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Perfil de expresion a nivel transcripcional en Cancer Cervicouterino y su

relacion con la via de sefalizacién Notch.

Palabras clave: Cancer cervicouterino, expresion génica, via Notch.

Resumen

El cancer cervicouterino (CaCU) es la primer causa de mortalidad en mujeres en México,
y la segunda a nivel mundial. Entre las causas principales para el desarrollo de cancer se
encuentran la presencia de mutaciones, deleciones, translocaciones e inserciones virales
en los genes. El Virus de Papiloma Humano (VPH) esta asociado en el 99% de los casos
diagnosticados, aunque no es el Unico factor determinante. El sistema de sefalizacion
Notch esta implicado en eventos celulares esenciales como el desarrollo, diferenciacion,
proliferacion y apoptosis, esta via esta involucrada en varias de enfermedades humanas
principalmente en cancer, se ha reportado que la desregulacién de los genes Notch, sin
embargo el mecanismo exacto de participacion de esta via para la generacién de
neoplasia no es claro, se desconoce aun la existencia de componentes que puedan
interactuar con la via y que ademas pueden estar involucrados en la diferenciacion
tumoral. Se ha demostrado que dependiendo del nivel de expresion y del contexto
celular, los receptores de membrana Notch contribuyen claramente en la resistencia a
apoptosis en células tumorales. En este trabajo, se evalué el perfil del transcriptoma de
CaCU para la identificacién de los genes que se inducen y/o reprimen en presencia de
fenotipo neoplasico y la posible participacion que tiene en la regulacién de la via Notch. El
estudio se realizd en biopsias de pacientes con cancer cervicouterino en los diferentes

estadios de la enfermedad (NIC |, NIC II, NIC Ill y cancer Invasor).

En resumen, se identificaron 175 genes inducidos, 62 reprimidos, 182 con cambio en el
nivel de expresidon y 31 genes con expresion constitutiva. De manera notable se
identificaron los genes Notch-1, 3 y 4, algunos de sus ligandos (Delta-like-1) y otros
genes que recientemente se han reportado en la via de sefalizacion Notch.

En conclusién, se sugiere que ademas del VPH como factor determinante del desarrollo
de CaCU, se requiere de otros elementos, e.g. la desregulacion de los componentes de la
via de senalizaciéon Notch y de genes relacionados con esta via, ademas de genes

oncogeénicos.
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Transcriptome profile in cervical cancer and its relationship with the Notch

signaling pathway.

Key words: Cervical cancer, expression gene, Notch pathway
Abstract

The cervical cancer (CC) is the first cause of death in women in Mexico and the second
worldwide. 99% of the cases diagnosed with CC are affected by the Human Papilloma
Virus (HPV), however other factors are involved. In the last years, there are reports about
over expression of the Notch signaling pathway elements in a great variety of a human
tumors including CC. However, the exact mechanism of the participation of this pathway
is not clear. It is unknown yet the existence of elements that could interact with this
pathway and that possibly involved in the tumor differentiation. Among the main causes
for the development of CC are the presence of mutations, deletions, translocations, and
insertions of viral genes. The Notch signaling pathway is involved in essential cellular
events such as development, differentiation, proliferation, and apoptosis. In addition, this
pathway has been involved in several human diseases, mainly in cancer.

It has been demonstrated that depending of the expression level and the cellular context,
the Notch receptors contribute clearly in the resistances to apoptosis in tumor cells. In this
work, we study the transcriptome profile in CC for identification of genes that are induced
and /or repressed in the present of a neoplastic phenotype and the possible participation
in the Notch via. In this study we used biopsies from patients with CC in the different

stages of the disease (CIN I, CIN II, CIN lll, and invasive cancer).

We identified 175 induced genes, 62 repressed gene, 182 with a slight but significative
change on the level of expression. From the total 31 genes were expressed constitutively.
We identified Notch-1, 3 and 4 genes, one ligand (Delta-like-1) and other genes that have
recently been implicated in the Notch pathway.

As a conclusion we suggest in this work that HPV is a determinant factor for the
development of CC and requires of other regulation elements e.g. deregulation of the
components of Notch signaling pathway and genes related to this pathway, in addition to

genes oncogenics.
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1. Cancer cervicouterino.

El cancer cervicouterino (CaCU) es la segunda causa de muerte por cancer en
mujeres a nivel mundial. En nuestro pais el CaCU, junto con el cancer de mama,
son las principales causas de muerte en la poblacién femenina, con 4 mil 500
decesos anuales (Munoz et al, 2003). Este tipo de cancer representa el 13% de
las neoplasias femeninas malignas reportadas en Meéxico, y es uno de los

problemas de salud mas graves en México (Lewis, 2004).

El CaCU es una enfermedad cronico-degenerativa que involucra la proliferacion y
transformacion celular con caracteristicas morfologicas y metabdlicas diferentes a
las originales (Mufioz et al, 2003). Esta neoplasia es precedida por diferentes
estadios pre-cancerosos o displasicos: neoplasia intra-epitelial cervical leve o
grado | (NIC 1), moderada o grado Il (NIC Il) y severa o grado Il (NIC Ill o
carcinoma in situ) y finalmente termina en carcinoma invasor cuando las células
neoplasicas del epitelio cervical atraviesan la membrana basal e invaden el tejido
subyacente (Schiffman, et al, 2007, Figura 1). Los criterios para el diagnéstico de
neoplasia intraepitelial varian segun el criterio del médico-patélogo, aunque los
aspectos mas importantes a considerar son la desorganizacion celular, la atipia

nuclear y el aumento de la actividad mitética (Cortés-Gutiérrez, et al 1995).
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Bethesda
2001
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- H R

] 1] I
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Increasing cancer risk

Figura 1. Estadios de progresion de cancer cervicouterino. (Schiffman, et al, 2007).
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El cuello del utero esta compuesto por dos tipos de epitelio, el epitelio cilindrico
mucosecretor, que reviste al conducto endocervical y el epitelio escamoso que
recubre al exocérvix. La zona de unién entre estos epitelios se denomina zona de
transicion escamo-columnar o zona de transformacién. Esta zona es una region
dinamica sujeta a cambios constantes relacionados con la accion de hormonas
ovaricas (e.g. estrogeno), fenomenos proliferativos como el cambio de epitelio
cilindrico a escamoso (metaplasia) y donde se originan con mayor frecuencia las
lesiones intraepiteliales, incluyendo la infeccion por el virus de papiloma humano
(VPH). El VPH es el factor de riesgo mas establecido para el desarrollo de CaCU
(Berumen et al, 2003). En estudios epidemiolédgicos incluyen el comportamiento
sexual, numero de gestas, enfermedades venéreas, uso de anticonceptivos orales

y tabaquismo (Syrjanen et al., 2000).

Se ha reportado la presencia de VPH en el 99% de los casos de CaCU
diagnosticados. Este virus del VPH se transmite por via sexual, y la infeccion es

mas frecuente en mujeres jovenes en su primera década de actividad sexual.

Las infecciones persistentes y pre-cancerosas se establecen, por lo general,
dentro de los primeros 5-10 afios al menos en el 10% de las infecciones por VPH,
el cancer invasor se desarrolla a lo largo de muchos afios, incluso décadas (Figura
2), la tasa maxima se presenta en mujeres de aproximadamente 35-55 anos de
edad. Cada genotipo de VPH actia como una infeccion independiente que

potencia el riesgo de cancer (Schiffman, et al., 2007).
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Transient infection
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Mormal cervie HPV-infected cervix Precancerous lesion Cancer I / '/ﬁ i i
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Figura 2. Infeccion y persistencia de VPH en la progresion de Cancer cervical. (Schiffman,
etal., 2007).

2. Virus de Papiloma Humano.

Los virus de papiloma humano (VPH), son los miembros mas estudiados de la
familia Papillomaviridae, son virus sin cubierta, con capsides icosaédricas
formadas por 72 capsémeros (Zur Hausen, 1999), de 55 nm de diametro (Shanley,
2002). Son virus de DNA con un genoma circular de doble cadena de
aproximadamente 8 Kb (Terai y Burk., 2001).

La organizacion genomica de los VPH es conservada entre los mas de 120
genotipos (Figura 3).

De manera general el VPH tiene la siguiente organizacién gendmica: constan de
una regién temprana (E, early) que codifica de 6 a 7 proteinas tempranas [E6, E7,
E1, E2, E4 (E8 y E5)], una regién tardia (L, late) que codifica 2 proteinas tardias
(L1 y L2) y 2 regiones regulatorias: la region larga de control (LCR long control
region) y region pequena no codificante (Seedorf et al., 1985)

Las proteinas E participan en la transformacion celular y en la replicacién viral,
especificamente las proteinas E1 y E2 modulan la replicacion del DNA viral y de la
regulacion de la expresion de los oncogenes E6 y E7. La proteina E4 se unen a
filamentos intermediarios y se cree que facilitan la liberacién de las particulas
virales y estan involucradas en la regulacion post-transcripcional (Doorbar, 2000).
Los genes tardios L codifican para las proteinas que constituyen la capside, El gen

L1 codifica la proteina mayor de la capside, y el gen L2 codifica una proteina

Fabiola Leén Galvin Pagina 3



secundaria de la capside. Los diferentes tipos de papilomavirus comparten al
menos del 90% de homologia en L1. La region LCR es una region reguladora,
contiene el origen de replicacién viral, que es parcialmente diferente entre los
diversos tipos de VPH (Doorbar, 2003)

De acuerdo a su potencial oncogénico, los VPH se han clasificado en genotipos de
bajo y alto riesgo. En los de bajo riesgo se encuentran los tipos VPH-6, -11, -40, -
42, -43, -44, -54, -61, -70, -72, y -81; y de alto riesgo u oncogénicos los tipos VPH-
16 -18, -31, -33, -35, -39, -45, 52, -56, -58, y -68. Se ha determinado que los VPH
tipos 16, 18, 45 y 58 son los mas oncogénicos (Syrjanen et al. 2000; Clifford et al,
2003).

Los VPH son selectivos del epitelio, los de bajo riesgo provocan transformacion
benigna que causa verrugas o condilomas y los de alto riesgo pueden conducir a

la transformacién maligna que lleva al cancer invasor (Walboomers et al, 1999).

Los VPH de alto riesgo, pueden integrarse al genoma celular y provocar la
inmortalizacion celular, debido a la integracion y expresion de sus genes
tempranos en el genoma celular, tal como se ha reportado en queratinocitos (Di
Paolo, 1993).

La proliferacion descontrolada de las células del epitelio cervical se asocia a la
integracion del genoma viral al genoma celular, en este proceso se interrumpe el
marco de lectura del gen E2 provocando su represion. La proteina E2 activa
provoca la represion a nivel transcripcional (promotor P97) de los oncogenes
virales E6 y E7. La represion del gen E2 se manifiesta en la sobreexpresion del
RNA mensajero de estas dos proteinas. Las oncoproteinas E6 y E7 interrumpen la
regulacion del ciclo celular, E6 reconoce a la proteina supresora de tumores p53 e
induce su degradacion proteolitica via proteosoma, previniendo el arresto celular
en la fase G1 del ciclo celular y/o la apoptosis en respuesta al dafio celular. La

oncoproteina E7 se une a la proteina del retinoblastoma (Rb) y al igual que p53, la
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dirige al proteasoma para su degradacion, esto conduce a la célula infectada a un
proceso de proliferacion e inmortalizacion (Werness, 1990).

Las mutaciones que afectan los motivos YY1 de la region larga de control del
genoma de VPH se han asociado con una integracién rapida del genoma viral al
genoma celular (Syrjanen et al. 2000).

Existen cuatro pasos principales en el desarrollo de cancer cervical: 1) Infeccion
metaplasica del epitelio cervical en la zona de transformacion, 2) Persistencia viral,
3) progresion de la infeccion epitelial precancerosa cervical, y 4) Invasion a través
de la membrana basal epitelial (Figura 3).

E2 E2E1 SME B2 TATA Po7
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Figura 3. Infeccion por VPH en la zona de transformacion.

3. Prevencion, diagnoéstico y tratamiento de CaCU.

Los avances en la etiologia, diagndstico y tratamiento del cancer cérvico uterino,

han impactado en la disminucion de las tasas de mortalidad por esta patologia
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(Sanfilippo et al., 2006). Sin duda, la prevencion y el diagndstico temprano son la

mejor solucion para disminuir la incidencia y mortalidad por CaCU.

3.1 Prevencion

La prevencion del cancer cérvicouterino, es complicada debido a que requiere de
cambios en el estilo de vida sexual. En este sentido, la prevencion esta enfocada a
realizar acciones orientadas a disminuir los factores y cofactores de riesgo que
aumentan la posibilidad de contagio por patégenos (Larios, 2006).

En este contexto, la prevencion del cancer cérvico uterino esta enfocada en dos
aspectos:

« Prevencion primaria con la aplicacion de vacunas profilacticas para evitar la
infeccidn por virus papiloma humano tipos 16 y 18.

« Prevencion secundaria, referente a la deteccion temprana de la enfermedad
Un aspecto fundamental es la deteccidn de lesiones intraepiteliales antes
de que evolucionen a cancer invasivo o detectar éste en una etapa
temprana (in situ).

No obstante los avances en este campo, continua siendo primordial la educacién
para la salud y la promocion de un ejercicio de la sexualidad de manera informada,

segura, responsable (Sanfilippo et al., 2006).

3.2 Diagnostico.

Los esfuerzos de prevencion del cancer cérvicouterino en todo el mundo se han
centrado en el tamizaje de las mujeres en situacion de riesgo, empleando las
pruebas de Papanicolaou y el tratamiento de las lesiones precancerosas. El
procedimiento de tamizaje se realiza mediante la prueba de Papanicolaou que se
desarrollé en los afos treinta y se le dio el nombre de su inventor el Dr. George
Papanicolaou. Este método permite realizar un diagnostico citolégico de probable
lesion cervical, incluye desde la ausencia de lesién, pasando por los cambios
inflamatorios no patoldgicos y todo el espectro de displasias leve, moderada y

severa, el cancer in situ y el cancer invasor, (Tapia et al., 2003).
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El objetivo principal de la técnica de Papanicolaou es detectar de manera
temprana lesiones precursoras antes de que evolucionen a cancer, para ser
atendidas o para que reciban tratamiento oportuno, tomando en cuenta los lapsos
de tiempo de evolucidon que presentan.

Existen otros métodos de diagndstico y son: la visualizacion cervical con acido
acético, pruebas de Shiller, pruebas de biologia molecular, colposcopia e
histopatologia (PPAPC, 2005).

Las pruebas de biologia molecular estan enfocadas a la deteccion molecular de
VPH, principalmente la carga viral de los tipos 16 y 18 detectada por PCR en

tiempo real (Valdez et al., 2007).

3.3 Tratamientos actuales de lesiones premalignas y CaCU.

El tratamiento especifico depende de la severidad, extension y localizacion de la
lesion o lesiones.

Existen dos de procedimientos: el de ablacion y el de escision.

1) El procedimiento de ablacion destruye el tejido anormal por necrosis. El
método mas utilizado es la crioterapia, y consiste en la aplicacion de
nitrégeno liquido. Es un procedimiento efectivo en un 80 6 90% en el
tratamiento de lesiones de alto grado. La principal desventaja es que no
permite la obtencion de muestra histolégica para su posterior estudio
patoldgico.

2) Procedimiento de escision, permite obtener especimenes histolégicos. Este
es mas efectivo para tratar lesiones grandes y lesiones endocervicales. La
técnica electroquirurgica de escisiéon (LEEP por sus siglas en ingles: Loop
Electrosurgical Escision Procedure) utiliza un asa de alambre eléctrico fino
para remover completamente la zona de transformacion afectada en el
cuello uterino. Este procedimiento es efectivo en un 90 o 95% en el
tratamiento de displasias de alto grado.

Para los casos de cancer invasor, el tratamiento depende del grado de avance del
cancer. Entre los tratamientos se encuentran la histerectomia, la radioterapia y la

quimioterapia o una combinacion de ellos (Tapia et al., 2003)
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4. Sefializacion celular.

4.1. Sefiales celulares.

En todos los organismos multicelulares, la supervivencia depende de una red
compleja de comunicaciones intercelulares basadas en la generacion de una sefial
con respuesta especifica en ciertas células blanco.

Las senales se definen también como interacciones celulares y se clasifican de la

siguiente forma:

La senal se domina enddécrina cuando las moléculas sefal (hormonas) actuan
sobre una célula objetivo distante del sitio de sintesis, por lo general este tipo de
moléculas son transportadas a través del torrente sanguineo desde el sitio de
liberacién hasta la célula objetivo. En la sefial paracrina las moléculas senal
liberadas por una célula solo afectan a células objetivo muy cercanas. En las
sefales autocrinas las células responden a sustancias que liberan por si solas, tal
es el caso de muchos factores de crecimiento. Este tipo de sefial es en particular
comun en células tumorales, muchas de las cuales producen y liberan un exceso
de factores de crecimiento para estimular su propia proliferacién no regulada,
proceso que puede llevar a la formacion de masas tumorales. Otro tipo son las
Sefiales yuxtacrinas, que son transmitidas a lo largo de la membrana celular a
través de proteinas o lipidos que integran la membrana celular y son capaces de
afectar tanto a la célula emisora como a las células inmediatamente adyacentes
(Lodish et al. 1997).

Existe un grupo de vias de sefializacion que estan implicadas en la regulacion de
diferentes destinos celulares, proliferacion, y muerte celular programada
(apoptosis) (Bray, 2006).

En este grupo de vias, la sefializacién Notch juega un papel fundamental en el
equilibrio entre la proliferacién celular, diferenciacion y apoptosis (Runzi et al.,
2003).
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4.2 Via de sefializacion Notch.

El gen Notch fue descubierto en la década de los 80°s en Drosofila melanogaster y
se ha descrito genéticamente conservado en la escala filogenética.

En D. melanogaster se ha descrito un solo gen solo gen Notch, en C.elegans se
han reportado 2 paralogos LIN-12 y GLP-1, mientras que en Homo sapiens existen
4 genes Notch (Artavanis-Tsakonas, et al., 1999).

Los genes Notch codifican para receptores transmembranales que constan de los
siguientes elementos:

1) Un dominio extracelular (EC): Contiene secuencias repetidas en tandem,
similares a las del factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en
inglés) y tres repetidos ricos en cisteina (LNR). Los repetidos EGF se
localizan en la regién amino terminal extracelular y participan en la unién
con su ligando proveniente de otra célula, mientras que las repetidos LNR
previenen la activacion de la seializacion en ausencia del ligando.

2) Un dominio transmembranal (TM): Se encarga de transmitir la sefal al
nucleo.

3) Un Dominio Intracitoplasmico (NICd): Contiene un dominio RAM que
posee una alta afinidad de uniéon a proteinas (factores de transcripcion),
seis repetidos de ankirina (ANK) necesarias para la transmisién de sefales,
dos secuencias de localizacion nuclear (NLS 1 y 2), una secuencia NCR,
regiones de respuesta a citocinas, un dominio de activacién transcripcional
(TAD) y secuencias PEST (region rica en prolina-glutamato-serina-treonina)
que tienen propiedades proteoliticas (Figura 4).

El tamafio de los receptores Notch es de 300 Kilodaltones (KDa), su estructura es
similar pero presentan las siguientes diferencias (Figura 4):

1) En el dominio extracelular de Notch-1y 2 tienen 36 repetidos EGF, Notch-3
tiene 34 y Notch-4 tiene 29 repetidos.

2) El dominio de transactivacién no se encuentra presente en los receptores
Notch-3 y Notch-4 (Grace et al, 1999; Santos et al. 2006).
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Figura 4. Estructura de los receptores Notch en mamiferos.
1) Region extracelular: EGFR, LNR,
2) Region transmembranal
3) Region intracitoplasmica: RAM, NLS1y 2, ANK, NCR, TAD, PEST.

Las proteinas Notch, estan clasificadas como proteinas transmembranales tipo |,
son activadas por interaccion directa con su ligando expresado en células vecinas
(Artavanis-Tsakonas et al 1999; Radtke F et al 2003), esta interaccion promueve
dos cortes proteoliticos: el primer corte es catalizado por la familia de ADAM-
metaloproteinasas, mientras que el segundo es mediado por gamma-secretasa,
una enzima compleja que contiene presenilina, nicastrina entre otros, (Fortini,
2002; Mumm et al., 2000).

El segundo procesamiento proteolitico libera el dominio de Notch intracitoplasmico
(NICd, por sus siglas en ingles), que se transloca al nucleo e interactua a travées
del dominio RAM con factores de transcripcién de la familia CLS (CBF-1/Lag-1/
Suppressor of hairless). Al unirse CLS a IC se disocia un complejo represor que
incluye una diacetilasa de histonas (hdac-1), y recluta co-activadores nucleares

como SKIP y MAML-1 (Mastermind), y acetil transferasas de histonas, lo que hace
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a CLS actuar entonces como un activador transcripcional, (Tamura, 1995;
Nickoloff, 2003) (Figura 5).

Célula vecina

Delta
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extracelular

Notch %?

ADAM 6
TACE
Corte S1

C. golgi%

Genes blanco
=] Complejo G
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CSL DNA Genes blanco

citoplasma HES
c P21
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Figura 5. V de sefializacion Notch (Modificado Bray, 2006).

Ligandos de Notch son proteinas transmembranales que estructuralmente,
comparten muchas caracteristicas con los receptores Notch, las modificaciones
moleculares que presentan son similares incluyendo el procesamiento proteolitico,
(Klueg et al. 1998; Qui et al., 1999).

Los ligandos de Notch son conocidos como ligandos DSL (Delta y Serrate en D.
melanogaster, LIN-1 en C.elengans). En humanos se han descrito 5 tipos de
ligandos de Notch: Delta-like 1,3 y 4, y Jagged-1 y 2 (homdlogos de Serrat en D.
melanogaster) (Gray et al., 1999). Su estructura es conservada y constan de los

siguientes elementos: una secuencia sefal, una region N-terminal no conservada
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de aproximadamente 100 residuos de aminoacidos, un dominio familia especifico
Delta y/o Serrate (Jagged en humanos), un numero variable de repetidos EGF, un
dominio transmembranal (TM), y un dominio no conservado intracelular (IC). La
expresion de los ligandos de Notch es muy dinamica y contribuye
significativamente a diferenciar la actividad de esta via (Bray, 2006; Grace et al,
1999).

El tamafio del complejo nuclear Notch es de aproximadamente 1.5 MDa, involucra
NICd y CLS, en este complejo se han asociado polipéptidos de la familia de las
mastermind-like (MAML), pero por el tamafio del complejo, es probable que
existan otros componentes aun desconocidos (Kadesch et al, 2004).

Se ha establecido que los ligandos de Notch interactuan directamente con las
proteinas ubiquitina E3 ligasa, Neuralized (neur) y Mind Bomb (Mib) y que esta
interaccidon es importante para la activacion del ligando, (Chitnis et al. 2006; Le
Borgne et al. 2005), la falta de alguna de estas proteinas puede inhibir la
activacion del ligando, provocando su acumulacion en la superficie celular e
inducir endocitosis, impidiendo de esta manera la unién con el receptor Notch y la

subsecuente senalizacion.

Otras proteinas descritas en la modulacion o activacion de la via Notch son las
proteinas Fringe, su funcidon es la regulacién de la activacion de la via Notch
dependiente de la union receptor-ligando (Veeraraghavalu et al., 2004). Fringe es
clasificada como una glucosiltransferasa Se identific6 primero en Drosophila y
posteriormente en mamiferos, reportandose tres variantes de estas proteinas:
Manic Fringe, Lunatic Fringe y Radical Fringe (Sade et a.l, 2004). Estas proteinas
glicosilan a los receptores y a sus ligandos. Especificamente Fringe cataliza la
adicion de B 1,3-N acetilglucosamina sobre los residuos preexistentes de O-fucosa
unidos a las repetidos EGF de los receptores y de los ligandos, accion que evita la
union receptor-ligando y por lo tanto inhibe la activacidn de la senalizacion (Figura
5). Esta modulaciéon de la via de sefalizacion Notch ocurre a nivel extracelular
(Moran et a.l, 1999). La modulaciéon a nivel intracitoplasmatico no es del todo

clara, estudios anteriores reportan la participacién de las proteinas NUMB que
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inhiben la inducciéon dependiente de la region activa del receptor Notch (NICd),

esta regulacion es mas una accidn antagonista a la accion de Notch (Spana et a.l,
1996; Harper et al., 2003).

En la tabla 1 se presentan los componentes de la via de sefalizacion Notch

(Bray, 2006).

Tabla 1. Componentes y factores auxiliares de la via de sefializacion Notch en
diferentes especies (Bray, 2006).

Tipo de Drosofila Vertebrados y Ceanorhabdistis

componente melanogaster mamiferos elegans

Receptor Notch Notch 1-4 LIN-12, GLP-1

Ligando Delta, serrate Delta 1-4/A-D, Serrate, | APX-1, LAG-2, ARG-1.
Jagged 1-2 DSL-1

CSL DNA-binding Su(H) CBF1/RBPkj LAG

protein

Co-activador Mastermind Mastermind1-3 LAG-3

Co-represor

Hairless, SMRTS

SMRT

gamma-secretasa

Presenilina, nicastrina,

Presenilina1-2,

SEL-12/presenilina,

APH1, PEN2 nicastrina, APH1, PEN2 | APH-2/nicastrina, APH-
1/PEN-2
Glicosiltransferasa | Fringe Lunatic Fringe, Radical
Fringe, Manic Fringe
Metaloproteasa, Kuzbanian, ADAM 10, TACE/ SUP-17/Kuzbanian,
corte de receptor Tace CG7908 ADAM 17 ADAM-4/TACE
Ring finger E3 Mind bomb 1 Mind bomb 1-2
(receptor de
regulacion)
Ring finger E3 Neuralized Neuralized 1-2 F10D7.5
(receptor de
regulacion)
HECT dominio 3 Deltex Deltex
(receptor de
regulacion)
F-box E3 (nuclear) | Su(dx), NEDD4 Itch, NEDD4 WWP-1
Numb Archipealago FBW7/SEL10 SEL-10
citoplasmatico,
inibidor de Notch
Numb asociado a Numb Numb, Numb-like
cinasas
4-pass proteina San podo
transmembranal,
regulador positivo
Inmunoglobulina Echinoid IGMC-1
tipo C2, molécula
de adhesion.
Represor bHLH, E(spl)Bhlh HES/ESR/HEY REF-1
genes blanco
Inhibidor E3 Bearded, Tom, M4
neuralized.
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4.3 Genes Blanco de Notch

Al formarse el complejo nuclear CLS-NICd- Co-activadores nucleares- acetil
transferasas de histonas (Tamura, 1995; Nickoloff, 2003), activan la transcripcion
de genes blanco que principalmente estan implicados en diferenciacion y
proliferacion celular. Un ejemplo de estos genes que ha sido bien estudiado es
HES: (hairy/enhancer of split) que modula negativamente a genes de la familia
achaete-scute, que inducen la diferenciacion neuronal (Deftos et al, 1998; Miele et
al 1999; Wu et al., 1999). Otros tipo de genes que son regulados por esta via de
sefalizacion son los implicados en la regulacién de la progresion de la fase G1 del
ciclo celular (e.g. p21), procesos anti-apoptosis (BCL2, NFkB2), y en la
regulacion de las sintesis de interlucina (IL-4) e interferones.

4.4 Funciones de la via de sefializacion Notch.

Las funciones de la via de senalizacion Notch se han descrito en toda la escala
filogenética. En C.elegans la funcion de la via de sefalizacion Notch esta
involucrada en la proliferacion en la linea germinal. En D. melanogaster participa
en la inhibicion de neurogénesis, miogénesis y cardiogénesis, regulacion de
gliogénesis, linaje neural y hematopoyético. En el humano participa en la
regulacion de linfogénesis, desarrollo vascular y hepatico, entre otras, ademas de

las descritas también para D. melanogaster (Artavanis-Tsakonas et al., 1999).

La desregulacion de la via de sefalizacion Notch esta ligada a varios tipos de
enfermedades humanas, al igual que otras vias de sefalizacion asociadas al
desarrollo y proliferacion celular y se ha reportado que perturbaciones en esta via

pueden contribuir a la tumorigénesis (Nickoloff et al, 2003).

