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RESUMEN

En este trabajo se analizo el perfil de expresion global de poblaciones enriquecidas en células
troncales tumorales (CTT), lo cual fue posible gracias al empleo de una metodologia que
analiza la expresién de la mayoria de los genes expresados en estas células, los microarreglos.
Para ello utilizamos dos lineas celulares derivadas de cancer cérvico uterino (CaCU). La
informacion obtenida permite conocer aquellos genes expresados de forma diferencial en las
CTT del CaCuU. Entre ellos, encontramos genes cuyos productos participan en los procesos

relacionados con la radio resistencia, quimio resistencia y el proceso metastasico.

En este trabajo empleamos herramientas de analisis de expresion global que nos permitieron
tener un catdlogo completo de genes expresados en CaCU; gracias a esto fue posible
caracterizar vias celulares en las cuales una proporciébn importante de genes mostrd
desregulacién en su nivel de expresion. Los grupos de genes que se encontraron expresados
de manera diferencial en las CIC incluyen componentes de: células troncales normales y
tumorales, metabolismo de especies reactivas de oxigeno, reparacion de dafios al ADN y

componentes de la transicion epitelio-mesenquima, entre las principales.

La importancia de este trabajo es mostrar un primer acercamiento al perfil de expresién global
de las vias metabdlicas alteradas y los genes que participan en el desarrollo de CaCU, con el
objeto de incrementar nuestro conocimiento sobre las alteraciones moleculares en poblaciones

celulares enriquecidas con células iniciadoras de este tipo de cancer.

Palabras clave: célula troncal tumoral, cancer cérvico uterino, microarreglo.

No tenemos oidos para las cosas a las cuales no nos han dado aun acceso los
acontecimientos de la vida.

Ecce homo.
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INTRODUCCION

a) Cancer Cérvico Uterino

Epidemiologia de la enfermedad.

El cancer cervico uterino (CaCu) representa el segundo tipo de cancer mas frecuente entre las
mujeres. En la escala global, se reportan cerca de 530,000 nuevos casos cada afio y mas de
274, 000 muertes en todo el mundo. El CaCU es un problema de salud publica en los paises en
vias de desarrollo y constituye una de las principales causas de muerte en las mujeres de 35 a
60 afios de edad. En México, de acuerdo a las estadisticas reportadas por la Secretaria de
Salud el CaCU es la segunda causa de muerte en mujeres por tumores malignos. En 2008, se
reportaron 4,031 defunciones con una tasa de 7.4 por 100 000 mujeres, con esto se estima que

en ese afio, murieron 11 mujeres por dia (Informatica 2008).

b) Virus de Papiloma Humano como Factor Etiol6gico del CaCU

El factor etiol6gico mas importante para el desarrollo del CaCU es la infeccién persistente con
Virus de Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo (Schiffman, Bauer et al. 1993; Walboomers,
Jacobs et al. 1999; Munoz 2000; Bosch, Lorincz et al. 2002). Los VPH se han clasificado en
funcién del tipo de tejido que infectan (piel y mucosas) y en asociacion con el grado de la lesién
(de alto y bajo grado) (de Villiers 1994). Un tipo viral se define con base en una diferencia de al
menos 10% en la secuencia nucleotidica, cuando la diferencia es de 2-10%, se trata de un

subtipo (zur Hausen 1999).

Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae; su genoma es una molécula de ADN
bicatenaria, circular que mide alrededor de ocho kilobases. El virion consiste de una capside de
72 unidades o capsdmeros que estan compuestos de dos proteinas estructurales: L1 la cual
constituye 80% de la particula viral y L2. El genoma viral se divide en tres regiones: la
temprana (E), la tardia (L) y una regioén regulatoria no codificante (LCR) (Park, Fujiwara et al.
1995). La region regulatoria presenta diferentes sitios de union tanto para represores como
activadores de la transcripcion (Turek 1994). En la region temprana se encuentran genes
involucrados en la promocion de la carcinogénesis (E1-E7). Estos genes se expresan en las
células de los estratos basal e intermedio del epitelio escamo-estratificado (Palefsky and Holly
1995).
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Actualmente, se han identificado mas de 100 tipos virales, los cuales han sido clasificados en
16 grupos (Bernard, Chan et al. 1994). En las lesiones de bajo grado, (condiloma y neoplasia
intraepitelial cervical I, NIC 1) predominan los tipos 6 y 11 (de bajo riesgo), encontrdndose en
aproximadamente 20-22% de los casos. En las displasias de alto grado (NIC 1l y NIC III)
predomina el tipo 16, que es detectado en 30-77% de los casos; adicionalmente, 37.4-41% de
estas lesiones estan también relacionadas con el tipo 18 y algunos virus del grupo de los treinta
(31, 33, 35, 39, etc.). Para los carcinomas infiltrantes se ha realizado una actualizacion de la
clasificacion epidemiolégica de los tipos virales presentes en estas neoplasias. Asi, en el grupo
de alto riesgo se encuentran los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82;
asimismo, se considera a los tipos 26, 53 y 66 como de probable capacidad carcinogénica, los
cuales al igual que los tipos 73 y 82 han sido reclasificados de un grupo anteriormente como de
riesgo indeterminado al ser incluidos en los de alto riesgo. En el grupo de bajo riesgo estan los
tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54 61, 72, 81. Los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 se encuentran
en mas de 95% de los carcinomas escamosos (Munoz 2000).

Para establecer una infeccion productiva, el VPH debe tener acceso a las células que tienen la
capacidad de proliferar es decir, las del estrato basal del epitelio cervical (zur Hausen 1996).
Una vez que el VPH ha infectado a las células basales, el genoma viral se replica activamente
para lo cual se mantiene en forma circular libre o episomal distribuyéndose a cada célula hija

durante la division celular (Matsukura, Koi et al. 1989).

Diferentes reportes indican que la prevalencia de infeccion con VPH de alto riesgo en CaCU es
superior a 99.7% de los casos y que la probabilidad de desarrollar una lesion intraepitelial
cervical de alto grado se incrementa al menos 100 veces en mujeres infectadas con estos tipos

virales, comparadas con mujeres no infectadas (zur Hausen 1996).

c) Células Troncales Tumorales
Al igual que los tejidos normales, los tejidos tumorales estan formados por poblaciones
celulares heterogéneas que difieren por su aparente estado de diferenciaciéon. Sin duda, las
caracteristicas de diferenciacion de un tumor, tanto morfolégicas como estructurales son un
pardmetro esencial utilizado en la rutina clinica para definir el origen, tipo y grado del tumor
primario. Esta simple observacion sugiere que los tumores no son meramente una expansion
clonal de células sino que en realidad podrian equivaler a “6rganos anormales” formados por

una poblacion enferma de células iniciadoras del cancer (CIC), las cuales tienen la capacidad
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de autorenovarse y de someterse a una diferenciacion aberrante. Esta hipétesis se apoya en el
hecho de que el cancer es el resultado de la acumulacién de multiples mutaciones genéticas en
una Unica célula blanco, a veces durante un periodo de varios afios. Debido a que las células
troncales son las Unicas células de vida larga en muchos tejidos, ellas son los candidatos

idéneos en donde las mutaciones transformantes tempranas se pueden acumular.

Actualmente se considera que existen dos modelos de carcinogénesis, el jerarquico y el de
evolucién clonal. El modelo de evolucion clonal o clasico plantea que todas y cada una de las
células que constituyen un tumor tienen la potencialidad de regenerar un nuevo tumor, mientras
gue el modelo jerarquico, recientemente desarrollado, propone que sbélo una pequefa
subpoblacién celular, inferior a 1%, tiene la capacidad de desarrollar y mantener el genotipo
maligno; a esta subpoblaciéon se le han dado diferentes denominaciones: células iniciadoras de
tumor, carcinogénicas, tumorigénicas, SP (Side Population), con nombres de antigenos de

superficie o bajo el término de células troncales tumorales (CTTs).

