha utilizado en distintos tipos de neoplasias como en leucemias (Yeoh et al., 2002),
cancer de colon (Barrier et al., 2006), linfoma de células B (Alizadeh et al., 2000), cancer de cabeza
y cuello (Roepman et al., 2005). Aunque, hasta la fecha solo se han podido aplicar de manera
practica en cancer de mama mediante el MammaPrint (www.agendia.com) y en cancer de

prostata mediante el Oncotype DX.

En CC, se han reportado grupos de genes o firmas moleculares asociadas a la respuesta clinica del
tratamiento, sin embargo, hasta el momento no existen trabajos donde se alla logrado estandarizar
el uso de algin marcador o firma molecular como predictor de la respuesta al tratamiento con
resultados reproducibles. Los trabajos de Kitahara, Wong Y, Wong YF y Rajkumar (Kitahara et al.,
2002a; Rajkumar et al., 2009a; Wong et al., 2006a, 2003a), describen genes asociados a la
resistencia al tratamiento en cdncer cervicouterino; pero estos estudios se basan en el tratamiento
Unicamente con radioterapia y no en el tratamiento con quimio-radioterapia que es el tratamiento
estandar actual para este padecimiento.

Otro trabajo describe que la disminucion de la carga genética y el nimero de copias en el DNA de los
genes GBE1, RYBP, MED4 y FAM48A se pueden asociar con una mala respuesta clinica en cancer
cervicouterino, lo que indicaria que estos genes estan asociados con la resistencia del tumor a la
quimio-radioterapia (Lando et al., 2009). Sin embargo la firma se basa Unicamente en el analisis de
genes involucrados en el proceso de reparacion de dafios en el ADN por lo cual su poder predictivo
serd menor al de una firma de genes basada no sélo en este proceso.

Todos los genes o firmas de genes descritos hasta el momento para predecir la respuesta a la quimio

y/o radioterapia en céncer cervicouterino son distintos entre ellos, ademdas que ninguna ha sido
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validada clinicamente con resultados reproducibles y utiles, por lo que actualmente persiste la
necesidad de desarrollar un método eficaz para predecir la respuesta a la quimio-radioterapia en
cancer cervicouterino localmente avanzado.

A la fecha, no se cuenta con una forma efectiva para el prondstico al tratamiento estandar en
pacientes con cancer cervicouterino en estadios localmente avanzados, por lo tanto la mayoria de
las pacientes diagnosticadas con esta patologia son tratadas de manera indiscriminatoria con el
mismo tratamiento sin poder conocer la respuesta. Con el uso adecuado de las técnicas de alta
eficiencia en el prondstico temprano de cancer cervical localmente avanzado puede ayudar a
aquellas pacientes que no responderan al tratamiento convencional a ser tratadas con una terapia

adyuvante individualizada. Por ese motivo el tiempo y precision del prondstico es crucial.
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Abstract

Cervical cancer (CC) mortality is a major public health concern since it is the second cause of cancer-related deaths
among women. Patients diagnosed with locally advanced CC (LACC) have an important rate of recurrence and treatment
failure. Conventional treatment for LACC is based on chemotherapy and radiotherapy; however, up to 40% of patients will
not respond to conventional treatment; hence, we searched for a prognostic gene signature able to discriminate patients
who do not respond to the conventional treatment employed to treat LACC. Tumor biopsies were profiled with genome-
wide high-density expression microarrays. Class prediction was performed in tumor tissues and the resultant gene
signature was validated by quantitative reverse transcription—polymerase chain reaction. A 27-predictive gene profile was
identified through its association with pathologic response. The 27-gene profile was validated in an independent set of
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patients and was able to distinguish between patients diagnosed as no response versus complete response. Gene
expression analysis revealed two distinct groups of tumors diagnosed as LACC. Our findings could provide a strategy to
select patients who would benefit from neoadjuvant radiochemotherapy-based treatment.

Introduction

Cervical cancer (CC) is the second leading cause of cancer-related
deaths among women worldwide with an estimated 275,000 deaths
in 2008; about 88% of them occur in developing countries. More
than 80% of patients affected by CC have large tumors of advanced
stage mainly those classified as locally advanced cervical cancer
(LACC), for whom the morrality/incidence ratio is about 50% [1,2].
As with other cancers, treatment depcnds mainly on progression stage
and some clinical characteristics such as tumor size [3,4]. LACC is defined
by tumors confined to the pelvic wall; therefore, those patients have no
distant metastasis. The standard treatment for patients diagnosed with
LACC with International Federation of Gynecology and Obstetrics
(FIGO) stages from IB2 to IVA [5] consists of radiotherapy in
combination with cisplatin-based chemotherapy (40 mg/mz) followed
by brachytherapy [5.6]; regrettably, the number of deceased patients due
to disease progression after 5 years is as high at 50% [1].

Concomitant treatment based on chemotherapy and radiotherapy
(CRT) has provided clinical benefits for pc[vic control of CC;
however, it has important toxicity in several patients, and some
studies have shown that it could not significantly extend the overall
survival in at least 40% of patients [7.8]; in addition, up to 35% of
patients experience disease progression after CRT [9]. This scenario
highlights the need for early detection of innate resistance to
conventional or standard thctapy. which would allow physicians to
provide tailored treatment alternatives as early as possible. The advent
of high-throughput technologies enables us to define patients” tumors
as a function of their gene expression profile and use this information
to improve identification of patients that would benefit with
conventional treatment and those in need of adjuvant therapy.
Such an approach has been developed for breast cancer [10], leukemia
[11], colon cancer [12], and B cell lymphoma [13]. Nevertheless, this
approach is only currently applied in the clinic to breast cancer in the
form of MammaPrint (www.agendia.com) and to prostate and colon
cancers through Oncotype DX [14] (www.oncotypedx.com).

Patients who do not respond to conventional treatment could
require other chemotherapy-based treatment schemes; therefore, their
timely detection is crucial. To contribute to this aim, we searched for
a gene expression signature able to predict the clinical outcome for
LACC patients who receive conventional treatment as soon as at the
time of diagnosis.

ThUS fa_l', [hCl'C arc no I'EPD]TS showing [hﬁ use Df micrna_rrays to
identify gene signatures associated with clinical response to CRT in
LACC; here, by means of transcriptome profiling and machine
learning algorithm, we identified a group ofgenes that can be used as
molecular markers to predict the clinical outcome in those parients.
Our rationale is that primary tumors that have not received any
conventional treatment (virgin to treatment) carry expression patterns
capable of predicting the potential tumor progression; hence, accurate
identification of genes involved in the innate resistance could be

employed as a prognosis signature associated with CRT treatment—
derived clinical response. In tchis s(udy, we analyzed the gcnomc-widc
expression profiles in a discovery group consisting of 89 LACC
patients receiving conventional or standard treatment (CRT) by
means of genome-wide high-density arrays, covering 45,000
EXP]‘@SSCd chut:m.‘cs. A nearest-mean C[ﬂsﬂiﬁﬁf was [['ainfd fDr Pmbﬁ
selection in a leave-one-out cross-validation process. We obtained a
27-gene signature capable of predicting with high significance the
clinical response as complete response (CR) wersus no response (NR).
Next, gene expression values were confirmed by quantitative reverse
transcription—polymerase chain reaction (QRT-PCR) on an inde-
pcudcnt validation group of 30 patients, Conﬁrming the gene
expression signature.

Material and Methods
Tumor Samples

The population under this study included 119 patients prospec-
tively enrolled into the National Cancer Institute of Mexico

Table 1. Cliniral-l'umnlugic Status of CCLA Patients (n = 119)

Characteristics Patients
N Percentage
Age
Median 48
Range 29-69
Histologic type
Squamous cell carcinoma 109 92.59%
Adenocarcinoma 10 8.41%
Tumor size
<4 cm 41 34.45%
=4 cm ! 59.66%
Withour data 7 5.88%
Clinical stage (FIGO)
1B2 14 11.76%
A 1 0.84%
1B 76 63.86%
A 1 0.84%
ms 27 22,68%
HPV genotyping (frequency)
Type 16 57 37.74%
Type 18 28 18.54%
Type 45 16 10.59%
Type 33 8 6.72%
Orhers 33 21.85%
Not derermined 9 5.96%
Patients with HPV co-infection 33 27.73%
Patients withour HPV co-infecrion 77 64.70%
Not derermined 92 7.56
Trearment ourcome
CR 79 66.38%
NR 36 30.25%
Without date for desertion 4 36%

All patients received radiotherapy and cisplatin s coadjuvant (50-Gy external radiation, 35-Gy
intracavitary brachytherapy, and six cycles of 40 mg/m2cis-diamminedichloroplatinum{(I1)).
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(INCAN) tumor-banking protocol at the time of diagnosis (April
2010 through August 2012). All patients included accept and signed
informed consent; institutional ethics and scientific board committees
approved the protocol. Immediately after punch biopsy, tumor
samples were split into three pieces, one for pathologic confirmation
of at least 80% of tumor cells that is mandatory for this type of
molecular profiles and the remaining two for RNA and DNA
isolation. RNA and DNA biopsies were frozen in liquid nitrogen until
nucleic acid extraction. Eligibility criteria were 1) patients with a
confirmed pathologic diagnosis of CC staged IB2 up to I1IB (LACC);
2) biopsies with pathology report with more than 80% of tumors
cells; hence, the genomic analysis is mainly addressed for tumor cells;
3) age greater to 20 and less than 60 years; 4) high-quality DNA and
RNA; 5) no presence of comorbidities; 6) without previous oncological
treatment; and 7) patients able to receive standard or conventional
therapy based on concurrent CRT. Chemotherapy was based on weckly
cis-diamminedichloroplatinum(II) at 40 mg/ml during five to six cycles.
Radiotherapy consisted of external radiation and intracavitary brachy-
therapy, for a total dose of 64 to 66 Gy over 67 days [6]. Hence, all
parients received the same conventional treatment. Clinical characteristics
of patients are summarized in Table 1.

Clinical Definitions

Staging was assessed according to the FIGO classification [15]. Clinical
responses were evaluated by RECIST 1.1 criteria and computed axial
tomography scan and were assigned as CR, defined as the disappearance
of all signs of cancer in response to trearment, and NR, defined as patients
with partial, progressive, or stable disease [16].

HPV Genotyping

DNA was obtained from cervical tumor biopsies by means of
MagNAPure Compact Instrument following the manufacturer's
recommendations (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied
Science, Mannheim, Germany). HPV genotyping was assessed by
two approaches, linear array HPV genotyping (Roche Diagnostics
GmbH, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim Germany) and
nested multiplex PCR (MY/GP primers) with subsequent PCR-frag-
ment direct sequencing [17].

RNA Purification and Microarray Hybridization

Eighty-nine samples obtained at the time of diagnoses were used to
discover a gene expression signature associated with clinical response.
We compared gene expression signatures from patients with CR
against patients diagnosed as NR. The quality of RNA was assessed by
means of 185:28S ratio. Hybridization rargets were prepared from
250 ng of total RNA and amplified with whole transcriptome
amplification kit 2 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Four micrograms
of amplified and Cy3-labeled cDNA was used to hybridize onto
high-density arrays containing 45,000 features according to the
recommended protocol of Nimblegen Roche (Mannheim, Germany).
After standard washes, arrays were scanned on the Nimbicgtn MS200
microarray scanner. Images were stored for further analyses.

Microarray Preprocessing and Statistical Analysis

Scanned images were gridded by using the NimbleScan v2.6
Software (Nimblegen Roche). Then, robust multi-array analysis
background normalization and quantile normalization were per-
formed for intra-array and inter-array normalization, respectively.
Genes with signal intensities above a 95% random threshold were
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chosen [18]. Differential expression between clinical outcomes was
assessed by moderated £ tests and significance statistics for each gene
were obtained by the empirical Bayes method implemented in limma
package from Bioconductor [19]. Global differential expression was
also examined by random sampling of class labels. We selected gene
subsets on the basis of classifier optimal performance ranking, as in
previous approaches [20,21]. A nearest mean classifier was trained for
feature selection in a leave-one-our cross-validation process and
feature selection was further tested by another leave-one-out
cross-validation procedure to select the profile with the strongest
association with clinical response. Graphics were generated using
Genesis 2.1 software [22]. The total microarray raw and normalized
data of this study are public available at the Gene Expression
Omnibus database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) with acces-
sion number GSE56303.

Validation of Gene Expression Profile by gRT-PCR

We employed the remaining 30 samples to validate the gene
expression profile identified in the discovery tumor set. Twenty-seven
differentially expressed genes were subjected to qRT-PCR. Each
primer set was designed by an experimentally verified computer
algorithm and then tested in a quality control assay to guarantee that
they yield a single band of the predicted size by agarose gel
electrophoresis. The sequence of primers and PCR conditions are
shown in Supplemental Table S1. RT reacrions were performed
according to the MMLV protocol from Promega (Madison, WI)
following the vendor's recommendations. Real-time PCR was
performed using FastStart SYBR Green Master in Light Cycler 480
Instrument 11 (Roche, Mannheim, Germany) according to the
manufacturer's protocol. Duplicate RT samples were used in each
assay, data were normalized with fractin housekeeping gene, and in a
parallel way, glyceraldehyde 3-phosphate dehydragenase (GAPDH) was
used. The comparative Ct method (AACt) was used to quantify gene
expression, and relative quantification was calculated as 27" for
bO[}l }IUUSCkCC‘Piﬂg gﬁnfs.

Disease-Free Survival

Disease-free survival (DFS) of the resulting patient groups was
evaluated using the Kaplan-Meier method, and the statistical
significance of survival differences was determined with the log-rank
test. Multivariate analysis for confounding factors was performed with
the Fisher exact test.

Results

Patient Characteristics

Relevant clinical information of 119 recruited patients in this study is
shown in Table 1. The median age at diagnosis was 48 years (range 29 to
59 years). The majority of patients were diagnosed as 1B (63.8%) and
I1IB stages (22.7%): 92.6% were squamous cell carcinomas, while 8.4%
were adenocarcinoma histologic type. The main HPV types were 18
(18.5%) and 16 (37.7%); an important number of patients (27.7%) were
infected with two or more HPV types. The median clinical follow-up was
24 months. Thirty-six (30.2%) patients had NR, while seventy-nine
(66.4%) were diagnosed as complete responders (CR), and four patients
(3.3%) withdrew from the protocol.

Gene Expression Profile from 89 Tumors
To idcntify genes diﬂ:er(-nu'aﬁy Cxprcssed in pretreatment biopﬁics of
responders (CR) and non-responders (NR), we applied a supervised

21
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Figure 1. Supervised two-dimensional cluster analysis of 89 CC tumor profiles. Two-dimensional presentation of transcript ratios for 89
CC tumors. We selected 2133 genes with fold change >1.5 and P value <.02. In the right panel, each individual's response diagnosis
status after 2.5-year follow-up period is indicated as black squares for NR and white squares for CR. Clinical characteristics such as stage
(FIGO classification), tumor size >4 cm, and co-infection by two of more HPV types are shown as gray squares.

classification based on moderated 7 tests and significance staristics
obtained by the empirical Bayes method. We obtained a list of 2133 genes
with significant differential expression (P < .02). Figure 1 shows a
two-dimensional hierarchical clustering using Pearson correlation
distance and complete linkage clustering obtained from Genesis 2.1
software [22]. Dendrograms shown in Figure 1 represent the similarity
between clinical samples based on gene expression profiles; the length and
subdivision of the branches show the similarity between CC tumors (left)
and the gene expression profiles (top). The four patients who withdrew
from the protocol are represented in red in the left dendrogram. Two
tumor groups are clearly observed; the dashed line indicates the
subdivision of these two main groups. In the top group (cluster A),
there are 56 tumor salnplts, from which 46 respondcd favorably (CR
group), which represents 82.1% of tumors contained in cluster A. While
the bottom group (cluster B) contains 33 samples, from which 14
(42.4%) had no response (NR group), this feature suggests that LACC
tumors can be divided with respect to their clinical outcome based on the
differential expression pattern of 2133 genes (fold change > 1.5 and P<
.02). Information explaining clinical outcome and the relationship
between both clusters to some relevant clinical features is shown in
Table 2. To have a complete clinical perspective, we associated tumor

Table 2. Clinical Fearures Associated with Supervised Two-Dimensional Cluster Analysis of 89 CC

Tumor Profiles

N Patients Who CR NR [B2 1IA TIB HIA MIB Tumor HPV

Withdrew Size 2 4 Co-Infection
Cluster A 36 2 46 8 5 1 36 1 13 29 11
Cluster B 33 2 17 14 5 0 21 0 7 25 12
Overall 89 4 63 22 10 1 57 1 20 54 23

22

gene expression profiles with informative clinical features: FIGO stage,
tumor size, and co-infections by two or more HPV types. Of 68 tumors
classified as IB2 to IIB stages, 42 were grouped in cluster A and 26 in
cluster B; from 21 tumors classified ITIA to I11B, 14 and 7 were grouped in
clusters A and B, respectively, Tumor size is a clinical marker frequently
used as a clinical response predictor [3,4]; from 54 biopsies with an inirial
tumor size greater than four centimeters, 29 (53.7%) belonged to cluster
A and 25 (46.2%) were grouped in cluster B. Regarding HPV
co-infection, of 23 samples with two or more HPV types, cluster A had
11 samples and the rest were grouped in cluster B; therefore, umor
samples with HPV co-infection grouped in cluster B represent 36.3% of
the samples. The multivariate significance analysis of clinical

Table 3. Multivariate Significance Analysis

Clinical Feature CR NR P Value
Mulrivariate analysis of cluster A with CR and NR (1 = 56)
FIGO stage IB2/IIA/IIB 35 7 P =664 Nor significantly
HIA/IB 13 1
Tumor size <4 cm 26 1 P =052 Nor significantly
24 cm 22 7
HPYV infection Single 40 5 P=.181 Nor significantly
Co-infection 8 3
Multivariate analysis of cluster B with CR and NR (n = 33)
FIGO stage IB2/IIA/IIB 18 8 P-0026  Significandy
THA/IB 1 6
Tumor size <4 cm 7 1 P<.098 Nor significantly
=4 cm 12 13
HPV infection Single 12 9 P=1.000 Nor significandly
Co-infection 7 5

P Values for stage, wumor size, and HPV co-infection were calculated by Fisher exace test.
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Figure 2. CC-CTRP. The predictor genes are clustered based on their similarities across the 89 tumors. The left panel shows tumors
ordered according to their CC-CTRP score; the red line divides positive and negative values. White circles indicate CR tumors, and black
circles indicate NR cases. The heat map (right) shows the expression of the 27-gene signature.

23



82  Transcript Profiing  Fernandez-Retana et al.
Disease Free Survival
@
< — Score<0
5 - © Score>0
=
< |
g3
o
- LR B +
o P=le-15
] T T T T T
0 1 15 2 25 3

Years

Figure 3. Kaplan-Meier DFS analysis based on 27-gene predictor
stratification. The behavior of CC-CTRP for patients with NR to
conventional treatment is shown by a dotted line and that for
patients with CR is shown by a continuous line; both groups are
clearly separated within the first months. Clinical response was
assessed according to RECIST 1.1 criteria.

characteristics summarized in Table 3 showed that only FIGO stage had a
slight significant association to dinical response (/= .026).

Prediction Model for the Prognostic Pr?filr in LACC

To identify genes with scores capable of discriminating between
CR and NR clinical outcomes, we employed a supervised
classification approach that has shown success in previous studies
[20,21]. Genes ranked by significance of differential expression were
used and a nearest mean classifier was trained in a leave-one-out
cross-validation process to select genes with the best classifier
performance. Using the predictive algorithm, a 27-gene signature
was developed with maximum accuracy in predicting clinical response
status (sensitivity: 74%, that is the capacity to predict patients with
NR; specificity: 91.3%, that predict the patients with CR; and overall
accuracy of 90%); Figure Supplementary S1 shows the classifier
performance, while the description of the 27-gene signature is
summarized in Supplementary Table S2. The expression pattern of
genes present in this 27-gene signature panel is shown in Figure 2.
The left panel shows the classifier itself, clinical outcome is
represented with black circles for patients with NR and white circles
for CR, and the score for each one is indicated in the x-axis.
According to this score, patients were divided in two groups delimited
by a red line: 17 of 21 (80%) patients with NR and 62 of 68 (91%)
patients with CR were assigned the expected score (lying to the right
and left of the red line, respectively) showing the high sensitivity and
specificity of our predictor. Each patient’s 27-gene profile is displayed
in the heat map at the right, where contrasting patterns can be
observed at the top and bottom, suggesting an expression profile
gradient between patients with the best (top) and worst (bottom)
prognoses. Interestingly, the apparent threshold indicated by a
horizontal black line corresponds to the actual discase outcome of
the patients represented by black or white circles in the classifier at
the left. Moreover, Kaplan-Meier analysis showed a statistically
significant difference in DFS between the NR and CR groups
(Figure 3). The NR group had a mean DFS of 16 months, whereas
the CR had a median survival that had not yet been reached
(log-rank P=1x 10" 16y,

Validation by gqRT-PCR
To confirm the discrimination capability of the Cervical Cancer
Conventional Treatment Response Profile (CC-CTRP) gene signa-

Translational Oncology Vol. 8, No. 2, 2015

ture, we searched for gene expression levels of all 27 genes that were
validated by qRT-PCR in an independent group formed by 30
independent patients with LACC diagnosis. Total RNA was isolated
from biopsies taken before treatment; diagnosis-wise 16 of these
patients were classified as CR and 14 as NR. For the sake OFCEariry, we
analyzed the qRT-PCR results as AACt(log,), which represents the
fold change relative to the fractin housekeeping gene (Figure 44); in a
parallel analysis, we used another housekeeping gene (GAPDH) to
confirm the consistency of results (Figure 4B). Although GAPDH
and f-actin housckeeping genes showed slight differences in
expression levels (Supplementary Figure 52), the ability to discrim-
inate both clinical responses (CR »s NR) does not show significant
differences (Supplementary Figure 83, A and B). Hence, the
RT-PCR results were evaluated as AACt(log,) grouped patients in
accordance with the initial 27-gene classifier, regardless of the source
of the data, qRT-PCR, or microarrays.

Discussion

Despite of the increase in early detection programs, CC still remains
one of the principal neoplasms causing death of women throughout
the world since most parients are diagnosed only when they arrive to
l]calt%\ centers ilnd thc diSCa.SC }]HS Oﬁfﬂ fﬂﬂ.C}lCd lDCEIle ﬂdvﬂncﬁd
stages. Thus far, no gcncraﬂy a::ccptcd molecular marker for CC has
been reported [23] and clinical parameters are the only straregy
currently used in the prediction of disease outcome.

In this work, we aimed to find a molecular signature associated
with chemo-radioresistance of LACC; tumor biopsies were carefully
selected to fulfill inclusion criteria, which included thar each biopsy
had more than 80% of tumor cells. We obrtained the differentially
expressed gene profiles and their correlation with the clinical outcome
of 89 tumors and used these data to build a predictor algorithm to
identify chemoradiotherapy-resistant individuals. The data were later
validated by assessing 30 additional samples in an independent group,
for a total of 119 LACC analyzed patients.

We identified a 27-gene molecular signature with high prognostic
value, which proved to be more effective than tumor size in predicting
discase outcome that is currently the main clinical approach used as
predictive marker [3] (Table 3). Our predictor sorted correctly 17 of
22 patient diagnoses; this figure represents 80% of effectiveness. The
Kaplan-Meier graph in Figure 3 shows thart disease outcome can be
identified as early as 4 months by using our approach.

Several works have used microarray technologies in the search for
CC molecular signatures associated with different conditions such as
radioresistance [24-26], early stage lymph node merastasis [27], and
resistance to angiocidin and darapladib-based anti-tumoral and
anti-inflammatory treatment [28]. However, despite assessing the
same tumor type, these molecular signatures lack consistency, mainly
because treatment selection is not based on NCI standards, which
could affecr the n:pom:d genes. In addition, this may result from the
diverseness of the experimental designs or intrinsic bias of the
different microarray platforms [23]. However, the populations that
these authors have analyzed, while seemingly similar, are actually very
diverging when observed from the perspective of the therapy. Thus,
we find it reasonable to speculate that different treatments elicit
variable but specific gene expression profiles. Moreover, intra-tumor
source heterogeneity is an important but seldom considered point.
Bachtiary and co-workers suggest that increasing sample size can serve
as a remedial measure, based on variance-component analysis of the
genetic properties of replicate cancer biopsies [29]. Currently, there is

24
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Figure 4. gRT-PCR validation. The cluster illustrates a comparison of data from real-time qRT-PCR of 30 patient analyses of each of the
CC-CTRP signature. Clustering was obtained by means of their similarities (Pearson correlation and complete linkage clustering). Black
squares represent non-responders; white squares represent complete responders. Gene expression levels were normalized to (A) Gactin

and (B) GAPDH.

no previous report of a molecular signature associated with
conventional treatment response. To our knowledge, this work is
the first transcriptome-based molecular signature associated with
conventional treatment based on chemoradiotherapy resistance and
the largest LACC sample number assessed in such a study.

Conclusion

Patients diagnosed with LACC are submitted to conventional
treatment, without certainty of a CR, due to tumor chemo-
radiotherapy resistance. The CC-CTRP gene signature, obtained in
this work, is a novel prognosis tool aimed at sorting patients with
regard to their sensibility to conventional treatment; consequently, it
would be possible to give those with a bad prognosis the opportunity

25

to undertake alternative or complementary treatment without prior
exposition to conventional treatment, avoiding unnecessary weaken-
ing and thus increasing their survival possibilities. However, more
studies would be necessary to increase evidence about the urility of the
current molecular signature.

Supplementary data to this article can be found online at hrep://dx.
doi.org/10.1016/j.tranon.2015.01.003.
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Supplementary figure S1. Predictor performance. A genomic average profile capable of
discriminating favorable outcome or poor prognosis in LACC was obtained. The genomic average
profile used 27 genes and performed with 74% sensitivity, 91.3% specificity and 90% overall
accuracy.
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Supplementary figure S2. Relative expression of two house-keeping genes. Relative intensity for
B-actin (ACT) and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) house-keeping genes,
obtained from microarray analysis of 89 tumor biopsies (up-panel) and by qRT PCR from 30
independent tumor samples (down-panel).
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Supplementary Figure S3a. qRT-PCR validation. Expression of 27 CC-CTRP genes in 30
independent LACC patients, using B-actin house-keeping gene as reference gene.
were plotted in non responders (NR) and complete responders (CR) patients. The median values
are shown by horizontal bars. pValue for individual genes were calculated by unpaired t test one-

tailed.
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Supplementary Figure S3b. gRT-PCR validation. Expression of 27 CC-CTRP genes in 30
independent LACC patients, using GAPDH house-keeping gene as reference gene. 2°°¢T values
were plotted in the two sets of patients. The median values are shown by horizontal bars. pValue
for individual genes were calculated by unpaired t test one-tailed.
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Supplementary Table S1. Primer pairs used for relative quantification by qRT-PCR

Name 5'-3' sequence GenelD ™ Ampfllcon
Size
ACTB_F ATGACTTAGTTGCGTTACACCCT
NM_001101 59°C 156
ACTB_R TGCTCGCTCCAACCGACTG
GAPDH_F CCTCAAGATCATCAGCAATGCCT
NM_002046 59°C 146
GAPDH_R TCACGCCACAGTTTCCCGGAG
ZNF238_F TGCTTTCTAAGCACAGTCAGGT
NM_006352 59°C 127
ZNF238_R TGTCCCACAAAACCTACAAAATAGC
SAP30_F GGATAAGAGCGCAAGGCATC
NM_003864 59°C 85
SAP30_R TCACCTCCATCATCATCACTCC
C100rf137_F AACCGCGACTCTTCTGGAAA
BC028715 59°C 140
C100rf137_R CTGTTCTTGATCAACGGCTCC
UHRF1_F GTTTTTGCTGTCCCTCCCCTC
NM_013282 59°C 180
UHRF1_R TGGCCGTCCTCCATCTGTTT
SUZ12_F GGGCTGCGGTGTTACC
NM_015355 58 129
SUZ12_R CTGTGCAAAAATATTGGTGCTATGA
HMGN4_F CACGAGACTCGGACATCTTTC
NM_006353 59°C 89
HMGN4_R TGCCTTTCTCTTGGGCATGG
RBBP4_F AAATGAGGTAGGTGTCTGAGCC
BC075836 58°C 102
RBBP4_R TGTGCATCCTGGAAAGTCAGATT
PPP1CB_F TATTTTCCGTGGGTGCCTCC
NM_002709 59°C 117
PPP1CB_R CTCGGCGTTCTCTCACCTAC
SLFN11_F GAGTTGCGTTTCTACCCGTG
BC052586 59°C 89
SLFN11_R GCACTGATTTGCCTCCATGT
FLJ39378_F CTCTCCCACAAGGATGTCAAC
BC089444 59°C 54
FLI39378_R TCCTTCAGCTTCTTCATCACC
ENDOGL1_F CCAAAGGCATTTAGCATTCC
NM_005107 59°C 55
ENDOGL1_R CCGTGTAAACCCAAATCAAGA
RECQL_F GGAGATCCGAGAGTCGGAGA
NM_002907 58°C 153
RECQL_R CAAAAAGCGCACACCCTTGA
TRPC1_F TGGACTACGGTTGTCAGAAACT
NM_003304 58°C 174
TRPC1_R GTGCATTCACAGCCAACTGC
TRIO_F AAAAGCCGATTAAGCACTGG
AB115332 58°C 63
TRIO_R TGCTGCCACAGTGACTCG
DNAH6_F CCATCCATTGTTGCTGTTCGG
NM_173645 58°C 148
DNAH6_R TAGCTTACCTGTGCTTGCAGT
GNL3L_F ACAAGTTCATCCGGCTCTTG
NM_019067 60°C 64
GNL3L_R GACGCAGTTACGCAGGATG
SLC32A2_F CTCAGCTCACCACAACTTCG
BC101100 59°C 72
SLC32A2_R CGTGCTGGACTATGCCTCTA
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SRP9_F
SRP9_R
RPE_F

RPE_R
LDOCIL_F
LDOCIL_R
PUSTL_F
PUS7L_R
CCDC89_F
CCDC89_R
LOC644921_F
LOC644921_R
PLEKHG1_F
PLEKHG1_R
FAM111B_F
FAM111B_R
RPRD2_F
RPRD2_R
ETAAL_F

ETAAL R

AGCGGTCCTCTTGCTTCAG
ACATCTTGAGCTTGGTCTGTTTT
AGCACAGACTAGAGCTTGCTTG

CAAAGCTTTCCCAAGCTGAA

GCCAATCTCACCAACATGC

CCTGGTGCGTAACAAGGTC

CCACTGAACCGAGGCACTG
AGTGCCATGAAATCCAACGTGA

CTGAAGCGGAGGTCAGATG
TTCTCCTCCAGCTCTGCATT
GACATTCAATTCCATCCTGTGA
GCAGTTCTGTCCCTATGGATTT
GGAGTGCAATCTTGGCTCAC
AGAGGCTGAGGCAGGAGAAT
TTGGCCAGAAATTCAAGACAT
CTCGATAAGATGGAGAAACAAGG

TGTTAGGGAAAAGCATAAGAGAAAA

AACATCCCATTTAATTTCTGCAA
GAGCGCTGAAAATGGACTCAC
GTTGGTTTTTCATCCTGAGGAGC

BC021995

NM_199229

NM_032287

NM_031292

BC044814

XM_928009

NM_001029884

NM_198947

NM_015203

NM_019002

60°C

60°C

60°C

58°C

59°C

59°C

60°C

59°C

59°C

59°C

77

70

59

106

73

69

67

67

104

178

gRT-PCR condition were 40 cycles for all samples.
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Supplementary table S2. Genes Showing Different Expression between CR and NR groups.