4.5 Relacién de la via de sefializacion Notch con algunas enfermedades.

Se ha reportado la participaciéon de los componentes de esta via en enfermedades
humanas, como Alzheimer, sindrome de Alagille, CADASIL, y cancer en el que
destacan leucemias, neuroblastomas, cancer cervicouterino, de mama, tumores

mucoepidermoides, carcinomas renales, cancer de piel y cancer pulmonar.
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Entre los factores mejor conocidos que pueden alterar esta via de sefalizacion se
encuentran la presencia de mutaciones, deleciones, translocaciones e inserciones
virales en los genes de la via Notch (Radtke et al 2003; Santos et al., 2006).

Se ha demostrado que la sobreexpresion de Notch-1 promueve la renovacion de
células troncales hematoyeticas (Stier et al., 2002).

En leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL), se han detectado
mutaciones en el gen Notch-1 y translocaciones en Notch-3 (9:7 (q34.3)), (Radke,
2003), en el 2004 Aster et al., reportaron que mutaciones en TAD de este mismo

gen son las responsables de T-ALL.

En células de epitelio mamario de raton, se ha reportado la insercion de
oncoproteinas virales que provocan una ganancia de funcion de Notch-1
independiente del ligando, (Yanagawa et al., 2000), mientras que en células Reed-
Sternberg (linfoma Hodgking) y células mesoteliales (con SV40) la ganancia de
funcidn es dependiente del ligando. Esta diferencia se debe a que la insercion
promueve la sobreexpresion del ligando, (Joutel et al., 1998).

En cancer de mama se ha reportado una sobreexpresion de los genes Notch-1y 2
y una expresion constitutiva de Notch-4, contrario a lo reportado en melanoma
donde los niveles de expresion de Notch-1 y 2 disminuyen, en carcinomas de
pulmon, rifion, colon, cabeza y cuello se presenta una sobreexpresion de Notch-1.
(Allenspach, 2002). En algunos casos la activacion constitutiva de la sefializaciéon
Notch puede causar arresto celular en cancer de pulmén de células pequenas,
asociado con el bloqueo del ciclo celular en la fase G1, (Sriuranpong et al., 2001),
y en cancer de préstata se ha reportado que la sobreexpresion activa de Notch
inhibe la proliferacion celular (Shou et al.,, 2001). Zagouras et al. en 1995
reportaron una sobre expresion del gen Notch-1 en cancer cervicouterino y en
carcinomas de células escamosas. Weijzen et al. en el 2003 demostraron que las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16 regulan la expresion y la actividad del gen
Notch-1 de manera positiva y ademas que la regulacién es principalmente pero no

exclusiva postranscripcional.

Fabiola Leén Galvin Pagina 15



Estos hallazgos sugieren la sefalizacion Notch puede ser importante para el
mantenimiento del fenotipo neoplasico en carcinomas cervicales que expresan
VPH.

5. Estrategias para el estudio de la expresion diferencial.

La tecnologia del DNA recombinante facilita el analisis del nivel de mRNA que se
esta expresando y que dara origen a la proteina, por lo que se ha generalizado la
medicion del mMRNA como indicador del nivel de expresion génica.

Existen varios procedimientos para el analisis del transcriptoma: el analisis de
representacion diferencial (RDA), despliegue diferencial (DD), escrutinio por
hibridacion diferencial (DHS), construccion de bibliotecas sustractivas (SLC),
hibridacién de arreglos convencionales de cDNA, analisis seriado de expresion
génica (SAGE), hibridacion sustractiva bajo condiciones de supresion (SSH) y

Microarreglos.

5.1 Hibridacién Sustractiva.

Esta tecnologia permite comparar poblaciones de cDNA proveniente de RNAm y
obtener clonas de genes que son expresados en una poblacidn pero no en otra.
Aunque existen diferentes métodos, la Hibridacién sustractiva, presenta ciertas
ventajas sobre las otras, la primera es que es relativamente simple, consiste en lo
siguiente: Ambas poblaciones de RNAm (control y problema) se convierten a
cDNA (que especificamente contiene transcritos expresados diferencialmente en
la muestra problema y en la muestra control), ambos cDNA se hibridan y las
secuencias que hibridan son removidas, los cDNA no-hibridados representan los
genes expresados en la condicion problema, pero estan ausentes en la condicion
control. Aunque los métodos tradicionales de hibridacion sustractiva han tenido
éxito en algunos casos, éstos requieren varias hibridaciones y no detectan

mensajeros poco abundantes (Digid y Dinader, 1990; Hara et al, 1991).

Fabiola Leén Galvin Pagina 16



5.2 Substraccién del cDNA bajo condiciones de supresion (SSH).

La substraccion de cDNA seleccionados por PCR (Clontech), es un método
basado en la amplificacidon selectiva de secuencias expresadas diferencialmente y
elimina las limitaciones técnicas de los métodos convencionales (Diatchenko et al,
1996).

En esta técnica, los cDNA se sintetizan a partir de RNAm de las dos condiciones
que estan siendo comparadas. Los cDNA problemas y control se digieren con la
enzima Rsal, el cDNA problema digerido se divide en dos alicuotas y cada uno se
liga a un diferente adaptador. Ambos adaptadores no poseen grupo fosfato, de
esta forma, solamente uno de estos une al 5 terminal (los dos adaptadores
poseen una regidn secuencias idénticas para permitir el alineamiento de
oligonucledtidos para la amplificacion de los fragmentos por PCR), para el cual

primero deben rellenarse los extremos).

En la SSH se realizan dos hibridaciones, a partir de las dos alicuotas mencionadas
en el parrafo anterior, en la primera hibridacion, las muestras se desnaturalizan
por calor, lo que permite el alineamiento entre segmentos similares en ambas
condiciones. En la segunda hibridacion ambas alicuotas de cDNA problema con
exceso de cDNA se juntan en una sola en presencia de cDNA control en exceso,
de esta forma se lleva a cabo la sustraccion de genes constitutivos. Mediante una
primer PCR con los oligonucleétidos que se unen a las secuencias similares
presentes ambos adaptadores se amplifican los cDNA que representan genes
expresados diferencialmente, y posteriormente mediante un segundo PCR con
oligonucledtidos anidados, se enriguecen los fragmentos expresados

diferencialmente (Diatchenko et al, 1996).

6. Estudios de expresion génica diferencial en cancer.

La progresién del cancer es una serie de de estados histopatoldgicos dirigidos por
la acumulacion de alteraciones genéticas que consecuentemente repercuten en
cambios en la expresion génica, los cuales pueden dirigir células normales a

estados de hiperplasia, displasia, cancer invasivo e incluso a metastasis (Volstein
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et al. 1988). La busqueda de cambios genéticos se ha desarrollado en diferentes
modelos incluyendo cancer de pulmén, mama, cabeza y cuello, prostata y
cervicouterino entre los mas estudiados, en este contexto se han identificado
genes supresores de tumores y oncogenes. Sin embargo no ha sido suficiente
para el entendimiento del desarrollo y progresion de esta enfermedad. La
identificacion de nuevos genes y vias involucradas en cancer podrian ser la base
para un entendimiento mas certero de los procesos biolégico-moleculares, vy
pueden proveer ademas nuevos blancos para el diagnostico temprano y facilitar el
disefio de nuevos tratamientos (Garnis et al., 2004).

Los estudios de expresidon génica en estadios tempranos y en etapas de
progresion de cancer son relativamente pocos, por lo que aun no existe una
asociacion entre los cambios histopatoldgicos y la expresion génica (Baak et al.,
2007). En cancer cervicouterino existen algunos reportes de estudios de expresion
génica por medio de varias técnicas, una de las mas utilizadas es la tecnologia de
microarreglos de DNA. Por ejemplo Dencko et al. (2000) emplearon la técnica de
RDA para estudiar el mecanismo de regulacion epigénetica de los genes
expresados en células de cancer cervicouterino, considerando como factor de
estudio el microambiente celular. En este estudio se dectectd la sobreexpresion de
los genes HIG1 y HIG2 (Gen inducido por hipoxia) como respuesta a la integraciéon
de las oncoproteinas virales E6 y E7, este ultimo dato fue confirmado por analisis
en la linea celular SiHa y CaSki (Dencko et al. en el 2000).

Wong et al. (2003) realizaron un estudio sobre la expresion génica en biopsias de
pacientes que recibieron algun tratamiento de radioterapia y quimioterapia, previo
al estudio. Para este fin, emplearon la tecnologia de microarreglos de cDNA para
identificar genes que estan implicados en el efecto de los tratamientos que
actualmente se emplean en CaCU. Esto con la finalidad de proponer blancos
especificos de accion, en su estudio reportaron genes relacionados con el dafo al
DNA y con proteinas de unién, que presentaron una sobreexpresién notoria entre
los tratamientos. También se estudio se identificaron los genes HIG reportados
previamente por Dencko et al. (2000). Los genes identificados se relacionaron con

la expresion del factor de transcripcion T-box 19, que incrementa sus niveles
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respecto a la células de las pacientes que no se sometieron a ningun tratamiento,
concluyendo que el aumento de hipoxia tumoral esta implicado en la resistencia a
los tratamientos actuales principalmente en la radioterapia (Wong et al. en el 2003;
Kitahara et al.,, 2002). Steinau et al. realizaron un andlisis del perfil del
transcriptoma en exfoliados de células de cancer cervicouterino, empleado la
tecnologia de microarreglos. Los autores reportaron 26 genes, la mayoria de ellos
implicados en las funciones del metabolismo y en los procesos fisiologicos
celulares, y comunicacion celular. De forma sobresaliente en su estudio reportan
la sobre expresion de la enzima ubiquitin-conjugatin E2 variante tipo |, que
participa en la degradacion de p53 a traveés de la interaccién con la oncoproteina
E6 de VPH (Steinau et al., 2005).

Chao et al. (2007), reportaron la sobreexpresion de genes, en lineas celulares de
cancer cervicouterino y en tejido neoplasico, mediante microarreglos de cDNA y
microarreglos por oligonucleétidos, se enfocaron en la identificacion de genes
implicados con apoptosis (BIK, TEGT, SSI-3), para proponerlos como genes para
inducir apoptosis mediante RNAI. Gidus et al. (2007) empleando microarreglos de
cDNA, realizé un estudio completo utilizando microdisecciones de epitelio y como
control utilizaron células de estroma subyacente de cuello uterino de pacientes en
diferentes estadios de progresion de CaCU, dirigiendo su estudio a genes
expresados por estadio de progresiéon, edad y raza. Los genes identificados en
NIC | fueron reportados como genes relacionados con proliferacion e
inmunosupresion, probablemente en respuesta a la infeccion ocasionada por VPH,
en NIC Il los genes estan implicados con pro-angiogénesis, o que sugiere la
cooperacion de sefiales que interactuan provenientes de células sanas y
neoplasicas, Gidus et al., 2007). Lyng et al. (2006) mediante microarreglos
identificaron la sobreexpresion de genes asociados con el fenotipo metastasico en
carcinomas cervicouterinos avanzados.

Otros estudios realizados estan enfocados a la evaluaciéon de la expresion
diferencial por microarreglos de muestras en diferentes estadios de progresion
infectadas por diferentes tipos de VPH (VPH-16, 18, 58), cuyo objetivo es

identificar el mecanismo de accion del virus, los genes implicados en
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reconocimiento y respuesta al patégeno, para proponer en un futuro tratamientos
basados en RNAI . (Salcedo et al., 2007)
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II. OBJETIVOS.

Objetivo General.
Estudiar del transcriptoma en cancer -cervicouterino mediante hibridaciéon
sustractiva bajo condiciones de supresion e identificar mecanismos moleculares

relacionados a la via de senalizacidon Notch.

Objetivos especificos.

1. Analizar la expresién genética diferencial en muestras de cancer cervicouterino
en los diferentes estadios NIC | — CaCU Invasor, mediante Hibridacion Sustractiva
bajo condiciones de Supresion (SSH).

2. |Inferir el posible papel de los genes que se inducen y/o reprimen
diferencialmente en las diferentes etapas de CaCU y en la via de sefalizacion
Notch.

3. Establecer la relacion con los genes diferenciales con la via de sefalizacidon
Notch.

Justificacion

El cancer ocupa el segundo lugar como causa de mortalidad del total de
fallecimientos en México solo después de las enfermedades coronarias. A pesar
de los programas actuales de salud (SSA, IMSS, ISSSTE), el estado de San Luis
Potosi, ocupa el sexto lugar entre los estados con mayor incidencia de cancer
cervicouterino.

Las evidencias presentadas indican que el sistema de sefializacién Notch esta
frecuentemente desregulado en cancer y su regulacién podria ofrecer una nueva
estrategia terapéutica. Los estudios sobre la via de sefalizacion Notch han
revelado la importancia de su funcion al controlar las decisiones del destino celular
incluyendo eventos en el desarrollo, y diferenciacion de células troncales en
diversos tejidos. Con el objetivo de regular la sefializacién Notch u otras vias
implicadas. Se ha propuesto encontrar genes involucrados en el desarrollo y

progresion de CaCU.
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lll. MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de muestras.

Se obtuvieron biopsias de pacientes con cancer cervicouterino de los diferentes
grados de lesion (NIC I, NIC II, NIC Il y Cancer Invasor).

De la misma paciente, se tomaron biopsias de la lesion, y biopsias de tejido
aparentemente sano de un punto lejano a la lesion.

Las Biopsias fueron proporcionadas por el Dr. Alberto Cuevas, de la Clinica de
Displasias del Hospital General Zona 01 del Instituto Mexicano del Seguro Social,
San Luis Potosi, S.L.P.

Las biopsias se extrajeron y congelaron inmediatamente en Nitrégeno liquido

hasta el momento de su uso y se almacenaron a -80°C.

2. Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA gendmico de las biopsias de tejido cervical normal y de
tejido lesion se realiz6 de acuerdo a las instrucciones propuestas en el kit de
extraccion de DNA genomico Ultra Clean, tissue DNA isolation kit (MO BIO

laboratorios, Inc). El DNA obtenido se cuantificd por espectrometria a 260 nm.

3. PCR para el diagnostico y tipificacion de VPH.

La reaccion de PCR se realiz6 utilizando 200 ng de DNA gendmico de las biopsias
de lesiones y de las biopsias de tejido sano. Mediante la PCR se amplificaron las
oncoproteinas E2, E6 y E7 de VPH-16, se incluyé también una reaccién de
amplificacion para los oligos universales MY 09-11, que amplifican cualquier
genotipo de VPH (los reactivos para PCR se presentan en el del anexo Il).

Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1.2% con bromuro de etidio. Las bandas se visualizaron y se analizaron en un
fotodocumentador utilizando el Chemi Doc software de Quantity One

(Bio Rad). Para el diagnéstico y tipificacion de VPH se utilizaron los

oligonucledtidos descritos en la tabla 2.
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Tabla 2. Oligonucleétidos para diagnéstico de VPH.

Gen S mmmmeen 3 Tamario molecular

E2 VPH-16 S: GACTGGATCCATGGAGACTCTTTGCCAACG 900 pb
A: GACTGAATTCCATCATATAGACATAAATCCAG

E6 VPH-16 S: GACCCAGAAAGTTACCACAG 450 pb
A: GACCCAGAAAGTTACCACAG

E7 VPH-16 S: ATGACAGCTCAGAGGAGGAG 150 pb
A: TCATAGTGTGCCCATTAACAG

MY 09-1I S: TCCATGGTCGTTTCGAACTGCTTAT 500 pb

A TCGGATTGCGCATTGACGTACGTTATT

Para la amplificacion se utilizd un Termociclador Bio-Rad y las condiciones
utilizadas fueron: un ciclo de 94°C por 1 min, 28 ciclos de 94°C por 1 min, 47°C
por 1 min para los genes de VPH-16 y 47 °C para los oligonucleétidos universales,

72°C por 2 min, y un ciclo de 72° por 1 min de extension final.

4. Extraccion de RNA.

El protocolo para la extraccion de RNA es el propuesto en el manual RNeasy;
(Quiagen). Para la extraccion de RNA total se eligié este método ya que posee la
ventaja de enriquecer los RNA mensajeros por que tiene la propiedad de aislar

mayor cantidad de RNA de menor tamano.

5. Sintesis de cDNA.

La sintesis de cDNA de cadena sencilla se realizd6 de acuerdo con el manual
SMART PCR cDNA Synthesis (Clontech) y se utilizé la enzima SUPER SCRIPTII
(Life Technologies), para posteriormente emplearlo en la técnica de Hibridaciéon
Sustractiva (Figura 6).

La enzima SUPER SCRIPTII , tiene la capacidad de aumentar la probabilidad de
que los mensajes sean retro-transcritos completamente, debido a que posee
actividad de transferasa terminal, la cual afiade nucledtidos de de-oxicitidina al
extremo 3’ del cDNA, lo que permite que el oligonucleétido SMART Il A se acople
creando un templado extendido asegurando la retro-transcripcion del mensaje
completo (Clontech, 2005). La enzima esta genéticamente disefiada mediante la

introduccién de mutaciones puntuales, en lugar de la delecion del centro activo de
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la RNAasaH, por lo que reduce de 10° a 10" veces actividad RNasaH vy las
mutaciones selectivas producidas en el centro activo mantienen completa la
actividad polimerasa, lo que permite mejorar la calidad y rendimiento de la sintesis

de cDNA de cadena sencilla.

El cDNA de cadena sencilla tiene en sus extremos secuencias que sirven como
sitios de reconocimiento para que el oligonucleétido PCR |lIA (ver secuencia en
anexo lll), se una y se inicie con la amplificacion por PCR generando la cadena
complementaria del cDNA (Figura 6). Es necesario determinar el numero de ciclos
optimo de PCR necesarios para obtener un cDNA de doble cadena que represente

mejor los RNAm presentes en cada condicion.

La optimizacion del numero de ciclos éptimo para la amplificacion de la segunda
cadena es importante debido a que esto asegura que los cDNA se encuentran en
su fase exponencial de amplificacion.

No se recomienda un sobreciclado o un subciclado de los cDNA que seran
sometidos a sustraccion debido a que cuando hay un sobreciclado, se alcanza la
region Plateau de la amplificacion, y la produccién de cDNA ya no se incrementa,
lo que ocasiona un barrido en la region de alto tamafio molecular y un subciclado
resulta una concentracion pobre de cDNA. Por lo descrito anteriormente fue
necesario realizar una serie de diferente numero de ciclos de PCR: 15, 18, 21, 24,
27, 30, 33 como se describe en el manual SMART PCR cDNA Synthesis
(Clontech).

Para cada muestra problema y control, se combinaron los dos productos de
reaccion de PCR (cDNA) en sus ciclos 6ptimos para cada caso y se realizé su
purificacion de acuerdo al protocolo propuesto por el manual SMART PCR cDNA
Synthesis (Clontech). Para ello 5uL de las fracciones purificadas de cDNA 'y 2.5 uL
del producto de PCR no purificado, se analizaron en gel de agarosa al 1.2%/EtBr,
y se estimé el porcentaje de producto de PCR que permanecié después de la

purificacion.
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PolyA + RNA
polyA 3’
S I ——

Sintesis de 1a. Cadena por RT

5 e poly A

5 p— GGG Colita dC por RT

SMART II A
Oligonucleotido

5 e poly A

Templado y extension por RT

Amplificacion de CDNA por LD
PCR con primer PCR

CDNA de doble cadena

Figura 6. Sintesis cDNA (SMART)

6. Hibridacion Sustractiva bajo Condiciones de Supresion (SSH).
Después de purificar el cDNA de doble cadena se realizé la técnica de Hibridacién
Sustractiva como se describe en el manual Clontech PCR-Select cDNA
Subtraction (2005) y su procedimiento se detalla en la Figura 7.

El cDNA de doble cadena de ambas condiciones (tejido lesion y la de tejido sano)
se digirieron con la enzima Rsal que reconoce cuatro pares de bases, de manera

que cada cDNA quedd dividido en multiples fragmentos (~256pb y sus multiplos).
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Esta parte de la técnica generé fragmentos de cDNA de doble cadena con
extremos romos, para permitir la ligacion de los adaptadores y la substraccion.

. Esta digestion tiene dos ventajas: primero los cDNA cortados en pequefos
fragmentos proveen una mejor representacion de genes individuales. Segundo, los
fragmentos largos de cDNA forman complejos, lo cual no permite la formacion de

hibridos requeridos para una eficiente hibridacion sustractiva.

Al cDNA de doble cadena de la condicion problema digerida se ligaron los
diferentes tipos de adaptadores (ver anexo 3) para prosegir con la serie de

hibridaciones (Subtraction Forward, Subtraction Reverse).

Para la primera hibridacién se adicion6 un exceso de cDNA control a cada alicuota
de cDNA problema ligado con los diferentes adaptadores respectivamente y las
muestras se desnaturalizaron para permitir su alineamiento y se siguio el

protocolo siguiente:

Para cada muestra cDNA problema ligado con adaptador 1 y cDNA problema
ligado con adaptador 2, se combinaron los reactivos de la Tabla 3 en tubos de 0.5

ml en el orden indicado.

Tabla 3. Proporciones de reactivos para la primera hibridacion.
(Clontech PCR-Select cDNA Subtraction kit User Manual, 2005).

Componente Hibridacién Muestra | Hibridacién Muestra 2
1 (uL) (pL)

cDNA Control digerido con Rsa | 1.5 1.5

Problema 1-1 ligado con Adaptador 1 1.5 -

(mezcla 1-1)

Problema 1-2 ligado con Adaptador 2R - 1.5

(mezcla 1-2)

Regulador de hibridacion 4X 1 1

Volumen Final 4 4

2. Las muestras se centrifugaron brevemente.

3. Se colocaron en un Termociclador a 98 °C por 1.5 min.
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4. Se incubaron a 68 °C por 8 h, y posteriormente se llevé a cabo la segunda
hibridacion. Las muestras se hibridaron por 12 h, la hibridacion no debe exceder
12 h.

Para la seguenda hibridacion los productos de la primera hibridacion se
mezclaron, y se adicion6 cDNA digerido de la condicién control y recién
desnaturalizado, las muestras de Ila primera hibridacion no volvieron a
desnaturalizarse, ademas fue necesario mantener las muestras dentro del
termociclador y se siguié el protocolo siguiente:

1. Se anadieron los reactivos de la Tabla 4 en un tubo estéril:

Tabla 4: Reactivos para segunda hibridacion. (Clontech
PCR-Select cDNA Subtraction kit User Manual, 2005).

Reactivo Volumen
cDNA digerido condicién control 1ulL
Regulador de hibridacion 4X 1pL
Agua estéril 2 uL

2. Se coloco 1 uL de esta mezcla en un tubo de 0.5 mL.

3. Se incubd en un termociclador a 98°C por 1.5 min.

4. El cDNA de la condicion control desnaturalizado se mezclé el cDNA de la
condicion control con las muestras de hibridacion 1 y 2, es importante garantizar
que las dos muestras de hibridacion se mezclaran solamente en presencia del
control desnaturalizado.

5. La reaccion se incub6 a 68 °C toda la noche.

6. Se anadieron 200 uL de buffer de dilucion al y se mezclé por pipeteo.

7. La reaccion se calent6 en un termociclador a 68 °C durante 7 min.

8. Las muestras se almacenaron a — 20° C.

Después de realizar las hibridaciones se realizé una primera reaccion de PCR
para seleccionar aquella poblacién de moléculas que contenia en sus extremos los
dos diferentes adaptadores. Se siguio el protocolo siguiente.
1. Preparar los templados para el PCR:

a) Se colocd 1 uL de cada cDNA diluido (muestra sustraida paso 8 del

protocolo segunda hibridacion y la muestra diluida no hibridada.
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b) Se colocdé 1 uL del PCR control subtracted cDNA (proporcionado en el
paquete).
2. Se prepar6 la mezcla de reaccion para todas las muestra mas un tubo

adicional, como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Preparacion de la mezcla de reaccion para primer PCR (Clontech PCR-
Select cDNA Subtraction kit User Manual, 2005).

Componente Cantidad por Cantidad por 7
reaccion (ul) reacciones (ulL)
Agua estéril 19.5 156.0
Regulador de PCR 10X 2.5 20
Mezcla dNTP (10mM) 0.5 4
Iniciador 1 para PCR 1.0 8
Mezcla CDNA Polimerasa Advantage 50X 0.5 4
Volumen total 24 192

3. Se mezclo en vortex, y se centrifugd brevemente.

4. Se tomaron 24 pL de la mezcla de reaccion y se colocaron en cada tubo
preparado en el paso 1.

5. La mezcla se incubd en un termociclador a 75 °C durante 5 min para extender
los adaptadores, las muestras no se sacaron del termociclador, este paso rellené
la cadena faltante de los adaptadores y creo sitios para los iniciadores de PCR.

6. Inmediatamente se comenzd con los ciclos de PCR empleando el termociclador
Perkin-Elmer GeneAmp PE 2400 y las condiciones fueron las siguientes. Un ciclo
de 94 °C 25 sec, 27 ciclos 94 °C por 10 sec, 66 °C por 30 sec, y 72 °C por 1.5
min

7. Se analizaron 8 pl del producto del primer PCR de cada tubo en gel de agarosa
al 2.0 %/EtBr.

8. Se diluyeron 3 uL de cada tubo del primer PCR en 27 uL de agua.

9. Se tomd 1 ulL de la dilucion anterior y se etiquetd cada tubo apropiadamente.

Después del primer PCR se seleccioné aquella poblacién que contiene en sus
extremos adaptadores diferentes, y ademas por la supresion, las poblaciones de
moléculas distintas (no contienen los dos adaptadores) no fueron amplificadas,

para enriquecer la fraccion de moléculas seleccionadas y disminuir todo el fondo
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fue necesario realizar una segunda reaccion por PCR empleando oligonucleoétidos
anidados:

1. Se prepard la mezcla de reaccion para del segundo PCR para todos las
muestras mas un tubo adicional, combinando los reactivos como se muestra en la
Tabla 6.

Tabla 6. Preparacién de la mezcla de reaccion para el segundo PCR (Clontech PCR- Select cDNA
Subtraction kit User Manual, 2005).

Componente Cantidad por reaccién Experimento para 7
(uL) reacciones (uL)
Agua estéril 18.5 148
Regulador de PCR 10X 2.5 20
Nested PCR primer 1 (10 uM) 1 8
Nested PCR primer 2R (10 uM) 1 8
Mezcla dNTP (10mM) 0.5 4
cDNA Polimerasa Advantage 50X 0.5 4
Volumen total 24 192

2. Se mezclo en vortex y se centrifugd brevemente.

3. Se adicionaron 24 uL de la mezcla de reaccion a los tubos del paso 9 apartado
anterior.

4. Inmediatamente se comenzo con los ciclos de PCR empleando el termociclador

Perkin-Elmer GeneAmp PCR Systems PE 2400, y las condiciones fueron las

siguientes: de 10 a 12 ciclos 94°C por 10 seg, 68°C por 30 seg y 72°C por
1:30 min.

6. Se analizaron 8 uL de cada tubo de reaccidén en un gel de agarosa al 2 %/EtBr
en regulador de corrida TAE 1X.

7. Los productos de reaccioén fueron almacenados a —20 °C.

Es importante sefalar que se hicieron 2 tipos de Hibridaciones Sustractivas, la
diferencia se debe a que poblacion de cDNA se ligaron los 2 tipos de adaptadores
y esta poblacion con adaptadores es considerada como poblacion problema.

Una hibridaciéon sustractiva comprende aquellos fragmentos de genes
diferenciales que se inducen y los adaptadores fueron ligados a la poblacion de

cDNA provenientes del tejido con lesidon (poblacion problema), a diferencia de la
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otra hibridacion sustractiva donde los adaptadores se ligaron a la poblacion de
cDNA provenientes del tejido sano (ahora se le denomina a esta poblacion
problema), aqui se encuentra los fragmentos de genes que se reprimen. En este

trabajo se presentan los resultados de ambas Hibridaciones sustractivas.

cDMA problema con adaptador 4 cDrA cortrol cDiA problema con adaptador 2

—_—
—

primera hibridacion

7 o R—

zegunda hibridacion

no hay amplificacion

no hay amplificacion
amplificacion linesal
amplificacion exponencial

(Ao CLOA) oo, LR L

Figura 7. Hibridacion sustractiva.

Los productos del segundo PCR de la SSH se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa y los fragmentos de aprox. 500-750 pb y de 750-1500 pb fueron
cortados del gel y purificados siguiendo el protocolo propuesto en el manual
QIAEX Il, Qiagen, 2005.

Fabiola Leén Galvin Pagina 30



7. Construccién de la biblioteca sustractiva.

Los productos purificados del segundo PCR y el producto total del PCR completo
se utilizaron para la construccidon del banco sustractivo. Fue necesario clonarlos
en el vector PCR-Topo 4 (Invitrogen), y transformar células de Escherichia coli
TOP 10 F’ con el producto de la ligacion.