Las CTTs y las células troncales normales (CTNs) comparten dos caracteristicas
fundamentales que las distinguen de otros tipos celulares: tienen la capacidad de
autorrenovarse y de diferenciarse en uno o varios linajes celulares. Adicionalmente, tanto las
CTTs como las CTNs son poblaciones escasas, permanecen principalmente en estado de
quiescencia, son células indiferenciadas y poseen un alto potencial proliferativo. No obstante,
en las CTTs el delicado balance regulatorio que gobierna las rutas de sefalizacion de los
procesos de autorenovacion, proliferacion y diferenciacion celular, se encuentra alterado. De
hecho, actualmente se propone que el cancer es una enfermedad basada en la desregulacion
de la autorrenovacion de CTNs y/o progenitores, que tiene como consecuencia la expansion
incontrolada y la diferenciacion anormal de la poblacion celular (Al-Hajj and Clarke 2004). La
Asociacion Americana de Investigaciéon en Cancer definié por consenso una CTT como “una
célula localizada dentro de un tumor que puede autorrenovarse y generar los diferentes linajes
celulares que constituyen un tumor”, asimismo, se acordé que las restantes denominaciones
corresponden a CTT putativas (Clarke, Dick et al. 2006). El origen de estas células es incierto,
existiendo asi diferentes teorias que postulan la aparicion de CTTs a partir de CTNSs, de células
progenitoras e incluso por fusion de células normales con células tumorales. En cualquier
escenario, diferentes procesos de activacion, como inflamacién, infecciones bacterianas,
virales, exposicion a agentes fisicos, quimicos o modificaciones hormonales, junto con la
acumulacion continua de mutaciones en células normales serian responsables de la aparicion
de CTTs.
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En 1997 se identificaron y aislaron las primeras CTTs provenientes de una enfermedad
neoplasica humana (Bonnet and Dick 1997) donde se demuestra que un pequefia poblacién,
presente en muestras de pacientes con leucemia mieloide aguda, e identificada con los
marcadores de superficie CD34+/CD38-, recapitula el fenotipo tumoral en ratones
inmunosuprimidos (NOD-SCID, por sus siglas en inglés). Adicionalmente, se observa que el
fenotipo encontrado es semejante al identificado previamente en células troncales
hematopoyéticas (CTHSs), sugiriendo de esta manera como posibles blancos de transformacion
a las CTHs. Este trabajo y el refinamiento de los ensayos funcionales con ratones NOD-SCID,
abre el camino para el aislamiento de CTTs en tumores sélidos. De esta manera, en el 2003 se
da a conocer el primer reporte de CTTs en cancer de seno (Al-Hajj, Wicha et al. 2003).
Posteriormente y a lo largo del dltimo lustro, se ha sumado evidencia experimental que sugiere
la presencia de un grupo de células con propiedades semejantes a las células troncales
normales (CTNs), en otros tumores solidos como cerebro, (Hemmati, Nakano et al. 2003;
Singh, Clarke et al. 2003; Galli, Binda et al. 2004; Singh, Hawkins et al. 2004; Yuan, Curtin et al.
2004) colon, (Dalerba, Dylla et al. 2007; O'Brien, Pollett et al. 2007; Ricci-Vitiani, Lombardi et al.
2007) préstata, (Richardson, Robson et al. 2004; Collins, Berry et al. 2005; Xin, Lawson et al.
2005) ovario, (Bapat, Mali et al. 2005; Szotek, Pieretti-Vanmarcke et al. 2006) pulmén, (Kim,
Jackson et al. 2005) cuello y cabeza (Prince, Sivanandan et al. 2007) y pancreas (Li, Heidt et
al. 2007).

La identificacion de CTTs se basa en analisis inmunofenotipicos seguidos de ensayos
funcionales in vitro e in vivo. Diferentes anticuerpos para antigenos de superficie se han
empleado en este caso: CD24, CD34, CD38, CD44, CD49, CD133, ESA y EpCAM, entre otros.
De igual manera, se ha empleado la tincién de Hoescht, basada en la exclusién del colorante
por bombas dependientes de ATP localizadas mayoritariamente en la membrana plasmatica de
las células troncales (Goodell, Brose et al. 1996). Una vez separadas las subpoblaciones

celulares, es posible verificar la capacidad de autorenovacion y diferenciacion in vitro e in vivo.

Algunos ensayos in vitro contemplados para la discriminacion de CTTs son la formacién de
agregados flotantes, resistencia a farmacos y clonogenicidad. In vivo, se verifica la capacidad
de las subpoblaciones de desarrollar y mantener un tumor a lo largo de varios trasplantes
seriados en modelos animales, evaluando tanto la capacidad de recapitular el tumor original a
través de marcadores de diferenciacion, como la capacidad de autorenovacién mediante la

identificacion de la subpoblacion inicial en cada trasplante (Dalerba, Cho et al. 2007).
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De acuerdo al modelo de las CTT, sélo este grupo especifico de la poblacion celular tumoral,
podria ser capaz de mantener el crecimiento de un tumor, mientras que el resto de la poblacién
celular tumoral (células diferenciadas de vida corta) no podria. Este supuesto ha sido
confirmado en repetidas ocasiones en varios tipos de sistemas tumorales y las tres
observaciones clave que clasicamente definen la existencia de una poblacion de CTT son:
(Natarajan and FitzGerald 2007)

1. Estan dotadas con potencial tumorigénico cuando son trasplantadas a ratones
inmunosuprimidos.

2. Se caracterizan por un perfil de marcadores de superficie caracteristico con el cual
pueden ser diferencial y reproduciblemente aisladas de las no tumorigénicas por medio
de citometria de flujo u otros procedimientos de inmunoseleccioén.

3. Los tumores que se forman a partir de células tumorigénicas contienen poblaciones
mixtas de células cancerosas tumorigénicas y no tumorigénicas, con lo cual se recrea

completamente la heterogeneidad fenotipica del tumor de origen.

Es importante sefialar que, basado en esta propuesta, el término CTT representa una definicion
de trabajo con un significado puramente operacional. El término es empleado para referirse a
un grupo de células iniciadoras de tumor que pueden dar origen a una progenie heterogénea
de composicion similar al tejido del cual fue originalmente asilado. En muchos casos no es
posible definir con certeza la relacion genealdgica entre las CTT y las células troncales
normales de los tejidos correspondientes, es decir, si las CTT se originaron directamente de
células troncales normales o bien de estadios tempranos de su progenie. Independientemente
del origen de las CTT la identificacion de una poblacion de CTT refiere la existencia de una
jerarquia funcional dentro del tejido tumoral que abarca tanto la autorenovacién como la

diferenciacion como sefias de identidad de células troncales (Lobo, Shimono et al. 2007).

d) Esferas no Adherentes. Ensayos In Vitro para Células Troncales Tumorales

Aungue los estudios de trasplantes ortotopicos son la prueba de oro tanto para CTN como para
CTT, se requiere un tiempo sustancial para llevarlos a cabo, por tal razon, los ensayos de
esferas no adherentes son cada vez mas utilizadas para evaluar la actividad de las células
troncales de tejidos normales como de CTT putativas. Tanto las células cancerosas como las
células normales de diversos 6rganos pueden ser expandidas como agregados celulares no

adherentes en un medio libre de suero y que contenga factor de crecimiento epidermal (EGF) y
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factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2). A las células que crecen bajo estas condiciones

se les conoce como esferas no adherentes (Visvader and Lindeman 2008).

El modelo de la neuroesfera ha sido ampliamente utilizado para estudiar la neurogénesis y
representa el ensayo de formacion de esferas mejor estudiado, en términos de clonalidad y
diferenciacion multipotencial (Marshall, Reynolds et al. 2007). El ensayo de esferas,
originalmente desarrollado para células neurales, ha formado una base importante para el
desarrollo de ensayos in vitro tanto de CTN y sus progenitoras como de células iniciadoras de
tumores en una gran variedad de tumores sélidos (Reynolds and Rietze 2005) incluyendo
cerebro (Hemmati, Nakano et al. 2003) y mama (Dontu, Abdallah et al. 2003).

H ——

Célula troncal ) ) .
o progenitora Esfera 1 Esfera 2 Esfera 10

Plastico

e . .
—_— Ensayo de formacion de colonias

—_— para ver actividad progenitora

———

Matrigel - @

Tumor de cerebro

- L

- Transplante e
<. O \ AL \
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——— _——
=

CTT de cerebro

Figura 1. Ensayos ex vivo e in vivo para células tumorales. (Visvader and Lindeman 2008)

A. El ensayo de esferas no adherentes predice que una célula troncal tumoral (CTT) puede ser pasada de manera
serial por muchos ciclos y que esta esfera tumoral sera parecida a la esfera primaria en cada caso. B. Las células
tumorales pueden ser pasadas directamente en plastico o embebidas en Matrigel, un sustituto base para la
membrana. Cada ensayo de formacién de colonias representa una lectura para la actividad celular del progenitor.
Las células troncales y sus progenitoras no pueden distinguirse en estos ensayos. C. La prueba de oro estandar
para evaluar la presencia de células troncales tumorales es un trasplante ortotdépico de supoblaciones humanas en
un ratén inmunocomprometido.
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Tanto en osteosarcomas como en el sarcoma de Ewing se ha observado que las poblaciones
troncales son enriquecidas mediante la formaciébn de sarcoesferas (analogas a las
neuroesferas). Sin embargo los protocolos de separacion pueden ser percibidos como una
serie de limites dentro del espectro de heterogeneidad y que la fraccion celular resultante de
troncalidad sélo es relevante dentro del contexto de los parametros de enriquecimiento

empleados (Lobo, Shimono et al. 2007).