Gene Eokt Average t Adjust
Category RefSec symbol Gene Name ChLaor;ge Expression (CR/NR) pValue pValue Cancer related
Oropharyngeal
A S ) squamous
Transcription NM_006352 ZNF238 Zinc finger protein 238 -1.0667 93131 -3.7130 0.00035909 0.361 <
carcinoma and
rhabdomyosarcoma
Transcription NM_003864 SAP30 Sin3A-associated protein -0.7546 9.2213 -3.7505 0.0003158 0.361 Basal cell carcinoma
Transcription BC028715  C10orf137 Chromosome 10 open reading frame 137 09202 99069  -3.7795 0.00028582  0.361 ig::::ws cell lung
Transcription NM_013282 UHRF1  Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1 12503 104516 -37430 00003241 0361 Ccolorectal prostate
and breast cancer
Transcription NM_015355 Suz12 Suppressor of zeste 12 -0.8487 10.0006 -3.3935 0.00103706 0.369 Gastric cancer
Cromatin remodeling NM_006353 HMGN4 High mobility group nucleosomal binding domain 4 -0.8800 10.5987 -4.3577 3.55E-05 0.266 Not reported
Acute myelogenous
Cromatin remodeling BC075836 RBBP4 Retinoblastoma binding protein 4 -0.6796 10.3779 -3.6953  0.00038143 0.361 leukemia, rectal
carcinoma, etc
Chronic
. 2 s s lymphocytic
Cell cycle control NM_002709 PPP1CB Pprotein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isozyme -0.9939 9.9062 -3.9138 0.00017895 0.361 fetikemiaand
melanoma
; Ovarian and
Immune system BC052586 SLFN11 Schlafen family member 11 -0.7933 9.9698 -3.6535 0.00043946  0.366
colorectal cancers
Apoptosis BC089444 FLJ39378  Rab interacting lysosomal protein-like 1 -0.7329 7.7065 -3.6514  0.00044258 0.366 Not reported
DNA repair NM_005107 ENDOGL1 Endo/exonuclease (5'-3'), endonuclease G-like -0.8452 8.9972 -3.5058 0.00071932 0.368 Colorectal cancer
I |
DNA repair NM_002907 RECQL  RecQ protein-like 08992 85789  -33198 000131316 0.369 Coorectal cancer
and glioblastoma
. . . . . . Lung, breast and
Calcium regulation NM_003304 TRPC1 Transient receptor potential cation channel, subfamily C 1.1014 5.8474 3.4212 0.00094825 0.369 I A
Cytoskeleton AB115332 TRIO Trio Rho guanine nucleotide exchange factor -1.1684 10.9033 -3.9119 0.00018016 0.361 Melanoma
Cytoskeleton NM_173645 DNAH6 Dynein, axonemal, heavy chain 6 -0.9498 5.3365 -3.1050 0.00256152 0.374 Not reported
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Capitulo 2

Método pronéstico de la respuesta al tratamiento estandar en cancer
cervicouterino localmente avanzado

Los resultados del andlisis del transcriptoma se utilizaron para proponer un prototipo de
diagndstico temprano de respuesta para pacientes diagnosticadas con cdncer cervical, el cual se
encuentra en proceso de patente con el nimero MX/A/2014/015826, ante el Instituto Mexicano
de la Propiedad Intelectual (IMPI).
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METODO PRONOSTICO DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO ESTANDAR

EN CANCER CERVICOUTERINO LOCALMENTE AVANZADO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se inserta dentro del campo de la salud humana.

De manera general la presente invencion se refiere a métodos utiles
para predecir la respuesta de un individuo diagnosticado con cancer
cervicouterino, al tratamiento con cisplatino/radioterapia/braquiterapia (tratamiento
estandar).

De forma especifica la presente invencion se refiere a métodos utiles
para pronosticar si un individuo diagnosticado con cancer cervicouterino en
estadios clinicos localmente avanzados, podria presentar una buena respuesta o
una mala respuesta al tratamiento estandar. Los métodos descritos en la presente
solicitud se basan en la determinacion del nivel de expresion de un conjunto de
genes asociados a la respuesta al tratamiento estandar en pacientes con cancer
cervicouterino localmente avanzado.

Particularmente la presente invencién se refiere a métodos de
pronostico basados en la determinacion del nivel de expresion de los genes
ZNF238; SAP30; C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B;
PPP1CB; SLFN11; FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAHG;
GNL3L; SLC36A2; SRP9; RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDCB89; LOC644921;

PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y ETAA16 asociados con la respuesta al
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tratamiento estandar en cancer cervicouterino localmente avanzado CCLA. Este
método permite estratificar a un paciente diagnosticado con cancer cervicouterino
localmente avanzado como un individuo que podria presentar una buena
respuesta o una mala respuesta al tratamiento estandar.

La presente solicitud se refiere ademas a kits y dispositivos utiles para
pronosticar la respuesta al tratamiento estandar en un individuo diagnosticado con
CCLA.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion es proveer nuevos
meétodos de prondstico, kits y dispositivos, utiles para pronosticar la respuesta al
tratamiento con cisplatino/radioterapia/braquiterapia (tratamiento estandar) en
individuos diagnosticados con CCLA, esto con base en la determinacién del perfil

de expresiéon de una firma de 28 genes asociados a la respuesta al tratamiento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer cervicouterino es el cuarto tipo de cancer mas comun en las
mujeres, y el séptimo en general, con un estimado de 528,000 nuevos casos a
nivel mundial en 2012, de los cuales aproximadamente 445,000 (85%) se
producen en las regiones menos desarrolladas, en donde representa casi el 12%
de todos los canceres femeninos.

En 2012 se estimaron 266,000 muertes por cancer cervicouterino en
todo el mundo, representando el 7,5% de todas las muertes por cancer en

mujeres. Casi nueve de cada diez (87%) de las muertes por cancer cervicouterino
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se produjeron en las regiones menos desarrolladas. (GLOBOCAN 2012 (IARC),
Section of Cancer Information).

En el 2012, mas de 83,100 mujeres fueron diagnosticadas de cancer
cervicouterino en la region de las Américas y casi 35,700 mujeres fallecieron a
causa de esta enfermedad. Si se mantienen las tendencias actuales, el numero de
muertes por este cancer en las Américas aumentara hasta 51,500 en el 2030.

Al igual que con otros tipos de cancer, el tratamiento del cancer
cervicouterino depende principalmente de la etapa de progresion en donde se
encuentra y algunas caracteristicas clinicas tales como el tamano tumoral (Kapp et
al., 2005. International Journal of Radiation Oncology, Biology, Physics 62 (5):
1399-1404). En este sentido, el sistema de clasificacion mas ampliamente
utilizado para este tipo de cancer es el sistema de la International Federation of
Gynecologists and Obstetricians (FIGO), aunque puede emplearse el sistema de
clasificacion del American Joint Commitee on Cancer (AJCC) denominado TNM.

El sistema FIGO consta de las etapas clinicas | a IVB, las cuales se
describen a continuacion: La etapa |, se refiere a tumor confinado solo al cuello
uterino, es IA1 cuando existe invasion al estroma de 3 mm de profundidad por
7mm de extensidon horizontal. La etapa IA2 es cuando la invasion tumoral al
estroma es mayor a 3 mm hasta maximo 5 mm de profundidad por 7 mm de
extensiéon horizontal. La etapa IB1, se refiere a un tumor Vvisible
macroscopicamente de 4 cm o menos, IB2 es un tumor mayor a 4 cm.

La etapa Il incluye los tumores que invaden mas alla del utero, pero sin

afectar pared pélvica o tercio inferior de vagina, asi la etapa IIA1 es un tumor
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visible de 4 cm o menos y la IIA2 es un tumor mayor de 4 cm. La etapa IIB, es un
tumor que infiltra parametrios pero sin fijarlos a pared pélvica.

La etapa llIA, se refiere a tumores que infiltran el tercio inferior de la
vagina, sin extensién a pared pélvica, en tanto que la etapa IlIB hace referencia
tumores que infiltran parametrios y los fija a pared pélvica; la hidronefrosis y/o
exclusion renal son también criterios de la etapa IlIB.

La etapa IVA, incluye a un tumor que infiltra la mucosa del recto o
vejiga urinaria. La etapa IVB implica metastasis a distancia, incluyendo ganglios
del retroperitoneo. (Hacker, Neville F. 2009. International Journal of Gynaecology
and Obstetrics: The Official Organ of the International Federation of Gynaecology
and Obstetrics 105 (2): 105-6).

La cirugia o la radioterapia (RT) pueden ser el tratamiento primario para
el cancer cervicouterino en sus etapas iniciales. La cirugia se reserva
principalmente para las primeras etapas con lesiones menores tales como el
estadio IAy IB1.

El cancer cervicouterino localmente avanzado (CCLA) se refiere a un
tumor confinado a la pelvis, y por lo tanto, sin metastasis a distancia. E| CCLA
comprende de la etapa IB2 hasta la etapa IVA en la clasificacion FIGO. La
quimioterapia con cisplatino concurrente con radioterapia externa, seguida de
braquiterapia, es el tratamiento estandar para las pacientes con CCLA de acuerdo
a lo que se describe en Clinical Practice Guidelines in Oncology Cervical Cancer,

National Comprehensive Cancer Network, (NCCN), 2009 y en las Guias de
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Practica Clinica. Diagndstico y Tratamiento de Cancer Cervicouterino. México:
Secretaria de Salud 2010.

Uno de los principales obstaculos para el tratamiento efectivo del
cancer cervicouterino es la aparicion de resistencia al tratamiento, la cual se
observa en los elevados indices de enfermedad recurrente o persistencia de la
enfermedad que en promedio alcanzan hasta un 50%.

La resistencia a la terapia en los tumores en general se presenta de
manera innata; es decir, las células tumorales tienen mecanismos intrinsecos que
les permiten sobrevivir a las estrategias empleadas en la practica médica; a
diferencia de la resistencia adquirida, que soélo se presenta en un pequefo
porcentaje de tumores después de las primeras terapias (Therasse P J Natl
Cancer Inst 2000 Feb 2;92(3):205-16; y Grem JL. Cancer Treat Res 1998, 98: 293-
338).

Se han descrito numerosos factores clinicos de riesgo asociados a la
recurrencia en cancer cervicouterino tales como la presencia de metastasis en
ganglios linfaticos, tamafo del tumor, profundidad de la invasién hacia el estroma
cervical, invasion en el parametrio, tipo histolégico, grado de diferenciacion,
diametro del tumor, volumen del tumor, cantidad de hemoglobina en sangre, entre
otros; sin embargo, estos marcadores clinicos no han demostrado eficacia en la
practica clinica para predecir la respuesta al tratamiento o el riesgo de recurrencia.

Se sabe que las alteraciones genéticas y epigenéticas son un factor
determinante para la evolucién de un tumor hacia un fenotipo de mayor malignidad

o de resistencia al tratamiento y, se ha observado que en las etapas localmente
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avanzadas de cancer cervicouterino se presentan numerosos alteraciones de
dosis génica y aneuploidia severa (Lando M. et al. PLoS Genet. 2009 Nov;5(11)),
sin embargo, hasta el momento se desconoce el mecanismo exacto de estos
procesos Y los genes involucrados.

Existen diversas descripciones de genes o firmas de genes asociados
a la respuesta al tratamiento en cancer cervicouterino, pero hasta el momento no
se ha logrado estandarizar el uso el uso de algun biomarcador o firma de
biomarcadores como predictor de la respuesta al tratamiento con resultados
reproducibles.

Kitahara O. et al. Neoplasia 2002, 4:295-303; Wong Y. et al. Cancer J
2006, 12:189-193; Wong YF. Clinical Cancer Research 2003, 9:5486-5492 vy
Rajkumar, T. et al. 2009, BMC Cancer 9:365, describen genes asociados a
resistencia al tratamiento en cancer cervicouterino; pero estos estudios se basan
en el tratamiento unicamente con radioterapia y no en el tratamiento con quimio-
radioterapia que es el tratamiento estandar actual para este padecimiento.

En Lando M. et al. PLoS Genet. 2009; Nov 5:11, se describe que la
disminucién de la carga genética y de la expresién de los genes GBE1, RYBP,
MED4 y FAM48A se pueden asociar con una mala respuesta clinica en cancer
cervicouterino, lo que indicaria que estos genes estan asociados con la resistencia
del tumor a la quimioradioterapia.

La solicitud de patente US20110224088, describe un método para
predecir la predisposicion de un individuo a presentar resistencia a la quimio-

radioterapia en cancer cervicouterino mediante la determinacion del niumero de
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copias de ciertas regiones en los cromosomas Yy el nivel de expresion de al menos
un gen de una serie de genes, en donde la alteracion del numero de copias de
dichas regiones o del nivel de expresion de dichos genes es indicativo de una de
una predisposicion a resistencia a la quimioradioterapia.

El método descrito en la solicitud de patente US20110224088 se basa
en la determinacion del numero de copias y del nivel de expresion de un conjunto
de genes, pero el método considera a cada una de las regiones cromosomicas y
los genes de manera independiente, de tal suerte que el hecho de que al menos
uno de los genes o regiones se encuentre alterado es indicativo de la
predisposicién a la resistencia, por lo que no alcanza a consolidar una firma
molecular bien establecida para estos fines y el poder de prediccién sera menor al
de una firma bien consolidada.

Por otra parte la solicitud de patente RO128780, describe un método
para predecir la respuesta a la quimioradioterapia con cisplatino en cancer
cervicouterino, basado en el nivel de expresion de un conjunto de genes, sin
embargo la firma se basa unicamente en el andlisis de genes involucrados en el
proceso de reparacion de dafos en el ADN por lo cual su poder predictivo sera
menor al de una firma de genes basada no solo en este proceso.

Adicionalmente, todos los genes o firmas de genes descritos hasta el
momento para predecir la respuesta a la quimio-radioterapia en cancer
cervicouterino son distintos entre ellos y, ninguno ha sido validado clinicamente

para obtener resultados reproducibles y clinicamente utiles, por lo que
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actualmente persiste la necesidad de desarrollar un método eficaz para predecir la

respuesta a la quimio-radioterapia en cancer cervicouterino localmente avanzado.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el hecho inesperado de que el perfil
de expresion de una firma que comprende los genes ZNF238; SAP30; C100rf137;
UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11; FLJ39378;
ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9; RPE;
LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 vy
ETAA16, esta asociado a la respuesta al tratamiento con cisplatino/radioterapia
concurrente seguida de braquiterapia (tratamiento estandar) en pacientes con
cancer cervicouterino localmente avanzado (CCLA).

La determinacidn del nivel de expresion de estos 28 genes y su
comparacion con los perfiles de expresion tipo asociados a una buena respuesta
al tratamiento estandar, definida como Respuesta Completa (RC) de acuerdo con
los criterios RECIST 1.1 a 2.5 afios como se describe en Eisenhauer, E.A. et. al.
Eur J Cancer. 2009 Jan;45(2):228-47 y a una mala respuesta al tratamiento
estandar definida como una Respuesta Parcial (RP), Enfermedad Estable (EE) o
Progresion de la Enfermedad (PE), de acuerdo con los criterios RECIST 1.1 a 2.5
afios como se describe en Eisenhauer, E.A. et. al. Eur J Cancer. 2009
Jan;45(2):228-47, permite pronosticar si un individuo diagnosticado con CCLA

podria presentar resistencia al tratamiento estandar.
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La presente invencién supera las deficiencias del estado de la técnica al
proveer una nueva firma de expresion genética y métodos utiles para pronosticar
si un individuo diagnosticado con CCLA podria presentar resistencia al tratamiento
estandar.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a kits utiles para
determinar si un individuo diagnosticado con CCLA podria presentar resistencia
innata al tratamiento estandar, los cuales comprenden los medios necesarios para
determinar el perfil de expresion de esta firma de 28 genes, medios necesarios
para calcular la correlacion del perfil de expresion genética de una muestra con los
perfiles de expresion tipo asociados a una buena respuesta al tratamiento
estandar y a una mala respuesta al tratamiento estandar y las instrucciones
necesarias para clasificar a un individuo con posibilidades de presentar una buena
respuesta o una mala respuesta al tratamiento.

Otra de las modalidades de la presente invencion se refiere a un
microarreglo de acidos nucleicos util para pronosticar la respuesta al tratamiento
estandar en un individuo diagnosticado con CCLA, el cual contiene sondas
complementarias e hibridables con los 28 genes que componen la firma descrita

en la presente solicitud.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el andlisis de agrupamiento supervisado en dos
dimensiones del perfil de expresion de 89 muestras de cancer cervicouterino (eje

Y) considerando 2,133 genes (eje X) con expresion diferencial significativa
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(variacion > 1.5y p <0.02). En la primer columna del panel derecho, se representa
la respuesta clinica de cada individuo después de un periodo de seguimiento de
2.5 afnos, indicando con cuadros negros a los pacientes que presentaron una mala
respuesta al tratamiento estandar y con cuadros blancos a los pacientes que
presentaron una buena respuesta al tratamiento estandar. En el resto de las
columnas del panel derecho se describen las caracteristicas clinicas de cada uno
de los pacientes, marcando con color gris aquellos que concuerdan con cada una
de las siguientes caracteristicas: etapa del tumor de acuerdo con la clasificacion
FIGO, tamafo del tumor mayor a 4 cm y coinfecciéon por dos 0 mas tipos de virus
del papiloma humano (VPH). Cuatro de los pacientes abandonaron el protocolo de
tratamiento, mismos que se sefialan con letras en color rojo. El inciso (a) muestra
una ampliacion de la imagen sobre el eje X, para observar mejor el numero de
identificacion de las pacientes.

La Figura 2 muestra el desempefio del método de prondstico basado en
la firma de 28 genes que se describe en la presente solicitud. La precision general
del método fue de 90%, con una sensibilidad del 91% y una especificidad del 74%.

La Figura 3 ejemplifica el predictor de la respuesta al tratamiento
estandar en pacientes con CCLA. La guia de color del panel derecho muestra los
perfiles de expresion de los 28 genes que conforman la firma, en 89 biopsias
derivadas de pacientes diagnosticados con CCLA. Los genes se encuentran
agrupados con base en la similitud de su nivel de expresion. El panel izquierdo
muestra los tumores ordenados segun la puntuacion que obtuvieron en el predictor

de la respuesta al tratamiento estandar. La linea roja divide los valores positivos

49



de los negativos. Los circulos blancos indican pacientes que presentaron una
buena respuesta al tratamiento estandar y los circulos negros indican pacientes
que presentaron una mala respuesta al tratamiento estandar. La linea negra
marca el umbral aparente entre los perfiles de expresién de los dos grupos de
pacientes los que presentaron una buena respuesta y los que presentaron una
mala respuesta. Las cruces de color rojo indican los pacientes que abandonaron el
protocolo de tratamiento. La grafica muestra la precision para discriminar a los
pacientes sin tratamiento previo que presentaran una buena respuesta de los que
presentaran una mala respuesta; es decir, para identificar por medio de los perfiles
de expresion de 28 genes aquellos pacientes que presentaran una buena
respuesta o una mala respuesta, antes de comenzar el tratamiento estandar.

La Figura 4 muestra el analisis de la supervivencia libre de enfermedad
entre los dos grupos de pacientes estratificados con base en su calificacion en el
predictor. Se observa una clara separacion entre el comportamiento de los
pacientes con una mala respuesta (linea punteada) y los pacientes con una buena
respuesta (linea continua) desde los primeros meses, demostrando con ello la
validez del predictor.

La Figura 5 expone la validacion del perfil de expresion genética
mediante RT-qPCR en un grupo de 30 pacientes. La guia de color muestra los
patrones de expresion de 27 de los 28 genes que componen la firma molecular,
agrupados con base en su similitud. EI agrupamiento fue obtenido mediante la
correlacion de Pearson y agrupacion de ligamiento completo. Los recuadros en

negro representan a las pacientes con una mala respuesta al tratamiento y los
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recuadros blancos representan a las pacientes con una buena respuesta al
tratamiento. La validacién mediante RT-qPCR en 27 de los 28 genes de la firma,
demuestra la representatividad de los datos obtenidos por medio de microarreglos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Pese a la creciente penetracion de los programas de deteccion precoz,
el cancer cervicouterino sigue siendo una de las principales causas de muerte por
neoplasias en mujeres de todo el mundo, esto debido a que la mayoria de las
pacientes son diagnosticadas en estadios localmente avanzados que incluyen los
estadios IB2-IVA de acuerdo con la clasificacion de la International Federation of
Gynecologists and Obstetricians (FIGO) en Waggoner, Steven E. 2003. Lancet
361 (9376): 2217-25.

El tratamiento primario de elecciéon para las pacientes con CCLA, de
acuerdo a lo que se describe en Clinical Practice Guidelines in Oncology Cervical
Cancer, National Comprehensive Cancer Network (NCCN) 2009 es la
quimiorradioterapia concurrente basada en cisplatino seguida de braquiterapia. Sin
embargo, el cancer cervicouterino presenta indices de resistencia a este
tratamiento de hasta el 50%, de los cuales entre el 80% y el 90% de los pacientes
tendran manifestaciones de enfermedad recurrente en los primeros dos afios.

El prondstico para los pacientes que desarrollan recurrencia es
sumamente pobre, con una tasa de supervivencia a un afio de soélo entre el 15% vy
el 20%, por lo que la presente invencién adquiere una elevada importancia al
brindar mecanismos que permiten diferenciar a los individuos que podrian

presentar una buena respuesta al tratamiento estandar, de aquellos que podrian
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presentar resistencia a dicho tratamiento, lo cual resulta util para decidir de una
manera mas adecuada si se administra o no este tratamiento para cada uno de los
pacientes.

Hasta el momento se han descrito diversos marcadores clinicos y
moleculares que pretenden predecir la respuesta a la quimioradioterapia en cancer
cervicouterino; sin embargo, estos marcadores no han demostrado una eficacia
clinica adecuada, por lo que no resultan utiles para decidir de manera efectiva
sobre la administracion del tratamiento en un paciente.

La presente invencion supera las deficiencias del estado de la técnica al
proporcionar nuevos metodos moleculares utiles para predecir la respuesta clinica
al tratamiento estandar en un individuo con CCLA, esto mediante la determinacion
del perfil de expresion de una firma que comprende los genes ZNF238; SAP30;
C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11;
FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRPY;
RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y
ETAA16 asociados a la resistencia tumoral innata y su comparacion con los
perfiles de expresion tipo asociados a una buena respuesta al tratamiento
estandar y a una mala respuesta al tratamiento estandar.

Al determinar el nivel de expresidon de esta firma de 28 genes en un
individuo diagnosticado con CCLA y comparar su perfil de expresion contra los
perfiles de expresion tipo, se puede determinar con una precisién clinicamente
adecuada si dicho individuo podria presentar una buena respuesta o una mala

respuesta al tratamiento estandar.
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Por lo tanto, los métodos descritos en la presente solicitud son utiles en
la toma de decisiones clinicas para la administracion del tratamiento estandar en
individuos diagnosticados con CCLA. Mas especificamente, los métodos descritos
en la presente solicitud permiten pronosticar la respuesta al tratamiento estandar
que podria presentar un individuo diagnosticado con CCLA y por lo tanto,
determinar si dicho individuo sera beneficiado por el tratamiento estandar o si es
probable que el individuo presente resistencia innata al tratamiento y por lo tanto
sea necesario emplear otras alternativas terapéuticas.

Los métodos descritos en la presente solicitud se basan en el hecho
inesperado de que la determinacién del perfil de expresiéon de la firma que
comprende los genes ZNF238; SAP30; C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4;
RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11; FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPCHT;
TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9; RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDCS89;
LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y ETAA16 puede pronosticar la
respuesta al tratamiento estandar en individuos con CCLA. Esta firma de 28 genes
asociados a la resistencia innata al tratamiento estandar en CCLA, se obtuvo
mediante un analisis sistematizado del cancer cervicouterino en humanos, por lo
que tiene una aplicacion directa en el ambito clinico.

Como se usa en la descripcion de la presente invencion, el término
“cancer cervicouterino localmente avanzado” (CCLA) se refiere a aquellas
neoplasias malignas que se desarrollan en la porcion fibromuscular inferior del

utero, que presentan un grado de desarrollo definido entre los estadios IB2 hasta
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IVA de acuerdo con la clasificacion FIGO y que se encuentran confinados a la
pared de la pelvis sin presentar metastasis a distancia.

Como se usa en la descripcidn de la presente invencion, el término
“tratamiento estandar” se refiere a el tratamiento primario de eleccion que se
recomienda administrar a individuos diagnosticados con cancer cervicouterino
localmente avanzado y que de acuerdo con la Clinical Practice Guidelines in
Oncology Cervical Cancer, National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
2009, consiste en quimiorradioterapia concurrente basada en cisplatino (ya sea
cisplatino solo o cisplatino/5-FU) seguida de braquiterapia.

Como se usa en la descripcidn de la presente invencion, el término
“‘buena respuesta al tratamiento estandar” se refiere a un curso clinico favorable
con desaparicion de todos los signos del cancer en respuesta al tratamiento
estandar en un individuo diagnosticado con CCLA, indicando que el individuo es
sensible al tratamiento. Este curso clinico favorable se manifiesta como una
Respuesta Completa (RC) de acuerdo con los criterios RECIST 1.1 a 2.5 afos
como se describe en Eisenhauer, E.A. et. al. Eur J Cancer. 2009 Jan;45(2):228-
47). Una buena respuesta esta asociada a un buen pronéstico, por lo que en la
presente invencion se emplean ambos términos de manera indistinta.