Después de la transformacion se realizé el analisis para comprobar la presencia
del inserto de interés e integrarlas a la biblioteca sustractiva, el analisis inicia con
la extraccion de DNA plasmidico: de acuerdo con el manual Qiaprep Miniprep,
QIAGEN, 2005. Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al

1.0 % / EtBr, para verificar la calidad de la extraccion.

Después de extraer el DNA plasmidico de las colonias, se realizdé una digestiéon
con la enzima Eco Rl para comprobar cuales clonas tienen el plasmido + inserto,

combinando los reactivos de la Tabla 7.

Tabla 7. Reactivos para restriccion con EcoRI

Reactivo Volumen
Agua (dd) 8.0 uL
DNAp 5.0 uL
Regulador 10x 1.5 L
Enzima Eco Rl 0.5 uL

La digestion enzimatica se incubo a 37 °C durante 2 hrs., después se analizo en

gel de agarosa al 1.2%

7.1 Almacenamiento y recuperacion de células en glicerol.
Las clonas que contenian el inserto de interés se integraron a la biblioteca

sustractiva 'y se almacenaron con glicerol al -80°C (ver anexo ).

8. Macroarreglos
La comprobacion de la biblioteca sustractiva se realiz6 por medio de
macroarreglos para identificar las clonas que contengan los fragmentos de genes

diferenciales, Para ello se emplearon los paquetes ECF random prime labeling
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5751 y ECF signal amplification module 5750, para la deteccion de acidos

nucléicos (Amersham Pharmacia Biotech, 2005).

8.1 Marcaje y deteccion de la sonda.
El marcaje de la sonda se hizo como se propone en el protocolo ECF random
prime labeling 5751 (Amersham Pharmacia Biotech, 2005). Se realiz6 a partir de

25 ng-2 ug de cDNA control y problema por separado (sondas).

8.1.2 Comprobacién del marcaje de la sonda.

Se prepard una dilucion 1/5 de mezcla de nucledtidos 5x en regulador TE. Se
coloco 5 pL de sonda marcada cDNA de la condicion control y 5 uL de la dilucion
de la mezcla de oligonucle6tidos por separado en una membrana de nylon. Se
permitié que las muestras se absorbieran pero que no se secaran y en seguida se
lavd con agitacion suave en regulador SSC 2x a 60 °C por 15 min.

La membrana se colocé en papel filtro ligeramente humedecido con TE y se
observo en UV, la intensidad de la sefial de sonda marcada debe ser similar a la

diluciéon 1/5 de la mezcla de nucledtidos.

8.2 Preparacién de las muestras para la generacién de macroarreglos.

Se diluyeron 10 uL de DNA plasmidico de algunas de las muestras que conforman
las genotecas en 20ul de regulador TE y se desnaturalizaron por 5 minutos y
enseguida se colocaron en hielo. Se colocaron 2.5 ug de las muestras de cDNA
desnaturalizado en el DOT-SLOT. El cDNA se fij6 a la membrana con dos pulsos

del tiempo 6ptimo del cross-linker,

8.3 Hibridacién

Después de generar el arreglo de las clonas y marcar la sonda de cDNA de la
condicién control, se realizé la hibridacion como se describe a continuacion: Se
preparo el regulador de hibridaciéon (ver anexo lll), y se ajusto a un volumen de 50
mL para 2 membranas. El regulador de hibridacién se pre-calenté a 67 °C y

después se coloco el arreglo a pre-hibridar por 30 minutos a 67 °C con agitacion
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suave y constante. Se desnaturalizaron 10 uL de sonda marcada y se adicion¢ al
regulador de hibridacion. Se hibrid6 toda la noche a 67 °C con agitacion constante.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con solucion astringencia (ver anexo lll),

ambos a 65°C y con agitacion suave por 15 min.

La membrana se lavo con buffer A pH. 9.5, a temperatura ambiente y se preparo
una dilucién de liquido de bloqueo 1:10 en buffer A, y se incubo6 la membrana por
1 hr. a 37°C y 50 rpm. Protegiéndola de la luz. La Incubacion con el anticuerpo
(anti-fluoriceina) se preparé como se indica en el anexo lll y se incubd a 37°C por
1.5 hr. Se realizaron 3 lavados con Tween al 3% en buffer A de 10 min cada uno a
37° con agitacion de 50 rpm, y se realiz6 un lavado final con buffer A por 30 min a
37°Cy 50 rpm.

Se eliminé por completo el buffer A de la membrana y se le agrego el sustrato
(CDP-STAR antifluorisceina) sobre la membrana, seguido a esto el plastico se
protegio de la luz. Se revel6 por quimioluminiscencia, en el fotodocumentador en

la opcion chemidoc.

9. Analisis tipo Northern blot.

Para confirmar que los genes encontrados mediante SSH se encuentran inducidos
o reprimidos tal como se observd los macroarreglos, se realizé un analisis de
Northern blot de los genes que participan en el desarrollo de cancer y que al
mismo tiempo estuvieran implicados de alguna forma en la via de senalizaciéon
Notch.

Se colocaron 2 uL de RNA extraido de las biopsias con las que se realizaron las
genotecas sustractivas, y al mismo tiempo se checd el RNA de biopsias extraidas
de pacientes en diferentes estadios de CaCU. Este analisis se hizo en agarosa
desnaturalizante al 1.5% con EtBr.

Se desnaturalizé6 el RNA con 75 uL de la mezcla desnaturalizante (ver anexo lll)
a 68°C por 15 min, y se dejo reposar en hielo 5 min. posteriormente se coloco en

la membrana y se fijo con dos pulsos de optimal crosslinker..
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La membrana se prehibrido a 60°C por 1hr con agitacion suave. (ver buffer de
hibridacién en anexo lII).

Se tomaron 5 puL de la sonda marcada y se ajust6 a un volumen de 10 uL con TE
estéril. Se desnaturalizé por 5 min. la sonda desnaturalizada se adicion6 al buffer
de prehibridacién. Se dejo hibridando por 12 horas a 60 °C con agitacion suave.
Se realizaron 2 lavados de astringencia (ver anexo lll), ambos a 60°C y con
agitacion suave, a partir de aqui todos los lavados se realizaron a temperatura
ambiente. La membrana se lavd con buffer A pH. 9.5 y se prepar6 una dilucion de
liquido de bloqueo 1:10 en buffer A, y se incubd la membrana por 1 hr. a 37°C vy
50 rpm. Protegiéndola de la luz, posteriormente se incubo el anticuerpo (anti-
fluoriceina) ver anexo lll, se incubd a 37°C por 1.5 hr. Se realizaron 3 lavados con
Tween al 3% en buffer A de 10 min cada uno a 37° con agitacion de 50 rpm. y se
realizd un lavado final con buffer A por 30 min a 37°C y 50 rpm.

Para la generacién y deteccion de sefial se eliminé por completo el buffer A de la
membrana y se le agregd el sustrato (CDP-STAR antifluorisceina) sobre la
membrana, y se protegio de la luz. Se revel6 por quimioluminiscencia, en el

fotodocumentador en la opcién chemidoc.

10. RT-PCR
Para la amplificacion de los fragmentos de los genes Nocth se utilizaron los

siguientes oligonucledtidos.

Tabla 8. Oligonucleétidos para amplificar genes Notch.

Gene Secuencia de oligonucleotidos Tamarino molecular
[ — > 3

Not ch-1 S: GGTCAATGCGAGTGGC 153 pb
A: GGCAGCAAGGCTACTGTG

Notch .2 S: ACTATGAAAGAGGCTGAC 153 pb
A: TCATTCCTTCTATGGCTG

Notch . 3 S: ATTCTGCCATAAGGCTGGG 247 pb
A: GGGCAGATGTATGCATTCCT

Notch . 4 S: GGGTCTGACCACTGAGACAC 115 pb
A: CAGTGAGAGCTCTGAGGGTC

B-actina S: GGGTCAGAAGGATTCCTATG 238 pb
A: GGTCTCAAACATGATCTGGG
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Para realizar la PCR se utilizd 1 ug de cDNA como molde, en presencia de los
oligonucledtidos especificos para amplificar los genes de los receptores Notch. Se
realizo la mezcla de reaccion para un volumen final de 25 pl (ver anexo Il).

Las condiciones de amplificacion se empled el termiciclador Bio-Rad y las
condiciones fueron las siguientes. Un ciclo de 94°C por 1 min, 30 ciclos de 94°C
por 1 min, la temperatura de alineamiento fue de 56°C para Notch-1, 54°C para
Notch-2, 57°C para Notch-3 y 60°C para Notch-4 para los cuatro genes el tiempo
de alineamiento fue de 1 min, y una extencion de 72°Cpor 1.30 min, y un ciclofinal
de 72°C por 10 min.

Para el caso de B -actina, se corrié con el programa de Notch-2, no mostré
diferencia en la amplificacidn en las otras condiciones, solo aparecié una banda
del tamano esperado en todos los caso

La expresiéon de los genes que se encontraron, se evalué por andlisis de varianza
(ANOVA), utilizando el software Stargrafics 5.0, este analisis de hizo para los

macroarreglos y Northern.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Se procesaron 16 biopsias de CaCU, dos NIC I, cuatro NIC Il,seis NIC Il y cuatro
cancer Invasor con sus respectivos controles de tejido sano.

Se realizaron genotecas NIC Ill y de cancer invasor, con los productos de estas
genotecas mediante macroarreglos se evaludé el nivel de expresion en los

diferentes estadios de progresion en cancer cervicouterino.

1. Diagnostico y tipificacion de VPH.

El diagnostico y tipificacion de VPH se realiz6 mediante PCR, en todas las
muestras analizadas. En la figura 8 se presenta una amplificacién tipica de las
oncoproteinas virales de VPH-16. La amplificacion de E2 de aproximadamente
900 pb, de E6 de 450 pb, y E7 de 180 pb, en el ultimo carril se muestra la
amplificacion de cualquier tipo de VPH con oligonucledtidos universales MY 09-lI

en que el fragmento amplificado es de 500 pb aproximadamente.

[es]
N

E6 E7 otro
VPH

1500

1000
900
800
700

600

500
400
300

200

100

P 0TI -

Figura 8. Tipificacién de VPH en CaCU.
Carril: 1) MPM 100 pb, Carril 2) E2 VPH, Carril 3) E6 VPH, Carril 4) E7 VPH

Carril 5) MY 09 -II.
En la Tabla 9, se presenta el analisis de presencia de VPH en biopsias de tejido
sano y tejido lesion en los diferentes estadios de progresion de CaCU, se muestra
que oncogen del VPH fue amplificado, en dos casos (Muestra 9 y 13) la

oncoproteina E7 no fue dectectada por PCR
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Tabla 9. Presencia de VPH en las muestras analizadas.

Muestra Tejido Grado de E2 E6 E7 MY 09-11
No. Lesion VPH-16 VPH-16 VPH-16 universal
01 Normal - - - -
01 Lesion NIC | - - - -
02 Normal - - - -
02 Lesion NIC | + + + +
03 Normal - - - -
03 Lesion NIC I - - - +
04 Normal - - - -
04 Lesion NIC I + + + +
05 Normal - - - -
05 Lesion NIC Il + + + +
06 Normal - - - -
06 Lesion NIC I - - - +
07 Normal - - - -
07 Lesion NIC 1lI + + + +
08 Normal - - - -
08 Lesion NIC I - - - +
09 Normal - - - +
09 Lesion NIC 1lI + + - +
10 Normal - - - -
10 Lesion NIC I + + + +
11 Normal - - - -
11 Lesion NIC 1lI + + + +
12 Normal - - - -
12 Lesion NIC I - - - +
13 Normal - - - -
13 Lesion Invasor + + - +
14 Normal - - = +
14 Lesion Invasor - - - +
15 Normal + + + +
15 Lesion Invasor + + + +
16 Normal - - - -
16 Lesion Invasor + + + +

Se detecté la presencia de VPH en el 88%

de las biopsias de tejido lesion

analizadas, y el 44% correspondia a VPH-16. En NIC | no se detecto la presencia
de VPH-16, en NIC Il se detectd en el 6.16% de las biopsias, para NIC Ill y CaCU

se detectd en el 18.92% de las muestras analizadas.

En las muestras control (tejido aparentemente sano) se detectd presencia de VPH

en el 12% de las muestras, en las cuales el 4% de estas muestras positivas

corresponde a VPH-16. Las muestras que presentan VPH corresponden a
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pacientes en estadios de progresion de NIC Il y CaCU invasor, no se detecté en

pacientes con NIC | y NIC 1.

En la Tabla 10 se presenta el analisis numérico de la presencia VPH vy tipificacién

de VPH-16 en las muestras analizadas en los diferentes estadios de progresion.

Tabla 10. Resumen de presencia de VPH en diferentes estadios de Progresion de CaCU.

Estadio de | NUmero de Lesion Lesién | Sano Sano con
progresion | muestras con con con otro VPH
Lesion/sano | VPH-16 | otro VPH-16

VPH
NIC | 2 1/2 0/2 0/2 0/2
NIC Il 4 2/4 2/4 0/4 0/4
NIC 111 6 4/6 2/6 0/6 1/6
Ca. 4 3/4 1/4 1/4 1/4
Invasivo

Estos resultados confirman que el VPH-16 es uno de los virus mas oncogénicos
al encontrarse casi en la mitad de los casos estudiados.
Pifia et al. (2006) encontraron que en México VPH-16 es el de mayor incidencia

seguido por los tipos VPH-58 y 18.

2. Analisis de la integridad de RNA.
De todas las biopsias de estudio, se extrajo RNA de buena calidad, enriquecido en

RNA mensajero.

En la Figura 9 se presenta un gel ejemplificando la calidad de la extraccion que se
obtuvo. Se observa un ligero barrido, por el enriquecimiento del RNAm, esto
debido a que éste posee un mayor tamafo molecular, se observan ademas
bandas definidas correspondientes a los ribosomales 28S y 18S. No existen
indicios de degradacion de RNA, esto es importante porque un RNA de baja
concentracion 6 que se encuentre degradado no puede ser empleado para
sintetizar cDNA, por lo que repercutiria en una baja ya que la representacion de
los RNAm.
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Figura. 9: RNA de las biopsias. Carril 1: tejido aparente
sano, Carril 2:tejido lesion.

La cuantificaciéon por OD indicé una concentracion 1.5 ug/uL de RNA en todos los

casos.

3. Analisis y deteccidén de cDNA de doble cadena.
La optimizaciéon del niumero de ciclos 6ptimo para la amplificacion de la segunda
cadena fue importante debido a que esto aseguré que la sintesis de cDNA se

encontraba en su fase exponencial de amplificacion

En la determinacion de los ciclos 6ptimos de PCR, en el caso de la condicion de
tejido lesion se observo que en los ciclos 15, 18, no se observa amplificacion, 21y
24 presentan un subciclado, con fragmentos de menor tamafio molecular al
deseado, esto no es recomendable debido a su bajo rendimiento del producto de
PCR, en los ciclos 30 y 33 se observé sobreciclados, con fragmentos de menor
tamafo molecular, lo que representa una concentracion pobre de cDNA,
favoreciendo principalmente la amplificacion de fragmentos de mayor tamafo. El
ciclo 27 presento un 6ptimo de representacion de los cDNAs provenientes de RNA

mensajero, el barrido fue homogéneo comparado con los demas ciclos, en el caso
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de la condicion con tejido sano la amplificacion 6ptima fue a los 24 ciclos (Figura
10).

Se compard el cDNA de la condicion problema y condicion control, y se utilizé
como control interno cDNA de placenta de humano que es de mucha utilidad para
seleccionar el ciclo o6ptimo de amplificacion. Condiciones de subciclado o

sobreciclado harian poco representativo y confiable el analisis posterior de SSH.

Ciclos 18 21 24 27
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Ty
ey l"

'
L
d

Figura. 10 Numero de ciclos 6ptimos para sintesis de cDNA doble
cadena. Carril 1: MPM, Carril 2: Tejido lesion, Carril 3: tejido sano, Carril 4:
control del kit

Para determinar el rendimiento y la pureza del cDNA doble cadena, se analizaron
2.5 uL del producto de PCR no purificado (Muestra A), junto a 5 uL de las
fracciones B, C, D y E de cDNA purificado. Se compararon las intensidades de las
muestras A y B, y el porcentaje de producto de PCR que permanecié después de
la columna cromatografica fue del 70% en ambas condiciones del tester y driver
(Figura 11 Ay B). En ambos casos para los pasos posteriores se utilizo la fraccion
C.
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Figura 11. Purificacion del cDNA.

A) Purificacion del cDNA problema, carril 1: MPM, carril 2: Muestra A no purificado, carril3:
Muestra B (primer fraccion purificada), carril 4: muestra C, (segunda fraccién purificada). Carril 5:
Muestra D (tercer fraccion) carril 6: Muestra E (cuarta fraccion).

B) Purificacion del cDNA control, carril 1: MPM, carril 2: Muestra A no purificado, carril3: Muestra
B (primer fraccion purificada), carril 4: muestra C, (segunda fraccion purificada). Carril 5: Muestra
D (tercer fraccion) carril 6: Muestra E (cuarta fraccion).

4. Hibridacién Sustractiva bajo Condiciones de Supresion.

Mediante una variacion a ésta técnica fue posible detectar los genes que se
inducen y los genes que se reprimen en diferentes estadios de la enfermedad.
Esta variacion consistio en la inversion de las muestras control y problema: 1)
para detectar los fragmentos de genes que se inducen, la condicién problema fue
la que provenia del tejido lesion, la condicion control, fue la que provenia del tejido
sano, y 2) para detectar los fragmentos de genes que se reprimen, la condicion
problema es la proveniente del tejido sano y la condicion control fue el tejido
lesién. Es importante sefalar que todos los pasos se hicieron por separado para
generar cada una de las diferentes genotecas sustractivas.

En el analsisis de digestion del cDNA de Doble Cadena con la enzima Rsal, se
analizaron 5 uL del cDNA de doble cadena (control y problema) no digeridoy 5 uL

de ambos cDNA digeridos con Rsal en un gel de agarosa al 1.2 %/EtBr. Se

Fabiola Leén Galvin Pagina 41



observé que los cDNA derivado de RNA-poli A aparece de 0.5 a 10 kb, que
después de la digestion con Rsal, el tamano del cDNA es mas pequefio (0.1-2 kb
respecto a 0.5-10 kb). Un aspecto que se considerd fue que en el patrén de
restriccion no estuviera enriquecido en fragmentos de bajo tamano molecular, esto
daria como resultado fragmentos aislados muy pequefos, que podrian darnos
menos informacion respecto a fragmentos de mayor tamafio molecular. En la
Figura 12 se observa que la digestion en ambos casos genero fragmentos desde
250 pb hasta de 1500 pb.

1Kb

UL

i, b
.
Figura. 12 Digestion con Rsal
Carril 1: MPM, Carril 2: cDNA problema, Carril 3: cDNA problema digerido,

Carril 4: nada, Carril 5: MPM, Carril 6: cDNA control,
Carril 7: cDNA control digerido

Se realizaron dos seciones de PCR. En la primer PCR se empleé el iniciador PCR
1 para seleccionar la poblacion generada en la segunda hibridacion que tiene en
sus extremos las secuencias de los adaptadores. En esta PCR es donde se
realizd la supresion de genes constitutivos, unicamente los fragmentos que tenian
ambos adaptadores fueron amplificadas.

Se observé la amplificacion de los fragmentos diferenciales. La amplificacion en el
rango de 250-1000 pb, el resultado de la SSH es muy similar al que se observa en

el carril 2 de la Figura 13 que es el control interno del kit. (Figura 13 Ay B),
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Figura 13. Primera amplificacion por PCR de SSH.
A) Primera amplificacién por PCR de SSH.
Carril 1: MPM, carril 2 y 3: SSH cDNA control, carril 4 y 5: cDNA condicién problema, carril 6y 7:

control no sustraido del Kit.
B Primera amplificacién por PCR de SSH.
Carril 1: MPM, carril 2: SSH cDNA control, carril 3: cDNA condicién problema, carri4: control no

sustraido del Kit.

En la segunda amplificacién por PCR se emplearon los iniciadores anidados para
enriquecer los fragmentos diferenciales, en este paso se amplificaron todos los
fragmentos que tienen los diferentes adaptadores en sus extremos, garantizando

que todos los fragmentos estan unicamente en una condicion.

Del producto de esta PCR se analizaron 8 uL de cada reaccion en un gel de

agarosa al 2 %EtBr en buffer de corrida TAE 1X.
En la Figura 14 se observa un enriquecimiento de los fragmentos de 250-1500 pb.

Se obtuvo un excelente rendimiento en la SSH.

Fabiola Leén Galvin Pagina 43



12000
5000
—
2000
. —_— 1650
L Cortes
1000 realizados
o
para hacer
850
650 gene clean.
500

Figura 14. Segunda amplificacion por PCR de SSH.
Carril 1y 2: cDNA control, Carril 3y 4: cDNA problema,
Carril 5: MPM

5. Bibliotecas sustractivas.

El analisis se inicio con la extraccidon de DNA plasmidico y su posterior restriccion
con la enzima de restriccion EcoRI, esta enzima liberd los fragmentos que fueron
clonados.

En la Figura 15 se presenta un gel ejemplificando los fragmentos liberados por
ladigestion con EcoRI, se obtuvo una eficiencia de transformacion del 95%. Estas

clonas con inserto comprobado integran las genotecas sustractivas generadas.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13

12000

5000

2000
1650
1000
850
650

500 — - - . .- [

Figura 15. DNA plasmidico digerido con Eco R |
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Se construyeron 4 genotecas sustractivas de 450 clonas cada una:
1. Genes que se inducen en NIC 1.
2. Genes que se reprimen en NIC Il
3. Genes que se inducen en cancer invasor.

4. Genes reprimidos en cancer invasor.

6. Fragmentos diferenciales amplificados por PCR, utilizando los
oligonucledtidos anidados 1R y 2R de la SSH.

Para asegurar que los fragmentos que conforman las genotecas provienen de la
hibridacién sustractiva, se realiz6 PCR de cada una de las clonas con los
oligonucledtidos empleados en el ultimo PCR de la SSH (anidados). En la Figura
16 se observa que todas las clonas efectivamente son fragmentos de genes
expresados diferencialmente. Los tamafos de los productos de PCR ademas

corresponden a fragmentos obtenidos por restriccion del DNA plasmidico.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Figura 16. Amplificacion por PCR de los fragmentos diferenciales.

7. Microarreglos.
En la Figura 17 se presenta la deteccidn del marcaje de las sondas, se observa
que la sonda control y problema ven mas intensas en una dilucién 1:5 respecto al

control del kit donde se cargo 5 ul sin diluir de los nucleétidos marcados. Se
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obtuvo el marcaje esperado cuya marca de las sondas es parecida al control. Con

las sondas marcadas adecuadamente se procedidé a la construccidn de los

1 2 3
Figura 17. Sondas marcadas.
1 contol kit 1/5

2 sonda c. problema
3 sonda c. control

macroarreglos.

Los macroarreglos de cDNA de genes diferenciales inducidos y reprimidos, fueron
construidos a partir de los productos de PCR con iniciadores anidados, esto se
hizo con la finalidad de eliminar posibles interferencias del vector pCR TOPO-4 al

hibridar los arreglos con las sondas marcadas.

Se colocé ~50 ng/ul de los productos de PCR de las 450 clonas de cDNA
provenientes de la hibridacion sustractiva de cada condicion (inducidos y
reprimidos). Los controles positivos consistieron en cDNA proveniente de tejido
lesion y tejido sano. Los controles negativos consistieron de TE, y también pCR
TOPO-4. Con ello se confirmaron los controles negativos para experimentos

posteriores.

Las sondas que se utilizaron para hibridar los macroarreglos, fueron cDNAs
provenientes de tejido lesion y de tejido sano, ambos marcados con fluoresceina.
Los macroarreglos se hicieron por duplicado, y cada réplica se hibridé con la
condicion control y con la condicion problema. En la Figura 18 se presentan un
macroarreglo tipico de los genes que se inducen y en la Figura 19 uno de los
genes que se reprimen, ambos hibridados con las sondas correspondientes.

Se realizaron los macroarreglos con todas las clonas de cada una de las

genotecas, y de esta forma se evalué su perfil de expresién en los diferentes
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estadios, de las diferentes biopsias sintetizé cDNA y se marco con fluoresceina
para evaluar las clonas de las genotecas sustractivas. La cantidad de muestra que
se cargo en cada uno de los macroarreglos fue la misma para evaluar genes
inducidos y genes reprimidos.

En los macroarreglos de la Figura 18 A se presentan algunas de las clonas de la
genoteca de genes inducidos hibridados con la sonda de cDNA del tejido con
lesion, y la Figura 19 B presenta las mismas clonas en igual concentracién (como
se observa en el control positivo (circulo rojo)). Hibridadas con la sonda del cDNA

del tejido sano.

A B
Figura 18. Macroarreglo de los genes que se inducen.

A. Genes inducidos hibridados con la sonda de tejido lesion.

B. Genes inducidos evaluados con la sonda de tejido sano.

En los macroarreglos de la figura 18 A se observa que existen genes que se estan
expresando de forma completamente diferencial, para ejemplificar como se realiz6
el analisis de expresion se cada clona se presentan tres ejemplos de lo que puede
observarse en el macroarreglo: 1) en el caso de la clona marcada en el circulo
azul, de la Figura 18 A aparece la banda, pero en la Figura 18 B, no da sefal de

hibridacion, este resultado demuestra que este gen unicamente se expreso en el
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tejido lesion, y que es inducido durante el proceso de transformacion de una célula
sana a célula neoplasica.

En el caso de la clona sefalada con el triangulo, se trata de un gen que presenta
cambio en el nivel de expresion, este gen esta presente de forma constitutiva en
una célula normal (tejido sano), y su nivel de expresion se incrementa en células
neoplasicas (tejido lesion).

La clona marcada en forma rectangular se trata de un gen que no cambia su nivel
de expresion, esta presente de igual forma en células normales y en células

neoplasicas.

A B

Figura 19. Macroarreglo de genes que se inducen.

A. Genes inducidos hibridados con la sonda de tejido sano.

B. Genes inducidos evaluados con la sonda de tejido lesion.
En los macroarreglos de la figura 19 A se colocaron clonas de las genotecas que
contienen los genes que se reprimen, en este caso se observa que existen genes
que se apagan por completo (represion diferencial), en el macroarreglo se
observa: 1) en el caso de la clona marcada en el paralelogramo verde, de la
Figura 19 A aparece la banda, pero en la Figura 19 B, no da sefal de hibridacion,
este resultado demuestra que este gen unicamente se expresa en tejido sano, y
que su expresion se reprime por completo durante el proceso de transformacion
de una célula sana a célula neoplasica, por que no esta expresado en tejido

lesion.
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En el caso de la clona sefalada con el rombo naranja, se trata de un gen que
presenta cambio en el nivel de expresion, este gen esta expresado de forma
constitutiva en una célula normal (tejido sano), y su nivel de expresion disminuye
en células neoplasicas (tejido lesion).

La clona marcada en forma hexagonal se trata de un gen que no cambia su nivel
de expresion, esta presente de igual forma en células normales y en células
neoplasicas.

El andlisis de los macroarreglos permiti6 que de cada una de las clonas se
evaluara su nivel de expresion génica, en las tabla 11 y 12 se presenta el resumen
de los fragmentos inducidos y reprimidos que se identificaron en cada una de las

genotecas elaboradas.

Tabla 11. Fragmentos de transcritos que se inducen.

Tamafio de Fragmento Nimero de clonas NIC lll CCinvasor.
Alrededor de 1000 pb 59 71
Alrededor de 750 pb 137 149
Alrededor de 500 pb 148 123
Alrededor de 250 pb 60 78
Menores a 250 pb 46 29
Tabla 12. Fragmentos de transcritos que se reprimen.