Ademds de la capacidad de autorenovacion, ninguna otra caracteristica fenotipica es exclusiva
de la poblacién celular troncal. Por tal motivo la separacion basada en una Unica caracteristica
podria producir una poblacién heterogénea de la cual s6lo una pequefia fraccion representa
células troncales. Identificar la coexpresion de varias caracteristicas provee un enriquecimiento
de la poblacién y disminuye la heterogeneidad. En este sentido, las células troncales podrian
ser identificadas por la coexpresiéon de un numero indefinido de caracteristicas aun no

descritas.

Aunque los tumores son la fuente primaria de CTTs, las lineas celulares representan una
fuente alternativa debido a la escasez de esta subpoblacién; ademas, a diferencia del manejo
directo de muestras tumorales, las lineas celulares no contienen CTNs contaminantes y se
omite la variabilidad entre muestras. Estas caracteristicas hacen que las lineas celulares sean
viables herramientas experimentales in vitro para el abordaje de los mecanismos involucrados

en el origen, mantenimiento y regulacién de CTTs bajo condiciones controladas.

e) Métodos de Analisis del Transcriptoma Celular
Existen numerosas técnicas que han sido usadas para caracterizar el perfil de expresion de las
células troncales. Dentro de éstas se encuentra el analisis de expresion génica en serie (Serial
Analysis of Gene Expression SAGE, por sus siglas en inglés), microarreglos de
oligonucledtidos y microarreglos de cDNA (Quackenbush 2001). Asi, los microarreglos de
cDNA y de oligonucledtidos son los métodos méas accesibles para estudiar el transcriptoma,
pues permiten medir el nivel de expresion de cientos de genes simultaneamente. Esto genera
la oportunidad de hacer una comparaciéon global de los patrones de expresién génica entre

diferentes poblaciones celulares (Piscaglia, Shupe et al. 2007).

Los microarreglos han sido utilizados en la investigacion de las células troncales para identificar
caracteristicas o sefiales de expresion que definen y caracterizan sus programas de

diferenciacién hacia linajes especificos. Con esta metodologia se puede generar un catalogo de
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genes expresados permitiendo comprender las vias de regulacién asi como identificar nuevos

marcadores para caracterizar a las CTT.

La identificacion de diferencias en células troncales tumorales y su contraparte normal, a nivel
molecular, abre importantes expectativas en cuanto a los mecanismos que propician el
desarrollo de un cancer. Identificar a estos actores, especificos a cada enfermedad, no sélo nos
permitira tener las herramientas necesarias para pronosticar y diagnosticar eficientemente, sino
gue, por otra parte, podremos comprender mejor el fenémeno analizado y con una mayor

resolucion que hace algunos afios.

Por otra parte, se ha observado que en los tejidos neoplasicos usualmente hay un aumento en
la expresion de genes asociados con la proliferacion y supervivencia y una disminucién en
genes involucrados en la diferenciacién. Ademas, se encontrd que cerca de 1, 000 transcritos
se expresaban en todos los tejidos estudiados, los cuales representan el “transcriptoma
minimo” es decir, aquellos genes cuya expresion es necesaria para mantener la maquinaria
celular funcional (Yu, Zhang et al. 1999; Quackenbush 2001).

Como se ve, podemos explicar la gran variedad de células en un organismo por medio de la
expresion diferencial de genes de un mismo genoma, por lo que la expresién génica celular
puede proporcionar informacion de la célula y de las relaciones entre los genes y su genoma.
El monitoreo preciso de la expresién génica representa un paso esencial en el entendimiento

de las propiedades o el estado de las células de interés (Piscaglia, Shupe et al. 2007).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En general, los tumores sufren una continua acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos
qgue les permite inhibir controles celulares y ambientales. Existe un gran niumero de trabajos
gue describen la participacion de diferentes genes en la regulacion de estos procesos. Sin
embargo, técnicas gendmicas de analisis sugieren que el nimero de estos genes puede ser

mayor.

La caracterizacion de perfiles globales de expresion puede ayudar a elucidar procesos
biologicos importantes tanto en células tumorales como normales. La informacion que se
conoce respecto a la biologia de las CIC es escasa y mas aun en CaCU, en este sentido, este
proyecto propone caracterizar el perfil de expresién génico de poblaciones celulares

enriguecidas con células iniciadoras de cancer cérvico uterino (CICC).

La identificaciébn de diferencias en el perfil de expresiéon genético entre las CICC y su
contraparte normal a nivel molecular, abre importantes expectativas en cuanto a los
mecanismos que propician el desarrollo de un cancer. |dentificar estos actores especificos nos
permitira tener las herramientas necesarias para pronosticar y diagnosticar de una manera
mas eficiente dicha enfermedad, ademas, podremos comprender mejor el fenémeno analizado

y a una mayor resolucién que hace algunos afios.

El éxito no esta siempre en la victoria, sino a veces también en el deseo de vencer.

Humano, demasiado humano.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer el perfil de expresién genética global de poblaciones enriquecidas con CICC, a partir
de las lineas celulares SiHa y Hela.

OBJETIVOS PARTICULARES

Cultivar las lineas celulares SiHa y HeLa en monocapa.

2. Enriquecer con CICC los cultivos de las lineas celulares SiHa y HelLa mediante el
ensayo de esferas no adherentes.

3. Extraer RNA de cultivos en monocapa de células tumorales y de cultivos enriquecidos
con CICC de las lineas celulares SiHa y Hela.

4. Sintetizar cDNA a partir de estos RNAs, amplificar y marcar con fluorocromos rojo y
verde.

5. Identificar los genes sobre expresados y sub expresados en las poblaciones
enriguecidas con CICC utilizando microarreglos.

6. Identificar de forma preliminar algunas de las vias o los mecanismos que regulan el

metabolismo de una CICC con el uso de herramientas bioinformaticas.

El destino de los hombres estd hecho de momentos felices —toda vida los tiene—, pero no de
épocas felices.

Tratados filoséficos.

20



HIPOTESIS

Existen diferencias entre el perfil de expresion genético global de CICC (esferas no adherentes)
y sus progenie diferenciada (células en monocapa), lo cual se verd reflejado en la expresion de
marcadores especificos de células troncales y sus cascadas de sefializacion.

Las palabras mas tranquilas son las que levantan la tempestad; los pensamientos que caminan
con pies de paloma dirigen el mundo.

Ecce homo.
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DISENO EXPERIMENTAL

En el disefio experimental propuesto para este proyecto se utilizaron las lineas celulares HelLa

y SiHa. A partir de cultivos en monocapa se generaron cultivos de esferas no adherentes para
enriquecer la poblacién de CICC (Lopéz GJ, 2011). Posteriormente, se hizo la extraccion de

RNA de los cultivos; los controles, cultivos en monocapa y los experimentales, cultivos de

poblaciones enriquecidas con CICC. ElI RNA fue marcado con fluorocromos, los controles Cy3

(color verde) y los experimentales Cy5 (color rojo), posteriormente se hibridaron en el

microarreglo. Finalmente se escanearon y analizaron con herramientas bioinformaticas.

SiHa

\ 4

Cultivos Celulares en Monocapa

Enriguecimiento de CICC mediante el ensayo de
esferas no adherentes (Lopéz GJ, 2011).

SiHa
Monocapa

v
SiHa
Esferas

A 4

Hela
Esferas

Hela

e

Extraccién de RNA

A 4

Hela
Monocapa

Marcaje: Cy5 (rojo) y Cy3 (verde)

\4

Hibridacion de las sondas en el microarreglo.

\ 4

Escaneo y analisis bioinformatico
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MATERIAL Y METODOS

l. Cultivos celulares

Se emplearon las lineas celulares HelLa y SiHa provenientes de la ATCC, las cuales fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 unidades/mL de

penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina, a 37°Cy 5% de CO,,

Empleando las condiciones antes mencionadas se obtuvieron cultivos en monocapa, los cuales
se utilizaron con 75% de confluencia de una caja de cultivo de 10 cm de diametro,
posteriormente se disociaron con Verseno (NaCl 137 mM, KCI 5.3 mM, Tris Base 3.04 g/L y
EDTA 1.07 mM) y finalmente se extrajo el RNA.