Como se usa en la descripcion de la presente invencion, el término
‘mala respuesta al tratamiento estandar’ se refiere a la Progresion de la
Enfermedad (PE), definida como: un aumento de al menos el 20% en la suma de
los diametros mas largos (sum LD, por sus siglas en inglés) de las lesiones

blanco, tomando como referencia a la suma de LD mas pequefia registrada desde
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el inicio del tratamiento; o la aparicidon de una 0 mas lesiones nuevas, después de
la administracion del tratamiento estandar en un individuo diagnosticado con
CCLA de acuerdo con los criterios RECIST 1.1, indicando que el individuo es
resistente al tratamiento. La Enfermedad Estable (EE) (lesiones blanco sin
aumento ni disminucion) y la Respuesta Parcial (RP) (disminucion de menos del
30% de la suma de los didmetros de las lesiones diana, en relacion a estado
basal), de acuerdo con los criterios RECIST 1.1, se consideran también como una
mala respuesta. Una mala respuesta esta asociada a un mal prondstico, por lo que
en la presente invencion se emplean ambos términos de manera indistinta.

Como se usa en la descripcidn de la presente invencion, el término
“firma de expresidn genética” se refiere a un conjunto de genes cuyo nivel de
expresion esta relacionado a un fendmeno fisiolégico determinado y que por lo
tanto pueden ser utilizados con fines diagndsticos y/o prondsticos.

Como se usa en la descripcion de la presente invencion, el término
“perfil de expresion” se refiere a la determinacion del nivel de expresion de un gen
o0 conjunto de genes determinado en una muestra biolégica de un individuo. La
expresion de un gene puede medirse mediante la determinacién del ARN
mensajero (ARNm) o mediante la determinacion de la proteina para la que codifica
dicho gen, empleando cualquiera de las técnicas descritas en el estado de la
técnica.

Como se usa en la descripcion de la presente invencion, el término
“perfil de expresion tipo” se refiere a las determinacion del nivel de expresion de

un gen o conjunto de genes en una poblacion de caracteristicas conocidas y bien
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definidas. Una persona con pericia y conocimientos medios en el campo de la
presente invencion, podra reconocer que los perfiles de expresion tipo, suelen
conocerse como centroides, por lo que ambos términos podran emplearse
indistintamente en la descripcidn de esta invencion. En el contexto de la presente
invencion, los perfiles de expresion tipo se refieren a los perfiles de expresion de
los 28 genes que conforman la firma de expresion genética, de grupos de
pacientes diagnosticados con CCLA que presentaron una buena respuesta al
tratamiento estandar o una mala respuesta al tratamiento estandar bajo
condiciones controladas.

Para obtener la firma de expresion genética descrita en la presente
solicitud que comprende los 28 genes asociados a la respuesta al tratamiento
estandar en CCLA, primero se identificaron los genes expresados de manera
diferencial entre individuos sensibles al tratamiento estandar, que presentaron una
buena respuesta al tratamiento, respecto de individuos resistentes al tratamiento
estandar, que presentaron una mala respuesta al tratamiento. La tabla 1 resume la
informacion clinica de todas las pacientes. El perfil de expresion se determind a
partir de biopsias tumorales de pacientes virgenes al tratamiento empleando
microarreglos de expresion de alta densidad NimbleGen Homo sapiens
Expression Array HG18 090828 opt expr y HG18 100718 opt expr.

Para determinar los genes que se encontraban diferencialmente
expresados entre ambos grupos, se empled una clasificacion supervisada basada
en pruebas t-Student moderadas y la significancia estadistica obtenida por el

método de Bayes empirico. De estas pruebas se obtuvo una lista de 2,133 genes
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con expresion diferencial significativa (variacion > 1.5y p < 0.02) entre individuos
que presentaron una buena respuesta al tratamiento o una mala respuesta al
tratamiento.

La Figura 1 muestra una agrupacion jerarquica de dos dimensiones
usando el coeficiente de correlacion de Pearson y agrupacion de ligamiento
completo obtenida mediante el software Génesis 2.1 como se describe en Sturn,
A., et. al. Bioinformatics. 2002 Jan;18(1):207-8. Los dendrogramas de la Figura 1
representan la similitud de 89 muestras clinicas con base en sus perfiles de
expresion génica. La longitud y la subdivision de las ramas muestran la similitud
entre los tumores de cancer cervicouterino (izquierda) y los perfiles de expresiéon
genética (arriba).

Con base en el patron de expresion de los 2,133 genes expresados
diferencialmente en CCLA, se logré separar las muestras clinicas en dos grupos
de tumores; los que presentaron una buena respuesta al tratamiento y los que
presentaron una mala respuesta al tratamiento. EI Grupo A comprende 56
muestras de tumores, de las cuales el 82,1% (46 muestras) presentaron una
buena respuesta al tratamiento. El Grupo B comprende 33 muestras, de las cuales
el 42,4% (14 muestras) presentaron una mala respuesta (Figura 1).

Para comparar el poder predictivo de los patrones de expresion
genética con el poder de prediccion basado en las caracteristicas clinicas del
tumor, se determind la significancia estadistica de las caracteristicas clinicas
informativas para predecir la respuesta al tratamiento mediante un analisis

multivariante de la varianza. Las caracteristicas clinicas que se consideraron
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fueron la clasificacion FIGO, el tamano del tumor y la coinfeccion por dos o mas
tipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) (Figura 1).

De 68 tumores clasificados como etapas IB2/1IA/IIB, 42 quedaron
comprendidos en el grupo A y 26 en el grupo B; de 21 tumores clasificados como
IA-11IB, 14 quedaron comprendidos en el grupo Ay 7 en el grupo B. En cuanto al
tamano del tumor, de 54 biopsias con un tamano inicial del tumor mayor de cuatro
centimetros, 29 (53,7%) quedaron comprendidos en el grupo Ay 25 (46,2%) en el
B. En cuanto a la coinfeccién por VPH, de 23 muestras con dos o mas tipos de

VPH, 11 muestras quedaron comprendidas en el grupo A y el resto en el B.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores.

Edad

Mediana 48

Rango 29-69

Tipo histolégico

Carcinoma de celulas 109 92 59%
escamosas

Adenocarcinoma 10 8.41%
Tamano del Tumor

<4cm 41 34.45%
=4cm 71 59.66%
Sin datos 7 5.88%
Estadio clinico (FIGO)

B2 14 11.76%
A 1 0.84%
IIB 76 63.86%
A 1 0.84%
B 27 22.68%
Genotipificacion para VPH (Frecuencia)

Tipo 16 57 37.74%
Tipo 18 28 18.54%
Tipo 45 16 10.59%
Tipo 33 8 6.72%
Otros 33 21.85%
No determinado 9 5.96%
Pacientes con multiples co-

infecciones 33 27.73%
Respuesta al tratamiento®

Respuesta complete (RC) 79 66.38%
Progresion tumoral (PT) 36 30.25%
Sin datos por desercion 4 3.36%
*Todos los pacientes recibieron radioterapia y cisplatino como
coadyuvante (50Gys radiaciéon externa, 35 Gys Intracavitaria
braquiterapia y 6 ciclos de 40 mg:’m2 CDDP)

El andlisis de la significancia estadistica de los datos clinicos como
predictores de la respuesta al tratamiento no presenté resultados significativos
como se muestra en la Tabla 2; lo que indica que las caracteristicas clinicas del

tumor poseen un bajo poder predictivo para la respuesta al tratamiento, en
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cambio, los perfiles de expresidon genética mostraron una buena significancia
estadistica como herramienta para predecir la evolucion clinica del CCLA ante el
tratamiento estandar.

Tabla 2. Anadlisis de la significancia estadistica de los datos

clinicos como predictores de la respuesta al tratamiento

Analisis Multivariado del Grupo A de RC; PT Correlacion de Pearson (n=56)
Caracteristicas RC PT Valordep

clinicas
._g o IB2/1IA/1IB 3% 7
0 (P =0.664) No significativo
A HIA/IIB 13 1
2 5 <4cm 26 1
C 3 _ P
= P =0.052 No significativo
§°5 |24cm 2 7| ) I
|_
S - Simple 40 5
S
(8]
> - - e .
:,aé < Co-infeccién 8 3 (P=0.181) No significativo
8 a

El valor de p para estadio, tamafio del tumor y coinfeccién por VPH fue calculado por la
prueba exacta de Fisher.

Analisis Multivariado del Grupo B de RC; PT Correlacién de Pearson (n=33)

Caracteristicas
dinicas RC PT Valordep

‘%O IB2/11A/11B 18 S

80 (P =0.026) No significativo

Vil INA/IIB 1
2 5 <4cm 7
E %’ = (P =<0.098) No significativo
S 2 |24cm 12 13

:§I Simple 12 9

o

§ 2 ) ) (P =1.000) No significativo

=3e] Coinfeccién 7 5

8 o

El valor de p para estadio, tamafio del tumor y coinfeccién por VPH fue calculado
mediante la prueba exacta de Fisher.
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La firma de expresion de 2,133 genes que se desarrollé en primera
instancia presenta niveles de precision inadecuados para brindar una utilidad
clinica considerable, es por ello que se empleé un enfoque de clasificacidon
supervisada como el que se describe en Roepman, P. et al. Nat. Genet. 37, 182—
186 (2005), para identificar los genes con una calificacion capaz de discriminar
entre los resultados clinicos de una buena respuesta al tratamiento y una mala
respuesta al tratamiento. Empleando los 2,133 genes clasificados segun su
significancia de expresion diferencial, se entrend un clasificador de media cercana
(nearest mean classifier, en inglés) en un proceso de validacion cruzada dejando
uno fuera (LOOCV Leave-one-out cross-validation, en inglés) para obtener una
firma de genes con el mejor rendimiento de clasificacion.

El algoritmo de prediccion consiste en dos procesos; un criterio de
clasificacion basado en una medida de similitud y en un proceso de seleccion de
variables para optimizar la prediccion.

El modelo de clasificacion depende de un criterio de similitud con
perfiles tipo (centroides) de los grupos a clasificar; teniendo las mediciones de un
numero fijo de variables se establece el centroide para cada grupo como el
promedio de los valores observados de esa variable en cada grupo. Una
observacion nueva de las mismas variables se clasifica o predice como
perteneciente al grupo con el que tiene mas similitud a su centroide.

La medida de similitud usada es la correlacion de Spearman, de modo
que una observacion nueva de las mismas variables se clasifica como

perteneciente al grupo con el que la correlacidon con su centroide es mas grande.
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Los experimentos de microarreglos resultan en mediciones de miles de
variables, donde la mayoria de estas variables no necesariamente estaran
relacionadas con el objetivo de discriminar entre los grupos de interés, es
importante entonces seleccionar de entre éstas cuales son las mas adecuadas
para el objetivo. Este proceso se realiz6 en dos etapas:

1) Se ordenaron las variables por su potencial para discriminar entre
una buena respuesta al tratamiento y una mala respuesta al tratamiento. De entre
todas las variables se cre6 una lista ordenada por un criterio de expresion
diferencial, es decir, cuales son las variables cuyos valores en promedio son mas
distintos entre los grupos. Se usé el valor p de una prueba de t de student para
ordenar las variables por su importancia.

2) Se seleccionaron las variables por validacion cruzada. Se procedié a
elegir de entre las primeras variables de la lista ordenada, a aquellas variables que
mejor ayudan a distinguir entre los grupos segun el modelo de similitud. El proceso
de seleccién depende exclusivamente del numero de casos acertadamente
clasificados en un proceso de validacién cruzada donde se excluye a cada
observacion del calculo de centroide, de modo que la propia observacion no haga
parecido el centroide a si misma. Se incluyeron o excluyeron variables que no
mejoraron la cantidad de aciertos ya sea para sensibilidad o especificidad.

Mas detalladamente, se inicid con las dos primeras variables de la lista
ordenada por los valores de p, y para cada observacion, se calcularon los
centroides de las muestras restantes excluyendo a la observaciéon a predecir, se

calculéo la similitud de la observacion con estos centroides y se clasificd
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correspondientemente, esto se realizé para cada observacion y se tomo nota de
los numeros de clasificacion correcta o incorrecta. Después se incluyo la siguiente
variable de la lista y se repitid el proceso, si la eficacia aumentaba, esta nueva
variable se agregaba al modelo, si no, se excluia y no se volvia a considerar. Se
procedid de esta manera agregando o excluyendo variables hasta que se agoto el
numero de variables o era evidente que se llegaba a un tope de efectividad.

El modelo final consistié en una lista de variables y de los centroides de
esas variables para cada grupo. Para evaluar la efectividad real del método fue
necesario validarlo en observaciones independientes que no participaron en el
proceso anterior, desde la priorizacion de variables candidatas hasta el calculo de
centroides. Se usaron los centroides calculados en los pasos de construccion del
modelo con la misma medida de similitud.

Utilizando el procedimiento descrito anteriormente, se obtuvo la firma
de expresidon genética que comprende los 28 genes ZNF238; SAP30; C100rf137;
UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11; FLJ39378;
ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9; RPE;
LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 vy
ETAA16 , la cual presentd una precision global de 90% con una sensibilidad del
91% y una especificidad del 74% en la prediccion de la respuesta clinica al
tratamiento estandar en CCLA, precision que supera a la de cualquier método
descrito en el estado de la técnica para estos fines.

De esta misma forma se obtuvieron los perfiles de expresion tipo

(centroides) que sirven en primera instancia como punto de comparacion para
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determinar si una muestra correlaciona con el perfil de expresion asociado a una
buena respuesta al tratamiento o con el perfil de expresion asociado a una mala
respuesta al tratamiento. Para el desarrollo de los perfiles de expresion tipo se
emplearon los datos de expresion genética de 89 biopsias de tumor de pacientes
con cancer cervicouterino localmente avanzado, depositados en el Gene
Expression Omnibus del National Center for Biotechnology Information con el
nuamero de acceso GSES56303. Estos perfiles de expresion tipo se pueden
continuar entrenando con datos clinicos obtenidos durante la aplicacion clinica de
la presente invencidn.

La Tabla 3 describe las caracteristicas de los 28 genes que conforman
la firma de expresidon genética util para pronosticar la respuesta clinica al

tratamiento estandar en un individuo diagnosticado con CCLA.

Tabla 3. Caracteristicas de los 28 genes de la firma genética

Actividad RefSeclD Identificacion Relacionado

Nombre p
celular a cancer
| ' 'Endo/exonuclea
Reparacion | 1 005107 | ENDOGLA se (53), | cancer colorectal
del DNA endonuclease
G-like
y | . Cancer
Reparacion |\ 600907 | RECQL | RecQprotein- | rectal y
del DNA - like .
glioblastoma
Transient
Reailadords receptor Cancer de
9 lci NM_003304 TRPC1 potential cation | pulmén, mama y
caiclo channel, ovario
subfamily C
Trio Rho
Citoesqueleto | A5 415332 TRIO guanine Melanoma
nucleotide
lexchange factor
.Citoesqueleto ” Cynein,
NM_173645 DNAHG6 axonemal, No reportado

heavy chain 6

¥ o RO S



Actividad Identificacion Relacionado
coliitai RefSeclD Nombre &, CARGEP
Funcionno | v, 928000 | LOC644921 No name No reportado

conocida
Pleckstrin
- homology
Funmo_n no NN 00162955 PLEKHG1 domain No reportado
conocida 4 e
containing,
family G
Family with
FUHCIO!’] no NM 198947 EAM111B _sequence Car)cer de
conocida = similarity 111, prostata
member B
Regulation of
Funcién no nuclear pre-
sonGaida NM_015203 RPRD2 mRNA domair No reportado
containing 2
Funcién no Ewing tumor-
. NM_019002 ETAA16 associated No reportado
conocida )
antigen 1

La Tabla 4 muestra los valores de expresion genética que se obtuvo
para cada uno de los genes que conforman la firma de expresion genética dentro
de los perfiles de expresion tipo y su significancia estadistica.

Tabla 4. Valores de expresion de los 28 genes de la firma genética

Identificacion Logaritm_o Promed ig tasa Valor de p V:':llor de p
del cambio | de expresion | (RC/PT) ajustado
ZNF238 -1.0667 9.3131 -3.7130 |0.00035909 0.361
SAP30 -0.7546 9.2213 -3.7505 | 0.0003158 0.361
C100rf137 -0.9202 9.9069 -3.7795 10.00028582 0.361
UHRF1 -1.2503 10.4516 -3.7430 | 0.0003241 0.361
SUZ12 -0.8487 10.0006 -3.3935 [0.00103706 0.369
HMGN4 -0.8800 10.5987 -4.3577 | 3.55E-05 0.266
RBBP4 -0.6796 10.3779 -3.6953 |0.00038143 0.361
ARID1B -0.7757 10.6111 -3.6389 |0.00046173 0.366
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PPP1CB -0.9939 9.9062 -3.9138 |0.00017895 0.361
SLFN11 -0.7933 9.9698 -3.6535 |0.00043946 0.366
FLJ39378 -0.7329 7.7065 -3.6514 |0.00044258 0.366
ENDOGL1 -0.8452 8.9972 -3.5058 |0.00071932 0.368
RECQL -0.8992 8.5789 -3.3198 |0.00131316 0.369
TRPC1 1.1014 5.8474 3.4212 |0.00094825 0.369
TRIO -1.1684 10.9033 -3.9119 |0.00018016 0.361
DNAH6 -0.9498 5.3365 -3.1050 |0.00256152 0.374
GNL3L -0.9932 9.7138 -4.0126 [0.00012599 0.361
SLC36A2 1.3730 6.2133 4.4298 | 2.71E-05 0.266
SRP9 -0.9394 11.0036 -3.9825 |0.00014029 0.361
RPE -0.9561 9.9416 -4.3803 | 3.27E-05 0.266
LDOC1L -0.7657 9.8220 -3.7827 | 0.0002827 0.361
PUS7L -1.0463 5.9431 -4.3170 | 4.14E-05 0.266
CCDC89 1.2135 5.7392 4.0676 10.00010338 0.361
LOC644921 1.1601 6.5671 3.6322 (0.00047217 0.366
PLEKHG1 -1.0499 7.7350 -3.3939 |0.00103574 0.369
FAM111B -0.8997 10.1106 -3.7276 |0.00034164 0.361
RPRD2 -0.9036 9.9979 -3.8449 |0.00022785 0.361
ETAA16 -1.1030 7.6966 -4.0975 | 9.28E-05 0.361
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De igual forma se desarroll6é una formula matematica que correlaciona el
nivel de expresion de cada uno de los genes de la firma molecular. Esa formula da
como resultado un valor, positivo 0 negativo, que sirve para predecir el riesgo de
resistencia al tratamiento en un paciente diagnosticado con CCLA.

Para poder interpretar el resultado de cada paciente, es necesario
obtener la intensidad de expresion de cada uno de los 28 genes analizados.
Posteriormente se calcula la correlacién de Pearson de estos valores con valores
previamente establecidos para perfiles de buen prondstico y mal prondstico,
utilizando la siguiente formula:

s = Corr(PsMP,N) — Corr(PsBP,N)

en donde: s (score en inglés) es la puntuacion asignada por el clasificador; PsMP
es el perfil de expresion de los 28 genes de la firma con los valores
correspondientes a un mal prondstico; PsBP es el perfil de expresién de los 28
genes de la firma con los valores correspondientes a un buen prondstico; N es el
conjunto de valores a ser evaluado; Corr es la correlacion de Pearson definida para
dos conjuntos de n valores X = (X1,. .., Xp) y Y =(Y1,...,Yn) de acuerdo con la
siguiente formula:

=X -0 -1

Corr(X,Y) = p—

en donde X y Y son el promedio de los valores de X y de Y respectivamente, y aX y

oY representan la desviacion estandar de los valores de X y de Y respectivamente.
El valor de s se obtiene mediante la resta de la correlacion del perfil

estandar para un mal prondstico (PsMP) y la muestra (N) a analizar, con la

correlacion del perfil estandar para un buen prondstico (PsBP) y la muestra (N) a



analizar. Si el valor de s calculado es mayor a cero el prondstico es que el individuo
podria presentar una mala respuesta debido a su similitud con el perfil tipo para
una mala respuesta, reciprocamente, si el valor de s es menor a cero el prondstico
es que el individuo podria presentar una buena respuesta debido a su similitud con
el perfil tipo para una buena respuesta.

La Figura 2 muestra el desempefio del clasificador. En el eje X se
representa la escala del desempefio del predictor mientras que en el eje Y, se
sefala el numero de genes utilizados por el predictor para alcanzar su maximo
nivel de eficiencia. La linea azul representa la especificidad del predictor, es decir
la capacidad del predictor para clasificar correctamente a las pacientes con buena
respuesta, que es de 91%. La linea roja muestra la sensibilidad; que es la
capacidad del predictor de clasificar correctamente a las pacientes con riesgo de
resistencia al tratamiento con un valor de 74%. La linea gris muestra la eficiencia
total del predictor tomando en cuenta los valores de especificidad y sensibilidad,
que en total es de 90%. Cabe resaltar que la maxima capacidad del predictor se
obtuvo con 28 genes.

La Figura 3 muestra el patron de expresidon de los 28 genes que
componen la firma de expresion genética. El panel izquierdo representa el
clasificador y la puntuacién de cada muestra dentro del mismo se indica en el eje X.
El resultado clinico se representa con circulos negros para los pacientes con una
mala respuesta al tratamiento y con circulos blancos para los pacientes con una
buena respuesta al tratamiento. De acuerdo con el resultado del clasificador, los
pacientes se pueden estratificar claramente en dos grupos, los cuales estan

separados por una linea roja vertical.
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El panel derecho de la Figura 3 muestra una guia de color que
representa el perfil de expresion de los 28 genes que conforman la firma, en cada
una de las pacientes. En el perfil de expresion determinado por la guia de color; se
pueden observar patrones contrastantes entre la parte superior e inferior de la
figura, lo que demuestra la existencia de un gradiente en el perfil de expresion de
estos genes entre los pacientes con el mejor prondstico (parte superior) y el peor
prondéstico (parte inferior). EI umbral aparente entre ambos grupos de perfiles de
expresion se indica con una linea horizontal de color negro, la cual corresponde
ademas con el resultado clinico real del tratamiento en los pacientes, representado
por circulos negros para una mala respuesta al tratamiento y por circulos blancos
para una buena respuesta al tratamiento en el clasificador de la izquierda.

De los 21 pacientes que obtuvieron una calificacion mayor de 0.0 por el
clasificador 17 presentaron una mala respuesta al tratamiento, lo que representa el
81% de precisidon, mientras que de los 68 pacientes que obtuvieron una calificacion
menor de 0.0 en el clasificador 60 presentaron una respuesta completa al
tratamiento, lo que representa el 88% de precision para estos pacientes. La
determinacion del nivel de expresion de esta firma de 28 genes permite, por lo
tanto, predecir la respuesta al tratamiento estandar en un paciente con CCLA con
una precision de hasta el 88%.

El analisis de Kaplan-Meier, cuyos resultados se presentan en la Figura
4, mostréo ademas una diferencia estadisticamente significativa para determinar la
Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) entre los grupos de pacientes que
presentaron una buena respuesta al tratamiento o una mala respuesta al

tratamiento. El grupo de individuos con una mala respuesta al tratamiento obtuvo
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una SLE media de 16 meses, mientras que el grupo con una buena respuesta al
tratamiento obtuvo una SLE media que aun no se habia alcanzado (valor de
p=1X107"9).

Para confirmar los niveles de expresion de los genes detectados en el
analisis de microarreglos, se determino la expresion mediante PCR cuantitativa de
transcripcion reversa (RT-gPCR por sus siglas en inglés), de 27 de los 28 genes
que componen la firma (ZNF238; SAP30; C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4,
RBBP4; PPP1CB; SLFN11; FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIOC;
DNAHS6; GNL3L; SLC36A2; SRP9; RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921;
PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y ETAA16), en un grupo de individuos formado por
30 pacientes con diagnéstico de CCLA. El analisis se realizé a partir de ARN total
aislado de biopsias obtenidas antes del tratamiento, 16 de estos pacientes fueron
clasificados con un prondstico de buena respuesta y 14 con un prondstico de mala
respuesta.

Los resultados de RT-gPCR se analizaron como AACT, lo que
representa la proporcion de cambio relativa al gen constitutivo de R-actina. La guia
de color de la Figura 5 se generé empleando el software Génesis. Los resultados
de los 27 genes validados mediante RT-gPCR, fueron capaces de agrupar a los
pacientes en una manera similar a la observada en el analisis de agrupamiento
supervisado que se realizé utilizando las 89 muestras del grupo de entrenamiento
principal.

Al comparar los resultados de la clasificacion obtenida por la firma de
expresion de 27 de los 28 genes de la firma mediante RT-qPCR, contra la

clasificacion obtenida por la firma de expresion de 28 genes mediante
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microarreglos, se observa una consistencia en el poder pronéstico de la firma de
expresion, confirmando la validez del método.

Los métodos objeto de la presente invencion consisten en determinar el
nivel de expresién de los 28 genes que conforman la firma de expresién en una
muestra biolégica previamente obtenida, calcular la correlacion entre la expresion
de la muestra y el nivel de expresion de los centroides asociados a una buena
respuesta al tratamiento y a una mala respuesta al tratamiento, obteniendo asi la
calificacion de la muestra en el clasificador, en donde una calificacion mayor de
cero es indicativa de que el individuo presentara una mala respuesta al tratamiento
estandar, mientras que una calificacibn menor que cero es indicativa de que el
individuo presentara una buena respuesta al tratamiento estandar.

Para la puesta en practica de la presente invencion, se puede emplear
cualquier metodologia descrita en el estado de la técnica que sea util para
determinar el nivel de expresién de un gen o la proteina para la que codifica,
incluyendo métodos basados en analisis de hibridacién de polinucleétidos, métodos
basados en la secuenciacion de polinucledtidos, métodos de inmunohistoquimica y
meétodos basados en determinacién de proteinas.

El perfil de expresion de la firma de 28 genes descrita en la presente
invencién puede determinarse al medir ya sea su ARN mensajero (ARNm) o la
proteina para la que codifica. La determinacion del ARNm puede realizarse con
técnicas moleculares que incluyen sin limitar: RT-gPCR, hibridacion in situ,
hibridacién con sondas especificas (incluyendo microarreglos de acidos nucleicos),
ensayos tipo Northern blot, ensayos de proteccibn a endonucleasas vy

secuenciacion de transcritos, entre otros. La determinacién de proteinas puede
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realizarse con técnicas inmunoenzimaticas que incluyen sin limitar:
inmunohistoquimica, ensayos tipo Western blot, ELISA, inmunofluorescencia e
inmunoprecipitacion, entre otros. Un experto en la técnica puede adaptar facilmente
los métodos de deteccion de ARNm conocidos en el estado de la técnica para
usarlos en la deteccién del nivel de expresion de la firma de 28 genes de la
presente invencion.

La determinacidn del nivel de expresion de la firma de 28 genes descrita
en la presente invencién puede llevarse a cabo en diversas muestras biologicas
incluyendo sin limitar: muestras congeladas de tumor y muestras de tumor incluidas
en parafina.

En una modalidad preferida de la invencién, el perfil de expresion de la
firma de 28 genes se determina mediante RT-gPCR en muestras de tejido tumoral
incluido en parafina.

En una modalidad preferida de la invencidn, el perfil de expresion de la
firma de 28 genes se determina mediante microarreglos de acidos nucleicos en
muestras de tejido tumoral incluido en parafina.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere a kits utiles para
pronosticar la respuesta al tratamiento estandar en un individuo diagnosticado con
CCLA, en donde el kit comprende: los medios necesarios para determinar el nivel
de expresidon de la firma genética que comprende los genes ZNF238; SAP30;
C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11;
FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9;
RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y

ETAA16, asociados a la resistencia al tratamiento estdandar en CCLA en una
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muestra bioldgica; los perfiles de expresion tipo (centroides) asociados a una
buena respuesta al tratamiento estandar o a una mala respuesta al tratamiento
estandar; los medios para calcular la correlacion del perfil de expresion genética de
la muestra con los perfiles de expresion tipo (centroides) asociados a una buena
respuesta al tratamiento estandar o a una mala respuesta al tratamiento estandar y
las instrucciones necesarias para clasificar al individuo como un individuo con
posibilidades de presentar una buena respuesta al tratamiento estandar o como un
individuo con posibilidades de presentar una mala respuesta al tratamiento
estandar de acuerdo con la similitud del perfil de expresién de la muestra respecto
de los perfiles de expresion tipo (centroides) asociados a una buena respuesta al
tratamiento estandar o a una mala respuesta al tratamiento estandar en CCLA.

En este sentido, los kits descritos en la presente solicitud comprenden
medios para determinar ya sea el ARNm o la proteina para la que codifican cada
uno de los 28 genes que conforman la firma de expresién genética de la presente
invencidén en una muestra bioldgica.