Tamafio de Fragmento Numero de clonas NIC Il CCinvasor.
Alrededor de 1000 pb 23 67
Alrededor de 750 pb 141 123
Alrededor de 500 pb 157 174
Alrededor de 250 pb 74 68
Menores a 250 pb 55 18

8. Resultados de secuenciacion.

Con fines practicos para investigaciones futuras, las clonas fueron re-etiquetadas,

con esto también se llevara a cabo mas facilmente el analisis de datos en esta

tesis.
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En el analisis de los macroarreglos se identificaron 175 genes que se inducen de
los cuales 153 fueron secuenciados, 62 genes se reprimen, de estos 32 fueron
secuenciados, con cambio en el nivel de expresion se encontraron 182, de los que
solo se han secuenciado 29 fragmentos, en las genotecas también se encontrd
que 31 genes estan presentes en ambas condiciones, es decir que estan
presentes de forma constitutiva. Con respecto a los genes en los que hay cambio
en el nivel de expresion, el analisis estadistico (ANOVA), con un valor de P=0.005,
mostro diferencia significativa entre el nivel de expresién de genes en tejido lesidn
respecto a tejido sano. También se demostr6 que en promedio el nivel de
expresion cambia (aumenta o disminuye) 2.5 veces respecto a su expresion en
tejido sano, los que estan por debajo de este valor fueron considerados como

expresion constitutiva.

En las Tablas 13 y 14 se presentan los resultados de la secuenciacion de genes
que se inducen y reprimen respectivamente, y en las Tablas 15 y16 se presentan
los genes con cambio en el nivel de expresion (aumenta y disminuye
respectivamente). Se hizo un analisis comparativo en la base de datos del NCBI,
todo lo reportado en las tablas tiene un valor de E de 1e-80, y presentaron de un
70 a 99% de identidad.
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Tabla 13.

Genes Inducidos en CaCU

Numero
de
Clona

FFCCO01

FFCCO003

FFCCO004

FFCCO05

FFCCO06

FFCCO08

FFCCO09

FFCCO010

FFCCO11

FFCCO012

FFCCO013

FFCCO014
FFCCO15

FFCCO17

FFCCO019

FFCC020

FFCCO021
FFCC023

FFCC024

FFCC026
FFCCO027

FFCC030
FFCC032

FFCCO033

Pares
de
bases

359

673

600

293

300

653

720

910

900

1137

651

720
770

840

540

780

780
506

284

360
600

600
480

660

Similitud

Homo sapiens family with sequence
similarity 110, member A, mRNA(cDNA clone
MGC:21792 IMAGE:4181303), complete cds.
Homo sapiens sel-1 suppressor of lin-12-
like (C. elegans) (SEL1L), mRNA.

Homo sapiens POU class 6 homeobox 2
(POU6F2), mRNA.

Culicoides sonorensis gelsolin gene,
partial cds.

Platanus x acerifolia mRNA for partial
putative Tyl-copia reverse ranscriptase (RT
gene) and partial DfRedu pseudogene.

Homo sapiens far upstream element (FUSE)
binding protein 1 (FUBP1),mRNA.

PREDICTED: Homo sapiens far upstream
element (FUSE) binding protein 3 (FUBP3),
mRNA .

Homo sapiens squamous cell carcinoma
antigen recognized by T cells 2 (SART2),
mRNA .

Homo sapiens transducin-like enhancer of
split 3 (E(spl) homolog, Drosophila)
(TLE3), mRNA.

Homo sapiens delta-like 1 (Drosophila)
(DLL1), mRNA.

Homo sapiens hypermethylated in cancer 1
(HIC1), mRNA.

No hay identidad!!!!

Homo sapiens pituitary tumor-transforming 1
(PTTG1), mRNA.

Homo sapiens transmembrane protein 22
(TMEM22), mRNA.

Homo sapiens proliferation-associated 2G4,
38kDa (PA2G4), mRNA.

Homo sapiens adhesion regulating molecule 1
(ADRM1), transcript variant 1, mRNA.

No hay identidad

Homo sapiens ankyrin repeat domain 13B
(ANKRD13B), mRNA.

Homo sapiens hedgehog acyltransferase-like
(HHATL), mRNA.

No hay identidad

Homo sapiens BCL2-associated athanogene
(BAG1l), mRNA.

No hay identidad

Homo sapiens LRP2 binding protein (LRP2BP),
mRNA .

Homo sapiens nuclear receptor interacting

Fabiola Leon Galvin
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BC022238.1

NM_005065.3

NM_007252.2
AY686211.1

AM397241.1

NM_003902.3

XM _001128545.1

NM_013352.1

NM_005078.1

NM 005618.2

NM_006497.2

NM_004219.2
NM_025246.1
NM 006191.1

NM 007002.2

NM_152345.3

NM_020707.2

NM_004323.3

NM_018409.2

BC131562.1
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FFCC034

FFCCO035

FFCCO37

FFCCO038

FFCC039

FFCC040
FFCC041
FFCC042

FFCC043
FFCC044
FFCC045
FFCC046
FFCCO047
FFCC048
FFCC049
FFCCO050
FFCCO51
FFCC052
FFCCO53

FFCC058

FFCC059

FFCCO060

FFCCO061

FFCC062

FFCC063

FFCCO64

FFCCO65

FFCCO66

418

540

959

600

526

219
449
318

277
352
257
263
191
267
502
207
502
502
638

759

764

301

520

601

596

718

538

856

protein 2, mRNA (cDNA clone MGC:148142
IMAGE:40109200), complete cds.

Homo sapiens bromodomain containing 7
(BRD7), mRNA.

Homo sapiens NLR family, pyrin domain
containing 3 (NLRP3), transcript variant 2,
mRNA .

Homo sapiens sonic hedgehog homolog
(Drosophila) (SHH), mRNA.

PREDICTED: Homo sapiens catenin (cadherin-
associated protein), delta 1 (CTNND1l),
mRNA .

Homo sapiens serine peptidase inhibitor,
Kazal type 7 (putative)(SPINK7), mRNA.

No hay identidad
No hay identidad
No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

No hay identidad

Homo sapiens dentin sialophosphoprotein
(DSPP), mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 134
(ZNF134), mRNA.

Homo sapiens G protein-coupled receptor,
family C, group 6, member

A (GPRC6A), mRNA

Homo sapiens defensin, beta 113 (DEFB113),
mMRNA

Homo sapiens caspase-1 dominant-negative
inhibitor pseudo-ICE (COPl), transcript
variant 1, mRNA

Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme
E2 variant 1 (Kua-UEV), transcript variant
1, mRNA

Homo sapiens eukaryotic translation
initiation factor 2-alpha kinase 1
(E1F2AK1), mRNA

Homo sapiens TRIAD3 protein (TRIAD3),
transcript variant 2, mRNA

Homo sapiens family with sequence
similarity 40, member B (FAM40B), mRNA

Homo sapiens serpin peptidase inhibitor,

NM_013263.2

NM 183395.1

NM_000193.2

XM _001126823.1

NM_032566.2

NM 014208.3
NM 003435.3

NM_148963.1

NM_001037729.1

NM _001017534.1

NM 199203.1

NM_014413.2

NM_207116.1
NM_020704.1

NM_001756.3
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FFCCO67

FFCCO068

FFCCO70

FFCCO71

FFCCO72

FFCCO73

FFCCO74
FFCCO75

FFCCO76

FFCCO77

FFCCO78

FFCCO79

FFCCO080

FFCC081

FFCC082

FFCC083

FFCC084

FFCC085

FFCCO086

FFCCO087

FFCC088
FFCCO089

FFCC090

FFCC091

540

295

682

419

493

1068

725
850

628

874

528

557

559

781

551

840

545

694

243

600

243
600

615

320

clade A (alpha-1 antiproteinase,
antitrypsin), member 6 (SERPINAG6), mRNA
Homo sapiens hairy and enhancer of split 2
(Drosophila) (HES2), mRNA

PREDICTED: Homo sapiens similar to TBC1l
domain family, member 2B (LOC648189), mRNA
Homo sapiens glucuronidase, beta-like 1
(GUSBL1), mRNA

Homo sapiens golgi autoantigen, golgin
subfamily a, 2-like 1 (GOLGA2L1), mRNA
Homo sapiens proline-rich protein Haelll
subfamily 2 (PRH2), mRNA

Homo sapiens ubiquitin specific peptidase
34 (USP34), mRNA

Homo sapiens pim-3 oncogene (PIM3), mRNA
Homo sapiens BTB (POZ) domain containing 7
(BTBD7), transcript variant 1, mRNA
PREDICTED: Homo sapiens ropporin, rhophilin
associated protein 1B, transcript variant 2
(ROPN1B), mRNA

Homo sapiens gamma-glutamyltransferase-like
3 (GGTL3), transcript

variant 3, mRNA

Homo sapiens mortality factor 4 like 1
(MORF4L1), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens mortality factor 4 like 1
(MORF4L1), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens A kinase (PRKA) anchor protein
7 (AKAP7), transcript variant alpha, mRNA
Homo sapiens transcriptional adaptor 3
(NGG1 homolog, yeast)-like (TADA3L),
transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens polymerase (RNA) 11 (DNA
directed) polypeptide J, 13.3kDa (POLR2J),
mRNA

Homo sapiens alkylglycerone phosphate
synthase (AGPS), mRNA

Homo sapiens similar to
phosphatidylinositol 4-kinase alpha
(LOC375133), mRNA

Homo sapiens transmembrane channel-like 8
(TMC8), mRNA

Homo sapiens transmembrane channel-like 8
(TMC8), mRNA

Homo sapiens transmembrane channel-like 8
(TMC8), mRNA

Similitude no significativa

Mus musculus early growth response 4(Egr4),
mRNA .

Homo sapiens ADAM metal lopeptidase domain 7
(ADAM7), mRNA

Homo sapiens ADAM metal lopeptidase domain 7

NM_019089.3
XM_937239.2

NM 001033523.1

NM_017600.1
NM_005042.2
NM_014709.2

NM_001001852.2
NM_001002860.2

XM_940725.2

NM 178026.1

NM_006791.2
NM_006791.2
NM 004842.2

NM 006354.2

NM_006234.4

NM 003659.2

NM._199345.2

NM_152468.3
NM_152468.3

NM_152468.3

NM_020596.2
NM_003817.1

NM_003817.1
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FFCC092

FFCC093

FFCC094

FFCC098

FFCC099

FFCC100

FFCC101

FFCC102

FFCC103

FFCC104

FFCC105

FFCC106

FFCC107

FFCC108

FFCC109

FFCC110

FFCC111

FFCC113

FFCC115

FFCC116

FFCC118

FFCC119

FFCC120

FFCC121

FFCC122
FFCC123

633

523

467

490

840

570

730

268

598

624

850

360

660

600

651

712

770

77

540

780

526

610

669

786

720
480

(ADAM7), mRNA

Homo sapiens NACHT, leucine rich repeat and
PYD containing 5 (NALP5), mRNA

Homo sapiens NACHT, leucine rich repeat and
PYD containing 5 (NALP5), mRNA

Homo sapiens paired box gene 2 (PAX2),
transcript variant a, mRNA

Homo sapiens CD83 molecule (CD83),
transcript variant 2, mRNA

Homo sapiens CD83 molecule (CD83),
transcript variant 2, mRNA

Homo sapiens ADAM metal lopeptidase domain 7
(ADAM7), mRNA

Homo sapiens UDP glucuronosyltransferase 1
family, polypeptide A5 (UGT1A5), mRNA

Homo sapiens small proline-rich protein 2B
(SPRR2B), mRNA

Homo sapiens achaete-scute complex
(Drosophila) homolog-like 3 (ASCL3), mRNA
Homo sapiens family with sequence
similarity 101, member A (FAM101A), mRNA

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 8 (TNFRSF8), transcript
variant 2, mRNA

Homo sapiens hepatocellular carcinoma-
associated gene TD26 (LOC55908), mRNA

Homo sapiens POU domain, class 3,
transcription

Homo sapiens ecotropic viral
site 5 (EVI5), mRNA

Homo sapiens hypermethylated in cancer 1
(HIC1), mRNA

Xenopus laevis nuclear protein SDK2 (sdk2-
a), mMRNA.

Homo sapiens pituitary tumor-transforming 1
(PTTG1), mRNA

Homo sapiens transmembrane protein 22
(TMEM22), mRNA

Homo sapiens proliferation-associated 2G4,
38kDa (PA2G4), mRNA

Homo sapiens adhesion regulating molecule 1
(ADRM1), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens chromosome 18 open reading
frame 8 (C180rf8), mRNA

Homo sapiens MYST histone acetyltransferase
(monocytic leukemia) 3 (MYST3), mRNA

PREDICTED: Homo sapiens mastermind-like 1
(Drosophila) (MAML1), mRNA

Homo sapiens scribbled homolog (Drosophila)
(SCRIB), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens claudin 7 (CLDN7), mRNA
Human papillomavirus type 16 late major

integration

Fabiola Leon Galvin

NM 153447 .2
NM_153447.2
NM_003987.2

NM_001040280.1

NM_001040280.1

NM_003817.1
NM_019078.1

NM_001017418.1

NM_020646. 1
NM_181709.2

NM_152942.2

NM_018687.3
NM_000307.1
NM_005665.4

NM_006497.2

NM_001087460.1

NM_004219.2
NM_025246.1
NM_006191.1
NM_007002.2
NM_013326.3

NM_006766.2

XM_001126853. 1

NM_182706.2

NM_001307.3
EF547252.1
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FFCC124

FFCC126

FFCC127

FFCC128
FFCC129
FFCC130

FFCC132

FFCC133

FFCC134

FFCC135

FFCC136

FFCC137

FFCC138

FFCC139

FFCC140

FFCC141

FFCC142

FFCC143

FFCC144

FFCC145

FFCC146
FFCC147

FFCC148

FFCC149

FFCC150

657

722

840

720
715
1016

1137

966

715

840

1260

1175

700

1009

1034

1910

915

1400

910

1223

945
1329

1403

909

1260

capsid protein L1 gene, complete cds.

Homo sapiens apoptosis inhibitor 5 (API5),
mRNA

Homo sapiens metastasis associated 1(MTAl),
mRNA

Homo sapiens selectin E (endothelial
adhesion molecule 1) (SELE), mRNA

Homo sapiens heparanase (HPSE), mRNA

Homo sapiens TAO kinase 3 (TAOK3), mRNA
Homo sapiens MOB1, Mps One Binder kinase
activator-like 1B (yeast) (MOBK1B), mRNA
Homo sapiens tumor protein p73-like(TP73L),
mRNA

Homo sapiens tumor protein p53 (Li-Fraumeni
syndrome) (TP53), mRNA

Homo sapiens retinoblastoma 1 (including
osteosarcoma) (RB1), mRNA

Homo sapiens protein O-fucosyltransferase 1
(POFUT1), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme
E2D 2 (UBC4/5 homolog,

yeast) (UBE2D2), transcript variant 2, mRNA
Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme
E2D 2 (UBC4/5 homolog, yeast) (UBE2D2),
transcript variant 2, mRNA

Homo sapiens nudix (nucleoside diphosphate
linked moiety X)-type motif 6 (NUDT6),
transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens cAMP responsive element
binding protein 1 (CREB1l), transcript
variant A, mRNA

Homo sapiens growth hormone regulated TBC
protein 1 (GRTP1), mRNA

Homo sapiens dual specificity phosphatase
10 (DUSP10), transcript variant 1, mRNA
Homo sapiens reversion-inducing-cysteine-
rich protein with kazal motifs (RECK), mRNA
Homo sapiens reversion-inducing-cysteine-
rich protein with kazal motifs (RECK), mRNA
Homo sapiens reversion-inducing-cysteine-
rich protein with kazal motifs (RECK), mRNA
PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
protein LOC730675 (LOC730675), mRNA

Homo sapiens metallothionein M (MTM), mRNA
Homo sapiens mindbomb homolog 1(Drosophila)
(MIB1), mRNA

Homo sapiens mindbomb homolog 1(Drosophila)
(MIB1), mRNA

Homo sapiens mindbomb homolog 1(Drosophila)
(MIB1), mRNA

Homo sapiens bone morphogenetic protein 10
(BMP10), mRNA
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NM_006595. 2
NM_004689.2
NM_000450. 1

NM_006665.3
NM_016281.2
NM_018221.1

NM_003722.3
NM_000546. 2
NM_000321.1
NM_015352.1

NM_181838.1

NM_ 181838.1

NM_007083.3

NM 004379.2

NM_024719.1
NM 007207.3
NM 021111.1
NM 021111.1
NM 021111.1

XM 001126753.1

NM_175620.1
NM_020774.2

NM_020774.2
NM_020774.2

NM_014482.1
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FFCC151

FFCC152

FFCC153

FFCC154

FFCC155

FFCC156

FFCC157

FFCC158

FFCC161

FFCC162

FFCC163

FFCC164

FFCC165

FFCC166

FFCC167

FFCC168

FFCC169

FFCC170

FFCC171

FFCC172

FFCC173

FFCC174

FFCC175

FFCC176

1227

1049

639

1072

1609

612

1330

1260

840

1114

1165

1176

1006

1076

1101

1087

980

1050

1400

560

978

910

979

776

Homo sapiens endothelial differentiation-
related factor 1 (EDFl), transcript variant
alpha, mRNA

Homo sapiens mitogen-activated protein
kinase 14 (MAPK14), transcript variant 4,
mRNA

Homo sapiens CCAAT/enhancer binding protein
(C/EBP), beta (CEBPB), mRNA

Homo sapiens CCAAT/enhancer binding protein
(C/EBP), beta (CEBPB), mRNA

Homo sapiens epiregulin (EREG), mRNA

Homo sapiens vascular endothelial growth
factor A (VEGFA), transcript variant 3,
mRNA

Homo sapiens lysyl oxidase (LOX), mRNA

Homo sapiens snail homolog 1 (Drosophila)
(SNAI1), mRNA

Homo sapiens TAF11l RNA polymerase 11, TATA
box binding protein (TBP)-associated
factor, 28kDa (TAF11), mRNA

Homo sapiens cell division cycle and
apoptosis regulator 1 (CCAR1), mRNA

Homo sapiens metastasis associated 1
(MTA1), mRNA

Homo sapiens adhesion molecule with Ig-like
domain 2 (AMIGO2), mRNA

Homo sapiens family with sequence
similarity 57, member A (FAM57A), mRNA

Homo sapiens estrogen receptor 2 (ER beta)
(ESR2), transcript variant c, mRNA

Homo sapiens matrix metallopeptidase 11
(stromelysin 3) (MMP11), mRNA

Homo sapiens cAMP responsive element
binding protein-like 2 (CREBL2), mRNA)

Homo sapiens growth arrest-specific 1
(GAS1), Mrna

Homo sapiens fatty acid 2-hydroxylase
(FA2H), mRNA

Homo sapiens procollagen (type 111) N-
endopeptidase (PCOLN3), mRNA

Homo sapiens YY1 associated factor 2
(YAF2), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens v-myc myelocytomatosis viral
related oncogene, neuroblastoma derived
(avian) (MYCN), mRNA

Homo sapiens muscleblind-like (Drosophila)
(MBNL1), transcript variant 6, mRNA

Homo sapiens SWI/SNF related, matrix
associated, actin dependent regulator of
chromatin, (SMARCA2), mRNA

Homo sapiens SPARC-like 1 (mast9, hevin)
(SPARCL1), mRNA

Fabiola Leon Galvin

NM_003792.2

NM_139014.1

NM 005194.2
NM_005194.2

NM 001432.1
NM _001025367.1

NM _002317.3
NM_005985.2

NM 005643.2

NM_018237.2
NM_004689.2
NM_181847.2
NM_024792.1

NM_001040276.1

NM_005940.3
NM_001310.2
NM_002048.1
NM_024306.2
NM_002768.1
NM_005748.3

NM_005378.4

NM_207296.1

NM_003070.3

NM_004684.3
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Tabla 14. Genes reprimidos en CaCU

Genes reprimidos en CaCU

No. Tamafio Similitud No. Acceso NCBI
Clona
RFCC001 778 Homo sapiens transcription factor AP- NM 001032280.1

2 alpha (activating enhancer binding
protein 2 alpha) (TFAP2A), transcript
variant 2, mRNA
RFCC002 746 Homo sapiens ectonucleoside NM 198585.1
triphosphate diphosphohydrolase 8
(ENTPD8), mRNA

RFCC003 965 Homo sapiens numb homolog NM_001005745.1
(Drosophila) (NUMB), transcript
variant 4, mRNA

RFCC004 540 Homo sapiens cell adhesion molecule 4 NM_145296.1
(CADM4), mRNA.
RFCC006 833 Homo sapiens chromosome 20 open NM 207121.3

reading frame 55 (C200rf55),
transcript variant 2, Mrna

RFCCOO07 721 Homo sapiens zinc finger, RAN-binding NM_017580.1
domain containing 1 (ZRANB1),
mRNA

RFCCO008 755 Homo sapiens CREB regulated NM 001098482.1

transcription coactivator 1 (CRTC1),
transcript variant 1, mRNA

RFCC009 778 Homo sapiens hairless homolog (mouse) NM 024364.1
(HR), transcript variant 2, mRNA

RFCCO010 960 Homo sapiens hairless homolog (mouse) NM 018411.3
(HR), transcript variant 2, mRNA.

RFCC013 648 Homo sapiens NFKBIL1, ATP6V1G2, BAT1  AB202112.1

genes for nuclear factor of

kappa light polypeptide gene
enhancer, ATPase, H+ transporting,
lysosomal 13kDa, V1 subunit G isoform
2, HLA-B associated transcript 1
complete cds.

RFCC014 595 Homo sapiens dual specificity BC063826.1
phosphatase 10, mRNA (cDNA clone
MGC:74610 IMAGE:6178330), complete
cds.

RFCC0O15 759 Homo sapiens dual specificity BC063826.1

phosphatase 10, mRNA (cDNA clone
MGC:74610 IMAGE:6178330), complete

cds.
RFCCO016 416 Homo sapiens adenylate kinase 2 NM 013411.3
(AK2), transcript variant AK2B, mRNA.
RFCCO17 563 Homo sapiens prohibitin (PHB), mRNA NM_002634.2
RFCCO019 915 Homo sapiens deleted in lung and NM_ 007337.2

esophageal cancer 1 (DLEC1),
transcript variant DLEC1-S3, mRNA

RFCC020 808 Homo sapiens caspase 8, apoptosis- NM_001080125.1
related cysteine peptidase(CASP8),
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RFCCO021

RFCC022

RFCC023

RFCC024

RFCC025

RFCC026

RFCC027

RFCC028

RFCC029

RFCCO30

RFCCO031

RFCC032

RFCCO033

RFCC034

RFCCO36

650

989

533

580

358

839

794

831

767

787

692

681

490

540

534

transcript variant G, mRNA.

Homo sapiens desmoglein 2 (DSG2),
mRNA.

Homo sapiens matrix-remodelling
associated 5 (MXRA5), mRNA.

protein phosphatase 1, regulatory
(inhibitor) subunit 1B (dopamine and
CAMP regulated phosphoprotein, DARPP-
32) (PPP1R1B)

Homo sapiens CUE domain containing 2
(CUEDC2), mRNA.

Homo sapiens ADP-ribosylation factor-
like 2 (ARL2), mRNA.

Homo sapiens nitric oxide synthase 2A
(inducible, hepatocytes) NOS2A),
mRNA .

Homo sapiens ribonucleotide reductase
M2 B (TP53 inducible)(RRM2B), mRNA.
Homo sapiens cell division cycle 2-
like 2 (PITSLRE proteins)

(CDC2L2), transcript variant 1, mRNA.
Homo sapiens KIAA1211 protein
(K1AA1211), mRNA.

Homo sapiens endothelin converting
enzyme 2, mRNA (cDNA clone MGC:167001
IMAGE:8860334), complete cds.

Homo sapiens PIN2-interacting protein
1 (PINX1), mRNA.

Homo sapiens transcription
termination factor, RNA polymerase

1 (TTF1), mRNA

Homo sapiens cyclin I (CCNI), mRNA
Homo sapiens MAX dimerization protein
4 (MXD4), mRNA.

Mus musculus histone deacetylase 5
(Hdac5), transcript variant 2,mRNA.

NM_001943.2
NM_015419.2

NM_181505.2

NM_024040.2
NM_001667.2

NM_000625.3

NM_015713.3

NM_024011.2

NM_020722.1

BC142950.1

NM_017884.4
NM_007344.2
NM_006835. 2
NM_006454 .2

NM_010412.3
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Tabla 15. Genes en los que se aumenta su nivel de expresion. Inducidos en CaCU

Numero de
Clona

FFCC002

FFCCO16

FFCCO018

FFCC022

FFCC025

FFCC028

FFCC029

FFCCO31

FFCCO36

FFCCO054

FFCCO55

FFCCO56

FFCCO57

FFCCO069

FFCCO95

FFCC096

FFCC0O97

Pares de

bases
540

416

480

540

632

575

772

652

720

493

559

689

700

610

569

655

512

Similitud

metabotropic glutamate receptor
B

Homo sapiens calcium channel,
voltage-dependent, beta 2
subunit

(CACNB2), transcript variant 4,
mRNA .

Homo sapiens mitogen-activated
protein kinase 12 (MAPK12),
mRNA .

Homo sapiens Ras association
(RalGDS/AF-6) domain family
2(RASSF2), transcript variant
2, mRNA.

Homo sapiens ras homolog gene
family, member D (RHOD), mRNA.

Homo sapiens TGFB-induced
factor homeobox 1 (TGIF1),
transcript variant 8, mRNA.

Homo sapiens cell division
cycle 7 homolog (S. cerevisiae)
(CDC7), mRNA.

PREDICTED: Homo sapiens
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 6
(PCSK6), mRNA.

Homo sapiens mucin 1, cell
surface associated (MUC1),
transcript variant 1, mRNA.

Homo sapiens Notch homolog 3
(Drosophila) (NOTCH3), mRNA.

Homo sapiens Notch homolog 4
(Drosophila) (NOTCH4), mRNA

Homo sapiens Notch homolog 4
(Drosophila) (NOTCH4), mRNA.

Homo sapiens Notch homolog 4
(Drosophila) (NOTCH4), mRNA.

Homo sapiens WNK lysine
deficient protein kinase 1
(WNK1), mRNA

Homo sapiens chloride channel,
calcium activated, family
member 1 (CLCA1l), mRNA

Homo sapiens chloride channel,
calcium activated, family
member

1 (CLCA1), mRNA

Homo sapiens chloride channel,
calcium activated, family
member

No. acceso

NM_001011623.1

NM_201597.1

NM_002969.3

NM_170774.1

NM_014578.2

NM_174886.1

NM_003503.2

XM_001130900.1

NM_002456.4

NM_000435.2
NM_004557.3

NM_004557.3
NM_004557.3

NM 018979.1

NM_001285.1

NM_001285.1

NM_001285.1
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1 (CLCA1l), mRNA

FFCC112 416 Homo sapiens calcium channel, NM_201597.1
voltage-dependent, beta 2
subunit (CACNB2), transcript
variant 4, mRNA

FFCC117 1020 Homo sapiens Notch homolog NM_017617.2
1,translocation-associated
(Drosophila) (NOTCH1), mRNA

FFCC125 1015 Homo sapiens solute carrier NM_006598.1
family 12 (potassium/chloride
transporters), member 7
(SLC12A7), mRNA

FFCC131 1003 Homo sapiens cell division NM_033493.1
cycle 2-like 1 (PITSLRE
proteins) (CDC2L1), transcript
variant 9, mRNA

FFCC159 990 Homo sapiens solute carrier NM_005072.3
family 12 (potassium/chloride
transporters), member 4
(SLC12A4), mRNA

FFCC160 1323 Homo sapiens cell division NM_001789.2
cycle 25A (CDC25A), transcript
variant 1, mRNA

Tabla 16. Genes en los que se disminuye su nivel de expresion. reprimidos
en CaCU

RFCCO11 1050 Homo sapiens Notch homolog 1, NM_017617.2
translocation-associated
(Drosophila) (NOTCH1), mRNA.

RFCC012 720 Homo sapiens HLA-B associated NM_080598.4
transcript 1 (BAT1l), transcript
variant 2, mRNA.

RFCCO018 589 Homo sapiens cyclin-dependent NM_058197.2
kinase inhibitor 2A (melanoma,
pl6, inhibits CDK4) (CDKN2A),
tr

RFCCO035 840 Homo sapiens keratin 7 (KRT7), NM_005556.3
mRNA.

En el analisis de secuencias, se encontraron genes que se han descrito otros tipos
de cancer, y que hasta el momento no han sido descritos en cancer cervicouterino,
tales como HIC1, SMARCA, SART 2, PTTG 1, MYCN, DLEC 1. También se
encontraron genes que pertenecen a la via de senalizacion Notch, como Notch-1,
3, y 4, uno de sus ligandos Delta-like-1, y muchos otros genes que codifican para

proteinas que participan de forma indirecta en esta via de senalizacion. Otros
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genes encontrados estan implicados en la via de las cinasas se encuentran por
ejemplo: MAPK-12 y 14, PP2A. Otros genes implicados en control y desarrollo del
ciclo célular son cdc7, ciclina D etc, (ver tablas 30, 31, 32 y 33).