Il. Ensayo de células no adherentes

El ensayo de células no adherentes se realiz6 a partir de un cultivo de células creciendo en
monocapa, las cuales, con una confluencia de 75% de una caja de cultivo de 10 cm de
diametro se utilizaron para la propagacion de los agregados esferoides® de acuerdo a lo
reportado por Lépez Gil, 2011. Las lineas celulares (SiHa y Hela) fueron disociadas con
Verseno (NaCl 137 mM, KCI 5.3 mM, Tris Base 3.04 g/L y EDTA 1.07 mM), posteriormente se
cosecharon nuevos cultivos en cajas petri que fueron mantenidos con DMEM-F12 (12500-062,
Invitrogen Gibco), Knockout SR (10828-028, Invitrogen Gibco) 15%, factor de crecimiento
epidermal (13247051, Invitrogen) 20 ng/mL, factor de crecimiento de fibroblastos (PHG0261,
Invitrogen) 20 ng/mL, insulina (19278, Sigma Aldrich) 5 pg/mL, albumina de suero fetal
(735078, Roche Applied Science) 0.4%, 100 unidades/mL de Penicilina G y 100 ug/mL de
Estreptomicina, a 37°Cy 5% de CO.,.

Los agregados celulares flotantes se alimentaron cada dos dias con medio de cultivo nuevo, al
sexto dia se disgregaron por disociacibn mecanica con una micropipeta y finalmente se hizo la

extraccion de RNA.

! La obtencién de los agregados esferoides forman parte del proyecto de doctorado de Lépez Gil Jacqueline.
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1. Extracciéon de RNA

La extraccion de RNA se utilizé el método convencional de extraccion con TRIZOL. Se agreg6
1 mL de TRIZOL a las poblaciones celulares, dejandolas incubar durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se adicionaron 200 pL de cloroformo por cada 1 mL de TRIZOL, dejando
incubar por 15 minutos a TA (temperatura ambiente). Se centrifugaron a 12000 rpm durante 15
minutos de 2 a 8°C, separando la fase acuosa a la cual se adicionaron 500 pL de isopropanol
por cada mililitro de TRIZOL empleado, incubando por 10 minutos a TA. Nuevamente se
centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos de 2 a 8°C y se decantd. Después la pastilla fue
lavada con etanol 70% (1 mL por cada mL de TRIZOL) y centrifugado a 7500 rpm por 5
minutos, se decanté el sobrenadante y finalmente se resuspendié en 50 uL de H,0 inyectable.

V. Cuantificacion y Verificacion de la calidad de RNA

Para verificar la calidad y cantidad de RNA extraido, éste fue analizado con el equipo
Bioanalyzer 2100 de Agilent, el cual cuenta con un sistema automatizado de electroforesis
capilar, que evalla la calidad de RNA mediante la generacion de perfiles de informacion sobre
el rendimiento de la concentracion de RNA y permiten una inspeccion visual de la integridad del
RNA, asimismo, genera relaciones de aproximacion entre la masa de las subunidades

ribosomales.

V. Preparacion de DNA complementario
El RNA se amplifico con el kit Amino Allyl MessageAmp™ Il aRNA Amplification de Ambion
(AM1753). La cantidad necesaria de RNA para realizar la amplificacion del mismo es de 1 ug.
Transcripcion Reversa para Sintetizar cDNA

Se mezcld 1 ug de RNA con 1 ulL de OligoT7(dT), luego se ajustd hasta un volumen final de 12
uL. Enseguida se mezcld en el vortex y se dejé incubar por 10 minutos a 70°C, al finalizar se

centrifugd y coloco en hielo inmediatamente.

Posteriormente se agregaron 8 uL del Mix Reverse Transcription Master y se incub6 la muestra

a 42°C durante dos horas, al finalizar se centrifugd y colocé en hielo.
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Reverse Transcription Master Mix:

e 2uL 10X First Strand Buffer
e 4uL dNTP Mix

e 1uL RNase Inhibitor

e 1ulL ArrayScript

Sintesis de cDNA

En hielo y en el siguiente orden se prepar6 el Second Strand Master Mix, posteriormente a

cada muestra se le agregaron 80 puL del mix y se incubaron por dos horas a 16°C.
Second Strand Master Mix:

o 63 uL Nuclease-Free Water

e 10uL 10X Second Strand Buffer
e 4uL dNTP Mix

e 2uL  DNA polymerase

e 1ulL RNaseH

Purificacion de cDNA

Se agregaron 250 uL del cDNA Binding Buffer a cada muestra, se mezclé y centrifugo.
Enseguida se colocé la muestra en la columna con filtro para cDNA y se centrifugd por 1 minuto

a 10 000rpm luego se retird el precipitado y se colocé nuevamente la columna en el tubo.

Se colocaron 500 pL de Wash Buffer en la columna para lavar las muestras, se centrifugo por 1
minuto a 10 000rpm, se retiré el precipitado y se coloco la columna de cDNA en el tubo de

elucion.

Finalmente el cDNA se eluy0 agregando 18 uL de agua libre de nucleasas calentada

previamente a 55°C, se incubd durante 2 minutos y se centrifug6 por 1 minuto a 10 000rpm.

VI. Transcripcion in vitro para sintetizar aRNA modificado.

A temperatura ambiente y en el siguiente orden se prepard el IVT Master Mix, posteriormente a

cada muestra se le agregaron 26 uL del mix.
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IVT Master Mix:

e 3uL aaUTP (50mM)
e 12uL ATP, CTP, GTP Mix
e 3uL UTP Solution (50mM)
e 4ul T7 10X Reacction Buffer
e 4uL T7 Enzime Mix
En seguida las muestras se incubaron durante 14 horas a 37°C. Al finalizar, la reaccién se

detuvo agregando 58 uL de agua libre de nucleasas a cada muestra.

Purificacion de aRNA

Se agregaron 350 uL de aRNA Binding Buffer a cada muestra y en seguida se agregaron 250
uL de etanol 100%, se mezcldé e inmediatamente se colocd en la columna para aRNA; la
muestra se centrifugd a 10 000rpm hasta que toda la muestra atraves6 la columna, se retir6 el

precipitado y se colocé nuevamente la columna.

En seguida se agregaron 650 uL de Wash Buffer a cada muestra y se centrifugaron a 10 000
rpm hasta que toda la muestra atraveso la columna, luego se retir6 el precipitado y se colocé la
columna en un tubo de colecta de RNA.

Para la eluciébn del aRNA se agregaron 200 pL de agua libre de nucleasas previamente
calentada a 55°C, se incubd durante dos minutos a temperatura ambiente y finalmente se

centrifugd por dos minutos a 10 000 rpm.

VII. Cuantificacién del aRNA amplificado y marcaje del aRNA

La cuantificacion del aRNA amplificado se realizé con el NanoDrop (NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer.) a 260/280nm de longitud de onda. Para preparar los colorantes del
marcaje se agregaron 11 uL de DMSO a cada tubo de Cy3 y Cy 5, se mezclé vigorosamente y

se mantuvo en la oscuridad.

Se colocaron 10 ug de aRNA (Amino Allyl) de cada muestra en un tubo y se secaron en el
Speed Vac evitando que se sobresecaran, posteriormente a cada tubo se colocaron 9 ulL de
Coupling Buffer y 11 uL del colorante previamente elaborado, se mezclaron perfectamente y se

dejaron incubar por 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
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Después se agregaron 4.5 uL de Hidroxilamina 4 M a cada muestra y se incubaron durante 15
minutos mas a temperatura ambiente y en oscuridad; por Ultimo, se agregaron 5.5 uL de agua

libre de nucleasas para obtener un volumen final de 30 uL de cada muestra.

VIIl.  Purificacibn de aRNA marcado y andlisis espectrofotométrico de la
incorporacion del colorante

A cada muestra se le agregaron 105 uL de aRNA Bindind Buffer y 75 uL de etanol 100% se

mezclé e inmediatamente se coloco en la columna con filtro para aRNA marcado. Se centrifugd

por un minuto a 10 000 rpm, se desechd el precipitado y se coloco la columna nuevamente en

el tubo.

Se agregaron 500 uL de Wash Buffer a cada tubo para lavar las muestras, luego se centrifugo

por un minuto a 10 000 rpm, y la columna se trasfirié al tubo de elucion.

Se eluyo el aRNA con 20 uL de agua libre de nucleasas y previamente calentada a 55°C, se
dej6 incubar durante dos minutos a temperatura ambiente y finalmente se centrifugé por dos
minutos a 10 000 rpm. El paso anterior se repitié6 hasta que el filtro de cada columna ya no

presentaba color.