Los medios para determinar el ARNm o proteinas que comprenden los
kits descritos en la presente solicitud se pueden seleccionar del grupo que
comprende: secuencias de acidos nucleicos de complementariedad o
reconocimiento especificos y anticuerpos ya sea policlonales, monoclonales o
humanizados, entre otros. Estos medios se pueden adaptar para el desarrollo de
las diversas técnicas de laboratorio conocidas en el estado de la técnica para la
deteccion de ARNm especificos tales como RT-qPCR, hibridacion in situ,
hibridacién con sondas especificas tipo Northern blot y ensayos de proteccion a

endonucleasas, entre otros.
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Asimismo, estos medios se pueden adaptar para el desarrollo de
técnicas conocidas para la deteccion de proteinas especificas tales como
inmunohistoquimica, ensayos tipo Western blot, ELISA y sus variantes,
inmunofluorescencia e inmunoprecipitacion, entre otros.

Los perfiles de expresion tipo (centroides) contra los cuales se determina
la correlacion de los perfiles de expresion de una muestra, se refieren a los niveles
de expresion normalizados o estandarizados de un conjunto de individuos que
presentaron una buena respuesta al tratamiento estandar o una mala respuesta al
tratamiento estandar bajo condiciones estandarizadas.

Los medios para calcular la correlacion del perfil de expresion genética
de la muestra con los perfiles de expresion tipo (centroides) asociados a una buena
respuesta al tratamiento estandar o a una mala respuesta al tratamiento estandar,
se refieren a medio legible por computadora con las instrucciones necesarias para
calcular la correlacion entre el perfil de expresion de una muestra y los perfiles de
expresion tipo asociados a una buena respuesta o0 a una mala respuesta.

Para el desarrollo de los perfiles de expresién tipo (centroides) se
emplearon los datos de expresion genética de 89 biopsias de tumor de pacientes
con cancer cervicouterino localmente avanzado, depositados en el Gene
Expression Omnibus del National Center for Biotechnology Information con el
numero de acceso GSE56303. Estos datos se emplearon para entrenar un
clasificador de media cercana (nearest mean classifier, en inglés) en un proceso de
validacion cruzada dejando uno fuera (LOOCV Leave-one-out cross-validation, en
inglés). Estos perfiles de expresion tipo se pueden continuar entrenando con datos

clinicos obtenidos durante la aplicacion clinica de la presente invencion.
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En otra modalidad, la presente invencion se refiere a microarreglos de
ADN utiles para determinar la respuesta al tratamiento estandar en un individuo
diagnosticado con CCLA, en donde el microarreglo comprende acidos nucleicos de
complementariedad que permiten determinar el perfil de expresion de cada uno de
los 28 genes que conforman la firma descrita en la presente solicitud.

Un experto en la técnica puede disefar facilmente los acidos nucleicos
de complementariedad necesarios para detectar ya sea el ARNm o el ADN copia
(ADNc) de cada uno de los 28 genes que conforman la firma descrita en la
presente solicitud, de acuerdo con los métodos descritos en el estado de la técnica.

Esta invencidn se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos, que
no se consideran en ningun sentido como limitaciones impuestas sobre el alcance
de las mismas. Por el contrario, éstos son para entender claramente que se puede
recurrir a varias otras modalidades, modificaciones y equivalentes de las mismas.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Muestras y datos clinicos

La poblacion de estudio incluydé 119 pacientes matriculados
prospectivamente en el protocolo de banco de tumores del Instituto Nacional de
Cancerologia de México (INCan) entre abril de 2010 y agosto de 2012. Todos los
pacientes incluidos en el estudio firmaron el consentimiento informado y el
protocolo fue aprobado por los comités institucionales cientifico y de ética.
Inmediatamente después de la escisidon quirurgica, las biopsias de tumor se

dividieron en tres piezas, una para la confirmacion patolégica y dos para el
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aislamiento de ARN y ADN. Las piezas empleadas para la extraccion de acidos
nucleicos fueron congeladas en nitrégeno liquido hasta la extraccion.

Los criterios de elegibilidad para los pacientes fueron: a) diagnostico
patologico confirmado de cancer cervicouterino localmente avanzado (CCLA) con
estadiaje entre 1B2 a IIIB segun la escala de FIGO; b) edad mayor a 18 y menor a
70 anos; c) elevada calidad del ADN y ARN; d) sin tratamiento oncoldgico previo y
e) en posibilidades de recibir el tratamiento estandar. La quimioterapia consistio en
una dosis semanal de cis-diaminodicloroplatino(ll) (CDDP o cisplatino) a 40 mg/m?
durante el tiempo de la radioterapia. La mayoria de pacientes recibieron en
promedio cinco ciclos de quimioterapia. La Radioterapia consisti6 en radiacion
externa y braquiterapia intracavitaria, para una dosis total de 64-66 Gy durante 67
dias. Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la Tabla 1.

El grado de desarrollo del tumor se evalu6 de acuerdo con lo que se
describe en Hirschowitz et. al. Histopathology. 2013 Jan;62(1):176-202 para la
clasificacion de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO). La
respuesta clinica se evalué como una buena respuesta o Respuesta Completa
(RC) cuando desaparecieron todos los signos del cancer en respuesta al
tratamiento; y como una mala respuesta cuando se presentd Progresion de la
Enfermedad (PE) con un aumento de al menos el 20% en la suma de los didametros
mas largos (sum LD, por sus siglas en inglés) de las lesiones blanco, tomando
como referencia a la suma de LD mas pequena registrada desde el inicio del
tratamiento o la aparicién de una o mas lesiones nuevas o cuando se presentd una

Respuesta Parcial (RP) o Enfermedad Estable (EE) de acuerdo con los criterios
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RECIST 1.1 a 2.5 afios como se describe en Eisenhauer, E.A. et. al. Eur J Cancer.
2009 Jan;45(2):228-47.

Las muestras fueron analizadas para determinar la infeccion por Virus
del Papiloma Humano (VPH) y el genotipo del virus presente. Para este fin se
obtuvo el ADN a partir de biopsias tumorales por medio del sistema MagNAPure
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Roche Diagnostics). La
genotipificacion del VPH fue evaluada mediante dos enfoques, la prueba de
genotipificacion Linear Array HPV de Roche Diagnostics, y mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa multiple anidada (Nested Multiplex PCR)
(iniciadores NMPCR MY/GP) con posterior secuenciacion directa de los fragmentos
de PCR, de acuerdo a lo que se describe en Soltar K. et. al. J Clin Microbiol. Jul
2004; 42(7): 3176-3184.

Determinacién de perfiles de expresion mediante microarreglos

Para obtener una firma expresidn genética asociada con la respuesta
clinica al tratamiento estandar en CCLA se compard el nivel de expresion entre
pacientes que presentaron una buena respuesta al tratamiento estandar y
pacientes que presentaron una mala respuesta al tratamiento estandar. Se obtuvo
el ARN de 89 muestras obtenidas en el periodo de analisis, por medio del sistema
MagNAPure, Roche Diagnostics, y se evalud su calidad por medio de relacion de
ARN ribosomal 18S:28S. Se prepararon los blancos de hibridacién a partir de 500
ng de ARN total y se amplificaron con el kit de amplificacion de transcriptoma
completo 2 (Whole Transcriptome Amplification Kit, Sigma Aldrich). Se utilizaron 4
microgramos de ADNc amplificado y marcado con Cy3 para hibridar en los

microarreglos de expresion de alta densidad NimbleGen Homo sapiens Expression
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Array HG18 090828 opt expr y HG18 100718 opt expr, de acuerdo con el protocolo
recomendado por el fabricante. Después de los lavados estandar, los microarreglos
fueron examinados en el escaner de microarreglos Nimblegen MS200.

Procesamiento de datos y analisis estadistico

Las imagenes escaneadas fueron cuadriculadas usando el Software
NimbleScan v2.6 (Nimblegen Roche). A continuacion, se realizé una normalizacion
del fondo intra microarreglos mediante Analisis Robusto de Multi-arreglos (Robust
Multi-Array Analysis) e inter microarreglos mediante normalizacion por cuantiles. Se
seleccionaron los genes con intensidades de sefial por encima de un umbral de
aleatoriedad del 95% de acuerdo a lo que se describe en Simon A y Biot E.
Bioinformatics. 2010 Oct 1;26(19):2468-9.

La expresion diferencial entre los dos grupos de resultados clinicos se
evalué mediante pruebas t moderadas y la significancia estadistica para cada gen
se obtuvo por el método empirico de Bayes aplicado mediante el programa Linear
Models for Microarray Data (LIMMA) de Bioconductor de acuerdo a lo que se
describe en Gentleman RC. Genome Biol. 2004;5(10):R80. La expresién diferencial
global se examino adicionalmente por muestreo aleatorio de marcas de clase,
seleccionando los subconjuntos de genes con base en su calificacion de
desempefio o6ptimo dentro del clasificador, como se describe en van 't Veer LJ,
Nature. 2002 Jan 31;415(6871):530-6 y Roepman P, Nat Genet. 2005
Feb;37(2):182-6. Se entrend un clasificador de media cercana (nearest mean
classifier) para la seleccion de caracteristicas en un proceso de validacion cruzada
dejando uno fuera (LOOCV Leave-one-out cross-validation). La seleccion de

caracteristicas se probd nuevamente mediante por otro proceso de validacion
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cruzada dejando uno fuera para seleccionar el perfil de genes que presenta la
asociacion mas fuerte con la respuesta clinica. Los graficos se generaron utilizando
el software Génesis 2.1 de acuerdo a lo que se describe en Sturn, A. et. al.
Bioinformatics. 2002 Jan;18(1):207-8.

Validacion del perfil de expresion genética mediante RT-qPCR

Se emplearon 30 muestras para validar el perfil de expresion genética
identificado en el conjunto de tumores de entrenamiento. Se sometieron 27 de los
28 genes expresados diferencialmente (ZNF238; SAP30; C100rf137; UHRF1;
SUzZ12; HMGN4; RBBP4; PPP1CB; SLFN11; FLJ39378; ENDOGL1; RECQL;
TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9; RPE; LDOC1L; PUST7L;
CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y ETAA16) a PCR
cuantitativa de transcripcion reversa (RT-gPCR). Cada grupo de iniciadores se
disefié empleando un algoritmo de cédmputo verificado experimentalmente y luego
probado en un ensayo de control de calidad para garantizar que generan una sola
banda del tamafo predicho en electroforesis en gel de agarosa. La secuencia de
los iniciadores y las condiciones de PCR se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Iniciadores empleados para la cuantificacion relativa

mediante RT-qPCR.

Nombre Secuencia 5'-3' GenelD ™ Tamaiio del amplicon
ACTB_F ATGACTTAGTTGCGTTACACCCT
NM_001101 59°C 156
ACTB_R TGCTCGCTCCAACCGACTG
ZNF238_F TGCTTTCTAAGCACAGTCAGGT
NM_006352 59°C 127
ZNF238 R TGTCCCACAAAACCTACAAAATAGC
SAP30_F GGATAAGAGCGCAAGGCATC
NM_003864 59°C 85
SAP30_R TCACCTCCATCATCATCACTCC
C100rfl137_F AACCGCGACTCTTCTGGAAA
BC028715 59°C 140
C100rf137_R CTGTTCTTGATCAACGGCTCC
UHRF1_F GTTTTTGCTGTCCCTCCCCTC
NM 013282 59°C 180
UHRF1_R TGGCCGTCCTCCATCTGTTT -
SUZ12 F GGGCTGCGGTGTTACC
NM_015355 58 129
SUZ12_R CTGTGCAAAAATATTGGTGCTATGA
HMGN4_F CACGAGACTCGGACATCTTTC
NM_006353 59°C 89
HMCGCNA R TCCCTTTCTCTTCCACATCG |




FLI39378_F CTCTCCCACAAGGATGTCAAC
BC089444 59°C 54
FL39378_R TCCTTCAGCTTCTTCATCACC
ENDOGL1_F CCAAAGGCATTTAGCATTCC
NM_005107 59°C 55
ENDOGL1_R CCGTGTAAACCCAAATCAAGA
RECQL_F GGAGATCCGAGAGTCGGAGA
NM_002907 58°C 153
RECQL_R CAAAAAGCGCACACCCTTGA
TRPC1_F TGGACTACGGTTGTCAGAAACT
NM_003304 58°C 174
TRPC1_R GTGCATTCACAGCCAACTGC
TRIO_F AAAAGCCGATTAAGCACTGG
AB115332 58°C 63
TRIO_R TGCTGCCACAGTGACTCG
DNAH6_F CCATCCATTGTTGCTGTTCGG
NM_173645 58°C 148
DNAH6_R TAGCTTACCTGTGCTTGCAGT
GNL3L_F ACAAGTTCATCCGGCTCTTG
NM_019067 60°C 64
GNL3L_R GACGCAGTTACGCAGGATG
SLC32A2_F CTCAGCTCACCACAACTTCG
BC101100 59°C 72
SLC32A2_R CGTGCTGGACTATGCCTCTA
SRP9_F AGCGGTCCTCTTGCTTCAG
BC021995 60°C 77
SRP9_R ACATCTTGAGCTTGGTCTGTTTT
RPE_F AGCACAGACTAGAGCTTGCTTG
NM_199229 60°C 70
RPE_R CAAAGCTTTCCCAAGCTGAA
LDOCIL_F GCCAATCTCACCAACATGC
NM_032287 60°C 59
LDOCIL_R CCTGGTGCGTAACAAGGTC
PUS7L_F CCACTGAACCGAGGCACTG
NM_031292 58°C 106
PUS7L_R AGTGCCATGAAATCCAACGTGA
CCDC89_F CTGAAGCGGAGGTCAGATG
BC044814 59°C 73
CCDC89_R TTCTCCTCCAGCTCTGCATT
LOC644921 F GACATTCAATTCCATCCTGTGA
XM_928009 59°C 69
LOC644921 R GCAGTTCTGTCCCTATGGATTT
PLEKHG1_F GGAGTGCAATCTTGGCTCAC
NM_001025884 60°C 67
PLEKHG1_R AGAGGCTGAGGCAGGAGAAT
FAM111B_F TTGGCCAGAAATTCAAGACAT
NM_198947 59°C 67
FAM111B_R CTCGATAAGATGGAGAAACAAGG
RPRD2_F TGTTAGGGAAAAGCATAAGAGAAAA
NM_015203 59°C 104
RPRD2_R AACATCCCATTTAATTTCTGCAA
ETAAl F GAGCGCTGAAAATGGACTCAC
NM_019002 59°C 178
ETAAL_R GTTGGTTTTTCATCCTGAGGAGC
Todas las muestras fueron sometidas a 40 ciclos y por duplicado.

Las reacciones de transcripcion reversa se realizaron de acuerdo con el

protocolo MMLV de Promega siguiendo las recomendaciones del proveedor. El
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PCR en tiempo real se realizé6 empleando la mezcla de reaccién FastStart SYBR
Green master de Roche en el equipo Light Cycler 480 Il de Roche, segun el
protocolo del fabricante. Se utilizaron muestras duplicadas de la transcripcion
reversa en cada uno de los ensayos y los datos se normalizaron contra el gen
constitutivo de -actina (ACTB).

Para cuantificar la expresion genética se utilizé el método comparativo
Ct (AACt) (Cycle threshold en inglés) o Cp (Crossing point en inglés) conocidos
como ciclo umbral o punto de cruce respectivamente y la cuantificacion relativa se
calculé como 2-24Ct, |a Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) de los grupos de
pacientes resultantes se evalu6 mediante el método de Kaplan-Meier y la
significancia estadistica de las diferencias de supervivencia se determin6 con la
prueba de logaritmo-rango. El analisis multivariado se realizé mediante la prueba

exacta de Fisher.

EJEMPLO 2
Analisis de expresion
Se obtuvo el ARN de una biopsia de tumor por medio del sistema
MagNAPure, Roche Diagnostics, y se evalud su calidad por medio de relacion de
ARN ribosomal 18S:28S. Se prepararon los blancos de hibridacién a partir de 500
ng de ARN total y se amplificaron con el kit de amplificacion de transcriptoma
completo 2 (Whole Transcriptome Amplification Kit, Sigma Aldrich). Se utilizaron 4

microgramos de ADNc amplificado y marcado con Cy3 para hibridar en los
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microarreglos de expresion de alta densidad NimbleGen, de acuerdo con el
protocolo recomendado por el fabricante. Después de los lavados estandar, los
microarreglos fueron examinados en el escaner de microarreglos Nimblegen
MS200. Las imagenes escaneadas fueron cuadriculadas usando el Software
NimbleScan v2.6 (Nimblegen Roche).

Obtencion de la puntuacion de prondéstico.

Se calculé la puntuacion asignada por el clasificador para la muestra a
partir de los valores de 222Ct obtenidos para cada gen, mediante el uso de un
medio legible en computadora que contiene los perfiles de expresidon tipo
(centroides) relacionados a una buena respuesta al tratamiento estandar y a una
mala respuesta al tratamiento estdandar y que permite aplicar la formula
s=Corr(PsMP,N)—-Corr(PsBP,N) con los datos obtenidos. Para esta muestra se
obtuvo una puntuacién de 1.25, el cual al ser mayor de cero indica que el paciente

podria presentar una mala respuesta al tratamiento estandar. Los resultados se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Calculo de la puntuacion de prondstico en el clasificador.

Referencia
Buena_respuesta

Referencia

Puntuacion
Mala_Respuesta

Gene_ID Nombre DDCTs Muestra

NM_019002 ETAA1 0.230328911 -0.932167823 | 1.250128077
AB115332 TRIO 0.222034863 -0.873130725
BC028715 C100rf137 0.17185641 -0.903543961

NM_003304 TRPC1 -0.186659479 4910809373

NM_006353 HMGN4 0.252999519 -0.23377006

NM_006352 ZNF238 0.209030583 -0.038663352

NM_015355 suz12 0.201138173 -0.240185475
BC089444 RILPL1 0.216883774 -0.649548136
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AB033061 ARID1B -0.585520106
XM_928009 LOC644921 -0.408181455
NM_032287 LDOC1L -1.618913953
NM_005107 ENDOGL1 -2.555925929

BC101100 SLC36A2 1.235934247

BC052586 SLFN11 -2.081356756
NM_002907 RECQL -1.013444417
NM_031292 PUS7L -0.914216803
NM_199229 RPE -0.139423069
NM_015203 KIAA0460 -3.31125927

BC021995 SRP9 0.029305735
NM_173645 FLJ37357 -0.160386391
NM_002709 PPP1CB 0.59764993

NM_001029884| PLEKHG1 -0.095803687
NM_003864 SAP30 0.325431154

BC003092 RBBP4 | -1.941736577
NM_019067 GNL3L -2.568445986

BC044814 ccDcs9 1.895409687
NM_013282 UHRF1 -1.6389987
NM_198947 FAM111B 0.520513653

A partir de aproximadamente 80 a 100 mg de tejido obtenido de una
biopsia, se obtuvo el ARN mediante el protocolo de trizol como se describe en
Wilfinger, W. et. al. 1997 BioTechniques 22, 474. A partir del ARN total se gener6
una biblioteca gendmica, cuidando mantener la relacidn equimolar para cada
molécula de ARN.

A partir del ARN se gener6 el ADNc y se evalud la expresion de los 28
genes de la firma mediante una reaccion disefiada para PCR en tiempo real (RT-
gPCR) empleando una solucion amortiguadora de pH, desoxinucledtidos trifodfato
(dNTPS), una polimerasa termoestable, SYBER Green como molécula reveladora y
los iniciadores de amplificacion correspondientes a cada fragmento especifico. Las
caracteristicas del disefio de los iniciadores se especifican en la tabla 5. Se

incluyeron ademas cuatro controles; tres de ellos positivos que amplifican
83



fragmentos de los genes beta 2 mioglobina (B2M), gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y beta Actina (ACTB) y un control negativo.

Obtencion de los valores 2-2ACt

A partir de los datos de Cp obtenidos en el RT-gPCR se calcularon los
valores de 2%2Ct para cada gen mediante el procedimiento y algoritmo que se
describe en Livak, K. J., y Schmittgen, T. D. Methods. 2001 Dec;25(4):402-8. Los

resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Calculo de 2%2Ct 3 partir de los datos de expresiéon

obtenidos mediante RT-qPCR.

Cp
Cpgene HouseKeeping PROM Actina Prom sensible DCtcalib Dctgene
(HK)
ETAA1 28.1717 15.7941 14.2126 24.5882 10.3755 | 12.3776 | 2.0021
TRIO 23.1091 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 7.3150 | -0.8419
C100rf137 | 24.4267 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.6326 0.4757
TRCP1 27.5154 15.7941 14.2126 26.0648 11.8522 | 11.7213 | -0.1308
HMGN4 23.2371 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 7.4430 -0.7139
ZNF238 23.9142 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.1201 -0.0368
SuUZ12 23.7264 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 7.9323 -0.2246
FU39378 24.5569 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.7628 0.6059
ARID1B 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
LOC644921 | 23.7239 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 7.9298 | -0.2271
LDOCI1L 24.2104 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.4164 0.2594
ENDOGL1 23.5627 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 7.7686 -0.3883
SLC36A2 22.0905 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 6.2965 -1.8605
SLFN11 22.6059 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 6.8118 -1.3451
RECQL 24.3740 15.7941 14.2126 23.3982 9.1856 8.5800 -0.6056
PUS7L 22.6822 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 6.8881 -1.2688
RPE 21.9619 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 6.1678 | -1.9891
RPRD2 24,9582 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 9.1641 1.0072
SRP9 22.7745 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 6.9804 | -1.1765
DNHL6 29.7179 15.7941 14.2126 27.7256 13.5129 | 13.9239 | 0.4109
PPPC1 31.7974 15.7941 14.2126 30.3383 16.1257 | 16.0033 | -0.1224
PLEKHG1 21.9695 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 6.1754 | -1.9815
SAP30 24,2184 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.4243 0.2674
RBBP4 35.5031 15.7941 14.2126 34,4023 20.1897 | 15.7090 | -0.4807
GNL3L 24.3069 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.5128 0.3559
CCDC89 22.6744 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 6.8804 | -1.2766
UHRF1 24,1259 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.3318 0.1749
FAM111B | 23.9730 15.7941 14.2126 22.3696 8.1569 8.1789 0.0220




Obtencion de la puntuacion de prondstico.

Se calculé la puntuacion asignada por el clasificador para la muestra a
partir de los valores de 224Ct obtenidos para cada gen, mediante el uso de un
medio legible en computadora que contiene los perfiles de expresidon tipo
(centroides) relacionados a una buena respuesta al tratamiento estandar y a una
mala respuesta al tratamiento estandar y que permite aplicar la férmula
s=Corr(PsMP,N)—-Corr(PsBP,N) con los datos obtenidos. Para esta muestra se
obtuvo una puntuacion de -0.06, el cual al ser menor de cero indica que el paciente
podria presentar una buena respuesta al tratamiento estandar. Los resultados se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Calculo de la puntuacion de prondstico en el clasificador.

85

NM_015002 ETAA1 0.230328911 -0.227125922 | -0.067657311
AB115332 TRIO 0.222034863 -1.860454756
BC028715 C100rf137 0.17185641 -0.130848081

NM_003304 TRPC1 -0.186659479 -1.276567823

NM_006353 HMGN4 0.252999519 0.4109339

NM_006352 ZNF238 0.209030583 -1.268805595

NM_015355 suz12 0.201138173 -1.989124092
BC089444 RILPL1 0.216883774 -1.981542503
AB033061 ARID1B 0.184487409 0.605875661

XM_5928009 LOC644921 -0.199507655 1.007167014

NM_032287 LDOCIL 0.22577334 0.475668185



NM_005107 ENDOGL1 | -0.480698167
BC101100 SLC36A2 _- -0.713883018
BC052586 SLFN11 | 0.267371392
NM_002907 RECQL -0.84190838
NM_031292 PUS7L -0.122366457
NM_199229 RPE | -0.224597994
NM_015203 KIAA0460 0.259448693
BC021995 SRP9 0.355917322
NM_173645 FLJ37357 | -0.036790035

NM_002709 PPP1CB
NM_001029884| PLEKHG1
NM_003864 SAP30

BC003092 RBBP4

| -1.176512071
| 0.174874822
| -0.388341002
| -1.345091139

NM_019067 GNL3L | 0.021967658
BC044814 cCDC89 | -0.605589807
NM_013282 | UHRF1 | 2.002098163
NM_198947 FAM111B 0

1.- Un método in vitro util para pronosticar la respuesta al tratamiento
estandar en un individuo diagnosticado con Cancer Cervicouterino Localmente
Avanzado, dicho método caracterizado porque comprende: (a) determinar el perfil
de expresidn genética de una firma que comprende los genes ZNF238; SAP30;
C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11;
FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9;
RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 vy
ETAA16, en una muestra bioldgica previamente obtenida; (b) calcular la correlaciéon
del perfil de expresion genética de la muestra con los perfiles de expresion tipo
(centroides) asociados a una buena respuesta al tratamiento estandar y con los
perfiles de expresion tipo (centroides) asociados a una mala respuesta al
tratamiento estandar y (c) clasificar al individuo como un individuo con posibilidades
de presentar una buena respuesta al tratamiento estandar o como un individuo con

posibilidades de presentar una mala respuesta al tratamiento estandar de acuerdo
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con la similitud del perfil de expresion de la muestra respecto de los perfiles de
expresion tipo (centroides).

2.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
ademas porque la correlacion entre el perfil de expresion de la muestra y los
perfiles de expresion tipo (centroides) asociados a una buena respuesta al
tratamiento estandar y a una mala respuesta al tratamiento estandar se realiza
mediante la férmula: s = Corr(PsMP,N) — Corr(PsBP,N) en donde: PsMP es el perfil
de expresion tipo (centroide) asociado a una mala respuesta al tratamiento
estandar; PsBP es el perfil de expresion tipo (centroide) asociado a una buena
respuesta al tratamiento estandar; N es el conjunto de valores a ser evaluado y
Corr es la correlacién de Pearson definida para dos conjuntos de n valores X =
(X1,...,Xn)yY = (Y1, ...,Yn)de acuerdo con la siguiente formula: Corr(X,Y) =

Y (Xi=X)(Yi=Y)
oX oY

en donde X y Y son el promedio de los valores de X y de Y

respectivamente, y X y oY representan la desviacion estandar de los valores de X
y de Y respectivamente.

3.- El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 6
2, caracterizado ademas porque los perfiles de expresion tipo (centroides)
asociados a una buena respuesta al tratamiento estandar o a una mala respuesta
al tratamiento estandar se obtienen de los datos de expresion genética depositados
en el Gene Expression Omnibus del National Center for Biotechnology Information

con el numero de acceso GSE56303.
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4.- El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, caracterizado ademas porque el perfil de expresion de dicha firma en la muestra
bioldgica se determina mediante la medicion del ARNm.

5.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizado
ademas porque el ARNm se determina mediante cualquiera de las metodologias
seleccionadas del grupo que comprende: RT-qPCR, hibridacién in situ, hibridacion
con sondas especificas (incluyendo microarreglos de acidos nucleicos), ensayos
tipo Northern blot, ensayos de proteccion a endonucleasas y secuenciacion de
transcritos.

6.- El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, caracterizado ademas porque el perfil de expresion de dicha firma en la muestra
bioldgica se determina mediante la medicion de las proteinas para las que codifican
los genes que componen la firma.

7.- El método de conformidad con la reivindicacion 6, caracterizado
ademas porque la medicidén de las proteinas para las que codifican los genes que
componen la firma se realiza mediante cualquiera de las metodologias
seleccionadas del grupo que comprende: inmunohistoquimica, ensayos tipo
Western blot, ELISA, inmunofluorescencia e inmunoprecipitacion.

8.- El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7, caracterizado ademas porque la muestra biolégica se selecciona del grupo que
comprende: muestras congeladas de tumor y muestras de tumor incluidas en
parafina.

9.- Un kit util para pronosticar la respuesta al tratamiento estandar en un

individuo diagnosticado con Cancer Cervicouterino Localmente Avanzado
88



caracterizado porque comprende al menos: a) medios para determinar el perfil de
expresion genética de una firma que comprende los genes ZNF238; SAP30;
C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11;
FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9;
RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y
ETAA16, en una muestra bioldgica previamente obtenida, b) perfiles de expresion
tipo (centroides) asociados a una buena respuesta al tratamiento estandar o a una
mala respuesta al tratamiento estandar, c) medios para calcular la correlacién del
perfil de expresién genética de la muestra con los perfiles de expresion tipo
(centroides) asociados a una buena respuesta al tratamiento estandar y a una mala
respuesta al tratamiento estandar y d) instrucciones para clasificar al individuo
como un individuo con posibilidades de presentar una buena respuesta al
tratamiento estandar o como un individuo con posibilidades de presentar una mala
respuesta al tratamiento estandar de acuerdo con la similitud del perfil de expresion
de la muestra respecto de los perfiles de expresién tipo (centroides).