De estos grupos de genes se seleccionaron algunos para comprobar el nivel de

expresion mediante analisis Northern blot.

9. Analisis de los datos de acuerdo a la base de datos Gene Ontology.
El objetivo de utilizar esta herramienta fue para dilucidar la participacién de dichos
genes en los procesos principales: funciones celulares, funciones moleculares y
componentes celulares. Estos resultados se presentan en forma de porcentaje de
genes implicados en cada proceso.
En las Figuras 20, 21, y 22 se presentan los resultados de este andlisis, y se
concluye que para el caso de genes inducidos su funcion involucra principalmente
procesos biolégicos, 19% en metabolismo,16% de procesos celulares, 16%
desarrollo y crecimiento celular, 14% diferenciacion celular, 10% respuesta a
estimulos, 7% comunicacion celular, 4% muerte celular. Con respecto a los genes
que se reprimen el 16% esta involucrado en comunicacion celular, el 13% en
respuesta a estimulos y muerte celular. Existe un mayor porcentaje de genes que
se reprimen y que estan relacionados con la muerte celular respecto a los genes
que se inducen (Figura 20 a y b).

Perfil de expresiéon de acuerdo a Perfil de expresiéon de acuerdo a

procesos biologicos. Genes Inducidos. procesos biologicos. Genes
= metabolismo reprimidos. * metabolismo

* regulacién de procesos * regulacion de
celulares procesos celulares
= desarrolloy = desarrolloy

crecimiento crecimiento
= diferenciacion celular = diferenciacién celular

- H ; 5 £
repuesta a estimulos . ® repuesta a estimulos

5 16% : : %
'10% h\ Sadtidon oeiuiar | ™ adhesion celular

14% @ 16% ™ comunicacién celular

=™ comunicacion celular

™ muerte celular
= muerte celular

™ otros
= otros

Figura 20. Perfil de la expresion génica de acuerdo a aspectos de los procesos bioldgicos. A).

Genes inducidos. B). genes reprimidos.
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En el analisis respecto a los componentes celulares presentados en la Figura 21 a
y b, se encontr6 que de los genes que se inducen 22% corresponde a genes de
union a membrana, 20% region extracelular, 19% complejos proteinicos, 13%
matriz extracelular, 7% complejos metil transferasa de histonas, y los que

reprimen el 18% forman complejos proteinicos, el 15% involucra algun proceso
relacionado con metiltransferasa de histonas, y €l 11% esta relacionado con

matriz extraceluar, ribonucleoproteinas, y organelos de unién a membrana.

Perfil de expresion de acuerdo a componentes celulares. Perfil de expresion de acuerdo a componentes celulares.
Genes Inducidos. Genes Reprimidos.

— i * complejometiltransferasa de histonas
¥ complejo metiltransferasa de histonas

. : * matriz extracelular
matriz extracelular

; . — g
¥ ribonucleoproteinas ribonucleoproteinas

¥ region extracelular * region extracelular

¥ organelos de union a membrana R ¥ organelos de union a membrana
¥ complejos proteinicos ¥ complejos proteinicos

¥ otros ¥ otros

Figura 21. Perfil de la expresion génica de acuerdo a aspectos de los componentes celulares. A).

Genes inducidos. B). genes reprimidos.

En cuanto a funcion molecular, en los genes que se inducen el 15% estan
implicados en transcripcién, 12% participa en la union célula-célula, el 9% en
union a proteinas y acidos nucleicos, 10% actividad GTPasa, 6% actividad de
factores de transcripcion. Respecto a los que se reprimen el 13% en transduccion
de senales, 15% en actividad de factores de transcripcion, entre los mas

relevantes, (Figura 22 ay b).
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Perfil de expresion de acuerdo a funcion molecular. Perfil de expresion de acuerdo a funcion molecular,
Genes Inducidos. Genes reprimidos.
¥ Actividad de transduccion de sefiales ¥ Actividad de transduccion de sefiales

¥ Unidn a acidos nucleicos ¥ Uniéna acidos nucleicos
¥ Actividad reguladora GTPasa ¥ Actividad reguladora GTPasa

% ¥ Actividad de transportador ¥ Actividad de transportador

4 ¥ Transcripcion ¥ Transcripcion

¥ proteinas receptoras de sefiales ¥ proteinas receptoras de sefiales

¥ activadores de transcripcion ‘ ¥ activadores de transcripcion
¥ Actividad catalitica ¥ Actividad catalitica

¥ otros ¥ otros

Figura 22. Perfil de la expresion génica de acuerdo a aspectos de su funcion molecular. A). Genes

inducidos. B). genes reprimidos.

10. Andlisis tipo Northern.

Se seleccionaron 35 clonas para validar tanto la SSH como los macroarreglos,
para validar su expresion diferencial, estos resultados pueden observarse en la
Figura 23.

En el ensayo se utiliz6 RNA control y problema a concentraciones iguales y se
transfirieron a membranas de nylon. Se utilizaron clonas con fragmentos de genes

marcados con fluoresceina como sondas.

Numero Grado de lesion Up-regulated related Notch

1 NIC I

2 NICII Down-regulated related with cancer

3 NIC II

4 NIC III Up-regulated related with cancer

5 NIC III

6 Cancer Invasivo Up -regulated related with Notch
Control
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Fabiola Leon Galvin Pagina 65



- _Lesién (-)_control

-

-

Lesion (-)_control

() contro

E
Figura 23. Northern blot de diferentes genes involucrados en CC.
A) Control G3PDH y b-actina, B) Genes inducidos relacionados con la via de sefalizacion Notch,
C) Genes reprimidos relaciondos con la via de sefalizacion Notch, D) Genes inducidos

relacionados con cancer, E) Genes reprimidos relacionados con cancer.

El analisis Northern muestré cambios en los niveles de expresién de diferentes
genes, el analisis varianza (ANOVA), con un valor de p= 0.0001 demuestra una

proporcion de 7 veces mayor en el tejido lesién con respecto al tejido sano.
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En el caso de DDL1, SEL 1, E(sp1), ADAM-7, ASCL3, GAS 1, NUMB, SPARCL 1,
MIB1, MAML1, BRD 7, SNAI 1, TP53, PIM 3, cmyc, SMARCA 2, Notch-3y
Notch-4 se encontré que su sobre expresion es mantenida en todas las etapas de
CC.

MBNL1, se sobre expresa en NIC | y NIC II, pero en NIC lll y CC invasor, su sobre
expresion empieza a disminuir ligeramente.

MTA, CCRA 1, PTTG 1, HIC 1, PA2G4, Notch 1 también se expresa en todas las
etapas, pero su expresién maxima es en NIC Ill, y se apaga en cancer invasivo.
DLEC 1, CDC2L2, CCNI, MAPK 12, mostraron muy ligera sobre expresion
constante en toda la progresion de CC

CDC25A, SERPINA 6, HES, va incrementando ligeramente su nivel de expresion
conforme avanza la lesion.

HHATL, Se encontraron ligeramente reprimidos con respecto a su expresion en
tejido sano, Hairless, se encuentran permanentemente reprimido, SART 2, se
encontré que se reprimen muy marcadamente hasta NIC Ill y en CC invasor sube
un poco su expresion aunque no alcanza el nivel de expresion constitutiva. Este
analisis nos indica que la regulacion de los genes involucrados en el desarrollo y
progresion del CC, no es tan sencillo como la sobre-expresion y represion de
genes en cancer, sino que dependen del estadio de la lesion, tal vez el mecanismo
del desarrollo del cancer es un proceso de etapas controladas respecto a la
expresion de genes, en el que para que se sobre exprese un gen debe bajar su

nivel de expresion uno o mas genes

10. Analisis estadistico del nivel de expresion de los genes analizados.

Para el analisis de expresion génica en los genes identificados en CaCU, se
realizd un analisis del expresion relativa del nivel de expresion del gen en tejido
sano o lesion respecto al control del gen constitutivo, y posteriormente se calculo
el valor absoluto de expresion del gen en CaCU respecto al tejido sano.

En las tablas 17, 18, 19 y 20 se presentan estos analisis.
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Tabla 17. Niveles de expresion de genes en NIC |

LESION NORMAL
Nombre del Valor Valor Ratio Valor Valor Ratio Valor Accesion
gen absolut  absolut absoluto  absoluto relativo number NCBI
0 0 Gen G3DPH Gen (lesion/
G3DPH  (lesion) (Normal) normal)
ratio
DLL1 65 198 3.04 60 22 0.366 8.3 NM 005618.2
SEL1 65 191 2.93 60 16 0.266 11.01 NM 005065.3
E(spl) 65 168 2.58 60 11 0.183 14.09 NM 005078.1
ADAM 7 65 198 3.04 60 25 0.41 7.41 NM_003817.1
ASCL3 65 201 3.09 60 22 0.366 8.44 NM_020646.1
GAS1 65 199 3.06 60 16 0.266 11.5 NM 002048.1
NUMB 65 198 3.04 60 14 0.233 13.04 NM_001005745.
1
SPARCL1 65 202 3.10 60 20 0.333 9.30 NM_004684 .3
MIB1 65 176 2.70 60 22 0.366 7.37 NM_020774.2
MAML1 65 198 3.04 60 25 0.416 7.30 XM_00112685
3.1
HES2 65 191 2.93 60 16 0.266 11.01 NM_019089.3
BRD7 65 168 2.58 60 11 0.183 14.09 NM _013263.2
MTA1 65 172 2.64 60 16 0.266 9.92 NM_004689.2
SNAI1 65 131 2.01 60 8 0.133 15.11 NM 005985.2
CDC25A 65 168 2.58 60 6 0.1 25.8 NM_001789.2
CCAR1 65 170 2.61 60 5 0.083 31.44 NM 018237.2
TP53 65 176 2.70 60 80 1.33 2.03 NM_000546.2
PIM3 65 202 3.10 60 24 0.4 7.75 NM_001001852.
2
SERPINA 65 195 3 60 20 0.333 9.00 NM_001756.3
6
PTTG1 65 186 2.86 60 11 0.183 15.62 NM_004219.2
HIC1 65 188 2.89 60 9 0.15 19.26 NM_006497.2
PA2G4 65 187 2.87 60 14 0.23 12.47 NM 006191.1
SART?2 65 198 3.04 60 21 0.35 8.68 NM_013352.1
v-myc 65 186 2.86 60 25 0.416 6.87 NM_005378.4
MBNL1 65 202 3.10 60 25 0.416 7.45 NM 207296.1
SMARCA 65 205 3.15 60 21 0.35 9 NM_003070.3
2
NOTCH1 65 171 2.63 60 98 1.63 1.61 NM_017617.2
NOTCH3 65 198 3.04 60 180 3 1.01 NM_000435.2
NOTCH4 65 210 3.23 60 26 0.433 7.45 NM 004557.3
DLECI1- 65 102 1.56 60 158 2.63 0.593 NM_007337.2
58
CDC2L2 65 85 1.30 60 133 2.21 0.588 NM_024011.2
CCNI 65 81 1.24 60 136 2.26 0.548 NM_006835.2
MAPK12 65 30 0.461 60 212 3.53 0.130 NM_002969.3
HHATL 65 101 1.55 60 100 1.66 0.933 NM_020707.2
Hairless 65 20 0.307 60 176 2.93 0.104 NM_019089.3
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Tabla 18. Niveles de expresion de genes en NIC Il

Nombre
del gen

DLL1
SEL1
E(spl)
ADAM 7
ASCL3
GAS1
NUMB
SPARCL1
MIB1
MAML1
HES 2
BRD7
MTA1
SNAI1
CDC25A
CCAR1
TP53
PIM3
SERPINAG
PTTG1
HIC1
PA2G4
SART?2

v myc
MBNL1
SMARCA2
NOTCH3
NOTCH4
NOTCH1

DLEC1-
56

CDC2L2
CCNI

MAPK12
HHATL

Hairless

Lesion
Valor Valor
absoluto  absoluto
G3DPH Gen
(lesion)
65 188
65 188
65 171
65 182
65 180
65 198
65 197
65 197
65 176
65 188
65 201
65 178
65 160
65 131
65 175
65 171
65 176
65 198
65 198
65 188
65 180
65 187
65 198
65 186
65 202
65 205
65 198
65 208
65 198
65 102
65 81
65 81
65 30
65 101
65 20

Ratio

2.89
2.89
2.63
2.8
2.76
3.04
3.03
3.03
2.70
2.89
3.09
2.73
2.46
2.18
2.69
2.63
2.70
3.04
3.04
2.89
2.79
2.87
3.04
2.86
3.10
3.15
3.04
3.2
2.93
1.56

1.24
1.24

0.05
1.55

0.307

Normal
Valor Valor
absoluto  absoluto
G3DPH Gen

(Normal)
60 14
60 10
60 11
60 18
60 8
60 8
60 11
60 14
60 14
60 19
60 12
60 11
60 6
60 8
60 5
60 5
60 80
60 21
60 18
60 10
60 6
60 14
60 21
60 25
60 25
60 21
60 50
60 14
60 89
60 158
60 133
60 136
60 212
60 97
60 176

Ratio

0.233
0.166
0.183
0.3
0.133
0.133
0.183
0.233
0.233
0.316
0.2
0.183
0.1
0.133
0.083
0.083
1.33
0.35
0.3
0.166
0.1
0.23
0.35
0.416
0.416
0.35
0.833
0.233
1.48
2.63

2.21
2.26

3.35
1.616

2.933

Valor
relativo
(lesion/
normal)

ratio

12.40
17.40
14.37
9.33
20.75
22.85
16.55
13.0
11.58
9.14
15.46
14.91
24.6
16.39
32.43
31.68
2.03
8.68
10.15
17.4
27.9
12.47
8.68
6.87
7.445
9.0
3.64
13.73
2.05
0.59 1.68

0.56 1.82
0.548
1.82
0.1416/7.06
0.956
1.03
0.104
9.54

Accesion number
NCBI

NM_005618.2

NM_005065.3
NM_005078.1
NM_003817.1
NM_020646. 1
NM_002048.1
NM_001005745.1
NM_004684.3
NM_020774.2
XM_001126853.1
NM_019089.3
NM_013263.2
NM_004689.2
NM_005985.2
NM_001789.2
NM_018237.2
NM_000546. 2
NM_001001852.2
NM_001756.3
NM_004219.2
NM_006497.2
NM_006191.1
NM_005378.4
NM_207296.1
NM_207296.1
NM_003070.3
NM_000435.2
NM_004557.3
NM_017617.2
NM_007337.2

NM_024011.2
NM_006835.2

NM_002969.3
NM_020707.2

NM_019089.3
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Tabla 19. Niveles de expresion de los genes en NIC .

Nombre
del gen

DLL1
SEL1
E(spl)
ADAM 7
ASCL3
GAS1
NUMB
SPARCL1
MIB1
MAML1
HES 2
BRD7
MTA1
SNAI1
CDC25A
CCAR1
TP53
PIM3
SERPINAG6
PTTG1
HIC1
PA2G4
SART2
V-myc
MBNL1
SMARCA2
NOTCH3
NOTCH4
NOTCH1
DLEC1-
S3
CDcC2L2
CCNI
MAPK12
HHATL
Hairless

Lesion
Valor Valor
absoluto absoluto
G3DPH Gen

(lesion)
65 219
65 180
65 190
65 198
65 201
65 186
65 201
65 205
65 176
65 210
65 224
65 178
65 201
65 156
65 186
65 186
65 175
65 204
65 206
65 204
65 200
65 192
65 210
65 198
65 190
65 195
65 193
65 208
65 217
65 102
65 81
65 81
65 30
65 101
65 20

Ratio

3.36
2.76
2.92
3.04
3.09
2.86
3.09
3.15
2.70
3.23
3.44
2.73
3.09
24
2.86
2.86
2.69
3.13
3.16
3.13
3.07
2.95
3.23
3.04
2.92

2.96
3.2

3.33
1.56

1.24
1.24
0.461
1.55
0.307

Normal
Valor Valor
absoluto  absoluto
G3DPH Gen

(Normal)
60 11
60 10
60 11
60 25
60 17
60 16
60 15
60 15
60 14
60 19
60 12
60 11
60 6
60 8
60 6
60 5
60 91
60 23
60 20
60 12
60 9
60 14
60 18
60 6
60 19
60 21
60 50
60 12
60 78
60 158
60 133
60 136
60 208
60 95
60 176

Ratio

0.183
0.166
0.183
0.416
0.283
0.266
0.25
0.25
0.233
0.316
0.2
0.183
0.1
0.133
0.1
0.083
1.51
0.383
0.333
0.2
0.15
0.233
0.3
0.1
0.316
0.35
0.833
0.2
1.5
2.63

2.21
2.26
3.46
1.58
293

Valor relativo
(lesién/normal)
ratio

18.3
16.62
15.95
7.29
10.91
10.75
12.36
12.6
11.58
10.22
17.23
14.91
30.9
18.004
28.6
35.75
1.96
8.17
9.48
15.65
20.46
12.64
10.76
30.4
9.22
8.57
3.55
16
2.5
0.59 1.68

0.561 1.84
0.54 1.82
0.133  7.50
0.98 1.01
0.104 954

Numero de acceso
NCBI

NM_005618.2
NM_005065.3
NM_005078.1
NM_003817.1
NM_020646.1
NM_002048.1
NM_001005745.1
NM_004684.3
NM 020774.2
XM_001126853. 1
NM_019089.3
NM_013263.2
NM_004689.2
NM_005985.2
NM_001789.2
NM_018237.2
NM_000546. 2
NM_001001852.2
NM_001756.3
NM_004219.2
NM_006497.2
NM_006191.1
NM_013352.1
NM_005378.4
NM_207296.1
NM_003070.3
NM_000435.2
NM_004557.3
NM_017617.2
NM_007337.2

NM_024011.2
NM_006835.2
NM_002969.3
NM_020707.2
NM_019089.3

Fabiola Leon Galvin

Pagina 70



Tabla 20. Niveles de expresion de genes en cancer invasor.

Nombre
del gen

DLL1
SEL1
E(spl)
ADAM 7
ASCL3
GAS1
NUMB
SPARCL1
MIB1
MAML1
HES 2

BRD7
MTA1
SNAI1
CDC25A
CCAR1
TP53
PIM3
SERPINAG
PTTG1
HIC1
PA2G4
SART?2
vV-myc
MBNL1
SMARCA2
NOTCH3
NOTCH4
NOTCH1
DLECI1-
S3
CDcC2L2
CCNI
MAPK12
HHATL
Hairless

Lesion
Valor Volor
absoluto absoluto
G3DPH gen
(lesion)
66 196
66 175
66 171
66 210
66 195
66 160
66 190
66 188
66 176
66 208
66 176
66 178
66 201
66 142
66 208
66 176
66 176
66 212
66 212
66 160
66 188
66 100
66 160
66 198
66 194
66 192
66 198
66 206
66 4
66 102
66 81
66 81
66 35
66 101
66 20

Ratio

2.96
2.65
2.59
3.18
2.95
242
2.87
2.84
2.66
3.15
2.66

2.69
3.04
2.15
32
2.66
2.66
3.21
3.21
2.42
2.84
1.51
242

293
2.90

3.12
0.061
1.54

1.22
1.22
0.530
1.53
0.303

Normal

Valor Valor
absoluto  absoluto
G3DPH gen

(Normal)
63 14
63 10
63 11
63 25
63 8
63 16
63 19
63 15
63 14
63 19
63 12
63 11
63 6
63 8
63 6
63 5
63 91
63 23
63 20
63 20
63 9
63 14
63 18
63 6
63 21
63 21
63 8
63 6
63 101
63 158
63 133
63 190
63 210
63 115
63 176

Ratio

0.222
0.158
0.174
0.396
0.126
0.253
0.301
0.238
0.222
0.301
0.190

0.174
0.095
0.120
0.095
0.079
1.37
0.365
0.317
0.317
0.142
0.222
0.285
0.095
0.333
0.333
0.126
0.095
1.68
2.50

2.11
3.01
3.33
1.82
2.79

Valor relativo
(lesion/normal)

Ratio

13.45
16.77
14.88
8.03
23.41
9.53
9.53
11.93
11.98
10.46
14

15.45
32
17.07
33.68
33.74
1.94
8.79
10.12
7.63
20
6.80
8.52
31.57
8.79
8.73
23.80
32.84
0.036 27.54
0.616 1.62

0.578
0.405
0.159
0.84
0.108

1.72
2.46
6.28

9.20

NUmero de acceso
NCBI

NM_005618.2
NM_005065.3
NM_005078.1
NM_003817.1
NM_020646.1
NM_002048.1
NM_001005745.1
NM_004684.3
NM_020774.2
XM_001126853. 1
NM_019089.3

NM_013263.2
NM_004689.2
NM_005985.2
NM_001789.2
NM_018237.2
NM_000546.2
NM_001001852.2
NM_001756.3
NM_004219.2
NM_006497.2
NM_006191.1
NM_013352.1
NM_005378.4
NM_207296.1
NM_003070.3
NM_000435.2
NM_004557.3
NM_017617.2
NM_007337.2

NM_024011.2
NM_006835.2
NM_002969.3
NM_020707.2
NM_019089.3
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Entre los genes expresados en CaCU se identificaron moléculas ya descritas en
otros tipos de cancer, tal es el caso del gen HIC1 que es un gen que se ha
encontrado hipermetilado en carcinoma hepatocelular y en carcinoma de
pancreas, HIC1 pertenece a la superfamilia de moléculas de adhesion y se ha
demostrado su participacién en una serie de procesos biolégicos que incluyen: la
tumorigenesis, en la accion de hormonas esteroides, la sefializacion de integrinas,
diferenciacion y apoptosis (Gao ZL, et al 2007). PTTG1 (pituitary tumor-
transforming 1) se ha detectado en distintos tumores. Se le ha asociado a
proliferacion, transformacion celular, y apoptosis. Sin embargo, las funciones de
PTTG1 especialmente en el papel de dafio inducido al DNA no es claro, pero en
lineas celulares de cancer de mama, se ha observado que un incremento en la
expresion de este gen disminuye la apoptosis celular, PTTG1 se ha propuesto
como un marcador molecular para el diagnéstico de cancer de mama (Lai Y, et al,
2007).

Se encontro un fragmento de gen que codifica para la proteina p38-2G4 (PA2G4).
Se ha reportado que es un gen activo en el control y modulacion del ciclo celular,
PA2G4 es una proteina de unién a DNA en células tumorales. En macréfagos
murinos se ha clasificado como un gen mitogénico inducible nuevo principalmente
en las fases G1 y durante la fase S, y desaparece en la transicion de S a G2. Su
expresion es conservada para los vertebrados (Radomski N, 1995).

Se encontraron también varios factores de transcripcién como CREBL2 (Elemento
de respuesta AMPc (CRE) de la proteina de unidén de tipo-2). Este gen se
encuentra en una region en el cromosoma 12p13, flanqueada por los genes ETV6
y CDKN1B, y se ha asociado a neoplasias hematopoyéticas, asi como de mama,
pulmén y cancer de ovario. CREBL2 comparte un 41% de identidad con la
proteina de union de la CRE (CREB) que codifica para el dominio bZip de CREB.
El dominio bZip dominio consta de unos 30 aminoacidos, involucrados en la unién
del DNA, seguido de dedos de leucina implicados en la dimerizacion de la
proteina. Esto sugiere que CREBL?2 codifica una proteina con capacidad de unién

al DNA. Se ha reportado que en tumores malignos CREBL2 presenta deleciones,
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lo que sugiere que CREBL2 puede actuar como un gen supresor tumores
(Thomson DM, et al, 2007).

Se identificé un gen reportado por su participacién en cancer, SMARCA. Existen
dos isoformas, Smarca 2 (Brahma) y Smarca 4, este ultimo esta relacionado con
BGR1 vy alternativamente ocupan el sitio catalitico de los complejos SWI/ SNF en
la remodelacion de la cromatina. Smarca 4 forma parte de mapa oncoldgico
humano reportado por Qinghua Cui en el 2007, existen pocos reportes respecto a
este gen. Sin embargo desempefia una funcién clave en la regulacién de los
genes de transcripcion y en el desarrollo embrionario.

Se encontré la induccion permanente de la proteina TP 53 durante toda la
progresion de CaCU. Es interesante sefialar que durante el analisis de su
secuencia se encontr6 que el fragmento, presenta cambios puntuales
(mutaciones) respecto a la secuencia del gen reportada en la base de datos del
NCBI.

También es importante mencionar que se encontré la expresion de la proteina
viral L1 perteneciente al VPH tipo 16.

El gen FUBP se encontré inducido en CaCu y activa el elemento de union de la
proteina (FUSE) y estimula la expresién de c-myc en células no diferenciadas, Se
ha demostrado que FUBP puede funcionar como DNA-helicasa ATP-dependiente,
cuya funcién puede ser la unién a una secuencia de DNA especifica para modular
transcripcion. El factor de transcripcién puede actuar reciprocamente con criterio
selectivo con una proteina o un complejo macromolecular, lo que influye sobre la
transcripcion de RNA de mensajero (mMRNA) y ciertos pequefios RNA nucleares
(snRNAs).

Se ha reportado FUBP regula una amplia variedad de proteinas, proteinas
ribosomales, factores de transcripcion y los modificadores post-transcriptional de
MRNA. Otros genes identificados fueron SART2: Es una proteina codificada por
este gene es un antigeno de rechazamiento de tumor. Este antigeno posee
epitopes tumorales capaces de estimular HLA-A24- y linfocitos T citotoxicos

especificos de tumor en pacientes con cancer y puede ser util para la
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inmunoterapia especifica. Este producto génico es localizado en el reticulo
endoplasmico. Se han reportado en este gene dos isoformas que codifican para la
misma proteina.

En el grupo de genes inducidos se identifico la Serpina 6: La familia de las
serpinas se compone de cientos de proteinas estructuralmente homodlogas que
estan presentes tanto en organismos eucariotas yprocariotas. Entre sus miembros
figuran inhibidores de proteasas de serina, en el humanos se han reportado 35
genes que codifican para serpina, y han sido agrupados en 9 subfamilias, que
contienen subfamilias dependiendo de la localizacion cromosémica. Una gran
cantidad de estas serpinas se han detectado en el cerebro, y se ha reportado su
participacion en el desarrollo de tumores cerebrales. Otro tipo de serpinas se han
reportado en pancreas. Es interesante sefialar que en este trabajo se detecté la
sobreexpresion de la serpina en todas las etapas de progresién de CaCU.

Cdc-7 es una cinasa es una proteina requerida para la replicaciéon del DNA que
esta directamente involucrada en el control del ciclo y proliferacion celular. Se ha
demostrado que actua en el ciclo celular justo antes del inicio de la replicacién y es
necesaria para la activacion del origen de replicacion en la fase S. (Hiroyuki
Kumaga, 1999). Cdc7, ademas esta implicado en el mantenimiento de la
integridad del genoma cuando se expresa en niveles constitutivos, una
desregulacion de este gen, provoca desordenes en el ciclo celular (Pedro Jares,
2000).

En este trabajo se encontron ademas genes relacionados con la via de
sefalizacion Notch entre ellos detectamos cambios en el nivel de expresion de los
receptores Notch-1, Notch-3, y Notch-4. Estudios por el grupo de Tsakonas et al
(1993) reportaron expresion aumentada del receptor Notch-1 en cancer cervix. En
este trabajo encontramos la expresion aumentada de Notch-1 en los primeros
estadios de cancer cervical presentando un mayor grado de expresion en NIC Ill, y
disminuy6 casi por completo cuando es un cancer invasivo, (Figuras 27 c y 28 a).
En el analisis de secuenciacion una de las clonas secuenciadas perteneciente a la

genoteca inducida de NIC Ill, y otra clona de la genoteca de genes reprimidos de
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CaCuU invasivo mostro similitud también con este gen, se intensificoé el estudio de
expresion de este gen para descartar un falso positivo de la técnica, de tal forma

que este gen fue seleccionado para su confirmacion.

En el caso de Notch-3 y Nocth-4 se encontré6 que para ambos receptores se
incrementa su expresion desde etapas tempranas de CaCU y mantienen su
expresion hasta el estadio de cancer invasivo. (figuras 27, y 28 c y d). Notch-4
presentd ademas un ligero incremento en la progresion de las lesiones. Estos
genes han sido descritos en otras enfermedades, su participaciéon en CaCU.