La cuantificacion del aRNA marcado se realizd con el NanoDrop (NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer.) a 260/280nm de longitud de onda.

IX. Pre-Hibridacion de los microarreglos.

Antes de hibridar las muestras en la plataforma, éstas recibieron un pre-tratamiento con la

solucion de pre-hibridacion. Las camaras de incubacion fueron lavadas con agua destilada y
miliQ.
Se prepararon 40mL de solucion de pre-Hibridacion, lo suficiente para llenar la capacidad de la

camara y cubrir toda la superficie de las plataformas, para ello se requiri6 mezclar 39.6mL de
DIG Easy Hyb y 0.4mL de BSA 0.1mg/mL.

Las plataformas se colocaron dentro de la camara y se incubaron con la solucién de pre-
hibridacion durante una hora a 42°C. Al finalizar el tiempo de incubacion se hizo un lavado con

SSC 0.1X durante 5 minutos, en seguida se lavd con agua miliQ e inmediatamente se
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centrifugd durante 10 minutos a 1100 rmp hasta que las plataformas estuvieron perfectamente

Secas.

X. Hibridacion
Preparacion de aRNA marcado para la hibridacién

Se utilizaron los microarreglos de la universidad de Stanford que contienen 40000 secuencias
(oligonucleodtidos) depositadas sobre la superficie del mismo. Se requieren 500 pmol de aRNA

marcado para hibridarse en el microarreglo.

Se colocaron 500 pmol de muestra control y variable (total 2000 pmol) en un tubo y se dejo
secar en el Speed Vac. Luego se agregaron 9 uL de agua libre de nucleasas y 1 uL de reactivo

de fragmentacion se mezcld y se dejé incubar por 15 minutos a 70°C.

Posteriormente, a cada tubo se agregaron 1 uL de Buffer de Paro, 50 uL de tRNA y 50 ug de
Human-Cot, se mezclaron perfectamente y se centrifugd. En seguida se colocaron en el Speed
Vac para disminuir su volumen hasta 5 uL, luego se agregaron 45 uL de DigEasy y se mezcld

evitando la formacién de burbujas.

Las muestras se incubaron durante 5 minutos a 65°C y finalmente se colocoé sobre el
microarreglo, distribuyendo uniformemente. Se colocd un cubreobjetos sobre la misma y se

dej6 incubar dentro de una camara himeda por 18 horas a 37°C.

Lavados de astringencia

Después de la incubacién para la hibridacion, se retir6 el cubreobjetos de las plataformas

(cuidadosamente) y éstas se colocaron en la camara para lavados.

El primer lavado fue durante 5minutos con una solucion SSC 2X / SDS 0.1% en un bafio
previamente temperado a 42°C. Los siguientes lavados fueron a temperatura ambiente durante
5 minutos cada uno, el segundo fue con una soluciéon de SSC 0.1X / SDS 0.1%, el tercero con
SSC 0.1X, el cuarto con SSC 0.01X

Finalmente se hizo un udltimo lavado muy rapido con agua miliQ e inmediatamente las
plataformas se centrifugaron durante 10 minutos a 11 000 rpm hasta que estuvieron

perfectamente Secas.
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XI. Escaneo

El microarreglo fue escaneado con el equipo GenePix 4100A y analizado con el programa
GenePix Pro 5.0. En el caso de Hela la lectura se realiz6 a 470-450 nm; y para SiHa a 470-
440nm.

XIl. Pre-procesamiento de Datos

Para efectos sistematicos el pre-procesamiento de los datos tiene por objeto ajustar las
variaciones que se derivan de la techologia experimental mas que de las diferencias biol6gicas
entre las muestras de RNA. Este es un requisito esencial antes de llevar a cabo cualquier tipo

de andlisis e incluye los siguientes pasos:

e Diagnostico de los puntos

e Correccion del error de fondo
e Transformacion de datos

e Normalizacién

XIll.  Analisis Bioinformatico

Finalmente, se generé una base de datos que proporciona informacion sobre la funcion, el
proceso biolégico y la localizacion celular de los genes que presentaron un cambio en su
expresion. Asimismo, a partir de los datos obtenidos y con el uso de herramientas
bioinformaticas, se hizo una caracterizacion preliminar de las poblaciones enriquecidas con

CTT. Este experimento se realiz6 por duplicado como réplica técnica.
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RESULTADOS

l. Cultivo celular y ensayos de esferas no adherentes

En la figura 2 se muestran los cultivos celulares en monocapa de SiHa y HeLa con un 75% de
confluencia, una vez establecidos estos cultivos se tom6 una alicuota de células de los mismos

para realizar el ensayo de esferas no adherentes.

SiHa HelLa

Figura 2. Cultivos celulares de SiHa (izquierda) y HeLa (derecha) donde se muestra la condicién en
monocapa y una confluencia del 75%. A partir de estos cultivos se hizo el enriquecimiento de CICC
mediante el ensayo de esferas no adherentes.

Tanto las células troncales normales como las tumorales, comparten la capacidad para formar
agregados celulares flotantes bajo ciertas condiciones de cultivo. En este trabajo se emple6 el
ensayo de esferas no adherentes para obtener una poblacién enriquecida con CICC a partir de
cultivos de células creciendo en monocapa. En la figura 3 se observan esferas flotantes
después de seis dias de crecimiento de SiHa y HelLa con sus respectivos controles; MCF7
control positivo que si forma esferas y 3T3 control negativo que no forma esferas. El medio esta
compuesto por DMEM-F12, Knockout SR y factores de crecimiento como EGF, bFGF e
insulina, entre otros.
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Figura 3. Ensayo de esferas no adherentes después de seis dias de crecimiento (medio compuesto por DMEM-F12,
Knockout SR y factores de crecimiento). A. Control positivo con células MCF7, estas células si forman esferas
flotantes. B. Control negativo con células 3T3, células que no forman esferas flotantes. C. Células SiHa formando
esferas flotantes bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas. D. Células HeLa formando esferas flotantes
bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas.

Il. Extracciéon de RNA

Se realiz6 la extraccion de RNA total de los cultivos (monocapa y esferas flotantes) con TRIzol
y después las muestras fueron analizadas con el Bioanalizer. En las figuras 4-7 se puede
observar la buena integridad del material genético debido a que el nimero de integridad del
RNA (RIN) es muy cercano a 10 (mientras mas proximo a 10 mayor integridad), ademas la
relacion en cantidad de los RNA ribosomales 28S:18S es la esperada (2:1), por lo tanto estos

resultados son Optimos para un experimento de microarreglos.
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Result Flagging Color: /1 Result Flagging Color: 1
Resuk Flagging Label: RIN: 5.50 Result Flagging Label: RIN: 9.60
Fragment table for sample 1 : SiHa -Esf Fragment table for sample 4 : Siha + Esf
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,618 2182 4105 373 188 1732 2,047 4034 313
285 3432 4,737 57T 52.0 285 3,541 4 549 6034 33

Figura 4. Calidad del RNA control (SiHa monocapa).  Figura 5. Calidad del RNA muestra (SiHa esferoide).

RIN de 9.5. RNA ribosomales 28S:18S (2:1). RIN de 9.6. RNA ribosomales 28S:18S (2:1).
Tt T | HEi@ + st _
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RNA Concentration: 1,480 ng/pl RNA Concentration: 1,205 ng/ul
rRNA Ratio [28s [ 1Bs]: 16 RMA Ratio [28s / 18s]: 1.2
RMA Integrity Number [RIN): 9.6 (AD1.01) RNA Integrity Number (RIN): 9.5 (A.01.01)
Result Flagging Color: 1 Result Flagging Color:
Resuk Flagging Labek RIN: 9.60 Result Flagging Label: RIN: 9.50
Fragment table for sample 3 : Hela -Esf Fragment table for sample 6 : _Hela + Esf
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,740 2,061 4872 258 185 1,708 2,040 4682 305
285 3,523 4 588 780.2 40.8 285 3.541 4499 565.8 38.8
Figura 6. Calidad del RNA control (HeLa monocapa). Figura 7. Calidad del RNA muestra (HeLa esferoide).
RIN de 9.6. RNA ribosomales 28S:18S (2:1). RIN de 9.5. RNA ribosomales 28S:18S (2:1).