10.- El kit de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizado ademas
porque los medios para determinar el perfil de expresion genética son los medios
necesarios para determinar el ARNm de los 28 genes que componen la firma,
mediante cualquiera de las metodologias seleccionadas del grupo que comprende:
RT-gPCR, hibridacion in situ, hibridacion con sondas especificas (incluyendo
microarreglos de &acidos nucleicos), ensayos tipo Northern blot, ensayos de
proteccion a endonucleasas y secuenciacion de transcritos.

11.- El kit de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizado ademas

porque los medios para determinar el perfil de expresion genética son los medios
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necesarios para determinar las proteinas para las que codifican los 28 genes que
componen la firma, mediante cualquiera de las metodologias seleccionadas del
grupo que comprende: inmunohistoquimica, ensayos tipo Western blot, ELISA,
inmunofluorescencia e inmunoprecipitacion.

12.- El kit de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11,
caracterizado ademas porque los perfiles de expresién tipo (centroides) asociados
a una buena respuesta al tratamiento estandar o a una mala respuesta al
tratamiento estandar se obtienen de los datos de expresion genética depositados
en el Gene Expression Omnibus del National Center for Biotechnology Information
con el numero de acceso GSE56303.

13.- El kit de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12,
caracterizado ademas porque los medios para calcular la correlacién del perfil de
expresion genética de la muestra con los perfiles de expresion tipo (centroides)
comprenden un medio legible por computadora con las instrucciones necesarias
para calcular la correlacion.

14.- El kit de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13
caracterizado ademas porque los medios estan adaptados para el analisis de una
muestra biolégica seleccionada del grupo que comprende: muestras congeladas de
tumor y muestras de tumor incluidas en parafina.

15.- Un microarreglo de acidos nucleicos util para determinar la
respuesta al tratamiento estandar en un individuo diagnosticado con Cancer
Cervicouterino Localmente Avanzado caracterizado porque comprende una matriz

de sondas de polinucledtidos unidas a un soporte, en donde dichas sondas de
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polinucledtidos presentan secuencias complementarias e hibridables, bajo
condiciones de astringencia adecuada, a cada uno de los genes ZNF238; SAP30;
C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4; RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11;
FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPC1; TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRPY;
RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDC89; LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y
ETAA16 que componen la firma genética.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invenciéon se refiere a métodos utiles para pronosticar si un
individuo diagnosticado con cancer cervicouterino localmente avanzado, podria
presentar una buena respuesta o una mala respuesta al tratamiento estandar. Los
meétodos se basan en la determinacion del perfil de expresion genética de una firma
que comprende los genes ZNF238; SAP30; C100rf137; UHRF1; SUZ12; HMGN4,
RBBP4; ARID1B; PPP1CB; SLFN11; FLJ39378; ENDOGL1; RECQL; TRPCT;
TRIO; DNAH6; GNL3L; SLC36A2; SRP9; RPE; LDOC1L; PUS7L; CCDC89;
LOC644921; PLEKHG1; FAM111B; RPRD2 y ETAA16 y su comparaciéon con los

perfiles de expresion tipo.
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Capitulo 3

Gene signature Degradome: An efficient strategy to predict the distal metastasis in cervical
cancer patients.
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ABSTRACT:

Cervical cancer is a major cause of death in women worldwide; that mainly affects
developing countries. Overall survival prognosis for patients with chemo- and radiotherapy
treatment is approximately 50%. The patients that suffer recurrence and/or progression
disease have a higher risk of developing distal metastases. Proteases comprising the
degradome given its ability to promote cell growth, migration and invasion of tissues play
an important role during tumor development and progression. In the present study, we
used high-density microarrays system and qRT-PCR to evaluate the degradome profile and
their inhibitors in 112 samples of patients diagnosed with locally advanced cervical cancer.
Clinical follow-up was done during a period of three years; we included six samples of
normal cervical tissues as controls. In our results found 33 degradome genes sub-expressed
in tumor samples. In contrast, we observed an over-expression of isoforms of the catalytic
subunit beta 1-9 of the proteasome (PSMB1-9), these belong to the family of threonine
proteases. Interestingly, using a correlation analysis between the response to treatment
and the development of metastasis, we established a molecular signature comprising 10
genes (FAM111B, FAM111A, CFB, PSMB9, CASP7, BRCC3, PRSS16, CD74, PSMB8 and
CASP10) with capacity to classify patients at risk of distal metastases or not by Kaplan
Meier analysis. Eight genes of this signature, were used to test their ability to classify
patients with metastases (MD) or complete response (CR) in a group of 27 patients by real-
time PCR. In conclusion, the results of sub-expressed genes suggest that they have a
function as tumor suppressors, as well as for over-expressed genes we propose a important
function during cervical carciongénesis. Finally, the results show that the molecular
signature obtained from degradome genes can predict the risk of metastasis in patients
before starting treatment.
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Introduction

Cervical Cancer (CC) is the second most common cancer in women worldwide with an
estimated of 275,000 deaths in 2008; almost 88% of affected women are diagnosed in
developing countries (Jemal et al., 2011). CC is detected by simple cytological screening
methods such as “Pap smear”, which are successfully employed in developed countries.
However in less developed regions, most patients are diagnosed in locally advanced stages
associated with the presence of large tumors whose mortality/incidence ratio is about 50%
(Green et al.,, 2001; Jemal et al.,, 2011). The standard or conventional treatment for
patients with locally advanced cervical tumors classified as IB2-IVA is based on
radiotherapy in combination with Cisplatin chemotherapy (40 mg/m?), followed by
brachytherapy (Waggoner, 2003; National Comprehensive Cancer Network, 2009); despite
conventional treatment, approximately 50 % of patients develop distal recurrence that is a

clinical manifestation of metastatic disease.

The conventional treatment in LACC offers clinical benefits by controlling pelvic tumor
growth, however these benefits are controversial, since different studies have revealed
that it has not extended significantly the overall survival in at least 40% of patients (Kirwan
et al., 2003; Pearcey et al., 2002). It has also been shown that more than 35% of patients
can develop a distal recurrence after conventional treatment (Chemoradiotherapy for
Cervical Cancer Meta-Analysis Collaboration, 2008). The most common organs affected by
distal metastatic growth in CC are liver, lungs, paraaortic lymph nodes and bones (Webb
and Symmonds, 1980). Therefore it is imperative the discovery and validation of molecular

biomarkers which may be used for an early detection of distal recurrence which is
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considered as a therapy failure- allowing physicians to provide individual alternative
treatments as soon as possible. The advent of high-throughput technologies enables us to
define tumors as a function of gene expression profiles and use this information to improve
identification of patients that would benefit with the conventional treatment and those

that develop distal recurrence.

In spite of clinical significance of metastasis in cancer patients, the molecular processes
involved in migration and invasion of cancer cells are poor understood; however it is clear
that a crucial mechanism is activated by metastatic cancer cells, producing degradation of
extracellular matrix (ECM) (Egeblad and Werb, 2002; Kessenbrock et al., 2010). Many
groups have focused on showing the participation of multiple ECM proteases and their
inhibitors as regulators and mediators of metastatic behavior in cervical cancer tumors and
the derived cell lines (Brummer et al., 2002; Maity et al., 2011; Cardeal et al., 2012; Roomi
et al., 2012). We reasoned that degradome associated genes have an important role in

cancer metastasis and cellular migration process in LACC patients.

The human degradome encompasses the total genes that encode proteases (also
recognized as peptidases and proteases) and their endogenous inhibitors, known as
proteases inhibitors (Lépez-Otin and Bond, 2008; Lépez-Otin and Overall, 2002; Overall and
Lépez-Otin, 2002); the biological and physiological meaning of the degradome is clear in
several key processes such as embryonic development, cellular differentiation,
proliferation, apoptosis, migration, angiogenesis and malignant invasion (Lopez-Otin and
Bond, 2008; Turk et al., 2012). At present, several studies have analyzed the expression of

specific proteases and their inhibitors in the context of clinical information in CC patients,
98



particularly it has been shown in different studies that MMP-2 and -9 are overexpressed in
CC specimens, in contrast to normal counterparts ( Sheu et al., 2003; Nasr et al., 2005;
Rauvala et al., 2006; Ghosh et al., 2014). However, the degradome-related genes have not
been analyzed yet by a global and systematic approach in CC and their association to

clinical response.

In this article we aimed to evaluate expression levels of the entire Protease family
consisting of cysteine, aspartyl, threonine, metallo and serine proteases and their inhibitors
in a cohort of 112 patients diagnosed as LACC by means of genome-wide high-density
microarrays. We found that 562 genes were aberrantly expressed in tumor tissues (373
genes were overexpressed and 189 down regulated in tumors respect to normal tissues).
Interestingly, all members of threonine proteases were consistently overexpressed in
tumor tissue. After conventional treatment, patients were followed up by Computerized
Axial Tomography Scan (CT) and then assigned as complete responders (CR) or metastatic
disease patients (MD) who developed new target lesions on distal organs; according to
RECIST 1.1 criteria. Our findings revealed 10 degradome-related genes with the ability to

predict distal metastasis in patients with locally advanced cervical cancer.

Materials and methods

Patients

Patients diagnosed with Locally Advanced Cervical Cancer (LACC) were enrolled after
accepting and signing an informed consent; institutional ethics and scientific committees

approved the protocol. Hence, a total of 112 patients were prospectively enrolled in
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA- National Cancer Institute- of Mexico (INCan)
tumor-banking protocol at the time of diagnosis (April 2010 through August 2012).
Immediately after punch biopsy, tumor samples were split into three pieces, one for
pathological confirmation of at least 80% of tumor cells, and the remaining two for RNA
and DNA isolation. It is very important for this kind of protocols to confirm that the
molecular studies are obtained from tumor cells. RNA and DNA biopsies were frozen in
liquid nitrogen until nucleic acid extraction. Patient eligibility criteria were: a) confirmed
pathologic diagnosis of cervical cancer staged IIB and IlIB (LACC); b) biopsies with Pathology
report with more than 80% of tumors cells; c) age older than 20 and younger than 70 years;
d) high quality DNA and RNA samples; e) no other comorbidity; f) no previous oncological
treatment; and finally g) patients able to receive the standard or conventional therapy
based on concurrent chemo and radio-therapy. Chemotherapy was based on weekly CDDP
[cis-diamminedichloroplatinum (lI)] at 40mg/m? during five-six cycles. Radiotherapy
consisted in external radiation and intracavitary brachytherapy, for a total dose of 64-66 Gy
over 67 days (National Comprehensive Cancer Network, 2009). Hence, all patients received
the same conventional treatment. Clinical characteristics of patients are summarized in
Table 1. Healthy cervical tissues were obtained from patients who had undergone
hysterectomy by uterine myomatosis. Inclusion criteria were: a) no previous cervical
surgery (such as the loop electrosurgical excision procedure or cone biopsy); b) no HPV

infection; c) no hormonal treatment, and d) at last three previous negative Pap smears.
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Clinical Definitions

Staging was assessed according to the International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) classification (Hirschowitz et al., 2013) . Clinical response was evaluated
by RECIST 1.1 criteria and computed axial tomography (CT scan); and were assigned as
Complete Response (CR), defined as the disappearance of all signs of cancer in response to
treatment and Metastatic Disease (MD) the appearance of one or more new lesions after
treatment is considered as Metastatic Disease. New lesion identified on a follow-up study
in an anatomical location that was not scanned at baseline is considered a new lesion and

will indicate Metastatic Disease (Eisenhauer et al., 2009).

HPV genotyping

DNA was obtained from cervical tumor biopsies by means of MagNAPure Compact
Instrument following manufacturer recommendations (Roche Diagnostics GmbH Roche
Applied Science Mannheim, Germany). HPV genotyping was assessed by two approaches,
Linear Array HPV Genotyping (Roche Diagnostics GmbH, Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim Germany), and Nested Multiplex Polymerase Chain Reaction (NMPCR MY/GP

primers) with subsequent PCR-fragment direct sequencing (Sotlar et al., 2004)

RNA Purification and Microarray Hybridization
Eighty-five samples were obtained at the time of diagnoses and were used to discover a
gene degradome-related expression profile. We compared gene expression signatures of

patients with complete response (CR) with gene expression signatures of patients
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diagnosed as Metastatic Disease (MD). Quality of RNA was assessed by means of 18S:28S
ratio. Hybridization targets were prepared from 250 ng of total RNA and amplified with
whole transcriptome amplification kit 2 (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Four micrograms of
amplified and Cy3 labeled cDNA were used to hybridize into high-density microarrays
containing 45,000 features according to recommended protocol of Nimblegen (Nimblegen
Roche, Mannheim, Germany). After standard washes, the arrays were scanned on the
Nimblegen MS200 microarray scanner. Digitalized images were stored for further analyses.
The microarray raw data of this study is public available at GEO database (Gene Expression

Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) with the accession number GSE56303.

Microarray Preprocessing and Statistical Analysis

Digitalized images were gridded by using the NimbleScan v2.6 Software (Nimblegen Roche,
Mannheim, Germany). Then, Robust Multi-Array Analysis background normalization and
qguantile normalization were performed for intra- and inter-array normalization,
respectively. Genes with signal intensities above 95% of random threshold were filtered
(Simon and Biot, 2010). Differential expression between normal and tumor tissues and
between clinical outcomes was assessed by ANOVA tests and significance statistics for each
gene were obtained by Genesis 2.1 software (Sturn et al., 2002). Graphics were generated

by using the same software.
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Expression of degradome-related genes
To evaluate the expression levels of 584 degradome associated-genes (from which we
analyzed 562 genes) and 117 protease inhibitors (679 analyzed genes represented in the

degradome database http://degradome.uniovi.es/dindex.html), we search for their

expression levels in our microarray data set.

Assessment of Protein expression on tissue microarray

Genes that significantly altered their expression level between normal and tumor tissues
were evaluated by means of protein expression; we made the analysis based on Human
Protein Atlas database (HPA), which is a public available database containing images that
show the spatial distribution of proteins in tissue microarrays by immunohistochemical
staining (IHC) (Uhlen et al., 2010). The generated tissue microarrays included samples from
46 different normal tissue types from 138 individuals and 20 different types of cancer from

216 patients (http://www.proteinatlas.org/). Hence, selected genes were searched for

their protein expression on cervical tissue microarray samples. We examined the
expression levels of PSMB2, CAST, CTSB, USP50 and CST9 proteins on HPA database. The
selected antibodies reported on http:// www.proteinatlas.org/ were HPA026324 for
PSMB2, CAB009491 for CAST, CAB000457 for CTSB, HPA039470 for USP50, and HPA029190
for CST9. Protein expression analyzed on cervical tissue samples (normal cervical epithelia
and cervical cancer tissues) was reported according to the intensity of immune staining
(negative, weak, moderate and strong); moreover, subcellular localization (nuclear and/or

cytoplasmic/membranous) was indicated.
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Disease free Survival Analysis.
Disease Free Survival (DFS) of the resulting patient groups was evaluated using the Kaplan-
Meier analysis, and the statistical significance of survival differences was determined with

log-rank test (Mantel-Cox) test.

Validation of Gene Expression Profile by qRT-PCR.

We searched for the most representative genes of patients with complete response that
could differentiate into metastatic tumors; to achieve this objective, we employed the
remaining 27 samples to validate the gene expression profile identified in the discovered
tumor set. Eight differentially expressed genes (FAM111B, FAM111A, CFB, PSMB9, CASP7,
PRSS16, CD74 and PSMB8) were subjected to quantitative reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (QRT-PCR). Each primer set was designed by an experimentally
verified computer algorithm and then tested in a quality control assay to guarantee that
they yield a single band of the predicted size by agarose gel electrophoresis. The sequence
of primers and PCR conditions are shown in supplemental table S1. Reverse transcriptase
reactions were performed according to the MMLV protocol from Promega (Madison WI,
USA) following vendor recommendations. Real time PCR was performed using FastStart
SYBR Green master. In Light Cycler 480 instrument Il (Roche, Mannheim, Germany)
according to manufacturer’s protocol. Duplicate RT samples were used in each assay and
data were normalized with B-actin “housekeeping gene”. The comparative Ct method

(AACt) was used to quantify gene expression, and relative quantification was calculated as

2-AACt
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Results

Clinical Characteristics of cervical cancer patients

We recruited a total of 112 patients from (INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA-
National Cancer Institute- of Mexico (INCan) between April 2010 and August 2012. The
range of age of the recruited patients varied between 29 and 69 years with a median of 48
years. The majority of patients were classified according to FIGO as IIB (63.3%) and IlIB
(22.3%) stages. The histological type found was mostly squamous cell carcinomas with 101
patients (90.1%); while 11 patients were adenocarcinoma (9.8%). As expected, the major
HPV types found were type-16 (46 patients), 18 (22 patients), 45 (13 patients) and others
not relevant for this paper. The median clinical follow-up was 36 months. Eighty of the
patients (71.48%) were diagnosed as complete responders during the whole follow-up.
Thirty-two patients (28.5%) were diagnosed with new target lesions (MD); the main organs
with distal metastases were lungs, and retroperitoneum with 29.4% for each one, followed
by liver, and regional lymph with 8.8 % for each one. The clinical-pathological

characteristics are shown in Table 1

Expression of Degradome-related genes clearly discriminate cervical cancer tissues from
their normal counterparts.
The crucial mechanism that has to be activated by metastatic cancer cells is the

degradation of extracellular matrix by the action of a group of proteases that are known as
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degradome. To obtain a comprehensive picture of degradome-related genes between
normal and tumor tissues derived from CCLA biopsies, we evaluated the expression levels
of the degradome-associated genes and their inhibitors (Quesada et al., 2009). Our
database contains information of 562 proteases grouped into five families (Aspartyl,
Cysteine, Serine, Threonine and Metallo-proteases) and 117 inhibitors (Figure 1A). The
analysis of the degradome-related gene expression levels in 85 tumors and six normal
samples shows two groups of genes differentially expressed clearly defined between tumor
tissues and their normal counterparts, which can be observed in Figure 1B.

By means of unsupervised clustering, we found that 189 genes belonging the human
degradome are consistently expressed in normal tissues, while 373 genes are
underexpressed. Genes that consistently affected their expression between normal and
tumor samples included 18 Aspartyl proteases (from 23 genes), e.g. cathepsin D (CTSD);
122 metalloproteases (from 190), e.g. metalloprotease 2 and 9; 118 serine proteases (from
182), e.g. tripeptidyl peptidase Il (TPP2); 12 threonine proteases (from 15), e.g. proteasome
subunit alpha, and finally 103 cystein proteases (from 152), e.g. caspases 1, 3 and 8.
Respecting to inhibitor proteases, 85 genes out of 117, belonging to metalloproteinase
(TIMPs 1,2,3 and 4) showed altered expression levels between normal and tumor tissues.
Interestingly, among the genes whose expression was altered, we found that all
proteasome catalytic-subunit beta type 1-9 isoforms (PSMB1-9) belonging to threonine
proteases genes were overexpressed in tumor tissues in comparison to normal samples.
Together, these results showed that degradome-related gene expression pattern could

clearly distinguish tumor samples from their normal counterparts (Figure 2).
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Following a significant one-way analysis of variance ANOVA (p< 0.01; Log2 fold change >2),
we found that 183 genes showed noteworthy differences between normal and tumor
samples, 47 genes were underexpressed in tumor tissue, while 136 were overexpressed
(Supplementary Table 2). The finding of several proteases acting as Tumor suppressors
such as Cystein Proteases USP33, that was reported as cancer suppressor in colorectal
cancer cells (Huang et al., 2014) or the serine proteases ST14 in colon carcinogenesis (Kosa
et al., 2012), allows us to suggest the possibility that the overexpressed proteases of tumor
samples of cervical cancer could also have tumor-supressing properties (Supplementary
Table 2).

For further confirmation of gene expression levels obtained by microarray experiments, we
performed an immunohistochemical analysis of normal and tumor cervical sections to
evaluate the expression of the top five differential expressed genes (Table 2). Therefore,
we accessed the Human Protein Atlas database (http://www.proteinatlas.org/), which has
information on protein expression. Thus, in agreement to microarray analysis positive
immunostaining in tumor specimens was observed as follows: PSMB2 (22 positive out of 24
analyzed tissues), CAST (18/22) and CTSB (20/20). On the other hand, the protein
expression levels of USP50 (0 out of 22 tumor samples analyzed) and CST9 (6 out of 24) are
low compared to non-tumor tissue (Figure 3). Protein expression showed a predominant

cytoplasmic/membranous presence mainly on CC epithelial cells.
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Degradome-related genes are associated to CCLA metastasis

Proteases play a crucial role in the onset and spreading of cancer, mainly in the steps
leading to the progression from cellular transformation to tumor invasion and metastasis.
Therefore, it has been postulated a "dependency to proteases" by tumor cells (Fraile et al.,
2012). This increases the probability of finding early biomarkers of metastasis by measuring
the expression levels of genes encoding proteases and their inhibitors. In CCLA, majority of
patients who look for medical care, usually suffer already of metastases in distant tissues

and nowadays there is no reliable method for predicting metastases early.

Interestingly, in order to test the hypothesis that degradome-related genes are associated
with Cervical Cancer metastases, we correlate clinical data to gene expression profiles that
were obtained at time of diagnosis before patients undergo the conventional treatment.
Thus, the expression levels of degradome-related genes were employed to discriminate
patients with metastasis or distal recurrence (MD) and patients who had complete
response (CR) to treatment (36 months median follow-up). After ANOVA test we obtained
ten degradome-related genes (FAM111B, FAM111A, CFB, PSMB9, CASP7, BRCC3, PRSS16,
CD74, PSMB8 and CASP10; p<0.0). Given their characteristics and significant values
obtained in the ANOVA test, these data were used to conform a genomic signature
associated to metastasis and propose it to be used as a set of molecular biomarkers for
early diagnosis, and thereby classify patients at risk for metastasis or complete response.
Figure 4, shows hierarchical clustering of expression profiles of each one of the patients

and the molecular signature associated with metastasis (Euclidean distance, and the
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method of grouping complete linkage clustering). In this clustering we also included the
expression of normal samples, however, for the ANOVA test, they were no taken into
account. In the image, we can see that patients with good response who overexpressed the
10 genes in an interesting way, patients who presented metastasis have low expression
levels similar to the expression levels of normal samples, for this reason these genes are
part of what we called the molecular signature of the degradome. Interestingly, the
expression levels between normal samples and patients with metastasis are very similar,
these data suggest that small changes in the expression levels of these genes result in
establishing a complete response to treatment or developing metastasis, we then can say

that our molecular signature is sufficiently sensitive to detect these changes.

Metastasis-free survival analysis.

Significantly, during the validation of a molecular signature it should prove their predictive
efficiency by an analysis of disease-free survival, in this case we used our proposed
molecular signature and this was assessed by Kaplan-Meier analysis (Figure 5).
Consistently, data obtained showed that the poor prognosis group (positive score) is clearly
separated from the good prognosis group (negative score) four months after treatment
end. These results revealed the capacity of the 10 genes to classify patients into groups of
good and poor prognosis. The survival curve was performed using the Long-rank test

(Mantel-Cox), P value = 0.0002.

To validate these results in a group of patients, we performed an analysis by gRT-PCR of

the following eight genes FAM111B, FAM111A, CFB, PSMB9, CASP7, PRSS16, CD74 and
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PSMB8 from the molecular signature reported in a group of 27 samples of patients with
LACC subjected to conventional treatment (Table 1). In the figure 5, we show the scatter
plots of 2e*ATvalues obtained from CTs of each eight tested genes in the 27 samples. Each
graph shows the expression levels of each gene in both groups (CR) and (MD). Our results
are consistent with previous analysis tested in this work, showing a lower level of
expression in MD group compared with CR group, indicating that the molecular signature
genes have the ability to classified LACC patients with high risk of metastasis despite being
subjected to conventional treatment. For all the above exposed, we propose the molecular

signature of degradome as early biomarkers of metastasis.

Discussion

In developing countries nearly 88% of women are diagnosed with CC (Jemal et al., 2011) in
locally advanced stages (LACC) associated to the presence of large tumors with a
mortality/incidence ratio about 50% (Green et al.,, 2001; Jemal et al., 2011). The
Conventional treatment for these patients is based on radiotherapy concomitant with
chemotherapy based with Cisplatin, followed by brachytherapy (Waggoner, 2003). Despite
conventional treatment, approximately 50% of patients will develop progression or

recurrence, which is a clinical manifestation of metastatic disease.

A better understanding of the molecular mechanisms that promote metastasis in cervical
cancer is a major challenge because the current knowledge about it is controversial and
scarce (Yates and Campbell, 2012). According to Kashiwazaki and co-workers, multiple

genes are involved during acquisition of invasiveness and tumor progression (Kashiwazaki
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et al.,, 2008). Thus, genetic analysis with microarray systems is a better approach to
understand these mechanisms. Added to this, proteases have a key role during different
stages of carcinogenesis, mainly in tumor progression and metastasis. In this context, the
degradome genes and associated inhibitors play a key role related with malignancy and
metastases (LOpez-Otin and Overall, 2002; Kessenbrock et al.,, 2010; Mason and Joyce,
2011). During the establishment of expression profiles by microarray systems it is very
important to consider the number of the samples included to obtain reliable data about
the process to be studied, in this sense, a recent investigation reported a gene expression
signature associated to the treatment with Angiocidin and Darapladib in cervical cancer;
this study included 126 samples obtained from four public available microarray studies
(Koch and Wiese, 2013). Unlike these authors, in this study we included 112 samples of
patients recruited and processed in the same place (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCEROLOGIA- National Cancer Institute- of Mexico, INCan). This is an important
consideration, because this way, we had a better control over the clinical information and
the processing of samples. The results obtained in this investigation demonstrate
conclusively the data analysis made by high-resolution microarray system and their
behavior respect to proteins that make up the degradome and their inhibitors in samples
of patients diagnosed with Locally Advanced Cervical Cancer (LACC) and healthy cervical
tissues (Figure 1). This technology has allowed us to evaluate many genes simultaneously
to establish expression profiles and correlations between clinical phenotypes and genes
expressions. As expected, many overexpressed genes found in tumor samples in this

investigation, have been reported in cervical cancer. CTSD (Cathepsin D) is an example of
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these genes; this is an Aspartyl protease reported in uterus, ovary and lung cancer. It has
been observed a correlation between its cytosolic overexpression and a poor-prognosis in
breast cancer. Also, it has been used as a breast cancer biomarker (Wolf et al., 2003).
Interestingly, other overexpressed gene that we found is CSTB, which encodes to Cathepsin
B, a protein belonging to the family of Cysteine proteases characterized as protease with
high metastatic potential in brain, colon, prostate and thyroid tumors (Murnane et al.,
1991). In these tumors, overexpression is associated to premalignant injuries, suggesting
that this enzyme plays an important role during cellular transformation in early stages of
malignancy (Hughes et al., 1998). In contrast, we found a decreased expression of these
genes in health tissues, indicating their potential involvement during malignancy
progression.

Regarding to MMP-2 and -9 metalloproteases, whose expression levels have been
correlated to tumor progression; we found that are overexpressed in tumor tissues
compared with normal tissues, as reported by Rauvala et al., 2006. These data suggest that
these proteases are synthetized by tumor cells in LACC patients, there are as well other
reports on head and neck squamous cell carcinoma using quantitative real-time reverse
transcription-PCR analysis (Stokes et al., 2010).

We have observed that MMPs is another large family of proteases that presents significant
changes in cervical cancer. Generally, in normal conditions these proteases are produced in
moderate to low expression levels; however, during pathological conditions the expression
profile change by extracellular matrix remodeling, inducing an increase in the expression

levels of these enzymes.
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We found that 122 MMPs are differentially expressed between normal and tumor cervical
tissues. These data establish a correlation with data already reported, related to the
association between increased of expression levels of MMPs and tumor progression and
invasion processes (Stokes et al., 2010). Interestingly, we found a series of MMP genes
down-regulated in tumor tissues, these genes are XRCC6BP1, XPNPEP1, SNX3, UQCRC2,
TFRC, STAMBP, RNPEPL1 y SLC25A10 (Table 3). In contrast, we found that these genes are
up-regulated in normal tissues, suggesting a possible role as tumor suppressors as
described for other genes in colorectal carcinoma and cervical cancer (Fraile et al., 2013;
Koch and Wiese, 2013). In dissimilarity with previous reports about the association
between up-regulation of MMP-21 and cancer prognosis in gastric and colon cancer (Wu et
al.,, 2013, 2011), we observed a down-regulation in tumor samples in comparison with
normal tissues. For this reason, we could not establish a correlation between expression of
this metalloprotease and the metastatic process in cervical cancer.

Although, overexpression of genes as PSMB2 has been reported in ovarian and cervical
cancer; significantly, in our results, we found widespread overexpression of genes
belonging to the Threonine protease family called TO1, whose expression profile changes
radically in tumor tissue in comparison to healthy tissues, mainly genes such as PSMB1 to 9.
These genes encode to proteins that are part of the proteosome, these group of proteins
have an important role during the process of carcinogenesis and are very important for
metastases development, suggesting that this structure plays a relevant role in tumor
progression in patients diagnosed with Locally Advanced Cervical Cancer (LACC).