Se identificd también el ligando: Delta-like (DLL-1). DLL-1 es el homdélogo humano
del ligando Delta de Notch en Drosofila y es un miembro de la familia
delta/serrate/jagged. DLL1 desempefia un papel en la mediacién del destino
celular durante la hematopoyesis. También desempefia un papel en la
comunicacion célula-célula. Interactia ademas con la proteina MAGI1 y es un
miembro perteneciente a la familia MAGUK (membrana-associated guanylate
kinase), que participan en el ensamblaje de complejos multiproteicos en las
regiones de contacto de célula de célula como se ha descrito en la via de
senalizacion Notch. Se encontraron algunas de sus enzimas proteoliticas como
ADAM-1,7 y 10.

Pertenecen a la familia de metaloproteasas, estas enzimas ADAM pueden actuar
como desintegrinas y/o metalotroproteasas que cortan la regién juxtamembranal
de proteinas celulares transmembranales y separan la region extracelular,
mecanismo que ha sido bien establecido en la via Notch,

En el caso especifico de ADAM10, es responsable de llevar a cabo cortes
proteoliticos en algunas proteinas de superficie incluyendo heparinas unidas al
factor de crecimiento epidérmico, heparina-A2, de forma constitutiva regula los
cortes de la alfa y gamma-secretasa en la proteina APP (amyloid precursor
protein). Se ha reportado que ADAM esta involucrada en los cortes de las
moléculas de adhesion tipo L1 localizadas en la superficie celular y en la liberaciéon
de vesiculas membranosas que tienen actividad de proteasas. Se ha encontrado

sobre expresada en cancer de colon inducida por L1-CAM, donde se observé que
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cuando se eleva el nivel de ADAM 10 se activa el fendmeno de metastasis tanto
en células de colon como en células hepaticas (Gavert N, et al, 2007). Se ha
propuesto que bloqueando L1-CAM o bien ADAM 10 puede usarse como posible
blanco terapéutico contra el cancer de colon. Se ha reportado ademas sobre-
expresion en carcinoma oral de células escamosas.

Se encontro identidad con un gen que codifica para la proteina NUMB, las cuales
se ha reportado que inhiben la induccion dependiente de la region activa del
receptor Notch (porcion intracitoplasmatica) en proteinas anti apoptéticas, esta
regulacion es mas bien una accion antagonista a la via de Notch (Spana EP, et al.,
1996 and Harper JA, 2003).

Otros genes identificados son: Mib (mind bomb), pertenece a la familia Ubiquitina
E3 ligasa, Mib interactua directamente con los ligandos de Notch, y recientemente
se demostrd su participacion en la unién y activacién de Delta o Jagged a Notch.
Experimentos realizados en el pez zebra demostraron que alteraciones de Mib
resulta en la generacion de diversos fenotipos neurolégicos, y podria estar
implicado en la diferenciacion celular en el caso de CaCU. MAML-1, es un co-
activador nuclear que se activa cuando la region intracitoplasmica de Notch se
transloca al nucleo al unirse a factores de transcripcion tipo CSL y potencian la
activacidon de genes blanco como HES (hairy/enhancer of Split), que pertenece a
una familia de factores de transcripcién, que modulan negativamente a genes
como los de la familia achaete-scute, que inducen la diferenciacion neuronal
(Hajdu M, et al, 2007), y que también se encontré sobre regulado en cancer
cervica. TLE3, pertenecen a una familia de proteinas de co-represores que son
evolutivamente conservadas, juegan un papel fundamental en el desarrollo celular
e Intervienen en diversas vias, incluyendo inhibicién lateral, determinacién del
sexo, y en la formacion y desarrollo ventral.

Esta familia de proteinas, contiene dos dominios altamente conservados que son
exclusivos de esta familia. Contienen también una region variable que consta de
sitios para la union de cdc2, CKIl. Las proteinas TLE, carecen de dominio de union
al DNA, sin embargo son reclutados por proteinas represoras que se unen al DNA

y pueden formar grandes complejos co-represores a través de sus dominios
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conservados, uno de sus dominios es capaz también de reclutar deacetilasas de

histonas lo que sugiere que este es un co-represor de la transcripcion.

Para estos datos se hizo un analisis estadistico con el software Stargrafic 5.0, y
las diferencias mostradas con respecto al control tejido sano son significativas con
un valor de p= 0.0005, este mismo analisis se hizo a los genes entre los diferentes
grados de progresion, solo algunos presentan diferencia significativa, y se
proponen como candidatos para utilizarse como marcadores moleculares para
diagnosticar el grado de lesion, los genes que no presentan diferencia significativa,
su sobre-expresion es constante en todas las etapas de progresion, pueden servir
como blancos terapéuticos.

Se ha descrito mucho sobre la posible regulacion de genes en cancer, Qinghua
Cui y colaboradores en el 2007, reportaron el posible mapa bionformatico de
regulaciéon en cancer humano, en el que se agrupa a los genes descritos en
cualquier tipo de cancer en tres regiones principales: region p53, region Ras, y
region TGFB. En este mapa aparecen algunos genes reportados en otro tipo de
cancer pero no en CaCU. Como BRCA2, Gelsolin, STAT1, MYT 1, CDC25, entre

otros.

En la Tabla 21, se presenta el analisis de los genes relacionados con cancer

Tabla 21. Perfil de expresion de genes identificados en la progresion de CaCU.

Gen NICI NIC II NIC III CaCU Invasivo | Diferencia
significativa

HIC 1 19.26 27.29 20.26 20 *

PTTGI1 15.62 17.4 15.65 7.63 *

PA2G4 12.47 12.47 12.64 6.80 *

CREBL2 11.5 22.85 15.65 15.22 *ok
SMARCA 9.0 9.0 8.57 8.73 *ok

SART2 8.68 8.68 10.76 8.52 *ok
SERPINA 9.0 10.15 9.48 10.12 ok

TP53 1.91 1.96 2.03 2.03 *ok

* Hay diferencia significativa, P=0.0005
** No hay diferencia significativa
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En la tabla 22, se presenta el mismo analisis de los genes relacionados con la via
de sefializacion Notch.

Tabla 22. Perfil de expresidon de genes identificados en la progresién de CaCU, relacionados con
la via Notch.

Gen NICI NICII NIC III CaCU Invasivo | Diferencia
significativa

Notch-1 1.61 2.05 2.5 -27.54 *

Notch-3 1.01 3.64 3.55 23.80 *

Notch-4 7.45 13.73 16 32.84 *

DLL-1 8.3 12.40 18.3 13.45 *k

ADAM 7.41 14.37 7.29 8.03 *k

NUMB 13.04 16.55 12.36 9.53 *k

Mib 7.37 11.58 11.58 11.98 *k
MAML-1 7.3 9.14 10.22 10.46 *k

HES 11.01 15.46 17.23 14 *k

TLE3 14.09 14.37 15.95 14.88 *ok

SEL 1 11.01 17.40 16.82 16.77 *k

* Hay diferencia significativa, P = 0.0005
** No hay diferencia significativa

11. RT-PCR de los genes Notch-1, 2, 3y 4.

Para confirmar el analisis Northern se realizaron amplificaciones de los genes
Notch-1, 2, 3 y 4. Notch-1 presenta un incremento en el nivel de expresion en los 3
primeros estadios de cancer cervical y disminuye casi por completo cuando es un
cancer invasor, (Figura 24 a). Contrario a lo que se observé con Notch-1, Notch-2
disminuye su expresion con la progresion de los estadios (Flgura 24 b). En el caso
de Notch-3 y Notch-4 se encontré que ambos incrementan su expresion desde
etapas tempranas de CaCU y mantienen este incremento hasta cancer invasor.

(Figuras 24 c y d). Notch-4 presenté ademas un ligero incremento conforme
avanza la lesion.
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Figura 24. RT-PCR de los genes Notch-1, 2,3 y 4 en biopsias de cancer
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VI. CONCLUSIONES.

En este trabajo se presentd un perfil del transcriptoma de CaCU en los diferentes
estadios de progresion, el transcriptoma esta conformado por 1800 fragmentos de
genes agrupados en 4 genotecas sustractivas 2 en estadio NIC Ill, y dos de CaCU
invasivo (genes inducidos y genes reprimidos en cada caso) .

En este estudio en las diferentes etapas de progresion se identificaron algunos
genes candidatos relacionados con la progresion de NIC | a CaCU invasor.

El estudio mediante macroareglos revel6 que 175 genes se encuentran inducidos,
62 genes se encuentran reprimidos, 182 genes presentan cambio ligero pero
significativo en su nivel de expresion, y 31 genes presentaron una expresion
constitutiva.

Los genes fueron consideraron como sobre-regulados o bien como reprimidos si
su nivel de expresion en CaCU era de al menos 7 veces respecto a su control
tejido sano, y se consideré con cambio en nivel de expresién cuando esta esta
diferencia fue menor de 2 ordenes de magnitud.

En los genes sobre-regulados la funcion de 15 genes no ha sido reportada, 52
genes han sido descritos en otro tipo de enfermedades pero se desconoce su
participacion en cancer, 16 genes no mostraron identidad con otros genes en el
analisis hecho en la base de datos del NCBI, 28 genes se han descrito en otros
organismos, y 64 de estos genes se ha descrito alguna funcién en algun tipo de
cancer.

Con respecto a los que se reprime su nivel de expresion se encontré que 11 genes
no han sido descritos en cancer, y resto esta relacionado con otro tipo de
enfermedades.

De los genes sobre-regulados se seleccionaron DDL1, SEL1,E(spl), ADAM7,
ASCL3, GAS1, NUMB, SPARCL1, MIB1, MAML1, HES2, BRD7, MTA1, SNAIL,
CDC25, CCAR1, TP53, PIM3, SERPINA 6, PTTG1, HIC1, PA2G4, SART2, v-myc,
MBNL1, SMARCA2, Notch-1,3 y 4; y de los genes reprimidos se seleccionaron
DLEC1-S3, CDC2L2, CCNI, MAPK12, HHATL y Hairless para ser evaluados por
analisis tipo Northern, se identificaron genes que aumentan su expresion desde

etapas tempranas y que aumentan conforme avanza el grado de lesion, tal es el
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caso del gen HES 2 por lo que este gen podria ser un buen candidato para
utilizarse como marcador molecular de progresion de CaCU. HES 2 no se detectd
en tejido sano, resultaria interesante evaluar si la proteina codificada por este gen
puede detectarse en sangre periférica.

Otro gen candidato para este proposito es CDC25A que esta involucrado en el
desarrollo del ciclo celular, aparte de que puede ser un excelente candidato como
marcador molecular, puede ser un posible blanco terapéutico para bloquear el
proceso de desarrollo de cancer.

Serpina 6 solo se expresa en el tejido lesion, este gen es interesante de estudiar y
elucidar a fondo que tipo de serpina es la que se esta expresando en CaCU, no
existen reportes de serpinas en este tipo de cancer, la identidad que presento con
serpina 6 fue del 60 % pero es con el unico gen que muestra similitud significativa.
Con respecto a los genes implicados en la via sefializacién Notch, se encontraron
13 genes (Notch-1, 3y 4, DLL1, SEL1, E(spl), ADAM, NUMB, MIB, MAML1, HES
2, BRD7, SPARCL-1, HHATL, Hairless) relacionados con esta via algunos de los
cuales aun no se conoce de forma certera como participan en la activacion o en la
regulacion de la via Notch.

Los genes Notch-3 y 4 habian sido descritos en algunas enfermedades
neurodegenerativas pero no en cancer cervicouterino, y Notch-1, que ya habia
sido ampliamente en CaCU. En los estudios anteriores realizados por otros
autores se describe a Notch-1 sobre-regulado, Zagouras (2001), describié a este
gen como reprimido, pero solo hizo el analisis en CaCU Invasor, este resultado
causo polémica porque era totalmente diferente a lo esperado, este trabajo es el
primer estudio donde se evalua el nivel de expresion en los diferentes estadios de
progresion de cancer cervical, donde se confirma la sobre-expresion de Notch-1
en etapas pre-invasivas, y la represion en un CaCU invasor, este resultado
confirma algunas hipotesis propuestas por otros investigadores donde proponen
que Notch-1 participa en el desarrollo del fenotipo neoplasico, pero no es el unico
responsable, probablemente ayuda a mantener a la célula en arresto celular, en lo
que se encienden otros genes, posiblemente Notch-3 y 4 estén implicados en el

mantenimiento de este fenotipo dado que se encuentran sobre-expresados
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permanentemente, la expresion de los genes Notch-1 al 4 fue demostrada también
por RT-PCR, demostrando ademas que Notch-2 se encuentra sobre-expresado
desde etapas tempranas de CaCU, pero su nivel de expresiéon disminuye
conforme avanza el grado de lesion.

Es posible SMARCA, HIC 1, y PTTG1, puedan estar relacionados también con la
via de sefalizacion Notch dado que estos genes también estan implicados en
tumorigenesis, diferenciacion celular y apoptosis.

En este trabajo, se presento el perfil del transcriptoma de CaCU en los diferentes
estadios de progresion, sienta las bases para estudios posteriores sobre como
pueden estar interactuando los genes, y sobre la regulacion de las diferentes vias

en las que se encuentran implicados los genes identificados.

En este trabajo se encontré la presencia de VPH-16, en el 44% de los casos
diagnosticados como positivos, la prevalencia de la presencia de VPH fue mayor
en las etapas posteriores a NIC Il.

Con respecto a la presencia de VPH en tejido sano, se detecté en un 12% de las
muestras analizadas, presentandose en pacientes con estadios de NIC I, y

mayoritariamente en CaCU Invasivo.
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VII. Perspectivas.

1. Secuenciar las clonas faltantes de las genotecas sustractivas.

2. Realizar northern blot y RT-PCR de los genes que faltan por analizar.
3.
4

. Estudiar mas a detalle el tipo de serpina que expresa en CaCU, dado que

Obtener genes completos, mediante RACE 5" y 3.

no han sido descritas en este tipo de cancer.

Hacer analisis de interaccion entre las proteinas a las que codifican estos
genes por sistema de dos hibridos.

Mediante RNA de interferencia probar los posibles genes que pueden servir
como blanco terapéutico.

Hacer analisis de TMA’s con anticuerpos especificos para las proteinas
codificadas por los genes identificados en diferentes tipos de cancer para
tratar de establecer la relacibn de entre genes que participan en el

desarrollo de fendmeno de cancer y aquellos que son tejido especifico.
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ANEXO I.
(Secuencias de oligonucleétidos.)

Oligonucleotidos para amplificar VPH.

Gen o 2> 3 Tamano molecular
E2 VPH-16 S: GACTGGATCCATGGAGACTCTTTGCCAACG 900 pb
A: GACTGAATTCCATCATATAGACATAAATCCAG
E6 VPH-16 S: GACCCAGAAAGTTACCACAG 450 pb
A: GACCCAGAAAGTTACCACAG
E7 VPH-16 S: ATGACAGCTCAGAGGAGGAG 150 pb
A: TCATAGTGTGCCCATTAACAG
MY 09-11 S: TCCATGGTCGTTTCGAACTGCTTAT 500 pb
A:TCGGATTGCGCATTGACGTACGTTATT

Oligonucleotidos para amplificar genes Notch.

Gene 5 > 3. Tamano molecular

Not ch-1 S: GGTCAATGCGAGTGGC 153 pb
A: GGCAGCAAGGCTACTGTG

Notch .2 S: ACTATGAAAGAGGCTGAC 153 pb
A: TCATTCCTTCTATGGCTG

Notch . 3 S: ATTCTGCCATAAGGCTGGG 247 pb
A: GGGCAGATGTATGCATTCCT

Notch . 4 S: GGGTCTGACCACTGAGACAC 115 pb
A: CAGTGAGAGCTCTGAGGGTC

B -actina S: GGGTCAGAAGGATTCCTATG 238 pb
A: GGTCTCAAACATGATCTGGG

Oligonucleotidos para PCR de Hibridacién sustractiva.

) Rsal ]
cDMA symthosis . I = . H",r,":_l,!_l,l,_, .
primer 5'=TTTTETACAACSCTT M, =3
- 1 1/%ma
17 Promotar Aere | Srfl/Sma | Asal 1/2-site
Adaptor 1 [ 5 ' —CTAATACCGACTCACTATAGCECTCGACCGEOOECCOEGECACGET—3"
A" el GEOCCG T Ol *
PCRprimer 1 5 ' —CTAATACCACTCACTATAGEED- 3 5 T CEACCGECCGCCCEGECARGT—3
Mested PCR primer 1
Eagl/Eael Real 12-site
Adaptor 2R S5 = TAATACGACTCACTATAGEECAGOETEETCECEECCEGAGET =3 "
T Promoter 3 e GG T A5
5 —AGCETGEETOCCEECCGRGET—3 "
Nested PCR primer 2R
Controf Primers: G3IPDH 5" Prinmor 5 e CCACAGTOCATGOCATCAC—3"
GIPDH 3 Primer 5 MO CACCRCCCTGTTGCTETA~—3
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ANEXO I1
(PROCOLOS)

Extraccién de DNA gendmico
(Ultra Clean, tissue DNA isolation kit,) MO BIO laboratorios

1. En un tubo con 2 ml de solucién de cuentas se adiciond 1 mg de tejido.
2. Se sujeto el tubo horizontalmente al vortex y se agité a velocidad maxima por 10 min.
3. Se centrifugd por 1 min. a 10 000 rpm y se transferio el sobrenadante a un tubo limpio.
4. Se adiciond 450 pl de solucion TD1 y le dié vortex por 5 min.
5. Se transfirieron 600-650 ul de la muestra a una minicolumna y se centrifugé a 10,000
rpm por 1 min. se descarto el liquido filtrado y se agrego el resto de la muestra en la
columna y se centrifugd a 10,000 rpm por 1 min. se descarto el filtrado.
6. Se adicionaron 400 pl de la solucién TD2 y se centrifugdé a 10,000 rpm por 1 min. se
descarto el filtrado
7. Se centrifugé de nuevo por 1 min a 10,000 rpm para remover el resto de la solucién
TD2.
8. La columna libre de solucion TD2 se pasé a un tubo nuevo.
9. Se adicionaron 50 pul de soluciéon TD3 sobre el centro de la columna y se centrifugd
por 1 min. a 10,000 rpm
11. Este paso se repitié 2 veces.
El DNA se almacené a -20 °C

Extraccién de RNA (RNeasy Quiagen, 2005)

1. Se tomé la biopsia, por separado se trabajo con la biopsia de tejido con lesion y con la
biopsia de tejido sano.

2. En seguida se puso la muestra en un tubo eppendorf estéril previamente tratado con

DEPC-etanol, se le adicion6 nitrégeno liquido para pulverizar completamente el tejido,

teniendo especial cuidado en no dejar que la muestra se descongelara.

Se adicionaron 450 ulL de regulador RLT, y se agitoé en vortex durante 1 min.

Se incubo a 56°C por 4 min.

5. El lisado se pasé directamente a la mini columna QIAShedder y se centrifugdé a
12,000 rpm por 2 min. el filtrado se transfirid a un tubo nuevo sin tocar la pastilla
formada en el fondo del tubo colector.

6. Se adicionaron 225 uL de etanol (96-100%) para limpiar el lisado y se mezcld
lentamente por pipeteo.

7. La muestra, incluyendo el precipitado en caso de que se haya formado, se paso a la
mini columna RNeasy, y se centrifugd a 10,000 rpm por 15 s y se descarto el filtrado.

8. Se adicionaron 350 uL del regulador RW1 a la columna RNeasy, y se centrifugd a
10,000 por 15 s y descarto el filtrado.

9. En un tubo por separado se preparo la siguiente mezcla: 4 ul de stock de DNAasal vy
70 pL de regulador RDD, el mezclado se hizo por inversién del tubo unicamente.

Rl
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10. Se adicion6 la mezcla de DNAasal (74 ulL) directamente sobre la membrana de silica-
gel de la columna RNeasy, y se incubd a temperatura ambiente (20-30 °C) por 15
min.

11. Se adicionaron 350 uL de regulador RW1 en la columna RNeasy, y se centrifugd a
10,000 rpm por 15 s, y se descarto el filtrado.

12. La columna RNeasy se transfirié a un tubo nuevo y se adicionaron 500 pul de regulador
RPE directamente a la columna; y se centrifugd a 10,000 rpm 15 s para lavar la
columna, se descartd el filtrado.

13. Se adicionaron otros 500 ul de regulador RPE a la columna, para un segundo lavado,
y se centrifugd a 10,000 rpm 2 min para secar la membrana de silica gel.

14. Este paso es opcional pero si se realizé: transferir la columna RNeasy a un tubo nuevo
y centrifugar a 12,000 rpm por 1 min., esto es para eliminar posibles trazas de
regulador RPE.

15. Para la elucion de RNA, se transfirid la columna a un tubo nuevo y se adicioné 50 uL
de agua libre de RNAasas directamente a la membrana de silica gel y se centrifugé a
12000 rpm 1 min para fluir.

16. Como el rendimiento esperado de RNA es >20 g, se repitié el paso de elucién (paso
15); adicionando un segundo volumen de agua libre de RNAasa y fluir en el mismo
tubo.

17. Para obtener una mayor concentracion de RNA total, ésta segunda elucion se realizé
empleando el eluido del paso anterior, el rendimiento esperado es 15 al 30 % mas
que el rendimiento obtenido usando solo uno.

Para comprobar la extraccion de RNA total se realizé una electroforesis del producto de la

extraccion en gel de agarosa desnaturalizante.
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Sintesis de cDNA de cadena sencilla.
Se utilizé 1 ug de RNA total como templado, de las condiciones control (tejido sano) y
problema (lesion) respectivamente para sintetizar cDNA de cadena sencilla.
1. Para cada muestra control y problema de RNA analizadas y para el control de placenta
humana, proporcionado por el paquete, se mezclaron los reactivos mostrados en la tabla

6 en un tubo eppendorf estéril de 0.5 mL respectivamente:

Reactivos para sintesis de cDNA cadena sencilla.

REACTIVO VOLUMEN
RNA Total 1uL
3’ oligonucleétido Il A SMART CDS (10puM) | 1 uL
Oligonucledétido SMART Il A (10uM) 1uL
Agua des ionizada 2L
Volumen Total 5uL

. Se mezcld y centrifugd brevemente.

A WN

. Se incubd la reaccion a 70 °C en un termociclador por 2 min.
. Se centrifugd brevemente para colectar los contenidos en la tapa.
. Se anadieron los reactivos de la tabla 7 a cada tubo de reaccion:

Reactivos complementarios para sintesis de cDNA

de cadena sencilla.

REACTIVO VOLUMEN
Regulador de primera cadena 5X 2uL
DTT (20 mM) 1puL
dNTP 50X (10 mM) 1pL
Transcriptasa reversa Super Script Il. 1uL

6. Se mezclo en vortex y se centrifugaron los tubos brevemente.
. Se incubaron los tubos a 42 °C por 1 hora en un termociclador.

~

8. Se diluyo el producto de la reaccion de primera cadena adicionando 40 uL de

regulador TE.

9. Se calentaron los tubos a 72 °C por 7 min y se almacenaron a -20°C.
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Sintesis de cDNA de doble cadena.

Se utilizaron tres tubos para cada muestra control y problema. Por lo general cada 100 pL
de reaccion producen de 1 a 3 ug de cDNA de doble cadena amplificado y purificado, el
protocolo se realiz6 de la siguiente manera:
1. Se calenté el termociclador a 95 °C.
2. Para cada reaccion, se empled una alicuota de 10 uL de cDNA de cadena sencilla, en
un tubo de 0.5 plL.
3. Se prepard la mezcla de reaccidén para todos los tubos, mas un tubo adicional, se
mezclaron los componentes de la tabla 8 en el orden en que se en listan a continuacion:
Para cada reaccion:

Reactivos para la sintesis de cDNA de doble cadena.

REACTIVO VOLUMEN
Agua desionizada 74 uL
Regulador 10X Advantage 2 PCR 10 uL
dNTP 50X (10 mM) 2uL
Oligonucleotido 5" PCR Primer Il A (10 uM) 2 uL
Mezcla Advantage 2 polimerasa 50X 2 uL
Volumen total 90 pL

4. Se mezclo en vortex y se centrifugd brevemente.

5. Se colocaron 90 puL de la mezcla anterior y se adicionaron al tubo del paso 2.

7. Se inicio la amplificacion por PCR utilizando el programa para el termociclador PE2400:
el paquete proporciona las condiciones adecuadas dependiendo del termociclador con
que se cuente, en este caso se utilizo el PE 2400.

PE2400

95 °C 1 min

X ciclos™:

95°C 15s

65°C 30s

68 °C 6 min

Todas las reacciones se sintetizaron hasta 15 ciclos de PCR, dos tubos se almacenaron a
4 °C, vy el tubo extra de cada reaccion se empleé para determinar el nimero éptimo de
ciclos de PCR, como se describe:

a) Se transfirieron 15 ulL de cada tubo a los 15 ciclos en tubo nuevo

b) Se corrieron tres ciclos adicionales para un total de 18 ciclos con los 85 ulL restantes de
la mezcla de PCR, y asi sucesivamente hasta llegar a los 35 ciclos.

9. Se adicionaron 2 uL de EDTA 0.5 M a cada tubo para parar la reaccion.

10. Cuando el numero de ciclos se completd, se analizaron 5 uL de cada muestra en un
gel de agarosa al 1.2 %/EtBr .

11. Se transfirieron 7 uL del producto de PCR a un tubo limpio y se etiquetd este tubo
como “Muestra A”, y se almacené a —20°C.
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Purificacion del cDNA de doble cadena.
1. Para cada muestra problema y control, se combinaron los dos de reaccién de producto
de PCR (cDNA) en sus ciclos 6ptimos para cada caso.
2. Se afadié el mismo volumen de fenol: cloroformo-alcohol-isoamilico (25:24:1) y se
agité en vortex.
3. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min para separar las fases, la fase
acuosa se coloco en un tubo limpio.
4. Se anadieron 700 pL de n-butanol y se mezclé en vortex, la extracciéon con n-butanol
permitié concentrar el producto de PCR en un volumen de 40 a 70 pL.
Nota: Adicionar demasiado n-butanol puede remover toda el agua y precipitar los acidos
nucléicos, si esto ocurre, se debe afadir agua al tubo y dar vortex hasta que la fase
acuosa reaparezca.
5. La solucion se centrifugd a temperatura ambiente a 14,000 rpm por 1 min.
6. La fase superior se descarté (n-butanol organico). El volumen final fue de 40 a 70 pL.
7. La columna CHROMA SPIN-1000 se mezclé por inversidon varias veces para
resuspender completamente la matriz gel.
8. La columna se colocé en un tubo de 1.5 mL.
11. El regulador de columna colectado se descarté y se afiadié 1.5 mL de regulador TNE
1X.
12. Se permitié que el regulador drenara a través de la columna por flujo de gravedad
hasta que se observo la superficie de la matriz de gel de la columna.
Nota La marca de la matriz de la columna debe estar en la marca de 0.75 mL. Si la
columna contiene menor cantidad de matriz, se descarta la columna y se usa otra.
13. Se descarto el regulador colectado y se procedié con la purificacion.
14. La muestra se aplico en el centro de la membrana.
15. Se anadieron 25 uL de regulador TNE 1X para un primer lavado y después se
adicionaron 150 uL, en ambos lavados se permitié drenar el regulador por completo fuera
de la columna.
16. La columna se transfirié a un tubo limpio de 1.5 mL.
17. Se anadieron 320 uL de regulador TNE 1X'y la fraccion resultante es cDNA de doble
cadena purificado. Se transfirieron 10 uL de esta fraccién a un tubo limpio y se etiqueté
como “Muestra B”, se almacené a -20 °C.
18. La columna se pasa a un tubo nuevo y se afiadieron 75 uL mas de regulador TNE 1X,
esta fraccion se etiquetdé como “Muestra C”, que en la mayoria de los casos es la que
contiene mayor concentracién de cDNA, se almacen6 a —20 °C
19. Se aplican 50 uL mas a la columna 2 veces para obtener dos fracciones mas D y E,
para tomarla comparar.
5uL de las fracciones purificadas de cDNA y 2.5 uL del producto de PCR no purificado
(Muestra A), se analizaron en gel de agarosa al 1.2%/EtBr, y se estimé el porcentaje de
producto de PCR que permanecié después de la purificacion.
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1.

Digestion del cDNA de Doble Cadena con la enzima Rsal.
Se afadieron los reactivos de la tabla en tubos estériles para la condiciéon control y

problema respectivamente:

0o ~NOoO O ~hWN

9.