Se cuantificé el RNA con el NanoDrop ND-1000, el cual ademés de valores de concentracion,
también proporciona valores de relacion 260/280 (RNA/Proteinas, en un rango 6ptimo de 1.8-2)
y 260/230 (RNA/solventes orgénicos, en un rango 6ptimo de 2-2.2) que aportan informacion

sobre la pureza del producto.
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adherentes.
Concentracion Relaciéon Relaciéon
Muestra ng/ul RNA/Proteinas | RNA/solventes organicos

260/280 260/230
SiHa - Mcpa 1177.51 1.97 2.23
HeLa - Mcpa 1240.96 1.94 2.22
SiHa - CICC 749.68 1.98 2.12
HeLa - CICC 910.57 2.03 1.92

Tabla 1. Concentracion y pureza del RNA total de cultivos celulares en monocapa y esferas no

M. Amplificacion de RNA y cuantificacién de RNA amplificado

Para la hibridacion de la muestra en el microarreglo es necesario contar con suficiente material
y para ello se requiere amplificar las muestras de RNA. La amplificacion proporciona
un perfil de expresion mas reproducible ya que al obtener una mayor cantidad de RNA se
mejora la fiabilidad de los resultados. Una vez obtenido RNA total de 6ptima calidad se utilizé 1
ug de este para su amplificacion. EIl RNA se amplifico con el kit MessageAmp™ [l aRNA
Amplification Kit (Cat. AM1751, Ambion). Posterior a la amplificacion, el RNA amplificado es
modificado en el carbono 5 del anillo de la base pirimidica con un grupo amino alil, el cual

posteriormente sera el sustrato de las cianinas Cy3y Cyb5.

Con el propésito de corroborar una amplificacién satisfactoria, se cuantificé el rendimiento
obtenido en el NanoDrop a 260/280nm de longitud de onda. En la tabla 2 se observa que todas

las muestras presentan una pureza Optima y que la cantidad de RNA modificado fue suficiente.

Tabla 2. Rendimiento y pureza de RNA mensajero amplificado.

Concentracion Relacion Relacion
Muestra ng/uL RNA/Proteinas | RNA/solventes organicos
260/280 260/230
SiHa - Mcpa 426.4 1.96 1.56
HeLa - Mcpa 196.7 1.94 1.71
SiHa - CICC 280.1 1.95 1.67
HeLa - CICC 239.1 1.97 1.66
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AV Cuantificacion de cianinas incorporadas.

El rendimiento obtenido en las muestras de RNA amplificado fue 6ptimo para continuar con el

marcado. En la figura 8 se muestra un gel de electroforesis en el que se corrieron las muestras

de RNA amplificado marcado con los fluoréforos Cy3 y Cy5, en el observamos un patrén de

barrido normal y el color incorporado en la muestra. Ademéas de observar el gel, se hizo el

andlisis espectrofotométrico de la incorporacion del colorante en el NanoDrop a 260/280nm de
longitud de onda (Tabla 3).

Figura 8. Imagen de fluorescencia de las muestras de RNA marcadas con los fluoréforos Cy3 rojo y Cy5verde,

1. SiHa Cy5 CICC
2. SiHa Cy3 Ctrl
3. HelLaCy5CICC

4. HelLa Cy3 Ctrl

corridas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida de 12.5%. Se observa un barrido en los carriles presentando un

Tabla 3. Rendimiento y calidad de las cianinas (Cy3 y Cy5) incorporadas en las muestras.

patron normal.

Cy5 Cy3 Concentracion Relacién Concentraciéon
de cianinas RNA/Proteinas ng/uL
incorporadas 260/280
pmol/uL

SiHa CICC 16.9 1.82 164.0
Hela CICC 14.9 1.87 186.1
SiHa Mcpa 214 1.71 124.4

Hela Mcpa 27 1.69 1539
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V. Hibridacion y escaneo del microarreglo

Se utilizaron 500 pmol de RNA marcado para hibridarse en la plataforma del microarreglo. La
imagen que se obtuvo del proceso de hibridacion, es reflejo del nivel de expresion de cada gen
(Figura 9), ya que el tipo de microarreglo que elegimos permite obtener el perfil de expresion
global de una condicién particular. Esto significa que el nivel de expresion para cada gen se
manifiesta por la intensidad de fluorescencia en el punto correspondiente. Por otra parte,
gracias al empleo de controles tanto positivos como negativos, es posible tener un estricto
control en la calidad del experimento.

VI. Pre-procesamiento de datos

Una vez que se verifico el marcado, hibridacion y lectura, se procedié a obtener los valores de
fluorescencia para cada uno de los genes contenidos en el microarreglo. Para la obtencién de
los valores cuantitativos de cada una de las sefales de fluorescencia contenidas en el

microarreglo, se requiere del analisis de las imagenes (Figura 9).

En primer lugar se realiz6 la aplicacion de un filtro para depurar la imagen de pequefias
imperfecciones o sefiales no deseadas que pudieran encontrarse entre las muestras.
Posteriormente se generd una reticula en la que se definieron las areas a cuantificar (Figura 9).
Una vez definida la reticula, se determind una zona de exclusion y el area para calcular la sefial

de fondo de la imagen (recuadro en la figura 9).
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Figura 9. Para la obtencion de los valores cuantitativos de cada una de las sefiales de fluorescencia del
microarreglo, se requiere del analisis de las imagenes. Cuantificacion de la sefial de un microarreglo, definiciéon y
ajuste de la reticula. En el recuadro dentro del circulo amarillo, esta la zona para obtener la densidad real, entre el
circulo amarillo y el azul esta la zona no considerada y entre el circulo azul y el rojo la zona para determinar la sefial
de fondo.

VII. Normalizacién de los Datos

Antes de identificar cambios en la expresién génica, se debe analizar los datos obtenidos
después del procesamiento de la imagen. La normalizacién es el proceso necesario para poder
comparar daros de canales distintos. Estos datos corresponden a las intensidades relativas
para cada “spot”, pero deben ser normalizados en ambos canales. La normalizacion se realiza
para ajustar las diferencias que pudieran existir en la cantidad de RNA utilizado, en la eficiencia
del marcaje, de la hibridacion, de los lavados y de la deteccion para cada muestra. Estas
diferencias deben ser eliminadas para poder realizar una comparacion. Una estrategia para
este fin es el uso de controles como los genes constitutivos, que teéricamente no van a ser
diferencialmente expresados entre ambas muestras y por eso se asume que su radio promedio
de expresion medido debe ser 1 (Cy3/Cy5=1). El radio es la relacién que hay entre los valores
de intensidad de los dos canales para un mismo “spot”. Para los genes constitutivos, se ajusta

el radio a 1, permitiendo asi una comparacion mas confiable, después se calcula el radio para
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cada “spot”. Para considerar un gen como diferencialmente expresado se hace uso de métodos
estadisticos. EI mas usado es una simple desviacion estandar que determine un valor de corte
que depende de cada investigador, el mas reportado ha sido de 2 “veces” (two-fold) tanto en

regulacién alta como en baja.

Las imagenes fueron analizadas empleando el software Gene Pix Pro v5.0. Los valores de
expresion fueron globalmente normalizados al valor de la mediana de expresion de todos los
puntos en los arreglos. Se hizo un MA “plot”, el cual proporciona una visién general y rapida de
la distribucion de los datos. En muchos experimentos de microarreglos de expresion génica, la
suposicion general es que en la mayoria de los genes no se ve ningun cambio significativo en
su expresion. Por lo tanto la mayoria de los puntos en el eje Y (M) se esperan en 0, ya que log
(1) es O (Figuras 10). En nuestros experimentos podemos observar ese comportamiento, por lo
tanto sé6lo los genes altamente sobre o sub expresados seran candidatos para caracterizar a

las poblaciones de CICC de las no enriquecidas.

SiHa HelLa

—_— wovs A
Mvs A Log Ratio vs Total Intensity

Log Ratio vs Total Intensit 15

T (Log Ralie B35532) 1
W (Log Ratio BI5/532) )
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Figura 10. MA plot muestra el comportamiento de los datos después de la normalizacién de HelLa (derecha) y SiHa
(izquierda). Se observa que la mayoria de los puntos estan en el cero en el eje de las Y, lo cual es un patrén normal
de los datos en ambos experimentos.
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VIIl.  Analisis Bioinformatico

Una vez que los valores de expresion estuvieron normalizados, se obtuvieron las tasas de
expresion. En este caso utilizamos la mediana de expresion para cada gen. A partir de los
valores de densidad y fondo obtenidos de la lectura, se obtuvo el cociente entre la densidad y
el fondo respectivamente. Estos valores nos permiten ver si los datos de sefial que estamos
obteniendo, son significativos. Para lograr una mayor simetria en la distribucion, Se obtuvieron
los logaritmos en base 2 de las tasas de expresion para visualizar aumento o disminucion en
los niveles de expresion de un determinado transcrito. De esta forma se identificé aquellos

genes que aumentaron o disminuyeron su expresion, asi como aquellos que no cambiaron.