With the data obtained in this study, we established the profile of degradome in cervical
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cancer, considering as well the healthy tissue samples. The purpose of this study is to use
this profile to identify a differential expression of proteases with anti-tumor function
associated to metastases and most important the establishment of a molecular signature
called the degradome. The molecular signature of degradome established in this study is
composed of 10 genes with statistically significant expression levels to differentiate two
well-defined patient groups, one with complete response to treatment and two, patients
with recurrence and metastases (Figure 4). Many authors have reported molecular
signatures of genes associated to different cancer types, although these signatures provide
an interesting insight in the research of biomarkers in cancer (Stokes et al., 2010; Huang et
al., 2011; Fraile et al., 2013), including cervical cancer (Koch and Wiese, 2013; Peng et al.,
2015), they are not efficient enough since the number of samples is statistically limited,
and have been established based on data obtained after treatment, there is also a lack of
statistical analysis to validate genes as predictors of metastases, these considerations were

included in this study.

The clinical follow-up of each patient, together with the molecular data obtained in this
study allow us to obtain a practical clinical application. In this regard, one of the major
problems in the treatment of patients with LACC is the resistance to chemo- and
radiotherapy, which results in the recurrence/progression of the disease. In addition,
patients who are in this condition generally are subjected to alternative treatments, which
deplete their quality of life that has already been compromised by disease evolution and/or
the conventional treatment, all this reduces their chances of survival. In this work, we

found a group of genes with ability to classify early patients with cervical cancer that could
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metastasize despite conventional treatment (Figure 5). The molecular signature of
degradome is composed of nine genes and one protease inhibitor. Our results allow us to
propose this signature as a potent tool to classify patients with high and low risk of

developing metastases and in this way select a more appropriate treatment.

Conclusions.

The degradome genes and their inhibitors suffer changes in expression level during
carcinogenesis development which have remarkable effect on the tumor progression and
to be closely related to the processes of degradation of ECM, addressing a major part of
the invasion and migration. Our results reveal that there are significant differences
between expression profiles of healthy cervical tissue and tumor biopsies of LACC,
comprising since 64.2% metallo-proteases; 64.8% of serine-proteases; 67.7% of cysteine-
proteases; 78.2 of Aspartyl-proteases and 80% Threonine-proteases. The threonine-
proteases are over-expressed in convincing way LACC. The importance of this result is that
part of the sub-unit of the catalytic core of the proteasome. Given the importance of this
complex in LACC, this result makes it clear that over-expression of the threonine protease

plays an important role in this disease.

Other remarkable result was proteases sub-expression profile in tumors relative to healthy
tissues profiles, and that this behavior makes tumor suppressor candidates. Although these

results need to be validated in further functionally studies. The most important
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contribution in this paper was to establishment of the molecular signature derived from
degradome genes and associated with clinical response to predict metastases early way.
This work offerings a significantly large population to obtain reliable results. We report
nine genes of degradoma, which could predict prematurely the risk of suffered metastases

in patients with LACC.
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Figure 1
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Figure 1. Global analysis of the expression profile in cervical degradome. A) The graph shows the global
expression profile of the degradome and protease inhibitors through an unsupervised analysis if 679 genes.
At the bottom of the image are shown the genes that codify for proteases according to the class they belong
to and protease inhibitors. The left column shows the patients with a complete response (white boxes) and
the patients with metastasis (black boxes), the normal cervical samples are indicated with the blue boxes. B)
Supervised analysis of global expression profile of cervical degradome. 183 differentially expressed genes of
the degradome and protease inhibitors are shown (Fold change >2 and p value >0.01) both between normal
tissue and locally advanced cervical cancer tumors. Genes with greater expression are shown in red (see
thermal map at right) underexpressed genes appear in blue.

¥

117



Figure 2
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Figure2. The hierarchical clustering of threonine proteases in both healthy and tumor cervical tissues. The
graph shows the expression of 17 genes belonging to threonine proteases, which shows that expression in
normal tissues (gray boxes) is lower compared to tumor tissues profiles (white and black boxes). Clinical
response of patients to the conventional treatment is shown with the boxes at the bottom, white boxes,
complete response (CR), black squares; patients with metastatic disease (MD). The expression levelsis
indicated in red for the overexpressed genes and in blue for underexpressed genes (see temperature scale at
the top).
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Figure 3
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Figure 3. Validation of differentially expressed proteins between cervical cancer and normal cervical tissues
by immunohistochemistry. The Immunodetection was observed in brown on the tissue surface. The image
shows the overexpression of PSMB2, CAST and CTSD proteins in tumor tissue and underexpressed on normal
cervical tissue, while for USP50 and CST9 proteins it is observed that they are underexpressed in tumors and
overexpressed in normal tissue. These data are consistent with the differential expression of genes obtained
by microarray analysis.
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Figure 4
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Figure 4. The Genes differentially expressed between patients with metastasis and complete response. The
graph shows the grouping of the patients based on their clinical response. The analysis identified 10 genes
differentially expressed of the degradome and protease inhibitors. The grouping shows that these genes are
underexpressed in normal tissue and that apparently there is a transition that makes them to be
overexpressed in tumors of locally advanced cervical cancer. The intermediate profiles are associated with
metastasis. The overexpressed genes are indicated in red (see right thermal map) while underexpressed
genes are shown in blue.
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Figure 5

Figure 5. Disease-free survival analysis. The Graph of Kaplan Meyer analysis displays the data of metastasis-free survival and the
correlation with the molecular signature predictive of metastasis (10 genes). Negative values are correlated with a good
prognosis while a positive score with bad prognosis. The survival curve was calculated using the log-rank test (Mantel-Cox) test. P

Value = 0.0002
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Figure 6
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Figure 6. Validation of the metastasis signature of LACC. The Scatter plots illustrate the individual comparison of
data from quantitative real-time-polymerase chain reaction (qRT-PCR) of 27 patients analysis and 8 genes selected out of 10 with
a metastatic prognosis belonging to the degradome b. (2-DDCT values were plotted in the two sets of patients, complete
response (C) and metastatic disease patients (MD). Horizontal bars show the median values. P Value for individual genes was
calculated by Mann Whitney test.). The black square shows the patients diagnosed with distal metastasis.
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Tables

Table 1. Clinical pathological status of patients (n=112)

Characteristics Patients
N= (%)
Age
Median 48
Range 29-69

Histological type

Squamous cell Carcinoma 101 90.1%
Adenocarcinoma 11 9.8%
Clinical stage (FIGO)

1B2 12 10.7%
1A 2 1.7%
11B 71 63.3%
1A 2 1.7%
111B 25 22.3%
VPH genotypification (Frequency)*

Type 16 46

Type 18 22

Type 33 3

Type 45 13

Others 24

Not determinate 28

Distal Metastasis**

Lungs 10 29.4%
Kidneys 1 2.9%
Bones 1 2.9%
Liver 3 8.8%
Retroperitoneum 10 29.4%
Central nervous system 1 2.9%
Regional lymph nodes 3 8.8%
Paraaortic lymph nodes 1 2.9%
Bladder 2 5.8%
Vulva 1 2.9%
Pleural 1 2.9%
Treatment outcome***

Complete response (CR) 80 71.4%
Metastatic disease (MD) 32 28.5%

*Frequency represent single and coinfection number
**Data represent all invaded organs

***All the patients received radiotherapy and cisplatin as coadyuvant
(50Gys external radiation, 35 Gys Intracavitary braquitherapy and 6
cycles of 40 mg/m?2 CDDP)
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Table2. The top ten differentially expressed genes between in tumor and normal cervical tissues.

Normal tissue

Class protease Unique ID Gene Name P value . Cancer related
expression

Threonine proteases BC107901 PSMB2 0* -3.5304444 Ovarian and Pancreatic cancer

Protease inhibitor NM_004355 cD74 0 -3.2385461 Head and neck, Lung and Pancreatic
cancer

Protease inhibitor NM_001025158 cD74 0 -3.3279352 Head and neck, Lung and Pancreatic
cancer

Cysteine proteases BC010240 CTSB 0 -3.4768603 Endometrial, Melanoma, Breast and
Colorectal cancer

Metalloproteases NM_003756 EIF3H 0 -3.4129493 Breast, Colorectal, and Lung cancer

Cysteine proteases BC016828 ASAH1 0 -2.8341002 Prostate and Pancreatic cancer

Cysteine proteases NM_002056 GFPT1 0 -3.3372374 Pancreatic cancer

Threonine proteases NM_002794 PSMB2 0 -3.3662217 Ovarian and Pancreatic cancer

Cysteine proteases NM_017670 OTUB1 0 -3.2754836 Ovarian cancer

Metalloproteases NM_005805 PSMD14 0 -2.6835728 Neuroblastoma

Aspartyl proteases NM_001909 CTSD 0 -3.1947339 Breast cancer

Protease inhibitor NM_173061 CAST 0 -3.2491024 Breast cancer

Cysteine proteases NM_203494 USP50 1.25E-09 2.12928 No reporter

Protease inhibitor BC062679 CST2 2.62E-10 2.25578 Bone metastasis

Cysteine proteases NM_020903 USP29 8.82E-11 2.2994497 No reporter

Protease inhibitor NM_175575 WFIKKN2 6.30E-09 2.092897 No reporter

Protease inhibitor NM_033341 BIRC8 2.28E-11 2.3237448 Hepatic cancer

Serine proteases NM_001030048 KLK3 1.53E-12 2.4789324 Prostate cancer.

Metalloproteases NM_002390 ADAM11 2.62E-14 2.670062 Breast, Prostate cancer

Protease inhibitor NM_001008693 CST9 3.62E-12 2.458716 No reporter

Protease inhibitor NM_080610 CSTOL 4.22E-15 2.7024367 Pancreatic cancer

Metalloproteases NM_147191 MMP-21 1.18E-14 2.6113539 Gastric, colorectal and Pancreatic

cancer

*0 represent P value < E-17.
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Table3. Selection of the proteases proposed as tumor suppressors in LACC

Protease class Unique ID Gene Name P value

DL NM_032802 SPPL2A 7.97E-10
Proteases

NM_015017 USP33 1.48E-14

NM_003470 USP7 2.62E-14

BC107137 USP3 1.20E-13

NM_025079 ZC3H12A 1.18E-14

NM_203494 USP50 1.53E-12

NM_006002 UCHL3 2.21E-11

NM_032236 USP48 2.28E-11

AF157320 UCHL5 5.88E-10

NM_001017415 USP1 8.92E-10

Cystein NM_006590 USP39 2.62E-10

P — NM_001001992 USP16 7.43E-10

BC028583 SENP6 4.24E-10

AF199458 SENP7 4.46E-09

BC015930 UsP25 3.62E-09

NM_020935 USP37 1.25E-09

NM_005632 CAPN15 3.21E-08

NM_003825 SNAP23 1.91E-08

NM_020903 USP29 3.53E-08

NM_021627 SENP2 4.95E-08

BC003556 usP14 2.29E-08

NM_033276 XRCC6BP1 4.22E-15

NM_020383 XPNPEP1 4.02E-12

NM_003795 SNX3 3.77E-10

Metalloproteases NM_003366 UQCRC2 1.15E-09

NM_003234 TFRC 2.57E-09

NM_006463 STAMBP 4.63E-09

NM_018226 RNPEPL1 3.13E-08

NM_012140 SLC25A10 3.59E-08
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Table 4. Degradome markers associated to distal metastasis in LACC.

Protease class Unique ID Gene Name P value M?:Z;t:)ﬁs resic:)r::l(?\tfﬁl)
Serine Proteases NM_198947 FAM111B 2.13E-04 -0.3698766 0.38607234
Serine Proteases NM_022074 FAM111A 7.44E-04 -0.32289827 0.35814327
Serine Proteases NM_001710 CFB 0.00128042 -0.23036823 0.33178642
Threonin Protease NM_002800 PSMB9 0.00169618 -0.17461756 0.31378213
Cystein Proteases NM_001227 CASP7 0.00247091 -0.33585915 0.27287108
Metalloproteases NM_001018055 BRCC3 0.00493586 -0.37924066 0.29270148
Serine Proteases NM_005865 PRSS16 0.00562596 -0.4479072 0.22495453
Inhibitor proteases NM_001025159 CD74 0.00577284 -0.12062164 0.34139398
Threonin Protease NM_004159 PSMB8 0.00586903 -0.23646922 0.30809698
Cystein Proteases BC042844 CASP10 0.00649584 -0.4387596 0.23349372
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Table S1. Primer sequences employed in the validation by qRT-PCR

Name 5'-3' sequence GenelD Nt position

FAM111B_F ATTCAAGACATTTCAGGTGGCAG 151-173
NM_198947

FAM111B_R CCTCTGGTCATCTTCCATAGCG 303-282

FAM111A F*  CCCTGTGCTTTGAAGATACTGC 142-163
NM_022074

FAM111A_R* TGTTGCTCTTTAGAGACCGGAG 322-301

CFB_F AAGGCAGAGTGCAGAGCAAT 561-580
NM_001710

CFB_R CACTCCATCGGCCATTCACT 735-716

PSMB9_F TCCATGGGATAGAACTGGAGGA 323-344
NM_002800

PSMB9_R ATGGCAAAAGGCTGTCGAGT 506-487

CASP7_F GAGCGCACTACCCCGAG 135-150
NM_001227

CASP7_R TCATCTGCCATCGTTCCCAC 324-304

PRSS16_F GGCACTTTCCCGCCTCTTTA 510-529
NM_005865

PRSS16_R GCTTCGGGATACCACGTCAT 699-680

CD74_F TTCCCGGAGAACCTGAGACA 671-690
NM_001025159

CD74_R TGGTCAGTACTTTCGGTGGAG 821-801

PSMB8_F** GATGCTCATAGGAACCCCCAC 522-542
NM_004159

PSMB8_R** AAGAATTCTGTGGGCTCCAGGC 671-650

gRT-PCR condition TM= 60°C 35 cycles for all samples. The values were obtained in duplicate.
*TM=59
**TM=61
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Supplementary table S2. Genes differentially expressed between normal cervix tissue and cervical cancer

tumor.

Protease class Unique ID Gene Name P value Cerv;c:rL(;incer Norr;li:ll(l:eervix
Aspartyl Proteases NM_001909 CTSD 0* 0.17423886 -2.879532
Aspartyl Proteases BC021172 DDI1 0 0.17247616 -2.9678192
Aspartyl Proteases NM_138992 BACE2 0 0.20244119 -3.099071
Aspartyl Proteases NM_178581 HM13 7.79E-14 0.1543972 -2.6330562
Aspartyl Proteases BC022017 DDI1 4.13E-13 0.17193693 -2.5120249
Aspartyl Proteases BC011729 PSEN1 9.62E-12 0.13508838 -2.4583747
Aspartyl Proteases NM_032802 SPPL2A 7.97E-10 -0.14077696 2.271917
Aspartyl Proteases NM_003827 NAPA 2.96E-09 0.14442943 -2.200315
Aspartyl Proteases NM_002630 PGC 1.25E-08 0.13949461 -2.12957
Cystein Proteases NM_018466 ALG13 0 0.20633933 -3.1293166
Cystein Proteases BC016828 ASAH1 0 0.2031161 -2.9727244
Cystein Proteases NM_001688 ATP5F1 0 0.20247672 -3.1873834
Cystein Proteases NM_000386 BLMH 0 0.19812572 -2.9803543
Cystein Proteases BC008751 CAPN1 0 0.19775344 -2.895078
Cystein Proteases NM_005186 CAPN1 0 0.19774102 -3.055015
Cystein Proteases NM_144691 CAPN12 0 0.19536452 -2.8333943
Cystein Proteases BC021303 CAPN2 0 0.19354324 -2.916087
Cystein Proteases NM_001748 CAPN2 0 0.19472411 -3.0051937
Cystein Proteases NM_033292 CASP1 0 0.19340906 -3.1792817
Cystein Proteases NM_004346 CASP3 0 0.19222516 -3.0008967
Cystein Proteases NM_001750 CAST 0 0.19186728 -2.8932104
Cystein Proteases NM_000100 CSTB 0 0.17633608 -2.9108434
Cystein Proteases NM_173061 CAST 1.11E-16 0.1918723 -2.833799
Cystein Proteases BC095408 CTSB 3.33E-16 0.17571913 -2.7982998
Cystein Proteases NM_003879 CFLAR 4.44E-16 0.18882123 -2.7864132
Cystein Proteases NM_025079 ZC3H12A 1.18E-14 -0.19441164 2.6113539
Cystein Proteases NM_001814 CTSC 1.28E-14 0.17518908 -2.6621678
Cystein Proteases NM_015017 uspP33 1.48E-14 -0.1645915 2.676838
Cystein Proteases BC010240 CTSB 2.03E-14 0.17589067 -2.6714284
Cystein Proteases NM_003470 usp7 2.62E-14 -0.17352179 2.670062
Cystein Proteases BC107137 usP3 1.20E-13 -0.16082291 2.6117249
Cystein Proteases NM_000396 CTSK 2.10E-13 0.17332716 -2.531732
Cystein Proteases NM_201626 uspP33 1.33E-12 -0.1646582 2.5263627
Cystein Proteases NM_203494 USP50 1.53E-12 -0.17281651 2.4789324
Cystein Proteases NM_173060 CAST 2.11E-12 0.19164735 -2.183066
Cystein Proteases NM_001228 CASP8 4.15E-12 0.19198722 -2.3768883
Cystein Proteases NM_003878 GGH 6.27E-12 0.1582167 -2.457582
Cystein Proteases NM_017670 OTUB1 1.69E-11 0.14292842 -2.4427822
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Cystein Proteases NM_006002 UCHL3 2.21E-11 -0.14987661 2.4251406
Cystein Proteases NM_032236 usp48 2.28E-11 -0.16978346 2.3237448
Cystein Proteases NM_002181 IHH 2.42E-11 0.15061383 -2.4274766
Cystein Proteases NM_001032730 usp4s8 8.82E-11 -0.16840066 2.2994497
Cystein Proteases NM_006537 usP3 1.07E-10 -0.16137491 2.2591062
Cystein Proteases NM_002056 GFPT1 2.13E-10 0.15856288 -2.315814
Cystein Proteases NM_006590 USP39 2.62E-10 -0.16796418 2.25578

Cystein Proteases BC028583 SENP6 4.24E-10 -0.119870804 2.2145445
Cystein Proteases AF157320 UCHLS 5.88E-10 -0.15128274 2.2789233
Cystein Proteases BC030143 MALT1 6.58E-10 0.14752446 -2.2536843
Cystein Proteases NM_001001992 USP16 7.43E-10 -0.15812443 2.2410555
Cystein Proteases NM_001017415 UsP1 8.92E-10 -0.15426502 2.2563157
Cystein Proteases NM_005482 PIGK 1.05E-09 0.13904834 -2.2271328
Cystein Proteases NM_020935 usp37 1.25E-09 -0.1670083 2.12928

Cystein Proteases AF307849 SENP6 3.42E-09 -0.12201869 2.1907527
Cystein Proteases BC015930 uspP25 3.62E-09 -0.15863618 2.1738691
Cystein Proteases AF199458 SENP7 4.46E-09 -0.12536268 2.175302

Cystein Proteases NM_015984 UCHLS 5.41E-09 -0.15211381 2.1562617
Cystein Proteases BC104896 usp4s8 6.30E-09 -0.16845196 2.092897

Cystein Proteases BC020737 PIGK 6.55E-09 0.13865224 -2.1547918
Cystein Proteases NM_015571 SENP6 1.16E-08 -0.11806291 2.130398

Cystein Proteases NM_017602 OTUDS 1.35E-08 0.14256315 -2.124436
Cystein Proteases NM_003825 SNAP23 1.91E-08 -0.1368777 2.0701284
Cystein Proteases BC003556 usP14 2.29E-08 -0.15649168 2.0161645
Cystein Proteases NM_005632 SOLH 3.21E-08 -0.13796164 2.0817292
Cystein Proteases NM_020903 uspP29 3.53E-08 -0.1589771 2.0541556
Cystein Proteases NM_004884 PUNC 3.68E-08 0.12001757 -2.0733376
Cystein Proteases NM_017771 PXK 3.92E-08 0.11564044 -2.0660396
Cystein Proteases NM_021627 SENP2 4.95E-08 -0.11733683 2.0476608
Metalloproteases NM_002390 ADAM11 0 0.21959768 -3.4129493
Metalloproteases NM_003183 ADAM17 0 0.21924438 -2.8341002
Metalloproteases NM_014265 ADAM28 0 0.21826808 -3.3372374
Metalloproteases NM_001109 ADAMS8 0 0.21668293 -3.3662217
Metalloproteases NM_001005845 ADAM9 0 0.21611829 -3.2754836
Metalloproteases NM_014272 ADAMTS7 0 0.21545726 -2.6835728
Metalloproteases NM_015239 AGTPBP1 0 0.20729186 -3.2128923
Metalloproteases NM_001872 CPB2 0 0.1838219 -2.8527298
Metalloproteases NM_080385 CPAS 1.11E-16 0.18432985 -2.8192952
Metalloproteases NM_001304 CPD 1.11E-16 0.18374994 -2.8479922
Metalloproteases NM_001868 CPA1 2.22E-16 0.18466744 -2.8130558
Metalloproteases NM_001037324 ECE2 2.22E-16 0.16792698 -2.8123574
Metalloproteases NM_022357 DPEP3 1.22€-15 0.17180327 -2.7685103
Metalloproteases NM_003756 EIF3H 1.89E-15 0.16300362 -2.7463663
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Metalloproteases NM_006833 COPS6 5.44E-13 0.18486844 -2.4066076
Metalloproteases NM_006708 GLO1 1.33E-12 0.15741864 -2.5291872
Metalloproteases NM_001386 DPYSL2 2.47E-12 0.17123777 -2.5097427
Metalloproteases NM_004995 MMP14 5.61E-12 0.14750218 -2.4829595
Metalloproteases NM_004994 MMP9 1.13E-11 0.14596063 -2.455937
Metalloproteases NM_004969 IDE 1.92E-11 0.15175863 -2.4315724
Metalloproteases NM_000895 LTA4H 4.83E-11 0.14868951 -2.4005349
Metalloproteases NM_018235 CNDP2 6.68E-11 0.18681629 -2.1910844
Metalloproteases NM_020134 DPYSL5 6.78E-11 0.16796102 -2.3567202
Metalloproteases NM_002525 NRD1 7.74E-11 0.14342543 -2.366038
Metalloproteases NM_031883 PCDHA6 9.12E-11 0.14194374 -2.349183
Metalloproteases NM_001498 GCLC 1.11E-10 0.15864353 -2.350514
Metalloproteases NM_147191 MMP21 1.50E-10 0.1468882 -2.336966
Metalloproteases NM_000285 PEPD 3.80E-10 0.13975698 -2.2938864
Metalloproteases NM_006310 NPEPPS 9.85E-10 0.1441491 -2.2194972
Metalloproteases NM_004530 MMP2 1.49E-09 0.14733988 -2.2142477
Metalloproteases NM_001003810 HNRPD 1.66E-09 0.15338995 -2.2032897
Metalloproteases NM_004279 PMPCB 2.49E-09 0.13807721 -2.206503
Metalloproteases NM_003234 TFRC 2.57E-09 -0.14575638 2.2066612
Metalloproteases NM_006463 STAMBP 4.63E-09 -0.1412125 2.1532893
Metalloproteases NM_001397 ECE1 7.43E-09 0.167944 -2.0760674
Metalloproteases NM_017807 OSGEP 8.26E-09 0.14311685 -2.129521
Metalloproteases NM_018226 RNPEPL1 3.13E-08 -0.11199044 2.0793993
Metalloproteases NM_012140 SLC25A10 3.59E-08 -0.1354996 2.071644

Metalloproteases NM_005805 PSMD14 6.17E-08 0.12006091 -2.0058372
Serine Proteases NM_001008270 TRYX2 0 0.2284298 -3.5304444
Serine Proteases NM_007188 ABCB8 0 0.22529802 -3.3279352
Serine Proteases NM_001823 CKB 0 0.1887208 -2.9395683
Serine Proteases NM_005752 CLEC3A 0 0.18785742 -2.8826227
Serine Proteases NM_001039350 DPP6 0 0.17179833 -2.9802365
Serine Proteases NM_016083 CNR1 1.11E-16 0.18605378 -2.8287394
Serine Proteases NM_013379 DPP7 2.22E-16 0.17178263 -2.8160949
Serine Proteases NM_001906 CTRB1 3.00E-15 0.17627287 -2.740006
Serine Proteases NM_144981 IMMP1L 1.07E-14 0.15039064 -2.669322
Serine Proteases NM_000506 F2 3.11E-14 0.16014875 -2.6619961
Serine Proteases NM_007355 HSP90AB1 1.47E-13 0.15264268 -2.61414

Serine Proteases NM_001710 CFB 8.15E-13 0.18922447 -2.4461741
Serine Proteases NM_017509 KLK15 3.82E-12 0.1489625 -2.485344
Serine Proteases NM_005801 EIF1 3.90E-12 0.16786693 -2.4799442
Serine Proteases NM_015849 ELA2B 5.57E-12 0.16189633 -2.4730744
Serine Proteases NM_022074 FAM111A 7.78E-12 0.15992992 -2.4572372
Serine Proteases NM_001528 HGFAC 1.31E-11 0.15606686 -2.4399762
Serine Proteases NM_021978 ST14 3.97E-11 -0.14103363 2.3945065
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Serine Proteases NM_183062 MPN2 5.65E-11 0.14531928 -2.3910375
Serine Proteases NM_000131 F7 5.78E-11 0.16013719 -2.3843985
Serine Proteases NM_001030048 KLK3 1.03E-10 0.14869006 -2.3677206
Serine Proteases NM_021795 ELK4 1.40E-10 0.1610899 -2.2418413
Serine Proteases NM_198464 UNQ9391 1.89E-10 -0.15310009 2.3013465
Serine Proteases NM_001412 EIF1AX 2.44E-10 0.16564578 -2.314396
Serine Proteases NM_003891 PROZ 2.84E-10 0.13669907 -2.3185344
Serine Proteases NM_020998 MST1 3.40E-10 0.14513235 -2.2751827
Serine Proteases NM_138321 PCSK6 7.01E-10 0.14092584 -2.270369
Serine Proteases NM_005968 HNRPM 8.67E-10 0.15317237 -2.2570214
Serine Proteases NM_003291 TPP2 1.48E-09 -0.14868127 2.237063
Serine Proteases NM_007352 ELA3B 2.56E-09 0.16168645 -2.1546993
Serine Proteases NM_182702 TESSP2 1.00E-08 -0.1430278 2.1267228
Serine Proteases NM_000301 PLG 1.30E-08 0.13831218 -2.0856717
Serine Proteases NM_005040 PRCP 2.28E-08 0.13710432 -2.0586581
Serine Proteases NM_003630 PEX3 3.69E-08 0.13956314 -2.053088
Threonin Proteases NM_002788 PSMA3 4.17E-12 0.13199541 -2.482205
Threonin Proteases NM_002786 PSMA1 2.55E-11 0.13419949 -2.4156773
Threonin Proteases NM_002798 PSMB6 3.13E-09 0.12450845 -2.1972995
Threonin Proteases NM_004159 PSMB8 3.28E-09 0.12020451 -2.201624
Threonin Proteases BC107901 PSMB2 9.97E-09 0.12804 -2.1317737
Threonin Proteases NM_002799 PSMB7 1.24E-08 0.12316947 -2.1331258
Threonin Proteases NM_002787 PSMA2 1.51E-08 0.13217689 -2.1225111
Threonin Proteases NM_002800 PSMB9 4.39E-08 0.12016458 -2.0668359
Inhibitor proteases NM_000014 A2M 0 0.22607267 -3.2385461
Inhibitor proteases NM_001124 ADM 0 0.20914479 -3.1947339
Inhibitor proteases NM_000029 AGT 0 0.20759214 -3.2491024
Inhibitor proteases NM_001633 AMBP 0 0.20504498 -3.2440133
Inhibitor proteases NM_000484 APP 0 0.20313132 -2.8844407
Inhibitor proteases NM_001166 BIRC2 0 0.20083779 -3.255525
Inhibitor proteases NM_001165 BIRC3 0 0.20019625 -3.163464
Inhibitor proteases NM_033341 BIRC8 0 0.19885798 -3.1754055
Inhibitor proteases NM_001025159 CD74 0 0.18942167 -3.0363507
Inhibitor proteases NM_001899 CST4 0 0.1809919 -2.9939063
Inhibitor proteases NM_080830 CsT11 1.11E-16 0.1833414 -2.8315222
Inhibitor proteases NM_001008693 CST9 1.55E-15 0.18060447 -2.7456791
Inhibitor proteases NM_080610 CSTIL 4.44€-15 0.17770156 -2.7246332
Inhibitor proteases NM_001322 CST2 6.11E-15 0.18273933 -2.698861
Inhibitor proteases NM_000099 CST3 6.43E-14 0.18137342 -2.6182225
Inhibitor proteases NM_004520 KIF2A 2.25E-12 0.14933158 -2.5192666
Inhibitor proteases NM_175575 WEFIKKN2 3.62E-12 -0.17645429 2.458716
Inhibitor proteases NM_002638 PI3 3.01E-11 0.13948733 -2.4190512
Inhibitor proteases NM_004435 ENDOG 4.29€-11 0.16036303 -2.3464584
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Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases
Inhibitor proteases

Inhibitor proteases

NM_001553
NM_003254
NM_030666
NM_181642
NM_007085
NM_000834

NM_001032281
NM_006215
NM_004684
NM_020169
XM_372532
NM_021102
NM_005370

BC001394
NM_002888

NM_003064

IGFBP7

TIMP1

SERPINB1

SPINT1

FSTL1

GRIN2B

TFPI

SERPINA4

SPARCL1

LXN

SERPINA2

SPINT2

RAB8A

SERPINB6

RARRES1

SLPI

7.65E-11

3.48E-10

5.65E-10

7.57E-10

8.87E-10

1.00E-09

1.09E-09

1.78E-09

2.66E-09

5.53E-09

4.81E-08

5.55E-08

5.75E-08

6.19E-08

7.53E-08

1.12€-07

0.1514706

-0.14719385

-0.13519494

-0.13837682

0.15926568

0.15656441

-0.14515273

-0.13025865

-0.13818282

0.14785296

-0.12666717

-0.1399523

0.10610471

-0.13528802

0.10265204

-0.13603705

-2.36389

2.2483985

2.2570486

2.2623925

-2.2280765

-2.1724114

2.2302246

2.2274742

2.1725302

-2.1619031

2.053976

2.0068681

-2.0433104

2.0145154

-2.0297515

2.002514

*0 represent P value < E-17.
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Capitulo 4

Expression profiles of major signaling pathways involved in cervical carcinogenesis
reveal potential molecular targets
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Abstract

Molecular approaches allow analysis of the expression of thousands of genes at a
time under similar conditions. Their application in cervical cancer has provided a
better understanding of the cellular processes entailed in tumorigenesis and tumor
drug resistance, leading to better classification and diagnosis. However, despite the
great advances on the treatment some cancers, the disease remains an important
public health problem. Cervical cancer is one of the most frequent tumors among
women worldwide. Recently, a lot information about this cancer has been generated
by a number of groups employing microarray technology from different
perspectives, such as tumor progression, classification, prognosis and treatment,
etc. As a whole, these works have revealed alteration in the expression of many
genes that participate in the NF-xB, TGF-3, WNT, MAPK and ATM/ATR pathways.
In this review, we summarize available information about cervical carcinogenesis,

tumor establishment and metastasis, obtained mainly from microarrays reports.
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INTRODUCTION

Cervical cancer (CC) is the fourth leading cause of death in women worldwide, considered
one of the most important problems of public health in the world; Annually about 500,000
cases and 270,000 deaths (1) are presented. In Mexico it is the third most prevalent cancer.
The main etiological factor in cervical carcinogenesis is infection by human papillomavirus
(HPV) (Fig. 1), and more than 100 types of HPV have been identify and classified according
to their potential to cause damage at the cellular level, into low and high-risk subtypes (2).
After viral integration into the genome of the host cells, E6 and E7 oncogenic proteins
increasing their expression levels. These onco-proteins form co-regulatory complexes with
cellular proteins, modifying overall genomic expression by interaction with transcription
factors, chromatin remodeling molecules, DNA methyl transferases, among others, these
complexes together with E5 onco-protein activity influence the cellular processes towards

tumor phenotype and disease progression (3).