10
11
12
13

Reactivos para la digestion de cDNA.
REACTIVO VOLUMEN

cDNA doble cadena 43.5 uL

Regulador de restriccion de la enzima Rsa | 10X | 5.0 uL
Rsa | (10 unidades/uL) 1.5uL

. Se mezclaron por vortex y se centrifugaron brevemente.

. Se incubd a 37 °C por 30 min.

. Se separaron 5 uL de la mezcla digerida y se analizé la eficiencia de la digestion.
. Se anadieron 2.5 uL de EDTA/Glycogen 20X para terminar la reaccion.

. Se anadieron 50 L de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).

. Se mezclo por vortex vigorosamente.

. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min para separar las fases.

Se removid la capa acuosa superior y se coloco en un tubo limpio de 0.5 mL.

. Se afadieron 50 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se mezcl6 por vortex
. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min para separar las fases.

. Se removid la fase acuosa y se colocé en un tubo limpio.

. Se anadieron 25 uL de NH40ac 4 My 187.5 uL de etanol al 95 %.

Inmediatamente se realizé la precipitacion

14
15
16
17
18
19

20.

21
an

. Los tubos se centrifugaron por 20 min a 14,000 rpm a temperatura ambiente.

. El sobrenadante se removi6 cuidadosamente.

. La pastilla se lavé suavemente con 200 ulL de etanol al 80 %.

. Se centrifugé a 14,000 rpm por 5 min.

. El sobrenadante se removié cuidadosamente.

. La pastilla se seco al aire de 5 a 10 min, colocando el tubo invertido.

La pastilla se eluye en 5 uL de agua y se guardé a —20 °C.

. 5 uL del cDNA de doble cadena no digerido y 5 uL del cDNA digerido con Rsal se
alizaron en un gel de agarosa al 1.2 %/EtBr.

Fa
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estéril.

Ligacion de Adaptadores.
1. Se diluyé 1 uL de cada cDNA problema digerido con la enzima Rsal con 5 uL de agua

2. Se preparo la mezcla de ligacion combinando los reactivos de la tabla 10 en un tubo
estéril de 0.5 mL. Se prepard también para un tubo adicional.

Reactivos para ligacion de adaptadores.

REACTIVO VOLUMEN
Agua estéril 3uL
Regulador de ligacion 5X 2 uL
DNA ligasa T4 (400 units/ulL) 1uL

Nota: El ATP requerido para la ligacién esta en el kit de la DNA ligasa T4.

1. Para cada muestra problema de cDNA y para el control kit, se combinaron los
reactivos de la tabla 11.

Proporciones para las reacciones de ligacion.

Componente Tubo 1: Tubo 2:
Problema 1-1 (uL) Problema 1-2(ulL)
CDNA problema diluido 2
Adaptador 1 (10uM) -
Adaptador 2R (10uM) 2
Mezcla de ligacion 6
Volumen final 10

. La muestras se m

©O© 00N Ok

ezclaron por pipeteo.

. Los tubos fueron centrifugados brevemente, y se incubaron a 16 °C toda la noche.
. La reaccion de ligacion se detuvo afiadiendo 1uL de mezcla EDTA/Glycogen.

. Las muestras se calentaron a 72 °C durante 5 min, para inactivar la ligasa.
. Los tubos se centrifugaron brevemente.
. Las muestras se almacenaron a —20 ° C. hasta la primera hibridacion.
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Purificacién de fragmentos en geles de agarosa.
1. Las bandas de interés fueron cortadas del gel.
2. Se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril y previamente pesado.
3. Se adicionaron 3 volumenes de Buffer QX1 por 1 volumen de gel.
4. Se resuspendié el QIAEX Il en vortex por 30 s y se adicion6 de acuerdo a la tabla 16.
Volumen de QX1 necesario para cada fragmento de DNA.

2 ug DNA Adicionar 10 pL de QIAEX I
2-10 ug DNA Adicionar 30 pL de QIAEX I
Por cada 10 ug adicionales de DNA Adicionar adicionalmente 30 uL de QIAEX I

5. Los tubos de incubaron a 50 °C por 10 min., se mezclaron por inversion cada dos
minutos.

6. Se centrifugd a 13,000 rpm por 1 min. y el sobrenadante se removid con pipeta.
7. El pellet se lavé con 500 uL de regulador QX1.

8. Se mezcld y se centrifugd 1 min. a 13000 rpm.

9. Se removi6 el sobrenadante con pipeta.

10. Nuevamente el pellet se lavo con 500 uL de regulador QX1.

11. Se mezclé y se centrifugé 1 min. a13000 rpm.

12. Se removio el sobrenadante con pipeta.

13. El paquete celular se lavd con 500 uL de regulador PE.

14. Se mezcld y se centrifugd 1 min. a13 000 rpm.

15. Se removio el sobrenandante con pipeta.

16. El paquete celular se lavé con 500 L de regulador PE.

17. Se mezclo y se centrifugd 1 min. a 13000 rpm.

18. Se removio el sobrenadante con pipeta.

19. Se centrifugd 1 min. a 13000 rpm.

20. Se removio el sobrenadante con pipeta.

21. La pastilla se dejo secar al aire colocando el tubo invertido por aprox. 30 min.
22. EI DNA, se disolvi6 adicionando 15 uL de agua destilada estéril.

23. Se incubo a 55° C por 5 min.

24. Se centrifugd por 1 min a 13000 rpm.

25. El sobrenadante se pas6 a un tubo estéril, este contiene el DNA purificado.
26. Los tubos de colocaron en hielo.

27. Para verificar la calidad de la purificacion se realizé una electroforesis en gel de
agarosa 1.0 %/EtBr, empleando 2 pL de los fragmentos de DNA purificados.
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Ligacion en vector Topo 4 cloning for sequences.
Se mezclaron los reactivos de la tabla y se incubo a 23 °C durante 2.5 min.

Tabla. Reactivos necesarios para la ligacion de insertos en
el vector pCR-Topo 4.

REACTIVO VOLUMEN
Producto de PCR, (inserto a clonar) 2uL
Solucion Salina 1uL
Agua desionizada estéril 2uL
Vector pCR TOPO 4 1uL
Volumen total 6uL

Transformacién en células de Escherichia coli TOP 10 F".

1. Se adicionaron 2 uL del producto de purificacion dentro de un tubo de células
competentes, el tubo contenia 50 L,
. Se coloco el tubo en hielo por 10 min.
. Se incubd a 42 °C por 45 s.
. Nuevamente se colocé en hielo por 15 min.
. Se adicionaron 250 pL de medio SOC.
. El tubo se incubé a 37 °C por 1 hr a 250 rpm, colocando el tubo horizontalmente.
. Las células se colocaron en placas con medio LB+Kanamicina50 mg/mL.
. Las placas se incubaron a 37 °C toda la noche.

. Se observo el crecimiento, por el tipo de plasmido y células empleadas, se espera que
todas las colonias que crecen tienen el plasmido.

© 0N Ok WNN
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Extraccién de DNA plasmidico: seleccidén de colonias con el inserto de interés.
1. Se inocularon en 3 mL de medio Luria Bertani (LB) adicionado de ampicilina y
kanamicina a una concentracion final de 50 ug/mL, se inoculé con una colonia y se incubo
toda la noche a 37 °C a 250 rpm.
2. Al siguiente dia, las células se cosecharon por centrifugacion a 13, 000 rpm durante 5
minutos, este paso se realiza dos veces, concentrandolas en un solo tubo,
3. Se descarté el sobrenadante y al paquete celular se le adicionaron 250 uL de la
solucién P1 que contiene RNAasa, se resuspendié en vortex hasta que la suspension fue
homogénea.
4. Se adicion6 250 uL de la solucion de lisis P2 y se mezclé suavemente por inversion 5
veces y se incubd el tubo a temperatura ambiente sin dejar que la reaccion ocurriera por
mas de 5 min.
5. Se adiciond 350 uL de la solucion de neutralizacion N3 y se mezclé inmediatamente 5
veces por inversion.
6. Los tubos se centrifugaron a 10, 000 rpm durante 10 min.y después el sobrenadante
que contiene el DNA plasmidico fue transferido, a un tubo nuevo.
7. Se agreg6 un volumen de isopropanol (aprox 800 ulL) y se dejé reposar 15 min. en
hielo.
8. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min.
9. La pastilla se lavo con etanol al 70% por vortex.
10. Se centrifugé a 13,000 rpm por 5 min.
11. Se decanto el sobrenadante, y se esperé que las trazas de etanol se volatilizaran.
12. EI DNA se resuspendié en 50 uL de agua estéril.
Posteriormente se realizdé una electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % / EtBr, para
verificar la calidad de la extraccion.
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Almacenamiento y recuperacién de células en glicerol.
Las clonas que contenian el inserto de interés se integraron a la biblioteca sustractiva y
se almacenaron con glicerol al -80°C (ver anexo ll).
1. Cada clona se crecio en 3 mL medio liquido Luria Bertani (LB) adicionado de ampicilina
y kanamicina a una concentracion final de 50 ug/mL para la seleccién del plasmido
2. Se incubd a 37 °C y 250 rpm hasta alcanzar una DOgyp de 0.6 unidades de
absorbancia.
3. Se transfirieron 0.5 mL de este cultivo a un tubo eppendorf estéril.
4. Se adicion6 0.5 mL de glicerol al 100%, estéril, se mezclé suavemente con la punta de
la pipeta.
5. Se almacenaron a -80°C.
Para recuperar las células a partir de los almacenados se siguid el siguiente
procedimiento:
1. Los tubos se colocaron en hielo, se tomaron, se toman 50 ul de cultivo celular y se
inocul6 en 3 mL de medio liquido Luria Bertani (LB) suplementado de ampicilina y
kanamicina (50 pg/mL).
2. El tubo se regreso a -80°C para evitar que éste se descongele por completo.
3. Se Incubd a 37 °C durante toda la noche para obtener las cepas recuperadas.
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Marcaje y deteccion de la sonda.
1. se realizo a partir de 25 ng-2 ug de cDNA control y problema por separado (sondas),
se ajusto a un volumen final de minimo 10 uL o maximo 34 L con agua destilada o TE.
2. El cDNA se desnaturalizé en un bafio de agua hirviendo por 5 minutos, enseguida se
coloco en hielo, el volumen debe ser al menos de 10 L.
3. Se adicionaron los reactivos de la tabla en el orden mostrado:

Marcaje de la sonda.

REACTIVO VOLUMEN
Agua destilada y estéril para un volumen de reaccion final 50 yL 24 uL
Mezcla de nuleétidos 10 L
Oligonucleétidos 5L

DNA desnaturalizado 10 pL (50 ng)
Enzima Klenow 5 units/pL 1uL

Total 50 pL

4. Se mezclé suavemente por pipeteo y se centrifugd brevemente.
5. La reaccion se incubé a 37 °C por 3 h en el termociclador.
6. Para terminar la reaccién se adicionaron 2 pyL de EDTA 0.5 M, y se almacenaron a -

20° C, protegidos de la luz.

Mezcla desnaturalizante del RNA

REACTIVO VOLUMEN
MOPS 10X 6.25 pL
Formamida 31.25 pL
Formaldehido 12.5 uL
RNA 1.5 pg/mL 25 uL

Componentes parareaccion de PCR

Componente Cantidad por
reaccion (ulL)
Agua estéril 19
Regulador de PCR 10X 2.5
Mezcla dNTP (10mM) 0.25
MgClI2 (50 mM) 1.25
Primer sentido (10 uM) 0.25
Primer antisentido (10 uM) 0.25
cDNA 1ug
Taq Polimerasa 0.5
Volumen total 25
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ANEXO Il
SOLUCIONES Y BUFFERS

Etanol al 70%

Para 400 ml
280 ml Alcohol etilico
120 ml Agua destilada

Hipoclorito de sodio al 0.6%

Para 500 ml
3ml Hipoclorito de sodio
497 ml Agua destilada

Buffer NTES de lisis (para extraccion RNA)
Tris HCI 10mM, EDTA 1mM, NaCl 10 mM, SDS 1%

Para 100 ml

Tris HCI 0.1576 g.
EDTA 0.0372 g.
NaCl 0.058 g.
SDS 1g.

Disolverlos en 100ml de Agua destilada y esterilizar.

Cloruro de Litio 10 M

Para 30 ml
12.71 g. LiCl
30 ml Agua con DEPC

Acetato de Sodio 3M

Para 30 ml
12.24 g. NaOac
30 ml Agua con DEPC

Solucién de etanol con DEPC para tratar puntas, tubos, camaras, morteros y demas
material para extraccién de RNA

Fabiola Leén Galvin Pagina 105



998 ml Etanol

2ml DEPC ( dietil pirocarbonato, inhibidor de nucleasas )

Sumergir el material en esta solucién media hora minimo y enseguida esterilizar para
eliminar restos de dietil pirocarbonato.

Agua con DEPC

999 ml Agua destilada estéril

1 mi DEPC

Esta solucion al igual que la anterior se deben dejar en agitacién toda la noche para lograr
disolver el DEPC.

Solucién desnaturalizante (separa los diferentes tipos de RNA)
4uL MOPS 10X

7uL  Formaldehido 37 %

20puL  Formamida

Combinar 25ug de RNA aprox. Con la mezcla desnaturalizante.
Desnaturalizar a 55 C por 15 min.

Enseguida poner en hielo por 2 minutos

Centrifugar 1 pulso a 12,000 rpm.

Gel de Agarosa desnaturalizante

Para 80 ml
0.96 g. Agarosa
8 ml MOPS

2.4 ml Formaldehido 37 %

69.6 ml Agua destilada estéril con DEPC

Fundir agarosa con el agua con DEPC.

Enfriar hasta aprox. 40 C.

Agregar MOPS 10X

Agregar Formaldehido

Agregar 1.5uL de bromuro de etidio.

Nota: El buffer de corrida MOPS 1X es para gel desnaturalizante.

MOPS 1X: ocupar MOPS 10X y diluir en agua tratada con DEPC hasta alcanzar la
concentracion 1X.

Regulador de carga para DNA
6X (Para10mL)

0.25% Azul de Bromofenol
0.25%  Xilen-cianol

30% Glicerol en agua

Medios de cultivo
Caldo LB (1000 mL)
Bacto triptona 6 peptona de caseina 10g
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Extracto de levadura

NaCl (grado reactivo)

Disolver en 950 ml de agua destilada, aforar a
1000 ml y ajustar el pH a 7.0, esterilizar a 15
Ib/plg? durante 15 minutos

Agar LB (1000 mL)

Bacto triptona 6 peptona de caseina

Extracto de levadura

NaCl (grado reactivo)

Agar

Disolver en 950 ml de agua destilada, aforar a
1000 mL y ajustar el pH a 7.0, esterilizar a 15
Ib/plg? durante 15 minutos

Antibi6tico 5 mL (Almacenado a una
concentracion final de 50 mg/mL)
Kanamicina

Agua destilada estéril

Electroforésis en geles de agarosaal 1 %
Agarosa

TAE 50X

Agua destilada

TAE 50X

Tris (base)

Acido acético glacial

EDTA a una concentracion de 0.5 My pH 8.0

Regulador de carga para ADN

Naranja G 0.25 %
Xilencianol 0.25%
Ficoll 0.15%

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1)

Regulador TE
(Tris pH 7.6 10 mM, EDTA 1mM )

Regulador TNE 1X

59
1049

1049
59
1049
15¢

0.25¢
5mL

19
2 ml
97 ml

242 g
57.1 ml
100 ml

(Tris HCI pH 8 10 mM, NaCl 10 mM, 0.1 mM EDTA )
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El regulador de hibridacion

REACTIVO CONCENTRACION
SSC 5x
SDS 0.1% (w/v)
Liquido de bloqueo diluido 1/20
Sulfato Dextran (mv 5000) 5% (wiv)
Solucién de lavado de astringencia
LAVADO 1 LAVADO 2 LAVADO 3
SSC 1X SSC 0.5X SSC 0.125X
SDS 0.1% SDS 0.1% SDS 0.1%
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ARTICULO DE REVISION

Via de sefalizacion Notch y nuevas estrategias
para el tratamiento de cancer

Leticia Santos, MC, Dra en C,® Maria Fabiola Le6n-Galvan, MC,®
Erika Nahomy Marino-Marmolejo, QBP.&

Santos L, Ledn-Galvan MF, Marino-Marmolejo EN.
Via de sefializacion Notch y nuevas estrategias
para el tratamiento de cancer.

Salud Publica Mex 2006;48:155-165.

Resumen

La via de sefializacion Notch desempefia un papel funda-
mental en las diferentes etapas del desarrollo celular como
la proliferacion, crecimiento, diferenciacion y apoptosis. Es-
tudios recientes han demostrado que, dependiendo del ni-
vel de expresion y del contexto celular, los receptores de
membrana Notch contribuyen en la resistencia a apoptosis
en células tumorales. Estos descubrimientos sugieren que
componentes de la via de sefializacion Notch son un blanco
potencial para el desarrollo de terapias mas efectivas contra
el cancer. Esta revision describe la funcion de la via Notch y
nuevas estrategias utilizadas en la modulacion de su sefial.

Palabras clave: Notch, cancer, agentes terapéuticos; México
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Notch signaling pathway and new strategies

in cancer treatment.
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Abstract

The Notch signaling pathway plays a crucial role at different
stages of cell development, such as proliferation, growth, dif-
ferentiation, and apoptosis. Recent studies demonstrate that
depending on the expression level and cellular context, the
Notch receptors play a role in apoptosis resistance in malig-
nant cells. These findings suggest that Notch signaling com-
ponents may be a potential target in the development of new
cancer therapies. This review describes the function of the
Notch pathway and new strategies in the modulation of
its signal.

Key words: Notch; cancer; therapeutic agents; Mexico

L a via de sefializacion Notch esta involucrada en el
control de diversos eventos durante el desarrollo
de las células eucaridticas como son la proliferacion, el
crecimiento, la migracién, la diferenciacién y la muer-
te celular programada (apoptosis).

Thomas Hunt Morgan describi6 al sistema Notch,
por primera vez, en 1917, como responsable de la neu-

rogénesis y la especificacion del ectodermo en la mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster).! En 1914 Dexter y
colaboradores descubrieron la primera mutacién del gen
Notch. En 1919 Mohr y colaboradores lo caracteriza-
ron al detectar una deficiencia funcional de la proteina
Notch, que provoca la aparicién de surcos (notches)
en los bordes de las alas de D. melanogaster. En 1940
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Poulson demostré que la pérdida del gen es letal en em-
briones. Posteriormente, en 1970, Wright encontr6 que
las mutaciones del gen Notch-1 inducen la formacién
de una estirpe neurogénica en células que estaban des-
tinadas a ser epidérmicas.>® A mediados de los afios
ochenta, los grupos de Artavanis-Tsakonas y Young
clonaron y expresaron independientemente el gen que
consiste en un receptor con un solo dominio transmem-
branal.*> A la fecha, se han identificado varios genes
del receptor Notch en diversas especies, incluyendo la
humana y en ratén, en las que se conocen cuatro genes
que codifican a sus correspondientes proteinas Notch-
1al-4.

Via de sefializacién Notch

Los genes Notch codifican receptores transmembra-
nales de aproximadamente 300 kilodaltones (kDa),
cuya estructura estd altamente conservada. Los pro-
ductos de cada gen se expresan como un solo polipép-
tido precursor (pre-Notch, figura 1) que es procesado
proteoliticamente por una convertasa en el aparato de
Golgi, dando lugar a un precursor heterodimérico.
Este tltimo se ancla posteriormente en la membrana y
consiste en una subunidad extracelular (extracellular
subunit, EC) y una subunidad transmembranal (trans-
membrane subunit, TM) que estd unida a la regién

Célula
vecina

extracelular

3

Ligando & “

S
4
y-secretasa
IC
Fringe
Espacio

Golgi

yonvertasa

pre-Notch
er-
” - ,
IC s Ndcleo

N Genes blanco
S HES, p21, IL-4, etc.

Citoplasma ~So

-~
-
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Notch se sintetiza en forma de precursor inactivo (pre-Notch) y su procesamiento en el complejo de Golgi (paso 1) es a través de hidrolisis generada por
la enzima convertasa similar a Furina. El producto de esta reaccion es la formacién de las subunidades IC,TM y EC que se reensamblan posteriormente en
la membrana plasmatica (paso 2) como un complejo heterodimérico activo. La unién de Notch y su ligando (paso 3) proveniente de una célula vecina,
induce el procesamiento de Notch (paso 4) por la proteina Presenilina-1 (parte del complejo enzimatico gama-secretasa) liberando la subunidad intracelular
IC. La translocacién de IC al nlicleo y su union a factores de transcripcion de la familia CSL (paso 5) da como resultado la activacion de la expresion de
genes especificos, esto es, los factores de transcripcion HES, IL-4, NFkB, etcétera

Pre-Notch, polipéptido precursor de Notch; EC, subunidad extracelular; IC, subunidad intracelular; TM, subunidad transmembranal; R:RAM-23, sitio de alta

afinidad de los factores de transcripcion; A, repeticiones de Ankirina necesarias para la transmision de sefiales; O:OPA, regién rica en glutamina; P:PEST,
region rica en prolina-glutamato-serina-treonina; CLS: CBF-1/ Lag-1/ Suppressor of Hairless

Ficura 1. PROCESAMIENTO DEL RECEPTOR NOTCH Y MECANISMO DE ACCION

156 salud piiblica de méxico / vol.48, no.2, marzo-abril de 2006



Sefializacién Notch y cincer

ARTICULO DE REVISION

intracitopldsmica (IC). La regién EC contiene varias
repeticiones en su secuencia de aminoécidos, simila-
res a la del factor de crecimiento epidérmico (EGF-like),
constituyendo las repeticiones 11 y 12 el principal sitio
de union a su ligando proveniente de otra célula.

Cuando el receptor Notch lleva a cabo la unién
con su ligando en otra célula (figura 1) la subunidad
transmembranal TM es procesada proteoliticamente,
generando un fragmento intracelular (intracellular subu-
nit, IC) que se transloca al nticleo e interacttia con fac-
tores de transcripcién de la familia CLS (CBF-1/ Lag-1/
Suppressor of Hairless)® a través del dominio RAM23
de IC. Al unirse CBF-1 a IC se disocia un complejo re-
presor que incluye una diacetilasa de histonas (HDAC-
1) y recluta coactivadores nucleares como SKIP y
MAMLI1 (mastermind), lo que hace a CBF-1 actuar,
entonces, como un activador de la transcripcion.’

Los cuatro receptores Notch en mamiferos (Notch
1-4) tienen estructuras muy similares entre si, con di-
ferencias esenciales en las porciones extracelular y cito-
plésmica. Los receptores Notch-1 y -2 contienen 36
repeticiones “EGF-like” en sus dominios EC, mientras
que Notch-3 contiene 34 y Notch-4 solamente 29. A
nivel del dominio IC tienen las siguientes diferen-
cias: Notch-1 contiene un dominio de transactivacion
fuerte (TAD, por sus siglas en inglés), mientras que
en Notch-2 su TAD es débil y en Notch-3 y —4 no esta
presente.?

Los ligandos del receptor Notch en invertebrados
son conocidos como Delta y Serrate para D. melanogas-
ter, en tanto que para Caenorhabditis elegans (C. elegans)
se conoce LAG-1; a estos ligandos se les ha llamado
colectivamente DSL. Otros ligandos en C. elegans son
LAG-2, APX-1, ARG-2 y F16B12.2. En mamiferos se
conoce un grupo de homoélogos de Delta denominados
“Delta-like”; y llamados Jagged (JAG) para Serrate. En
total se conocen cinco ligandos en mamiferos deno-
minados JAGI1, JAG2 y H-Delta-1,-3,y -4 (DLL1, DLL3,
y DLL4).” En 1999, Qi y colaboradores encontraron,
ademas, una forma soluble de Delta en Drosophila, 1o
que sugiere que Notch puede mediar la comunicacion
entre células no contiguas.>!’ Las diferencias estruc-
turales en esta familia de ligandos son el ntiimero y el
espaciamiento de las repeticiones a nivel del dominio
extracelular y la presencia de un dominio rico en cis-
teina localizado corriente abajo de las repeticiones EGF,
especificamente en los ligandos Ser, JAG1 y JAG2.8

Las proteinas moduladoras de la unién receptor-
ligando a nivel extracelular son las proteinas “Fringe”
en Drosophila y sus homoélogos en mamiferos, “Luna-
tic Fringe, Radical Fringe, y Maniac Fringe” !> Ade-
mas, se han identificado proteinas que modulan la
degradacion/procesamiento de Notch a nivel intra-
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celular; en C. elegans se conocen las proteinas Sel-1 y
Sel-10,1* y en Drosophila, la proteina Numb que actia
regulando negativamente la sefializacién al unirse con
la region intracelular de Notch.

Por dltimo, los genes blanco de Notch incluyen
factores de transcripcién represores pertenecientes a
las familias de proteinas HES (hairy and enhancer of Split)
y HRT/HERP/Hey (familia “basic helix-loop-helix-Oran-
ge”), IL-4, p21, etcétera (cuadro I). Sin embargo, atin
no es claro cudl(es) de esos genes es/son el/los res-
ponsables de los efectos fenotipicos de la sefial Notch.
Algunos ejemplos de la participacién de Notch es la
inhibicién del desarrollo neuronal, ya que parece ser
que los genes blanco Hesl y Hes5 median muchos o
quizas todos los efectos producidos por Notch.!> En
el caso del desarrollo del pancreas el blanco de Notch es
el gen HES-1; en el desarrollo cardiaco el gen Hey2; y
en el desarrollo vascular los genes Hey1 y Hey2. Notch
ejerce, ademas, un doble papel en un modelo de cultivo
celular (3T3-L1): la activacién de HES-1 induce adi-
pogénesis, mientras que al bloquear la activacion de
HES-1 se inhibe la diferenciacion de 3T3-L1. Por ulti-
mo, se ha informado que el gen IL-4 es un blanco di-
recto de Notch y explica la capacidad que tiene de
promover el fenotipo Th2 de las células T de ayuda.®

En el cuadro I se muestran los elementos princi-
pales del sistema de sefializacion Notch y sus homélo-
gos en distintas especies.!”