Para garantizar que un gen aumenté o disminuy6 su expresion, se debe tomar en cuenta que la
relacién de la densidad entre el fondo sea significativa y que el valor de logaritmo base 2 sea
mayor a 1 unidad para los genes que aumentaron su expresion y menor a —1 unidad para los

gue disminuyeron.

De esta manera, la representacion grafica permite observar sobre-expresién (rojo) o sub-
expresion (verde) de un gen determinado. La expresion esperada es de 10 000 genes en
promedio a partir de un total de 40 000 secuencias de genes que tiene el microarreglo.

El porcentaje de expresion total de SiHa es de 40.3% de genes con un valor positivo y 59.7%
con un valor negativo, para HelLa de 59.08% y 40.91%, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Porcentajes de expresion de SiHa y Hela.
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El enfoque de este trabajo se centra en el andlisis del perfil de expresion genético en las
poblaciones enriquecidas con células iniciadoras de cancer de las lineas celulares SiHa y HelLa
mediante el uso de microarreglos de cDNA. Como resultado el andlisis mostré que en el caso
de SiHa 349 genes tuvieron mas de 2 veces la tasa de cambio en la expresion y 515 para
HelLa.

A continuacion se muestra una serie de figuras donde mediante el agrupamiento funcional de
los genes diferencialmente expresados, una gran proporcion de ellos fueron clasificados de
acuerdo al proceso biolégico en el que estan involucrados. Cada barra representa un proceso
biologico y la altura de la misma indica el numero de genes observados en cada categoria de
acuerdo a la lista de genes totales introducida en el software libre de la Universidad de
Vanderbilt, el cual utiliza una la base de datos del GO (Gene Ontology) para hacer dicha
clasificacion (Figuras 12-15).
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Hela Sub expresados

Hela Sobre expresados

Figura 13. Clasificacion de acuerdo al proceso bioldgico en

Figura 12. Clasificacion de acuerdo al proceso bioldgico en

el que estan involucrados los genes sub expresados en

el que estan involucrados los genes sobre expresados en

poblaciones enriquecidas con CICC de Hela.

poblaciones enriquecidas con CICC de Hela.
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SiHa Sub expresados

SiHa Sobre expresados

Figura 15. Clasificacion de acuerdo al proceso bioldgico en

Figura 14. Clasificacion de acuerdo al proceso bioldgico en

el que estan involucrados los genes sub expresados en

el que estan involucrados los genes sobre expresados en

poblaciones enriquecidas con CICC de SiHa.

poblaciones enriguecidas con CICC de SiHa.
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Marcadores de Células Troncales

Dentro de las poblaciones enriquecidas con células troncales de CaCU se identificaron cambios
en la expresion de una serie de marcadores moleculares que han sido previamente asociadas
con el fenotipo de una célula troncal. Tal es el caso de CD73 y CD105 presente en placenta y
células mesenquimales de médula 6sea (Zhang, Li et al. 2004), CD44 en pulmoén (Leung,
Fiscus et al.; Shimada, Ishii et al. 2009), mama (Al-Hajj, Wicha et al. 2003), cabeza y cuello
(Chen, Chen et al.; Prince, Sivanandan et al. 2007), higado (Zhu, Hao et al.), colon (Haraguchi,
Ohkuma et al. 2008), prostata (Patrawala, Calhoun et al. 2006) y vejiga (Yang and Chang
2008). CD29 en céncer de prostata (Duhagon, Hurt et al.; Rentala, Yalavarthy et al.) y células
troncales epidermales (Webb, Li et al. 2004) CD49f en adenocarcinomas colorectales (Fan,
Dong et al.), tejido de préstata (Barclay, Axanova et al. 2008) y células troncales de epidermis
(Webb, Li et al. 2004; Terunuma, Kapoor et al. 2007), CD71 en keratinocitos de piel (Webb, Li
et al. 2004); CD166 en cancer de colon (Levin, Powell et al.; Dalerba, Dylla et al. 2007); SMA
en células troncales derivadas de tejido adiposo (Lin, Xin et al.); ABCG2 en lineas celulares de
ovario (Dou, Jiang et al.; Ma, Lai et al.); c-MET en cancer de préstata (Guzman-Ramirez, Voller
et al. 2009); CD9 en células neurales progenitoras (Klassen, Schwartz et al. 2001), PSCA
(Prostate Stem Cell Antigen, por sus siglas en inglés) en cancer de préstata (Guzman-Ramirez,
Voller et al. 2009), KRT15 en cancer de préstata (Duhagon, Hurt et al.) y keratinocitos de piel
(Webb, Li et al. 2004); Bmi-1 en cancer de préstata (Guzman-Ramirez, Voller et al. 2009).

Por otra parte, en las poblaciones enriquecidas con células iniciadoras de tumor se detecté la
sobreexpresion de marcadores de células troncales del tracto reproductor femenino. Entre los
marcadores encontrados estan CD44 (receptor del hyaluronato (Zhang, Balch et al. 2008;
Alvero, Chen et al. 2009; Feng, Peng et al. 2009; Gargett, Schwab et al. 2009; Rutella,
Bonanno et al. 2009)), la integrina beta-1 (CD29 (Sun, Cai et al.; Dimitrov, Timeva et al. 2008;
Gargett, Schwab et al. 2009), PSCA (Liu, Jiang et al.; Liu, Jiang et al.), CD73 (NT5E) (Schuring,
Schulte et al.; Dimitrov, Timeva et al. 2008; Gargett, Schwab et al. 2009), CD105 (Schuring,
Schulte et al.; Sun, Cai et al.; Gargett, Schwab et al. 2009), nucleostamina (Ye, Zhou et al.
2008), c-MYC (Feng, Peng et al. 2009), BMI-1 (Zhang, Balch et al. 2008; Hubbard, Friel et al.
2009), ABCG2 (BCRP1-breast cancer resistance protein-1, por sus siglas en inglés (Szotek,
Pieretti-Vanmarcke et al. 2006; Ono, Maruyama et al. 2007; Zhang, Balch et al. 2008; Gao,
Geng et al. 2009) y CD34 (Schuring, Schulte et al.; Sun, Cai et al.; Dimitrov, Timeva et al. 2008;
Feng, Peng et al. 2009; Gargett, Schwab et al. 2009). Otros marcadores troncales epiteliales

gue se encontraron fueron la integrina beta-6 (Dang and Ramos 2009), CD166 (ALCAM (Levin,
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Powell et al.; Dalerba, Dylla et al. 2007), c-MET (Guzman-Ramirez, Voller et al. 2009), CD71
(Webb, Li et al. 2004) y citoqueratina 15 (Duhagon, Hurt et al.; Webb, Li et al. 2004).

La expresion de CD24 disminuyo en las células iniciadoras de cancer de SiHa y HelLa, ambos
marcadores CD44 y CD49f se expresan de forma selectiva en células troncales normales y en
células iniciadoras cancer de mama y otros tejidos. De forma consistente con esto, CD44 se
une a varios receptores de tirosina cinasa, por ejemplo el factor de crecimiento epidermal
(EGFR), el receptor c-MET y CD49f para estimular la transduccién de sefiales (Figura 16 y 17)
(Boccaccio and Comoglio 2006; Finkbeiner, Astanehe et al. 2009).
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Figura 16. Marcadores de células troncales sobre expresados en la linea celular HeLa

['asa de cambio
[ WS N T LSy s VI O s
l 1 1 1 1 1 1 1 ]

Figura 17. Marcadores de células troncales sobre expresados en la linea celular SiHa
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Genes Involucrados con Especies Reactivas de Oxigeno

Por otra parte, se identificaron genes involucrados con la produccion de especies reactivas de
oxigeno y dentro de éstos se encuentran CYBA (citocromo B-245 polipetido alfa) involucrado
en la produccibn de NADPH y la degradacion de peréxido de hidrogeno, PRDX3
(Peroxiredoxina 3) reduce el perdxido de hidrogeno y los alquil hidroperéxidos a alcohol y
agua. PRDX4 (Peroxiredoxina 4) que modula los niveles de peréxido intracelular como
proteina cooperadora, posiblemente debido a la inhibicién de la reaccién de Fenton. PRNP
cuando esta presente promueve la actividad de SOD, aumenta la eliminacién de aniones de
superéxido. SOD?2 (superéxido dismutasa 2) cataliza la dismutacion de superdxido en oxigeno
y peréxido de hidrogeno (Figura 18).
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Figura 18. Genes involucrados con el metabolismo de especies reactivas de oxigeno cuya expresion se encuentra
sobre expresada.