Carcinogenesis is a set complex processes that involve accumulative genomic alterations
such as point mutations, chromosomal instability, among others, these are reflected in
changes of gene expression profiles, resulting in the deregulation of cellular mechanisms
that control growth and cell differentiation (4-6). Although currently has been described
different molecular mechanisms involved in cervical carcinogenesis, the expression profile
analysis of multiple genes through the implementation of high performance tools such as
microarray expression systems, have enable the global analysis of genes that are positive
and negative regulated during different stages of cell development, emerging as an
excellent alternative that contribute to elucidate the participation of groups genes at the
same time, then establish the networks of signaling involved in many carcinogenic
processes (7). Using the expression microarrays systems have been identified molecular
signatures composed of groups of genes to develop molecular tools which complement
clinical and histopathologic data (8-10), which allows defining tumor subtypes (11-13),
predict recurrent disease (14-15) and the type of clinical response to specific therapies in
many types of tumors such as, breast, head and neck, colon, among others (16,17-21).
Another important advantage offered by microarrays is the correlation with clinical data
such as outcome, disease free survival, pathological clinical response among others, and
discover of molecular processes and signaling pathways involved in those clinical features
(22,23).
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Respect to CC, there is a growing body of research based on the use of
microarrays system, although relatively few reports have been performed in CC
patients pre- and post-treatment of chemo-radiation and termochemo-radiotherapy
(24-26). These results have allowed us to contribute to the knowledge of the
molecular mechanisms involved in tumorigenesis as a study model of high-risk
human papillomavirus after infection (HPV). Together with the growing number of
investigations using the microarrays platforms to study the expression profiles in
CC, it has been possible obtain information about key signaling pathways such as
NF-kB, TGF-B/Smads, WNT/B-catenin, MAP kinases (MAPK) and ATM/ATR
involved during different stages of carcinogenesis. These studies are highly
relevant, because despite research advances in diagnosis and treatment, the CC
remains one of the major causes of cancer death worldwide (27). The present
review has focused on summarize the state-of-art research of ones of the principal
signaling pathways involved during carcinogenesis, tumor progression and drug

resistance in the CC.

Activation of the transcriptional factor Nuclear Factor kappa B.

The Nuclear Factor kappa B (NF-kB) signaling pathway is ubiquitous and
evolutionarily conserved in many cell types, in normal conditions plays an important
role during regulation of immune response. This transcriptional factor not only
controls the expression of genes involved in multiple physiological processes
involved in cell development, cytoskeleton reorganization, cell adhesion, survival
and apoptosis; also leads constitutively immune response acute and chronic
inflammation which is essential for the development and maintenance of different
diseases such as arteriosclerosis, arthritis and cancer as well as plays a key role in
cellular apoptosis (28). In cancer, NF-xB B signaling pathway has been linked to the
promotion and progression, as well as chemo and radio-resistance treatments, so it
can be postulated as a potential therapeutic target. Furthermore, activation of
transcriptional factor is a clear example of how HPV infection can modified gene
expression involved during cervical carcinogenesis.

It has been described that NF-«B activation occurs through two main signaling pathways
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denominated as classical/canonical or alternative/non-classical pathways. The classical
pathway can be activated by several types of receptors such as Tumor Necrosis Factor
Receptors (TNFRs), Toll-like receptors and Interleukin-1 B receptor (IL-1 BR) involved in
inflammatory processes, while the non-canonical pathway is activated by a sub-group of
TNFR family that includes CD40, Lymphotoxin-b (LTBR) and B cell activating factor (BAFF)
related with innate and inflammatory responses including a T cell-dependent

immunoglobulin class switching, memory B cell development, and formation (28,29).
The HPYV infection induces NF-«xB altered activation.

The global cDNA microarrays analysis of the cell line derived from vaginal intraepithelial
neoplasia expressing human papillomavirus HPV-33 (UT-DEC-1), it shows that the viral
infection with high-risk HPV causes aberrant activation of molecules upstream of the
TNFRL/NF-xB signaling pathway related with apoptotic processes. These include, TRAIL
and CD27 ligand (CD27L) as up-regulated genes (cut-off 2-fold), among others; these
proteins belong to TNFR family receptors and interact with CD27. It has been suggested
that CD27 initiates signaling to NF-kB by specific binding to TRAF-2, which promotes cell
proliferation, and increases the expression inhibitors of apoptosis genes such as clAP-1
and clAP-2. These proteins can regulate signaling of NF-kB in response to TNF-q, allowing
to block apoptosis and cell proliferation. Alteration of NF-xB activity is ones of the
mechanisms of resistance to apoptosis employed by other viruses such as Epstein-Barr
virus, hepatitis B virus and SV40 virus (30,31). In cervical cancer, tissues have been
reported that two genes could activate the NF-kB pathway (32). In human SAA1 is a kind of
acute-phase Serum amyloid A (SAA) that would increase in concentration approximately
several hundred fold changes under inflammatory stimulation (33). The activation of NF-kB
by SAA suppress apoptosis (34), and SAA is involved in the local inflammation
microenvironment of the malignant tissue by induction of Tumoral Necrosis Factor-o. (TNF-
a), Interleukin-1 B (IL-1B), and/or CCL1, CCL3, CCL40 chemokines (35). In addition, SAA
regulates tumor invasion and metastasis by the increase of activity of matrix-degrading
enzymes (MMP/TIMP-1) and TNF-a production (36). UBD gene, also known as HLA-F-
adjacent transcript 10 (FAT10), this is a small ubiquitin-like modifier. UBD plays an
important role in transformation and cell survival, including proliferation, invasion, and
migration. The carcinogenic proprieties of this gene in non-tumor or tumor cells are

mediated by NF-xB-CXCR4/7 receptors (32,37).
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In summary, HPV infection and malignan neoplasm, utilize the same regulatory
mechanisms led by NF-xB to evade the immune response and to control of the cell

cycle of infected and tumor cells.

Tumor Growth Factor-B (TGF-B): Modulation in cervical cancer.

TGF-B is a multifunctional family of cytokines, which are essential in survival processes,zits
autocrine and paracrine effects can be divided into following major groups: First, cell
proliferation, growth, differentiation and cellular movement. Second, as immunomodulatory
factor, and Third, profibrogenic effects (38—41), angiogenesis, wound healing, inhibition of
epithelial cell growth and apoptosis, although there are several studies where have
demonstrated the important role of TGF- in cervical oncogenesis, particularly to promote
progression and metastasis (42). During carcinogenesis, tumor cells can be partially or
completely resistant to inhibition of cellular growth and activation of apoptotic response
induced by TGF-f3, this phenomenon is called as TGF-B paradox; although this topic is still
under investigation, it has been reported the differential activation of ERK in tumor cells,

proposing this as a molecular mechanism for this phenomenon (38,39,43).

There are three isoforms of TGF-B known in mammalian, which have significant
structural and functional similarity (TGF-B1-3). TGF-B1 is expressed in
hematopoietic cells and connective tissue; meanwhile TGF-B2 is expressed in
epithelial and neuronal cells, while TGF-B3 is expressed in mesenchymal cells
(44,45). The physiological effect of TGF-3 is mainly regulated by a complex of two
transmembrane receptors type | (TGF-BRI), and Il (TGF-BRII), which have functions
of serine/threonine kinase. Upon binding with its ligand TGF-BRIl together with
TGF-BRI forms a heterodimeric receptor complex that activates the function of
serine/threonine kinase, which in turn phosphorylates Smad2 or Smad3. The
complex of Smad2 or 3 with Smad4 is translocated to the nucleus to bind to their
targets in the DNA sequence (46-48) (Fig. 2). As transcription factors, Smads
proteins regulate cell cycle inhibition, beside the expression of the proteins p15, p21
and p27. TGF-B acts in two different ways during carcinogenesis: First, as a tumor
suppressor by inhibition of epithelial cell proliferation and angiogenic growth factor

that results in suppression of anti-tumorigenic immune responses (49,50). Second,
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TGF-B activates non-Smad signaling pathways such as PI3K, mTOR, the small
GTPases Rho, Rac and Cdc42, and Ras-ERK-MAPK signaling pathways (51).

Differential expression profiles in TGF-£ signaling pathway.

During cervical carcinogenesis, the molecular changes caused by HPV infection
may have different results those depend on whether infection is caused by a high or
low risk virus. This was observed by comparing the expression profiles using
microarrays analysis from cell lines and primary cultures of keratinocytes infected
with HPV of low or high risk, these results have shown that infection with low-risk
HPV (types 6 and 11) induces overexpression of genes belonging to the TGF-3
family in infected cells, but does not suppress interferon-inducible genes (52), while
with high-risk type HPV infection induces the decrease of the expression of multiple
genes in response to TGF-B (53,54). These findings indicated that the signaling
pathway of TGF B acts to suppress tumor formation, while the action of the
interferons help counteract low risk of viral infections. However the dual role as a
suppressor or a promoter of TGF-B in the progression of HPV infection by high-risk
types has been clearly demonstrated in different studies.

During the onset of tumor progression, TGF-B loses its ability as a tumor
suppressor, apparently because when the viral genome is in episomal form, the
viral protein E5 down-regulates the TGF-BRII receptor (55), which causes that the
signaling initiated by the TGF-B ligand 1 can not be directed to Smad3/4 complex
(Fig. 3a). While in advanced stages, changes in cell cycle including loss regulation
caused by E5 and concomitant action by E6 and E7 viral proteins promote
tumorigenesis (56). In addition to the selective advantage of cell growth after
integration of the viral genome (57), the inhibitory action of E7 oncoprotein blocks
TGF-B signal by binding to Smad2, Smad3 and Smad4 and prevents anti-tumoral
function (Fig. 3b). The results obtained by microarray analysis showed a low
expression of Smad2, 3 and 4, this leads to down-regulation of TGF-3 pathway,
which turns to an important mechanism that contributes to cellular immortalization
and proliferation (58,59). On the other hand, the Kloths group evaluated the

expression profiles related to cell growth and apoptosis induced by TGF-f1 in
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cervical cancer lines with different sensitivity levels for TGF-f ligand. These data
revealed alterations in the expression levels of several genes, including Smad2, 3
and 4, TNFa, MAPK and interestingly some molecules of the Wnt signaling pathway
(60). These results highlight the importance of TGF-B as an oncogenic
suppressor/activator and its ability to interact with other signaling pathways that
promote tumor phenotype. In addition, in cervical cancer has been reported high
levels of TGF-B in more advanced stages (61,62), which contribute to the
phenomena of migration, invasion and metastasis, at the same time that inhibit the
immune response of the host (63,64). In this context, due the large number of
genes deregulated during and after infection, it is demonstrated the important role of
TGF-B as part of the protective mechanism against viral infection. Thus, this
signaling pathway is one of the main targets of viral proteins to control the cell cycle.
The inactivation of TGF-B allows the establishment of tumor phenotype and
subsequently activates angiogenesis processes regulated by VEGF and IL-8 (65),
and cytokines with a strong angiogenic potential.

The global analysis of the expression profiles allows us to better understanding
about the behavior of many signaling pathways and at the same time the interaction
among them. In this regard, it has been reported that TGF-f regulation also has an
effect on other signaling pathways as Wnt, whose aberrant activation in cancer
contributes to epithelia-mesenchymal transition (EMT), which is characterized by
the set of cellular events that allows conversion of epithelial cells to mesenchymal

cells features, mainly a high migratory ability (66).

Aberrant activation of Wnt signaling pathways in cervical cancer.

Wnt signaling pathway has an important role in the control of cellular growth,
differentiation and cellular homeostasis (67), including processes like
embryogenesis, maintenance of stem cells, polarity, cell migration, and very
importantly during pathological conditions such as carcinogenesis (68—70).
Historically, with investigations done by Nusse and Varmus in 1982, it was
established the relationship between Wnt signaling pathway and regulation of
proliferation by identification of Int1 (Wnt1a) as an associated locus in the mouse
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mammary tumor virus (MMTV, Murine Mammary tumor Virus) involved in the
development of this tumor (71,72). Subsequent studies showed that one example of
genes activated by Wnt signaling cascade is Cyclin D, this protein modulates
serine/threonine kinase activity of Cdk4 and Cdk6 and is responsible to regulate cell
growth through the progression towards G1 phase in cell cycle and induction of
tumor proliferation (73,74). Although Cyclin D is a key element in the regulation of
progression towards G1 phase, it is not the only element that participates in the
modulation of the cell cycle triggered by Wnt ligands, finding agonists and
antagonists in multiples levels as receptors, effectors and negative-regulators (Fig.
4). For this reason, possibly, there are a lot of negative regulators of this pathway,
which generally are under-expressed in several tumor types. The effects triggered
by Wnt ligands stimulation can be spread in three well-known different pathways,
which magnify the pleiotropic effect of this signaling cascade in tumor progression.
First, the most studied pathway is the Wnt/B-catenin, also known as "The canonical
Wnt pathway", activation of this pathway leads to accumulation and stabilization of
B-catenin protein in the cytoplasm and its subsequent translocation to the nucleus,
where it acts as a transcription factor involved in cell proliferation. Second, the
planar cell polarity pathway (Wnt/PCP), is involved in the processes of
differentiation of epithelia planes, reorganization of cytoskeleton, finally the calcium
dependent pathway, it is the third pathway whose role is not fully understood its role
in tumorigenesis; the last two are known as "non-canonical Wnt" pathways (Fig. 5)
(75).

During cervical carcinogenesis, aberrant activation of the canonical Wnt pathway is
an event that apparently is related to inhibition of TGF-B signaling. In the research
made by Kloths group shown an increase of genes expression encoding receptors
of Wnt ligands, FZD2 frizzled and FZD4, the WISP2- gene that is part of this
signaling pathway, while negative regulatory genes as the protein Secreted Frizzled
Related Protein 4 (SFRP4) and Dickkopf 1 (DKK1) are sub-expressed via TGF-B1-
dependent signaling (60). Furthermore, in other papers it has been observed that
there is a regulation at the epigenetic level mediated by human papilloma virus

proteins, which indirectly causes aberrant hypermethylation of CpG islands in
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promoter regions of tumor suppressor genes as sFRPs, Axin, Dickkopf, Klotho and
APC, which are negative regulators of Wnt signaling pathways (60,76). Thus, it is
possible that the inactivation of these genes allows aberrant activation of the

canonical Wnt pathway and thereby establishing cervical carcinogenesis.

Differential expression of genes involved in Wnt signaling pathway.

Aberrant activation of signaling pathways during cervical carcinogenesis could be
related with many factors acting at the same time, for this reason the study of
expression profiles give us a better understanding of these processes. In this sense,
the non-canonical pathways have begun to have more interest due to their possible
involvement in tumor progression. In this context, there are reports that show
differences in expression profiles from patients biopsies with cervical cancer
positives for HPV 16 in clinical stage 1IB in compare with normal samples (FIGO
classification). The differences are meanly in genes involved in important pathways
that participate in cellular homeostasis and significant genes in non-canonical
pathways (59). On the other hand, in the human genome are described 19 Wnt
ligands, 10 different members of seven transmembrane domains Fzd family and two
co-receptors (66,77). Consequently, the pleiotropic effect initiated by ligand-receptor
binding Wnt/Fzd and co-receptor LRP5/6 or ROR2, mainly activates canonical or
non-canonical signaling pathways respectively (75).

In addition to this, in tumors from early cervical cancer associated with lymph node
metastasis, 5 genes involved in the Wnt pathway were found: p120 (CTNND1 or
catenin delta 1), CTNNAL1 (alpha catenin 1), DKK3 (homologous to Dickkopf 3),
WNT5a ligand and TCF4 transcription factor. However, in these results 3-catenin as
a key protein of canonical pathway is not mentioned, suggesting that the canonical
Wnt/B-catenin pathway could not be involved in the regulation of invasion CC
phenomenon. Also, it is known that p120, a member of sub-family of armadillo-
domains protein, regulates the activity of small GTPases of the Rho family Rho, Rac
and Cdc42 (78,66), proteins that are part of the Wnt/PCP pathway and regulates
the cytoskeleton organization during the phenomena of cell motility, migration and

invasion (Fig. 5a). These evidences suggested that Wnt/PCP promotes cell motility
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and invasion during metastatic process through the activation of small GTPases of
the Rho family (79-81). Other studies have shown that the activation of Wnt/Ca2*
inhibits the Wnt/B-catenin pathway (Fig. 5b), there is further evidence of the
involvement of non-canonical pathway in tumor progression pathway (82).

Together with the proliferative effect of Wnt pathways, it has been reported that the binding
of ROR2/WNT5a enables the activation of survival pathways SRC/ERK and AKT/PKB (82—
84), revealing a crosslinking point with other pathways, which collaborate in tumor
progression. Due to the pleiotropic ability of the Wnt canonical and non-canonical
pathways, their participation during tumorigenesis has been proposed as a second "hit"
(tumorigenic event in classical Knudson hypothesis) in a sequential model where HPV
infection triggers a series of events (85), leading infected cells to carcinogenesis. In this
respect, our working group has contributed to several investigations, including the
association between viral aggressivity and the risk to develop cervical cancer, in this work
we found that E6 oncoprotein from non-European variants are able to differentially altered
the expression of 2236 genes associated to carcinogenesis, among which we can mention

transcripts belonging to Wnt signaling pathway (86).

The coordinated action of inhibiting TGF- and the aberrant activation of the Wnt/(3-
catenin pathway by infection with high-risk HPV causes changes that promote
aberrant proliferation, and chromosomal instability, specific features during
carcinogenesis (87). A proposal that emerges from the findings described above, is
that tumor development generates a physiological stress, consequently the increase
in tumor volume is directly proportional to cellular stress, and then, stressed cells
activate genes of non-canonical pathways, allowing them to migrate and invade
new physiological niches (84). Therefore, the study of non-canonical pathways may
offer new therapeutic targets that establish new horizons in clinical treatment (88).

In summary, It known that aberrant Wnt activation is a required step for
establishment of tumor phenotype, while apparently the activation of non-canonical
Wnt pathways Wnt/Ca2* and Wnt/PCP are related with the acquisition of a highly
aggressive tumor phenotype with invasive and metastatic potential (80).

Role of Mitogen-activated protein kinases (MAPK) in cervical cancer.
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The effect of high risk HPV infection in cervical cancer, as well as causing alteration
of different signaling pathways during the establishment of the tumor phenotype
also causes deregulation of many elements of the Mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs), one of the key signaling pathway in cell homeostasis. The MAPKs
signaling pathway regulates communication between extracellular signals and
cellular machinery that controls essential cellular processes such as cellular growth,
proliferation, differentiation, migration and apoptosis (89). This pathway is
modulated by three levels of phosphorylation cascades (Fig. 6), in which a MAP
kinase is activated by phosphorylation by another kinase of the same family
(MAPKK), which is activated by other kinase MAPKKK. So far it have been
described six distinct groups of MAPKSs, which are extracellular signal-regulating
kinase 1/2 (ERK1/2), ERK3/4, ERK5, ERK7/8, the amino terminal kinase JUN (JNK)
1/2/3 and the p38 isoforms (ERK6) (90-92). The differential activation of MAPK
pathway confers many properties to cells during malignant transformation; this
confers advantages for tumor establishment. For example, activation of Ras/ERK,
one of the signaling pathways responsible to control cell survival, differentiation,
proliferation, metabolism and motility in response to extracellular cues, confers
proliferative capacity, whereas the JNK and p38 pathways that focus on the cellular
stress response confer protection against the use of the drugs employed in therapy
(93). In this sense, some authors have considered drug resistance and evasion of
oncogenic senescence regulated by MAPKs as potential "hallmarks" of cancer, this
was proposed by Hananhan, since abnormalities in MAPK signaling affects a lot, if
not all cellular processes that play a critical role in resistance and progression of
cancer (89).

In the context to drug resistance and evasion of oncogenic senescence, the
interaction between TGF-Bf and MAPK signaling pathways has been reported in
several studies. In cell lines HelLa and SiHa, which are resistant to growth inhibition
and apoptosis induced by TGF-B1 ligand, was observed over-expression of MEF2C
(target gene of p38), MEK6 (upstream regulator of p38 kinase) and ATF4, a
transcription factor involved in the MAPK signaling, as well as other target genes of
Smads/MAPK, particularly the p38 pathway as AFT3, CDKN1A and GADD45B
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(60,92). This indicates that cells respond to stress factors coordinated with the TGF-
B pathway. These are clinically important at the level of response to treatment,
because in locally advanced stages of CC the recommended treatment is radiation
therapy in combination with cisplatin-based chemotherapy (94-97). The action
mechanism of radiation therapy causes damage to the DNA molecule by
fragmentation, while cisplatin exerts its anticancer effect by generation of adducts
between DNA strands. Both treatments in the cytoplasm generate reactive oxygen

species, which damage the membranes of the organelles (98,99).

MAPK signaling pathways and expression profiles.

Several studies suggest that the activation of these members of the MAPK signaling
pathway contribute to the cellular resistance phenotype through to cross-talk with
others signaling pathways (100,101). A proposed mechanism is through a limited
signal between FAS/FASL (an inducer of apoptosis by the extrinsic pathway), which
confers cyto-protection (102). However, no correlation was found between levels of
MAPK protein or MAPK-related proteins and expression profiles of cisplatin-
sensitive patients in different types of tumors (98). This was reported by Iwakawa,
where compared the expression profiles of tumors in 39 patients with CC before
and during therapy based alone and/or radio-chemotherapy combination with
cisplatin treatment without finding alteration in gene expression of the MAPKs
pathway (103—105). Only in one of the studies was observed over-expression of
MAP3K2 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2) in radiosensitive
tumors. This kinase is involved in the activation of transcription factor NF-xB (104).
These results show that the possible mechanisms of resistance to treatment
regulated by elements of MAPKs are activated in general, and there is not a
different expression that distinguishes cervical tumors resistant or sensitive to
radiation and chemotherapy or both. That suggests, that the resistant phenotype is
regulated by other factors not yet described. However, although currently there is
little information about changes in expression profiles that clearly indicate alteration
in MAPK signaling pathway, the aberrant activation of this pathway is a necessary
step for the initiation of carcinogenesis and its deregulation is a synergistic process
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where interact signaling pathways of TGF-B, Wnt and MAPKs, which are
coordinated by the viral proteins. As mentioned above, E5 viral protein stimulates
cell growth by forming a complex with the TGF-B receptor, but it has also been
observed that prevents apoptosis triggered by DNA damage in early stages
(105,106). So that the deregulation of TGF-B and Wnt promotes TEM while the
participation of members of MAPKs establish a cyto-protective global environment

that helps tumor survival.

Role of Ataxia telangiectasia mutated (ATM) in cervical cancer.

An inevitable event during carcinogenesis is damage to DNA molecule, in response
to damage, cells activate a complex signaling network (Fig.7), arresting the cell
cycle in the GO phase to allows repair (107,108). So far, it has been observe that
the damage sensors transduce the signal to family members related to the
phosphoinositide kinase-3 (PIKKs), among these include the DNA-dependent
protein-kinase (DNA-PK) included ataxia telangiectasia mutated (ATM) and RAID 3
ATM related protein (ATR) (109), these latter two are directly associated with the
detection of DNA damage (110,111). ATM carries out the monitoring through its
effector Chk2, while ATR makes it through Chk1 (112,113). During these
processes, there is a crosstalk between both pathways, particularly when one is
partially or completely deficient (112). ATM/Chk2 damage is primarily due to rupture
of the double stranded DNA, whereas ATR/Chk1 is activated by small abnormalities
during the formation of DNA replication fork during S phase in the cellular cycle
(108). DNA-PK is a complex that consists of a large subunit DNA-PKcs and two
small subunits, Ku70 and Ku80 involved in a non-homologous end, which joins of
DNA (114). The tumor suppressor protein p53 is the major downstream effector
from these pathways (115). Under normal conditions, the p53-dependent signaling
in a cell arrest generates mainly a regulation by overexpression of p21 protein
(116,117). If DNA damage is too severe, the dependent p53 pathways activates the
system of programmed cell death by intrinsic or extrinsic pathway (118,119).
However, cervical cancer action of the onco-protein E6 leads to inactivation and

degradation of p53 (116), which causes a selective loss in the G1 checkpoint so
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these cells are dependent on the point S and G2 Control/M to maintain genomic
integrity in DNA damage response. It has also been observed that the viral proteins
have induced chromosome instability and increase the capacity of heterologous
DNA recombination into the host genome. Therefore DNA damage leads to
activation of ATM/ATR pathway. In some tumors where p53 is inactivated has been
observed that the specific activation of Chk1 and Chk2 by DNA damage is
particularly via MAPKs p38 protein generally activated in response to cellular stress
(120,121). In a recent paper by Hagemann, it was searched for genes involved in
metastasis to lymph nodes in early stages of CC and found that ATM has no
significant expression in resistant tumors (122), suggesting that other mechanisms
may exist to repair tumor CC allowing progression and metastatic phenotype (123).
In this sense, the path that seems related to the resistance is DNA-PK. The large
subunit (DNA-PKcs) can bind weakly to the fragmented DNA, but its binding is
stabilized by the binding of Ku subunits (124,125).