Localizacion y funcion de Notch

Los estudios realizados sobre la funcién y localizacién
de los receptores Notch estdn enfocados, primordial-
mente, en el receptor Notch-1, mientras que atin no se
ha dilucidado el papel que desempefian el resto de los
receptores. La sefializacién Notch esta implicada en la
neurogénesis, hematopoyesis y vasculogénesis. Espe-
cificamente, Notch-2 en la morfogénesis dental, proba-
blemente Notch-3 en neurogénesis y adipogénesis, y
Notch-4 en el desarrollo vascular, renal y hepatico.315%0

Los patrones de expresion de Notch en el desarro-
llo del embrién de Drosophila son bastante complejos y
dindmicos. La proteina Notch se expresa, de manera
amplia, en la fase temprana del desarrollo del embrién
y subsecuentemente su expresion se restringe a gru-
pos de células no comprometidas o proliferativas. En
el adulto, la expresion persiste en los tejidos regenera-
tivos de ovarios y testiculos**** Estudios de Notch-1
en Xenopus muestran que sus patrones de expresion
son muy similares a Drosophila, sobre todo en extirpes
celulares terminalmente no diferenciadas y prolifera-
tivas. Durante el desarrollo, los tejidos con mayores
niveles de expresion incluyen el cerebro, los ojos y el
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Cuadro |

PRINCIPALES COMPONENTES DEL SISTEMA DE SENALIZACION NOTCH*

Organismo

Componente Mamiferos D. melanogaster C.elegans

Receptores (Notch) Notch-1 (TAN-1) Notch-1 LIN-12
Notch-2 GLP-1
Notch-3
Notch-4

Ligandos Delta-likel (DLL1) Delta LAG-2
Delta-like3 (DLL3) Serrate APX-1
Delta-like4 (DLL4) ARG-2
Jagged 1 JAG1) F16B12.2
Jagged 2 (JAG2)

Factores de transcripcion CBF1 (RBPI) Supresor de Hairless [Su(H)] LAG-1
RBPL

Genes blanco de Notch producto de la activacion de transcripcion ~ pl00/NF B p21 genes bHLH HES
HES IL-4 Single-minded ESR
Hey PPAR Mastermind
Hey2 Ciclina D1 Vestigial
GATA-2 NFkB Wingless

Moduladores de Notch Lunatic Fringe Fringe Sel-1
Maniac Fringe Numb Sel-9
Radical Fringe Disheveled Sel-10

Notchless
Deltex

* Adaptado de Lai, 2004 (referencia 17)

tubo neural.?® Estudios en mamiferos muestran que
los niveles de expresion de sus homologos correspon-
dientes comienzan tardiamente durante su desarrollo
embrionario. Las proteinas se expresan como patrones
dindmicos en tejidos que llevan a cabo la determina-
cion del destino celular o la aceleracion de la proli-
feracion.”! Notch se expresa, en la fase inicial de la
embriogénesis en mamiferos, en los tejidos que consti-
tuyen al mesodermo pre-somita y el neuroepitelio del
embrién en desarrollo. La expresion de Notch-1 se vi-
sualiza a lo largo de todo el mesodermo pre-somita, en
particular, en dreas densas a nivel del borde anterior del
mesodermo. Se encontré que dicha expresion disminuye
una vez que los somitas se han formado por completo e
indica la posible funcion de Notch-1 en la diferencia-
cion de las células precursoras de los somitas. Patrones
similares del ligando Delta se observan en el desarrollo
de rat6n 3%
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En 2004, Balde y colaboradores caracterizaron la
expresion especifica de Notch-1 utilizando un arreglo
de 59 tipos de tejidos normales humanos. Se demostrd
que Notch-1 se expresa a altas concentraciones en una
amplia variedad de tejidos en el epitelio estratificado
de la epidermis y en capas suprabasales intermedias de
las mucosas de la cavidad oral, eséfago, ectocérvix y
vagina. Se observaron niveles intermedios a bajos en lin-
focitos de algunos tejidos linfoides periféricos, particu-
larmente en centros germinales de nédulos linfaticos.*

La funcién de la sealizacién Notch involucra una
gran variedad de procesos celulares incluyendo el
mantenimiento de células troncales, especificacién del
destino celular, diferenciacién, proliferacion y apop-
tosis, por lo que posee efectos pleiotrépicos en dife-
rentes organos. Los tres efectos principales son: a) el
mantenimiento de las células troncales o precursoras
en un estado no diferenciado; b) la influencia en las
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decisiones del destino celular, ya sea a través de la via
lateral o bien por una via inductora dependiente de la
cantidad de receptor-ligando expresado en la mem-
brana, y c) la habilidad de influenciar la diferenciacién
y la progresion del ciclo celular.3* Ejemplo de ello es
el sistema nervioso, en el cual Notch promueve la di-
ferenciacién de varios tipos celulares de la glia in-
cluyendo astrocitos, células de Schwann, células de
Miiller y células radiales.?

La sefializacién Notch juega un papel excepcio-
nalmente interesante en la diferenciacion de la epider-
mis, ya que al parecer tiene una funcién opuesta a los
efectos antes descritos. En queratinocitos, la sefia-
lizacién Notch estimula la expresién de marcadores de
diferenciacion y reduce la proliferacién celular a través
de la activacion de Notch-1. Estudios en ratones apo-
yan un modelo de Notch-1 en piel que promueve la
diferenciacion celular en vez de suprimirla y, adicio-
nalmente, estos ratones son més susceptibles al desa-
rrollo de tumores a nivel basal.*’*

En el sistema inmune, Notch se encuentra invo-
lucrado en el proceso de maduracién de las células T
en el timo que expresaran los receptores CD4 o CDS,
ademds del receptor TCR. Durante este proceso, las
células doblemente negativas (CD4CD8) expresan al-
tas concentraciones de Notch-1; después, las células
doble positivas (CD4*CD8") presentan una disminucion
de Notch-1, y posteriormente, su concentracion es in-
termedia en las células maduras que son positivas para
CD4* 0 CD8". Estos datos sugieren que Notch-1 desem-
pefia un papel clave en la determinacion tanto del li-
naje CD4/CD§, en la determinacién de la expresién
del receptor TCR ab vs. gd, asi como también en la re-
gulacion de la muerte celular de células T340

Notch y enfermedad

Los componentes de la via Notch estan involucrados
en una gran variedad de enfermedades humanas, sien-
do la mas frecuente el cancer. Entre las causas principa-
les se encuentran la presencia de mutaciones, deleciones,
translocaciones e inserciones virales en sus genes.

Estudios durante el desarrollo embrionario del
ratén han revelado la conexion entre mutaciones de
los genes Notch y la presencia de sindromes de en-
fermedades congénitas humanas, como se describe a
continuacion.

El gen humano notch-1 se detecté por primera vez
en el subtipo de leucemia linfoblastica aguda de las
células T (T-LLA, por sus siglas en inglés) al producir-
se una translocaciéon cromosomal (7;9)(q34;q34.3).4!
Este rearreglo origina la expresion de Notch-1 con las
porciones TM e IC y excluye la porcion EC. Hallazgos
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recientes describen que mas de 50% de los casos con
T-LLA presentan mutaciones activantes que involu-
cran especificamente al dominio de heterodimeriza-
cion extracelular o del carboxilo terminal del dominio
PEST de notch-1.42

Otros ejemplos de mutaciones incluyen la tetra-
logia de Fallot, que involucra una mutacién puntual
(G274D) y expresa al ligando JAG-1 en sentido errd-
neo. Esta enfermedad se caracteriza por estenosis y
atresia pulmonar, y ausencia de la vélvula pulmonar.
El sindrome de Alagille se debe a diferentes mutacio-
nes en JAG-1 y provoca al menos 72% de codones de
terminacion prematuros. Desarrolla anormalidades
en el higado, corazon, ojos y esqueleto, principalmente.
La disostosis espondilocostal (o sindrome de Jarcho-Le-
vin), es un defecto de segmentacion vertebral mdltiple
con alteraciones costales ocasionado por mutaciones
en el ligando DLL3 y provoca su expresion en forma
truncada.®® Finalmente, CADASIL (Cerebral Autosomal
Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leu-
koencephalopathy), es una enfermedad cerebrovascular
hereditaria que ocasiona un declive cognitivo y demen-
cia. Se trata de una enfermedad vascular sistémica que
afecta pequefios vasos y se transmite de forma autoso-
mica dominante. La enfermedad esta ligada a una
mutacién del gen Notch-3 en el punto cromosdémico
19p13, proteina relacionada, ademas, con la diferen-
ciacion de los adipocitos durante el desarrollo.*

Implicaciones de Notch en cancer
y apoptosis

En consideracién a que la sefializacion Notch controla
criticamente las decisiones del destino celular en nume-
rosos tejidos y en diversos tiempos de la diferenciacion,
es razonable pensar que cualquier desregulacién de la
funcién de Notch pudiera estar involucrada con el de-
sarrollo de céncer.

En los ultimos afios se ha notificado sobreexpre-
si6n de componentes de la via Notch en una gran varie-
dad de carcinomas humanos, incluyendo leucemias,
neuroblastomas, cancer cervicouterino (CaCu), cancer
de mama, tumores mucoepidermoides, carcinomas
renales, cancer de piel y cdncer pulmonar, entre otros.

La leucemia T-LLA, que expresa la forma truncada
de Notch-1, tiene como resultado la expresion consti-
tutiva y activa de Notch-1 y acarrea el arresto de los
linfoblastos T durante la maduracién en el estadio en
que las células CD4*CD8* son doble positivas. Este
evento correlaciona perfectamente el desarrollo de T-
LLA, ya que potencialmente Notch-1 posee una activi-
dad transformante para permitir la sobrevivencia de
las células doble positivas que, de otra manera, esta-
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rian destinadas al suicidio celular (apoptosis).*?45 Ex-
perimentalmente se observa que Notch-1 (antes cono-
cido como TAN-1, translocation-associated Notch
homologue), sostiene una interaccién directa entre su
porcién IC y el factor transcripcional Nur77 en el nu-
cleo, dando lugar a la inhibicién de la apoptosis en hi-
bridoma de células T (linea DO11.10).% Asimismo, la
expresion del fragmento IC de Notch inhibe la apop-
tosis inducida por dexametasona en células de linfoma
y en hibridomas de células T. Se ha sugerido que la pro-
teina SGR3, un regulador de la transcripcion que parti-
cipa en la remodelacién de la cromatina en procesos de
desarrollo, proliferacién y diferenciacién celular, es
blanco de la sehalizacion Notch al conferir resistencia
a glucocorticoides en timocitos.

En 1998, Deftos y colaboradores observaron la so-
breexpresién de la proteina anti-apoptotica Bcl-2 en una
linea celular de linfoma timico (AKR1010) al inducir
la expresion de la forma activa de Notch-1.4

Otros estudios in vitro han detectado, ademas, ge-
nes truncados de Notch-1 y Notch-2 (en la subunidad
IC) que le atribuye una actividad transformante a célu-
las de rinén de rata.*®

Alteraciones que causan la desregulacién de la via
Notch en otras especies son, por ejemplo, la insercién
del virus de leucemia murina Moloney (M-MLV) en la
region transmembranal del gen Notch-1, o bien la exci-
sion e integracion del virus de leucemia felina (FeLV)
en el extremo 3’ del gen Notch-2. Ambos cambios pro-

ducen ganancia de la funcion de ambos receptores y,
como consecuencia, efectos antiapoptoticos.*>

Por otra parte, también se ha documentado muta-
génesis insercional en el genoma de ratén del retrovi-
rus MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) en tumores
mamarios. El sitio de integracién mas frecuente, int-3,
estd localizado dentro de la region del gen Notch-4. La
expresion de la oncoproteina int-3/Notch-4 transforma
a células epiteliales mamarias en ensayos murinos.®

Las evidencias antes descritas indican que el sis-
tema de sefializacién Notch se encuentra intimamente
relacionado con la tumorigénesis y la apoptosis; sin
embargo, existen pruebas sustentadoras de que esta
via no es solamente oncogénica, sino que, ademas, fun-
ciona como un supresor de tumores. Tal es el caso en
cancer cervicouterino (CaCu), como se describe a con-
tinuacién. En el cuadro II se resumen las funciones
potenciales de Notch en céncer.!

Céancer cervicouterino y Notch

Dado que el sistema de sefializacién Notch permite
mantener a las células un estado proliferativo o indi-
ferenciado, se piensa que su papel en cancer es preve-
nir la respuesta de las células neopldsicas a la sefal de
diferenciacion. Ya que las oncoproteinas virales con-
tribuyen al proceso de tumorigénesis, el elemento fal-
tante para llevar a cabo la transformacién celular es la
desregulacién de Notch.

Cuadro Il
FUNCIONES POTENCIALES DE LA SENALIZACION NOTCH EN CANCER*

Funcion Mecanismo

Oncoproteina

Ganancia de funcién dependiente de ligando

Ganancia de funcién independiente de ligando

Contexto celular

Células pre-T

Linea celular RKE

Epitelio mamario murino (via insercién retroviral)
Células Reed-Sternberg (linfoma Hodgkin) y linfoma
anaplasico de células gigantes

Células mesoteliales (con SV40)

Células pre-T (en ratones sobreexpresando DLL-4)

Supresor de tumores Pérdida de funcién

Queratinocitos
Posiblemente otros epitelios escamosos

Factor metaplasico

Activacion dependiente de ligando

Células acinares de pancreas
Endocérvix

‘Angiogénesis

Activacion dependiente de ligando

Células endoteliales

Renovacion de células troncales cancerosas

Activacion dependiente de ligando

Poblacion auto-regenerante de células progenitoras

Respuesta inmune

* Adaptado de Weng y Aster, 2004 (referencia 51)

Activacion dependiente de ligando

Células dendriticas
Células T de sangre periférica
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El CaCu es la segunda causa de mortalidad en mu-
jeres en el mundo y es uno de los tipos de cancer mas
estudiado en relacién con la via Notch. Se afirma que la
infeccién por el virus del papiloma humano (VPH) con-
tribuye al desarrollo de esta enfermedad en 99%.% El
primer estudio realizado sobre Notch en CaCu en hu-
mano seflala que su expresion estd asociada a pobla-
ciones celulares especificas: células escamosas del cérvix
en carcinomas i situ e invasivos. Se observg, ademas,
que la distribucién subcelular de Notch-1 cambia en la
medida en que la enfermedad progresa de preneopla-
sia (NIC3), con altas concentraciones de Notch-IC en el
citoplasma a altas concentraciones de Notch-IC en el
ntcleo en carcinomas microinvasivos.*

La transformacion no se ha confirmado en tumo-
res que progresan en forma natural, sino sélo al indu-
cir in vitro la expresién simultdnea de Notch-IC y
oncoproteinas como E1A de adenovirus, E6 y E7 de
VPH, RAS, MYC, o el antigeno T del virus de simio 40
(SV40T). Estas oncoproteinas tienen la propiedad de
anular el punto de control G1-S del ciclo celular. Por lo
tanto, no es probable que la contribucién de Notch en
tumorigénesis sea la de revocar este punto de control,
sino mas bien la de proveer de caracteristicas oncogé-
nicas a las células, tal como lo es la resistencia a apop-
tosis, anoikis, o diferenciacién.®

Para explicar las aseveraciones antes descritas, se
estudi6 el papel que desempefia la expresién espon-
tdnea de Notch-1 en CaCu. Se llevaron a cabo estudios
de silenciamiento de Notch-1 a través de siRNA (small
interfering RNA) e inhibicién farmacoldgica de la en-
zima g-secretasa. Ambos experimentos muestran que
la susceptibilidad de las células transformadas de CaCu
se incrementa en gran medida al tratarlas simulta-
neamente con altas concentraciones de cisplatino (tra-
tamiento sistémico de uso cotidiano en pacientes con
CaCuy), al activar a la caspasa 3 y, como consecuencia,
la induccién a apoptosis. Los resultados indican que
el efecto primario de Notch-1 en CaCu es el de transdu-
cir una sefial de supervivencia. En resumen, estos da-
tos apoyan el modelo en el cual la expresién sostenida
y enddgena de Notch-1 protege a las células cancerosas
de la induccién a apoptosis y, por lo tanto, puede ser
explotado como blanco potencial en el tratamiento de
CaCu.®

* Song LL, Vijaya Chaturvedi V, Mascarenhas ], Sanne Weijzen S,
Kast WM, Santos L, et al. Endogenous Notch-1 inhibits apoptosis
in cervical cancer cells by non-transcriptional activation of NF-kB
via the PI3 kinase-AKT pathway. Cancer Res (sometido 2005).
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Notch y terapia del cancer

En resumen, los estudios reconocen al sistema de sefna-
lizacién Notch como un blanco modelo para el desa-
rrollo de farmacos en la erradicacién de cancer y otras
enfermedades. A continuacion se describen algunos
ejemplos con propésitos biofarmacéuticos, especifica-
mente antagonistas (inhibidores) y agonistas de la via
Notch y, por dltimo, sus aplicaciones potenciales en
cancer.

Dentro de los inhibidores experimentales, se han
desarrollado proteinas recombinantes y anticuerpos
monoclonales dirigidos contra las repeticiones 11 y 12
de la regién EC de Notch (rh11-12), que es el sitio de
unién de Notch con su ligando.** La ventaja de desa-
rrollar proteinas recombinantes de este tipo es que son
faciles de expresar, tienen un peso relativamente pe-
quefio (aproximadamente 10 kDa) y, por lo tanto, es
probable una biodistribucién extravascular eficiente.
Una desventaja de este tipo de moléculas es el tama-
fo, ya que éste permite una rapida eliminacién a tra-
vés del rifén y, por ende, un tiempo de vida corto. Es
posible que se llegue a producir una proteina de fu-
sién que contenga la regién Fc de inmunoglobulina,
incrementando asi su masa molecular y biodistribu-
cion, como en el caso del receptor del factor de necro-
sis tumoral (p75 TNF).%

Otra alternativa es el uso de derivados biofarma-
céuticos anivel de la proteina Fringe. Estas son proteinas
secretoras extracelulares que modulan las interaccio-
nes entre Notch-ligando en Drosophila (figura 1). Se ha
sugerido el uso de proteinas recombinantes Fringe para
modular la sefializacién Notch en humano.>%¢”

En el caso de agentes antisentido, Austin y colabo-
radores utilizaron oligonucleétidos antisentido dirigidos
contra tres regiones diferentes del RNAm de Notch-1
para reducir la expresién de Notch-1 en cultivos de cé-
lulas precursoras de retina de pollo (método propuesto
por Altshuler y Cepko, 1992). Estas regiones son: a) la
region EGF-like; b) la regién lin12/Notch del dominio
extracelular, y c) la regién cdc/ankirina de la region in-
tracelular de Notch. El efecto es la aceleracién en la di-
ferenciacién de células precursoras ganglionares.

Por otro lado, la transfeccion de un oligonucle6ti-
do antisentido dirigido contra los residuos de ankiri-
na en la porcién Notch-IC en células 3T3L1, inhibe por
completo la expresion de Notch-1.4

Shelly y colaboradores han logrado inducir apop-
tosis en células eritroleucémicas murinas (MEL) me-
diante la utilizacién de oligonucleotidos antisentido,
o bien, forzando la expresién de RNAm antisentido
durante la diferenciacién con el farmaco Hexametile-
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no-Bisacetamida (HMBA). Esta estrategia causa que las
células MEL abandonen el programa de diferenciacién
para sufrir apoptosis espontanea.”

Una ventaja adicional del uso de oligonucleétidos
antisentido dirigidos contra Notch podria ser la capa-
cidad de hacer blanco especifico en las fracciones extra-
celular (EC) e intracelular de Notch (IC) en la activacion
o modulacién, respectivamente.

La presenilina-1 (PS-1 es una proteina que forma
parte del complejo enzimatico gama-secretasa (paso 4,
figura 1). Se han utilizado agentes farmacolégicos in-
hibidores de PS-1 para prevenir la hidrdlisis en la
fraccion TM de Notch inducida por ligando. Weng y
colaboradores probaron 12 diferentes inhibidores de la
PS-1, y encontraron que un derivado de las benzo-
diazepinas, el DFP-AA, causa supresion del crecimiento
de las células T6E (linea celular leucémica-linfoblastica
de células T) en concentraciones nanomolares.*

En el caso del uso de agonistas, se han desarrolla-
do formas recombinantes in vitro del ligando JAG-1,
asi como un péptido sintético derivado del mismo. Este
péptido esta formado por los residuos 188-204 de la
region DSL altamente conservada de JAG-1y -2 e inhi-
be la diferenciacién inducida en la linea celular mie-
loide 32D que expresa Notch-1.%6! No obstante, cabe
mencionar que los péptidos activos como el anterior
estan disefiados en regiones que contienen altos con-
tenidos de cisterna, por lo que pueden formar es-
tructuras plegadas para su estabilizacién a través de
puentes disulfuro. Estas caracteristicas son desventa-
josas dado que se puede llevar a cabo oxidacién y for-
macién de puentes disulfuro al azar, y agregacion y
pérdida de actividad biolégica durante el almacena-
miento. Se podria optimizar el disefio de tales agonis-
tas sustituyendo los residuos de cisteina por otros
aminodcidos con el uso del “diseno racional”.® Se han
sugerido mezclas de agonistas/antagonistas en la li-
nea celular 52 de Drosophila (expresion de proteinas he-
terélogas).®’ Dependiendo de las afinidades relativas
ligando-ligando y ligando-receptor, seria posible el uso
de ligandos solubles que puedan secuestrar moléculas
de ligando, formando asi complejos homotipicos (e.g.
Delta-Delta) y reduciendo la concentracién de molé-
culas de ligando disponibles para unirse a Notch. Al
utilizar concentraciones més altas, una vez que los li-
gandos endogenos estén saturados, seria posible obser-
var el efecto agonista del ligando exégeno libre para
interactuar con Notch. Con base en la dosis, este mode-
lo podria predecir el efecto agonista o antagonista de
un ligando soluble. El uso clinico de los ligandos recom-
binantes de Notch y de los péptidos sintéticos estara
determinado por consideraciones farmacolégicas como
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la farmacocinética, el volumen de distribucidn, el acce-
soa compartimentos extracelulares, etcétera.>®

En el caso de la terapia génica, se podrian usar los
mediadores de Notch (e.g. Deltex) para alcanzar una
activacién inducible de los factores de transcripcion y
producir un efecto parcial parecido al de Notch. En
la naturaleza, el virus Epstein-Barr usa este efecto. La
proteina viral EBNA2 mimetiza la sefializacion Notch
al convertir al represor transcripcional CBF-1 en su
forma activante.®®

El desarrollo de los agentes antineoplésicos ba-
sados en las estrategias experimentales antes mencio-
nadas requerird, ademas de estudios enfocados a los
efectos sistémicos adversos, el desarrollo de liberacion
del farmaco de forma que permitan mayor especifi-
cidad sobre un determinado érgano blanco.”

Discusion

Enla actualidad, sélo 2 a 4% de los casos con cancer en
el mundo responden a la quimioterapia. Por otra par-
te, estos agentes farmacolégicos producen graves efec-
tos secundarios, ademds de tener una efectividad
limitada. Por ejemplo, los derivados del platino (cispla-
tino, carboplatino, oxaliplatino, entre otros) se utilizan
en el tratamiento en una amplia variedad de tumores
malignos de ovario, cuello del ttero, pulmon, testicu-
lo, vejiga, mama, prostata, piel, pancreas, etcétera. Su
efectividad estd basada en la habilidad para formar
complejos con el ADN, a fin de inducir la muerte celu-
lar programada. No obstante, son responsables de efec-
tos colaterales severos irreversibles de tipo nefrotdxico
y ototdxico, lo que representa un obstaculo para ex-
tender su uso. Es por ello que la introduccién de nue-
vas estrategias para mejorar la eficacia y especificidad
en el tratamiento del cancer se hace necesaria.

Las evidencias presentadas indican que el sistema
de sefializacién Notch esta frecuentemente desregu-
lado en cancer y, por lo tanto, su modulacién ofrece
una nueva estrategia terapéutica. Los estudios sobre
la via de sefalizacién Notch han revelado la im-
portancia de su funcién al controlar las decisiones del
destino celular, incluyendo eventos en el desarrollo,
renovacion de células troncales y diferenciacion en
diversos tejidos. Con el objeto de regular la sefializa-
cién Notch en condiciones patoldgicas, se ha consi-
derado el uso de proteinas recombinantes, péptidos
sintéticos, anticuerpos monoclonales, oligonucle6ti-
dos antisentido y terapia génica, mismo que significa
un campo de investigaciéon prometedor para la in-
dustria biofarmacéutica en el desarrollo de agentes
antineoplasicos.
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El enfoque de la terapia génica en cancer repre-
senta una tecnologia emergente como nueva opcién de
tratamiento. El uso de adenovirus oncoliticos es espe-
cialmente prometedor, ya que éstos pueden replicarse
selectivamente en células tumorales, teniendo como
blanco lesiones inherentes en céncer, o la incorpora-
cion de promotores especificos de tejido que sometan
a los genes tempranos a iniciar la replicacién viral.*
La terapia con adenovirus oncoliticos ha mostrado los
mejores resultados y logra un efecto tumoricida aumen-
tado cuando se utiliza en combinacién con agentes
quimioterapetiticos en bajas dosis como el cisplatino,
la leucovorina y el 5’-fluoracilo. Ademas, las formula-
ciones de liposomas con genes como Notch podrian
superar barreras en las aplicaciones de terapia génica
en un escenario clinico.® Estos estudios se han utili-
zado ampliamente en cultivos celulares y en animales
transgénicos para activar el sistema de sefalizacion
Notch. Sin embargo, al utilizar formas variantes de los
receptores Notch, se induce a una actividad transfor-
mante junto con algunos virus oncogénicos,* y ademés
se ocasionan linfomas de células T cuando se introdu-
cen en células hematopoyéticas progenitoras de ratén.®®
De este modo, es obvio que el uso potencial de varian-
tes de Notch expresados constitutivamente para la te-
rapia génica implica un gran nimero de aspectos de
bioseguridad, aun usando vectores inducibles. La al-
ternativa mds razonable es mimetizar funciones de
Notch a través de proteinas virales como se mencion6
anteriormente. No obstante, se desconoce si esta estra-
tegia implica los mismos desafios que representa la
expresién constitutiva y activa de Notch.

Las vias potenciales indirectas que podrian utili-
zarse para regular positivamente a la sefializacion
Notch son: a) la inhibicién del supresor de la degra-
dacion/ubiquitinacién del receptor mediado por Del-
tex, o b) la regulacion negativa de los moduladores de
la actividad de Notch como la proteina Notchless o
Numb. Estas dos opciones podrian llevarse a cabo me-
diante el método antisentido o también a través de far-
macos sintéticos permeables a la célula que inactiven
estos blancos.

El desafio actual es llevar estas estrategias proba-
das experimentalmente in vitro e in vivo a una etapa pos-
terior, es decir, a estudios pre-clinicos farmacologicos
con la finalidad de evaluar el costo-riesgo-beneficio. El
primer paso lo ha dado la compatfiia Viragen, Inc. (pa-
tentes no. 60/102,816, 09/806,440, y 60/124,119), donde
se explota la tecnologia de los anticuerpos monoclona-
les para inducir apoptosis en células tumorales utilizan-
do especificamente al receptor Notch-1, para los cuales
consideran al cdncer cervicouterino, cAncer de mama y
cancer pulmonar.
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Bioactive Peptides in Amaranth (Amaranthus
hypochondriacus) Seed
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Amaranth seeds are rich in protein with a high nutritional value, but little is known about their bioactive
compounds that could benefit health. The objectives of this research were to investigate the presence,
characterization, and the anticarcinogenic properties of the peptide lunasin in amaranth seeds.
Furthermore, to predict and identify other peptides in amaranth seed with potential biological activities.
ELISA showed an average concentration of 11.1 ug lunasin equivalent/g total extracted protein in
four genotypes of mature amaranth seeds. Glutelin fraction had the highest lunasin concentration
(3.0 ug/g). Lunasin was also identified in albumin, prolamin and globulin amaranth protein fractions
and even in popped amaranth seeds. Western blot analysis revealed a band at 18.5 kDa, and MALDI-
TOF analysis showed that this peptide matched more than 60% of the soybean lunasin peptide
sequence. Glutelin extracts digested with trypsin, showed the induction of apoptosis against HeLa
cells. Prediction of other bioactive peptides in amaranth globulins and glutelins were mainly
antihypertensive. This is the first study that reports the presence of a lunasin-like peptide and other
potentially bioactive peptides in amaranth protein fractions.

KEYWORDS: Amaranth; lunasin; anticancer peptides; antihypertensive peptides; bioactive peptides; HeLa

cells

INTRODUCTION

Amaranth (Amaranthus hypochondriacus) is a traditional
Mexican plant, which provides both grains and tasty leaves of
high nutritional value, but it still remains as an underutilized
crop. The National Academy of Sciences has stated that
amaranth could be a grain with high potential for commercial
exploitation because of its superior nutritional quality (/). The
seed is high in protein (17%), and its amino acid composition
is close to the optimum amino acid balance required in the
human diet (2). The leaves also contain a high protein level
(28 to 49%), unsaturated oil (45% linoleic acid), fiber (11 to
23%), and minerals such as potassium, iron, magnesium, and
calcium (2). Aside from these nutritional components, amaranth
seeds also contain other substances that play various biological
roles in the diet, such as protease inhibitors, antimicrobial
peptides, lectins, and antioxidant compounds (3-5). Aqueous
extracts of Amaranthus gangeticus leaves have been reported
to possess anticancer activity on liver, breast, and colon cancer
cell lines (6). Vegetable parts of Amaranthus tricolor have been
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likewise found to have antitumor and anticell proliferation
activities (7).

Lunasin is a unique 43 amino acid peptide whose cancer
preventive properties have been demonstrated in a mammalian
cell culture model and in a skin cancer mouse model against
chemical carcinogens, oncogenes, and inactivators of tumor
suppressor proteins (8). Its carboxyl-end contains nine Asp (D)
residues, an Arg-Gly-Asp (RGD) cell adhesion motif, and a
helix with structural homology to chromatin-binding proteins.
Lunasin was found in the 2S albumin storage protein of soybean,
and its appearance is reported to coincide with the initiation of
mitotic arrest and DNA endoreduplication in the developing
soybean cotyledon (8—10). The presence of lunasin in barley
(I11) and wheat (12) suggests the possibility that lunasin or
lunasin-like compounds could be found in other grains. The
objectives of this research were to investigate the presence,
characterization, and the anticarcinogenic properties of the
peptide lunasin in amaranth seeds and to predict and identify
other peptides in amaranth seed with potential biological
activities.

MATERIALS AND METHODS

Biological Material. Since lunasin concentrations vary depending
on genotype and degree of maturity (/3), mature amaranth (Amaranthus
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