La figura 19 muestra la via de estrés oxidativo celular, en azul se sefialan 2 genes sobre
expresados en los microarreglos de ambas lineas celulares CYABA y SOD2. CYBA esta
involucrado en la represién de sistemas que producen especies reactivas de oxigeno al inhibir

oxidasas, mientras que SOD2 induce la expresién de genes antioxidantes.
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Figura 19. Via de estrés oxidativo celular, en azul se sefialan 2 genes sobre expresados en los microarreglos de
ambas lineas celulares CYABA y SOD2.

Genes Involucrados con la Reparacion del Dafio al DNA

Asimismo, se seleccion6 otro grupo de genes que estan involucrados con la reparacion de los
dafios en el DNA. Dentro de este grupo se encuentra XRCC5 y XRCC6 relacionados con la
reparacion no homologa de los sitios finales del DNA, en el mismo grupo se encuentran XRCC4
gue es un factor accesorio de las ligasas y XRCC2 que repara las rupturas y entrecruzamiento

erréneo del DNA.

La recombinacion homologa es otro mecanismo de reparacion del DNA dafiado y algunos de
los genes que incrementaron su expresion fueron RAD 51, RAD51L3, RAD21, RAD54B,
RBBP8 y SHFML1. Otros genes de reparacion son MSH5, MSH3 Y MSH2. La reparacion de
dafio a DNA por escision de nucle6tidos (NER) incluye a RAD23B, RAD23A, RPA3, RPA2 y la
reparacion por escision de bases (BER) estan NEIL3, TDG, SMUGL.
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El andlisis de enriguecimiento para categorias en el Gene Ontology se visualiza en un DAG,
(Directed Acyclic Graph, por sus siglas en inglés) para mantener la relacion entre las categorias

de GO enriquecidas.

La figura 20 muestra en rojo la ubicacion de los genes sobre expresados en las categorias de
procesos biolégicos y funcién molecular del GO. Se observa que la mayoria de los genes estan

involucrados en la respuesta a estimulos, la respuesta a estrés y al dafio del DNA, entre otros.
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Transicion Epitelial Mesenquimal

La transicion epitelial mesenquimal (TEM) es un proceso vital morfogenético que ocurre
durante el desarrollo embrionario, sin embargo, recientemente se ha visto implicado en la
alteracion del tejido tumoral durante las etapas tempranas de la metéstasis (Thiery 2002). La
mayoria de los carcinomas que se encuentran en camino hacia la metastasis, estan asociados
con la perdida de la diferenciacion epitelial y por el cambio hacia el fenotipo mesenquimal, el
cual estd acompafiado por un incremento en la motilidad celular y la invasion (Baum, Settleman
et al. 2008; Turley, Veiseh et al. 2008). Estudios recientes han demostrado que la TEM juega
un papel critico no sé6lo en la metastasis del tumor sino también en su recurrencia, suceso que
se supone esta estrechamente vinculado con la biologia de las células iniciadoras de cancer
(Mani, Guo et al. 2008; Santisteban, Reiman et al. 2009).

Recientemente, se ha reportado que la inducciéon de la TEM en células epiteliales de mama
promueven la adquisicion del fenotipo troncal CD44+/CD24-. En nuestro estudio, algunos
marcadores asociados a la TEM fueron sobre expresados; para el caso de HelLa (GNG11,
ITGA5, ITGAV, SERPINE1, TIMP1, TMEFF1 and VIM) y para SiHa (IGFBP4, SERPINEL1,
STEAP1 and TIMP1) (Figura 21). Adicionalmente, TEM esta caracterizada por un incremento
en la expresién de marcadores mesenquimales, lo cual sugiere/proporciona evidencia de que
los miofibroblastos puede derivar de células epiteliales (tumorales) via TEM (Petersen, Nielsen
et al. 2003; Radisky, Kenny et al. 2007). Esta idea esta basada en la observacion de esferoides
compactos formados por células de cancer de ovario en ascitis con capacidad contractil,
conteniendo alta capacidad invasiva in vitro y la expresion de SMAa y vimentina (Sodek,
Ringuette et al. 2009). Nuestros esferoides de HeLa y SiHa también sobre expresaron los
marcadores vimentina y SMAaq, indicando que una TEM ocurrié durante la progresion del
cancer de las células iniciadoras del cancer de cérvix (Kato, Takao et al.). Se ha especulado
también que la TEM involucra células en un estado hibrido, por ejemplo células con

caracteristicas de epitelio y de células mesenquimales (Thiery and Huang 2005).
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DISCUSION DE RESULTADOS

El uso de una plataforma de expresion, la cual teGricamente presenta todos los posibles genes
en el genoma humano; nos permitid identificar la mayoria de los genes diferencialmente
expresados en poblaciones celulares enriquecidas con CICC respecto a poblaciones no

enriguecidas.

Algunos de estos genes se han reportado como tipicamente involucrados en el proceso de
carcinogénesis de manera general 6 en CaCU. Ejemplos de estos genes son c-myc, ras, fos,
NF-kappaB, EGFR, beta-catenina, etc (Xu, Richert et al. 1984; Ocadiz, Sauceda et al. 1987;
Agnantis, Spandidos et al. 1988; Cheung, Leung et al. 1997; Nair, Venkatraman et al. 2003).
Estas evidencias muestran la importancia de emplear herramientas de analisis de alto
rendimiento, pues en un solo experimento se analiza un gran nimero de genes. Los resultados
producidos al coincidir con trabajos previos, validan no sélo los genes coincidentes con la
literatura, sino el grupo de genes identificados por el empleo de herramientas de alto

rendimiento, en este caso microarreglos de expresion.

A fin de encontrar un sentido biol6gico a los genes obtenidos, empleamos una herramienta
capaz de producir una imagen de las poblaciones enriquecidas con CICC basada en las vias
metabdlicas descritas por KEGG (Enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas, por sus siglas en
inglés). La base de datos de KEGG presenta redes de proteinas anotadas por evidencias
biol6gicas directas; es decir, todos los datos encontrados empleando esta herramienta tienen
sustento en una gran cantidad de articulos cientificos en donde se ha estudiado cada via

especifica (Kanehisa, Goto et al. 2004).

El que tiene mucha alegria debe ser un hombre bueno; pero quiza no el mas inteligente,
aunque alcance los fines a que aspira el mas inteligente con toda su inteligencia.

Humano, demasiado humano.
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CONCLUSION

La importancia del presente trabajo radica en la caracterizacién de genes regulados de forma
diferencial en poblaciones celulares enriquecidas con CICC. Este tipo de cancer ocasioné
4,031 defunciones con una tasa de 7.4 por 100 000 mujeres en el 2008, con esto se estima que

en ese afo, murieron 11 mujeres por dia.

De esta manera, el presente trabajo contribuye al conocimiento de las alteraciones en cuanto al
perfil de expresion de poblaciones celulares enriquecidas con CICC. Esta caracterizacion fue
posible gracias al uso de la metodologia de microarreglos, la cual permitié realizar un analisis

preliminar completo de los genes expresados en dichas poblaciones.

Este tipo de estudios no sélo nos permite comprender las vias de regulacién en los procesos
involucrados en la tumorigénesis, sino también identificar nuevos marcadores de prondstico y

diagnéstico.

La identificacién de diferencias en poblaciones celulares enriquecidas en CICC y su contraparte
no troncal a nivel molecular, abre importantes expectativas en cuanto a los mecanismos que
propician el desarrollo del cancer. Identificar estos actores especificos a cada enfermedad no
s6lo nos permitira tener las herramientas necesarias para pronosticar y diagnosticar
eficientemente, sino que por otra parte podremos comprender mejor el fenbmeno analizado a

una mayor resoluciéon gue hace algunos afios.

Llamamos buena o mala a una cosa en relacidén con nosotros, no con la cosa misma.
Filosofia general.
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PERSPECTIVAS

Este proyecto se enfoco en realizar una descripcion a nivel transcripcional de las poblaciones
enriquecidas con CICC, sin embargo la informacion derivada de este trabajo es vasta por tal
razon se ha propuesto realizar estudios de protedmica a fin de identificar y caracterizar

marcadores moleculares a nivel traduccional en alguna via metabdlica en particular.

Hay una inocencia en la admiracion.
Y es la del hombre que no contempla
la posibilidad de que él también podra

ser admirado algun dia.

F. Nietzche
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