The data suggest that Ku subunits can structurally withstand the DNA breakage and
DNA-PKcs subsequently be recruited to the site of rupture bridge to generate,
activate or/and recruit the necessary factors for the non-homologous end join (114).
Other researchers, which have been searched molecular signatures of resistance to
radiation, drugs or metastasis, found a different overexpression of XRCC4 and
XRCC5 (Ku80) (98,126), which highlights the importance of non-homologous end
recombination as a mechanism of resistance, both the radio and chemotherapy.
Repair mechanisms are vital for tumor survival. CC activation in these pathways
may be mediated by viral proteins, and thus allow viral integration into the host
genome. The protective action of p53 on DNA integrity is disrupted by E6 protein.
However, in the absence of p53 pathway seems that the p38MAPK/MK2, through
MK2 kinase (121) can activate repair mechanisms mediated by ATM/ATR helping
tumor progression. The efficiency of the repair mechanisms of DNA damage
increases resistance to radiation and chemotherapy treatments used in the CC,
acting in a complementary manner. Overexpression of Ku genes in resistant tumors

reveals that the non-homologous recombination increases this phenotype.
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Conclusions.

During cervical carcinogenesis the changes in global expression profiles are
generated after HPV infection in the host cells. These changes occur gradually in a
coordinated manner, which causes the transition of intra-epithelial injuries to the
establishment of carcinogenesis. Consequently, the crosstalk is blocked between
signaling pathways, which are associated with processes like tumor progression,
chemo- and radio-resistance and metastatic behavior. Through the global analysis
of transcriptome using the microarrays system, it has been established how the
elements of these signaling pathways are integrated in a coordinated manner. In
several studies of cervical carcinogenesis, it was observed that the genes of TGF-j3,
WNT (canonical and non-canonical), MAPKs, ATM/ATR pathways are often altered.
The analysis of expression profiles using microarrays shown the over- or under-
expression of key genes in these signaling pathways, this has also been observed
simultaneously under stimulation such as tumor progression. This allows us to
propose a space/temporal model that represents the key points of these events
(Fig. 8). In this model, participation of viral protein E5 has a more relevance than
previously recognized, because its action is vital during early infection. HPV
infection causes an increase in the gene expression of TGF-B/Smad pathway.
However, the interaction of the viral protein E5 with TGF-BRII receptor prevents
proper signaling pathway and therefore the infected cell is not eliminated by
apoptosis. The pathological effect of E5 is eliminated during progression of
intraepithelial lesions, due to the integration of viral genome in the host cell, this
result in a substantial part of the open reading frame of E5 that is truncated.

During progression of cervical lesions to carcinomas in situ, some components of
Wnt and MAPKSs signaling pathway modify their expression levels. In the case of
Wnt pathway, there is a negative regulation of several tumor suppressor genes
induced by viral proteins, by which the interaction with DNA remodeling proteins
cause hypermethylation of gene promoter regions as Cerverus, Kremen Dkk3 and
APC. This induces activation of canonical pathway Wnt/B-catenin and starts the
epithelial-mesenchymal transformation process as important part of the

carcinogenesis.
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Although there is evidence showing that viral proteins regulate MAPKs pathway, it
appears that activation of this pathway is TGF-B-dependent, and its main targets
are JNK and p38 signaling pathways that respond to cellular stress. Activation of
these pathways is important because provide a global cyto-protective tumor
environment, they also activate ATM/ATR pathway but without the regulatory
capacity caused by p53 degradation. Activation of ATM/ATR by p38/MAPK/MK2
possibly promotes DNA repair and thus tumor progression. Another major event
during carcinogenesis is the participation of Wnt-non-canonical pathways that
includes the Ca2*-dependent pathway of the polarity pathway: these pathways
appear to be activated when environmental conditions (such as available space and
nutrients) are not optimal and promote cell migration and invasion. This was
observed in work whose purpose was to find metastasis prognostic genes and
found the Wnt5a, which once it binds to FZD7 receptor it activates the polarity
pathway (no-canonical), noteworthy is that in this point lipoproteic co-receptor
LRP5/6 participation decreases and increases the kinase ROR2. When the
Wnt5a/11-FZD7-ROR2 trimeric complex is formed, small GTPases of Rho family
are activated, which have the ability to regulate cytoskeletal reorganization and
induce migration and invasion, as well as activating the JNK pathway. While the
non-canonical pathway (Ca*-dependent, Wnt/Ca2*) helps achieve the tumor cells
can be detached from tissue. In the radio-drug resistance phenotype are involved
other pathways besides ATM/ATR and DNA-PK, that regulates heterologous
recombination and processes involved in the recognition and repair of DNA damage
in a coordinated manner. These genes can be expressed differentially in resistant
tumors. Coordination of signaling pathways appear to respond to different stimuli

generated during tumors progression.

Prospects.

The microarray analysis have helped us to get an overview of the changes that are
generated in multiple genes and thus to a better understanding of their participation during
carcinogenesis. However, these results are only partial, because there are several
regulatory mechanisms that have not been widely explored such as regulation of gene

expression by microRNAs or the post-translational modifications, which may alter the
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effector function of genes identified in the transcriptome. This is a first approach and it is
possible to focus future research on these results, so they are known in more details the
mechanisms and how these elements act. It is also necessary to find points of convergence
of these pathways, since new data are obtained on genes that alter their expression
through the process of carcinogenesis, is getting a better understanding of the biological
process that may be reflected in clinical practice, to develop better strategies for diagnosis

and treatment of patients with CC.

Figure Legends

Figure 1. Viral cycle of Human Papilloma virus and carcinogenic development.

Figure 2. Signaling pathway of TGF-/Smad. The binding of TGF- to membrane
receptors TGF-BRI and Il induces activation of the kinase domains, which enables
formation of the complex between Smad2 or Smad3 with Smad4. These complexes
function as transcription factors to genes involved in thecell cycle inhibition of

epithelial cells.

Figure 3. Inactivation of TGF- by HPV viral oncoproteins. a) During the late stage
of infection the viral DNA in episomal form let the E5 protein expression. E5 blocks
the kinases domain by the union with receptor TGF-BRIl and TGF-BRI,
whichinterrupt thereby the signaling cascade of TGF-B/Smad. b) In the latter stage
the integration of viral genome to the protein E7 is expressed and bindswith the
protein Smad4, which recruits and blocked the Smad2/3 complex with Smad4. This
mechanism let the cell cycle progression and immune response evasion in

carcinogenesis.

Figure 4. Signaling Pathway cascade regulated by Wnt/B-catenin. No active form.
When the Wnt signaling pathway is off by extracellular negative regulators such as
CER1, WIF1 and SFRP and membrane regulators as DKK and KRM cause thatthe

cytoplasmic protein B-catenin binds to the degradation complex conformed by APC,
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Axin and CK1y and GSK3 proteins (serine/threonine kinases), to be phosphorylated
for the ubiquitin ligase B-TRPC1, and finally sent to the proteasome for its
degradation. Signaling pathway activation by the action of viral proteins of HPV. E7
viral protein can bind to DNA methyltransferase 1 (DNMT1) and thus methylate the
promoter region of suppressor genes of Wnt signaling pathway. This allows binding
of the Wnt ligand to its receptor and co-receptor maintaining inactive kinases of the
destruction complex, allowing the accumulation of B-catenin in the cytoplasm. (-
catenin is transported to the nucleus by the Pygopus protein, where Groucho
LEF/TCF transcriptional receptor complex is displaced, resulting in the transcription
of genes such as c-Myc and cyclinD1, which participate in the proliferation and

progression of the cellular cycle.

Figure 5. Wnt Non-canonical signaling pathways. Wnt/PCP signaling pathway. PCP
pathway activation depends on the interaction of the ligand Wnt5a or 11, FZD7
kinase receptor and ROR2 co-receptor which transduces the signal to Dvl protein,
which can activate the smallRho GTPasessub-family like RhoA, Rac1, and Cdc42,
that regulates cytoskeleton rearrangements and may also activate JNK. In addition,
activation of Wnt/PCP pathway induces changes in cell polarity, stimulates
epithelial-mesenchymal transition and helps further tumor metastasis. Wnt/Ca?*
signaling pathway. Activation of this pathway is regulated by the G protein
heterodimer which is activated by the complex Wnt/Fzd/Dvl. G protein increases
intracellular Ca2+ levels which subsequently activates the protein kinase Ca2+-
dependent (CAMKII), protein kinase C (PKC) and the transcriptional factor NFAK.
Activation of this pathway inhibits the activation of Wnt/3-catenin pathway and leads

to cell disintegration.

Figure 6. Schematic summary of the main elements involved in the MAPK signaling
pathway. For a more detailed explanation, see the text.

Figure 7. General diagram of key genes involved in the response to DNA damage.
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Figure 8. Model interaction ofTGF-B, Wnt, MAPK and ATM/ATR pathways. At the
beginning of high-risk HPV infection, genes of TGF-B and MAPK/p38 pathways are over-
expressed to activate mechanisms against virus infection. However, the viral protein E5
blocks signal transduction of TGF-B, it also stimulates aberrant activation of components
from stress response via p38. Thus, they can also activate mechanisms that allow DNA
recombination mediated by ATM/ATR. After viral DNA integration, the canonical Wnt/3-
catenin pathway is activated in response to sub-expression of tumor suppressor genes
CER1, Krm, Wifi, Dkk3, etc, which favors (B-catenin to betransported to the nucleus and
together with TCF induces the overexpression of genes such as c-Jun, CCND1 and Myc,
involved in epithelial-mesenchymal transition. Apparently, stress factors can cause aberrant
activation of Non-canonical Wnt pathways. Activation of Wnt/Ca2* inhibits Wnt/B-catenin
and causes the breakdown of intercellular junctions while cellularWnt/PCP signaling,

appears to be involved in the migration and invasion.
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6. Discusion general
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A pesar que el cancer cervical es una enfermedad que se puede prevenir y tratar oportunamente
con un prondstico de sobrevida elevado en las primeras etapas de la enfermedad, este continda
siendo una de las principales causas de muerte de un numero significativo de mujeres,
principalmente en paises como el nuestro. Algunos de los principales factores que provocan este
hechoo, es que la gran mayoria de las pacientes son diagnosticadas en estadios avanzados que
abarcan los estadios IIB—-IVA (Waggoner, 2003), Las estadisticas muestran que estas pacientes al ser
sometidas al tratamiento estdndar sugerido de radiaciéon y quimioterapia basada en cisplatino,
aproximadamente solo el 50% de las pacientes responderdn de manera satisfactoria al tratamiento,
por lo que el 50% restante no tendrd resultados favorables. Con el objetivo de poder tener un
mejor entendimiento sobre los mecanismos alterados que promueven esta condicidén, en nuestra
hipotesis de trabajo proponemos que la resistencia al tratamiento es el resultado de alteraciones
en la expresién génica, dado que de forma intrinseca existe una expresion diferencial de una serie
de transcritos entre los grupos de pacientes sensibles y resistentes al tratamiento, los cuales
pueden ser identificados al hacer una asociacion con la respuesta clinica. Para poder encontrar y
establecer grupos de genes con una mayor capacidad de prondstico, utilizamos el sistema de
andlisis de microarreglos de alta densidad, el cual nos permitié evaluar la totalidad de los
transcritos del genoma humano. Este sistema nos brinda la ventaja de encontrar grupos de genes
blanco dptimos para la prediccidn, ya que con un panel con menor nimero de transcritos se corre
el riesgo de discriminar genes con potencial. En un trabajo donde se buscé identificar una firma
molecular asociada a la metastasis en cancer cervical (Huang et al., 2011) utilizaron plataformas de
microarreglos con un nimero muy limitado de sondas (1440 genes asociados al cancer) lo cual
limita su potencial predictivo, a diferencia de los microarreglos de alta densidad que se

contemplaron para este trabajo de investigacion el cual incluyd 45,000 sondas, las cuales
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corresponden a los transcritos del todo el genoma humano, que de forma importante, incluyendo

las diferentes isoformas de cada gen.

Es importante hacer resaltar que factores como este tiene gran inferencia en los resultados, lo cual
se ve reflejado en las discrepancias entre las firmas moleculares reportadas. La carencia de
consistencia entre los genes propuestos, puede deberse a la variabilidad. La variabilidad en los
resultados se puede explicar por las diferencias en el disefio de las estrategias y/o a las plataformas
de microarreglos. Sin embargo, otra razdon que puede alterar los resultados del estudio por
microarreglos, es la heterogeneidad intratumoral en la expresion de los. Particularmente en cancer
cervical la heterogeneidad intratumoral ocurre a multiples niveles. En el nivel gendmico se
presentan ploidias gendmicas, aberraciones cromosomales y mutaciones en genes especificos que
varian considerablemente entre células de un solo individuo (Chang et al., 1994; Guo et al., 2001;
Hu et al.,, 2002; Koopman et al., 2000; Lyng et al., 2004). Para exentar la heterogeneidad
intratumoral, en nuestro trabajo se calculé una muestra poblacional lo suficientemente grande
para obtener un resultado confiable. En ese sentido, el andlisis realizado en este trabajo se realizd
con la poblacidn mds grande reportada hasta el momento en cancer cervical que nuestros

resultados altamente reproducibles.

Por otro lado, en CC existen trabajos donde se proponen firmas moleculares asociadas a la
respuesta a la terapia, pero basandose Unicamente en radioterapia, lo cual limita el poder
predictivo de los resultados obtenidos para considerar un grupo de genes como parte de una firma
molecular (Kitahara et al., 2002; Rajkumar et al., 2009; Wong et al., 2006, 2003). En estos trabajos
el objetivo fue obtener una firma génica con la capacidad de predecir que pacientes se pueden
beneficiar con un solo tratamiento como lo la radioterapia sin necesidad de quimioterapia basada
en cisplatino, sin embargo, los resultados de estos trabajos son poco compatibles y comparables

entre si, lo cual disminuye la confiabilidad de la firma para sub-categorizacion. Estas discrepancias
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pueden explicarse debido al tamano de la muestra poblacional utilizada fue muy pequeiia, y por lo

tanto disminuye la confiabilidad de los resultados.

También, es importante resaltar que el tratamiento concomitante utiliza mecanismos (fisicos y
qguimicos) dirigidos contra el mismo blanco (el DNA gendmico), por lo que los mecanismos celulares
gue confieren la resistencia son practicamente los mismo con una sutil diferencia en la via de
sefializacion de la muerte celular (lwakawa et al.,, 2007). Por ello en este trabajo tomamos en
cuenta la importancia de establecer una firma molecular que permita predecir la respuesta al
tratamiento estdndar considerando una muestra poblacional mayor y asi disminuir las variaciones

debidas al tamafo de muestra y de las sondas utilizadas.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral forman parte del primer reporte que establece
firmas moleculares asociadas al tratamiento concomitante en CC con un numero de muestras
estadisticamente significativas. En paises como el nuestro es imperativo el desarrollo de este tipo
de investigaciones, ya que en la actualidad no existen métodos de prediccién temprana eficientes
gue permitan mejorar la esperanza de vida de las pacientes diagnosticadas en estadios localmente

avanzados.

Con el propdsito de emplear y validar los resultados obtenidos por medio del sistema de
microarreglos, en este trabajo trasladamos los resultados a una plataforma de menor costo para su
facil aplicaciéon e interpretacion con el grupo de genes seleccionados. Uno de los principales retos
fue desarrollar una estrategia para la normalizacidn estandar, ya que frecuentemente al cambiar de
una plataforma como los microarreglos de expresién a una de gRT-PCR, los datos suelen no ser
concurrentes si no se toman las consideraciones requeridas (Vandesompele et al., 2002). En el
anadlisis por gRT-PCR, el nivel de expresion de los genes obtenidos mediante microarreglos

dependen en gran medida de la normalizacidn de los datos mediante los genes constitutivos
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(housekeeping), los cuales se consideran como genes que se expresan de manera constante en
diferentes tejidos. Para nuestros analisis seleccionamos los transcritos de beta actina (ACTB) y
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Aunque ambos genes se han empleado de forma
tradicional, en distintos trabajos se ha reportado que pueden variar considerablemente bajo ciertas
condiciones particulares (Spanakis, 1993; Thellin et al.,, 1999). Con nuestros resultados
demostramos que para las muestras de CC la normalizacién por GAPDH es un mejor control de
normalizacién de datos, permitiendo una mejor clasificacion de las pacientes. Aunque este
resultado muestra que la normalizacidn de los datos con GAPDH tiene resultados mas consistentes
qgue con beta-actina, es recomendable evaluar otros genes constitutivos para mejorar la eficiencia

de pronéstico de las firmas descritas en este trabajo.

Finalmente, para cumplir con el objetivo de hacer accesibles los resultados de este trabajo en la
practica clinica, desarrollamos un prototipo basado en la técnica de PCR en tiempo real (QRT-PCR),
el cual se propone ser usado para la aplicacién de la firma molecular de prondstico de la respuesta
al tratamiento convencional. Para ello, se desarrollé un algoritmo que permite correlacionar los
datos obtenidos de cada paciente con los perfiles tipo de mala o buena respuesta. El resultado
permite obtener un “score” ¢ valor categdrico con el cual los médicos podran calcular el riesgo
potencial de recurrencia y/o progresion, y de esta forma seleccionar el tratamiento mas dptimo.
Este prototipo debe ser aplicado en un nuevo grupo de pacientes, para poder certificar su eficiencia

como predictor de la respuesta al tratamiento.

A pesar que en los productos obtenidos de esta tesis doctoral no se mostré como un resultado
primordial sobre la clasificacion en CC, en el articulo “Transcript profiling distinguishes complete
treatment responders with locally advanced cervical cancer”; se muestra en la figura 1, que existen
dos sub-grupos constituidos por 2133 genes claramente delimitados. Esto es muy relevante dado

que actualmente en CC el tratamiento para cada paciente depende de la clasificacién exacta del
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tumor. Aunque la herramienta principal para el diagndstico sigue siendo el analisis de las
caracteristicas morfoldgicas de las biopsias, el uso de microarreglos de expresidon ha permitido
mejorar la clasificacion de algunos tipos de tumores. Debido a que la acumulacién y el efecto
combinatorio de las anormalidades que dirigen el inicio y la progresién tumoral, son el resultado de
alteraciones en el nivel de expresidon (Clarke, te Poele et al. 2001), en su conjunto forman un retrato
molecular, que puede ser utilizado para completar de manera mas precisa la clasificacién. No
obstante, es importante resaltar que el gran poder del andlisis por microarreglos se genera al
comparar un nimero importante de muestras hibridadas donde se pueden identificar patrones de
la expresidn génica diferencialmente expresados. Con ello es posible establecer nuevos sub-grupos
dentro de esta poblacién. Ademas, la informacidn obtenida a partir de microarreglos puede ser
integrada con otros métodos de diagndstico clinico y mejorar el diagndstico; debido a que no solo
clasifica las muestras tumorales en categorias taxonémicas conocidas sino que permite identificar
nuevos sub-grupos. En cancer cervical se han hecho pocos trabajos para la clasificacidon. En el
estudio de Wong y colaboradores (Wong, Selvanayagam et al. 2003) se comparé el perfil de
expresion de 16 pacientes con cancer cervicouterino en estadios IB y IIB y ocho muestras de tejido
normal de cérvix, e identificaron 40 genes expresados diferencialmente entre tejido normal y
tumoral; pero interesantemente, proponen que los estadios IB y IIB pueden ser clasificados
mediante los perfiles de expresion mediante la expresién diferencial de 300 genes. Los resultados
obtenidos en nuestro trabajo en pacientes con cancer cervicouterino localmente avanzado
revelaron un perfil molecular, que permitido el descubrimiento de dos clases o sub-grupos de
tumores asociados a este fendmeno. Este descubrimiento tiene gran relevancia porque refuerza de
forma muy clara la actual clasificacion (mayoritariamente basada en caracteristicas clinicas)
pudiendo ser optimizada mediante estos métodos moleculares. En trabajos previos se ha

demostrado el potencial para el establecimiento de clases o sub-grupos tumorales, mediante el
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analisis molecular; por ejemplo, en la leucemia aguda se distinguieron; la leucemia mieloide aguda
de la linfoblastica aguda. Esta nueva clasificacion de leucemias, mediante perfiles de expresion,
permitié perfeccionar el diagndstico, lo cual es fundamental para proporcionar un tratamiento
efectivo (Golub et al., 1999). Otro trabajo donde se demostré como el establecimiento de grupos
basados en perfiles moleculares puede generar una nueva sub-clasificacidn taxondmica; fue el de
Alizadeh y colaboradores (Alizadeh et al., 2000) donde estudiaron el linfoma difuso de células B
grandes (DLBCL, por sus siglas en Ingles), el subtipo mas comun de linfoma de no Hodgkin, para el
cual no hay marcadores de diagndstico morfoldgicos, clinicos, inmunohistoquimico 6 genéticos
confiables (Harris et al., 1999). Sin embargo, mediante el uso de microarreglos, fueron capaces de
distinguir dos grupos anteriormente desconocidos de DLBCL. Los nuevos sub-grupos se
denominaron; linfoma difuso de centro germinal de células tipo B y linfoma difuso de células B
grandes activado, donde la principal diferencia entre ellos son los genes expresados
diferencialmente involucrados en la activacién de células B y la formacién de centros germinales.
Asi, nuestros resultados demuestran la existencia de dos sub-grupos de tumores cervicales en
estadio localmente avanzados; un sub-grupo formado principalmente por tumores con la capacidad
de resistir las agresiones del tratamiento convencional, ademds de tener la capacidad de proliferar
extensamente; mientras que el otro sub-grupo esta constituido en su mayoria por tumores
sensibles al mismo tratamiento. Estos Hallazgos tienen relevancia dado que, las pacientes en
estadios localmente avanzados son sometidas de manera indiscriminada al tratamiento
convencional, donde las células resistentes, son favorecidas por el tratamiento convencional, de tal
manera que el tratamiento para las pacientes puede actuar como un mecanismo de seleccion
clonal; es decir, las alternativas terapéuticas (radiacion y/o quimioterapia) pueden eliminar un tipo
células tumorales sensibles, pero al mismo tiempo favorece la proliferacién de las células

resistentes (Yates and Campbell, 2012). Por ello el conocimiento exacto de porque las pacientes
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sometidas al tratamiento pueden manifestar distintas respuestas al tratamiento como es la
recurrencia, progresion y/o metastasis distal, permitira una mejor aplicacién de las terapias

concomitantes o adyuvantes.

Finalmente, para concluir este trabajo, se realizd un estudio retrospectivo de las distintas
publicaciones donde se han utilizado microarreglos para analizar los cambios en los perfiles de
expresion en respuesta a distintos estimulos en CC. Esta revisién bibliografica nos permitio
proponer un modelo tedrico que describe como los procesos celulares interactian y se van
activando durante la carcinogénesis cervical. Lo cual es uno de los objetivos del programa, el poder

hacer propuestas congruentes a un problema especifico.

En resumen, en este trabajo se realizd un estudio molecular de los perfiles de expresion de
pacientes diagnosticadas con cdncer cervical localmente avanzado y su correlacidén con la respuesta
clinica, utilizando herramientas moleculares. La innovacién de esta tesis doctoral se puede hallar
porque este trabajo es el Unico asociado al tratamiento estandar (radio mas quimioterapia basada
en cisplatino), y también es el trabajo con la mayor muestra poblacional analizada por
microarreglos. Los resultados obtenidos en la prediccién de la respuesta al tratamiento fueron
patentados, para su proteccién intelectual. El siguiente objetivo es la validacion de la firma en una
nueva poblacidon mayor, lo cual certificara la eficiencia de la firma y podrd ser propuesta para la

aplicacion en la practica clinica.

Utilizando los genes que codifican para proteasas denominados como el degradoma analizamos un
grupo especifico de genes que por su naturaleza proteolitica estdn muy relacionados con el proceso
de metastasis, por ello los resultados obtenidos tienen mayor reproducibilidad y capacidad para

pronosticar de manera anticipada la metdastasis distal en pacientes con cancer cervicouterino.
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La ventaja directa de estos resultados es su aplicacidén en la practica clinica en un futuro no muy
lejano, Las firmas moleculares obtenidas serdn una herramienta gendmica que se aplicard a cada

paciente dando lugar a la era de la medicina personalizada desde el diagndstico.
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7.Conclusiones generales
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Existen dos sub-grupos de tumores en pacientes diagnosticadas con cdncer cervical localmente
avanzados

1.

Se ha identificado un perfil genético compuesto por 28 genes cuya expresidn se asocia a
una buena respuesta a la radio-quimioterapia en el cancer cervicouterino localmente
avanzado.

Se desarrollé un prototipo basado en el analisis por gRT-PCR para poder predecir la
respuesta al tratamiento convencional en pacientes con cancer cervical localmente
avanzado.

El analisis por microarreglos permitié comprender la participacién de los genes que
codifican para proteinas del degradoma y sus inhibidores en la carcinogénesis tumoral.

Se encontraron diez genes del degradoma que pueden pronosticar la metdstasis en
pacientes diagnosticadas con cancer cervicouterino localmente avanzado.

Mediante el analisis por microarreglos es posible comprender la forma en la que elementos
de diversas vias de sefializacion pueden interaccionar, en el presente trabajo se describid el
estado del arte de las principales vias de sefializacién involucradas en la carcinogénesis

cervical.
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8. Perspectivas generales
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A pesar de que se han hecho grandes esfuerzos en la prevencion del cancer cervicouterino a nivel
mundial; estos se han centrado en el tamizaje de las mujeres mediante la prueba de Papanicolaou y
el tratamiento de las lesiones precancerosas; sin embargo no se puede ignorar que en los paises en
desarrollo, donde se registran 80% de todos los casos nuevos, estas medidas de prevencion no han
sido efectivas. En estas regiones se ha estimado que aproximadamente sélo un 5% de las mujeres
se realizan la prueba de Papanicolaou, aunado a esto se presentan otros factores como las
condiciones precarias, la baja calidad de vida y la escasa concientizacidon de la importancia de la
prevencion; lo cual hace a las mujeres de estas poblaciones mas propensas a la infeccion por VPH y

por ende; el riesgo de padecer cancer cervicouterino.

Es una realidad que durante los préximos afios el cancer cervicouterino continuard siendo un
problema de salud publica serio, en paises como el nuestro. Es por ello que existe una evidente
necesidad de continuar robusteciendo los programas de investigacion cientifica multidisciplinarios
con tendencia a identificar alternativas mediante la medicina personalizada en poblaciones como la

mexicana, ya que, se desconocen aspectos fundamentales.

Actualmente la aplicacién de la medicina gendmica ofrece mejores oportunidades en el diagndstico
y la estrategia terapéutica para cada paciente. Un ejemplo de ello son las pruebas de mamaprint y
oncotype, las cuales se aplican en el diagnostico temprano en cdncer de mama y pueden ayudar a

seleccionar la mejor estrategia en el tratamiento para cada paciente.

Para las pacientes con cancer cervical el tratamiento se aplica de forma indiscriminada, sin tomar
en cuenta las caracteristicas moleculares de cada paciente, lo cual ha demostrado que no es una
alternativa eficiente. Los resultados obtenidos durante este trabajo doctoral han generado las
bases que permitieron el desarrollo de prototipos que distinguen de manera temprana a las

pacientes con poco o alto riesgo de falla en el tratamiento o bien de riesgo de metdstasis de
186



acuerdo a su perfil molecular. Nuestro objetivo a futuro es concretar una prueba molecular
econdmica que pueda ser facilmente aplicada en la practica clinica, para el pronostico temprano.
No obstabte, es necesario evaluar la capacidad de prondstico de estos proptotipos en una
poblacién nueva y nutrida; que permitra certificar su potencial en la practica clinica. Para ello es
necesario continuar con la investigacion que se desarrollo durante este periodo doctoral. Es
importante resaltar que nuestra estrategia se seguird llevando a cabo a través de la correlacién de

la informacion clinica y los hallazgos gendmicos.

Consideramos que la aplicacién en un futuro no lejano tendrd importantes repercusiones en la
calidad de vida de las mujeres que son afectadas por este tipo de neoplasias mejorando las
condiciones de vida de ellas y sus familias, al contribuir en la aplicacion de tratamientos

individualizados y, en su caso, con mayor eficacia terapéutica.
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En principio no hay mayor diferencia entre el cobarde y una persona valiente. Ambos tienen
miedo. La diferencia es que el cobarde escucha sus miedos y los sigue. La persona valiente los
coloca a un lado y sigue adelante. Los miedos estdn alli, los conoce, pero la persona valiente
avanza hacia lo desconocido a pesar de los miedos. Valentia no significa ausencia de miedo,
sino avanzar hacia lo desconocido a pesar de todos los miedos.

Osho...
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