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1. RESUMEN

A nivel mundial y en México, el cancer se presenta como la segunda causa de
muerte en pacientes pediatricos. La leucemia es el tipo de cancer mas frecuente en este
grupo poblacional y representa el 35% de todas las neoplasias malignas en menores de 18
afos. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) corresponde al 75% de todos los tipos de
leucemia y del total de los nifios que reciben tratamiento contra esta enfermedad, solo el
75% logra una remision completa, el restante 25% fallece por diversas razones, sin
embargo; ésta situacion se debe principalmente al desarrollo de resistencia a los agentes

quimioterapéuticos.

El desarrollo del fenotipo de resistencia multiple a farmacos (MDR) se debe entre
otros aspectos a la sobre expresion de transportadores de membrana dependientes de ATP
que se expresan de manera fisiologica en la célula. El gen mdrl codifica para la
glicoproteina P (gp-170) que pertenece a la superfamilia de transportadores ABC (ATP
binding cassette). Esta proteina ha sido ampliamente estudiada y se ha reportado que en
diversos tipos de cancer, cuando se encuentra en niveles elevados provoca una
concentracion intracelular insuficiente de los farmacos, confiriendo resistencia en las

células tumorales.

Diversos esfuerzos se han realizado con el fin de comprender los mecanismos a
través de los cuales los factores de transcripcion regulan la participacion de genes

involucrados en la resistencia a drogas anti-cancerigenas.

Nuestro grupo de trabajo tiene amplia experiencia en el estudio del factor de
transcripcion YY1, es bien conocido que YY1 juega un papel fundamental en procesos
biologicos normales como embriogénesis, diferenciacion, replicacion y proliferacion
celular, sin embargo; diversos estudios han reportado que se encuentra relacionado con

mecanismos de carcinogénesis.

Mediante una prueba de TESS (Transcription Element Search System), se

determiné que el promotor del gen mdrl cuenta con cuatro sitios de unioén para YY 1.



Con base en los aspectos anteriormente expuestos, se decidi6 evaluar la

participacion de los sitios de union para YY1 en el promotor del gen mdrl.

Se realizo la clonacion del promotor de mdrl en el plasmido reportero pGL3.
Evaluada la funcionalidad de dicho promotor, se procedié a la delecion de tres sitios de
unién para YY1 en la secuencia promotora de mdrl. De esta manera, mediante ensayos de
transfeccion en las lineas celulares PC3 y COS 7, se encontrd que la actividad del promotor

de mdrl se ve disminuida como resultado de la delecidn de tres sitios de union.

Para corroborar los datos obtenidos por biologia molecular, se evalu6 mediante
inmunocitoquimica la expresion de YY1 y de gp-170 en células mononucleares de sangre
periférica de 10 pacientes pediatricos con LLA que no habian recibido tratamiento alguno.
Los resultados nos permiten corroborar que existe una correlacion directa entre YY1 y la

expresion de gp-170.

Este estudio sugiere que YY1 estd regulando de manera transcripcional la expresion

de gp-170 y probablemente confiriendo el fenotipo MDR en células leucémicas.

Sin embargo, es necesario completar el sistema de plasmidos reporteros que
incluyan la delecion de los demas sitios de union para YY1 en la secuencia promotora de
mdrl, asi como realizar estudios complementarios de RNA de interferencia e

inmunoprecipitacion de la cromatina.

Si logramos comprender mejor las bases moleculares de los mecanismos encargados
de conferir resistencia a farmacos en pacientes pediatricos con LLA, se podria emplear a

YY1 yalagp-170 como factores prondsticos o incluso como blancos terapéuticos.



2. INTRODUCCION

2.1 Cancer Infantil

En las ultimas dos décadas la epidemiologia de la patologia infantil ha cambiado de
manera importante. Hace casi dos décadas las principales causas de mortalidad infantil
estaban relacionadas con procesos infecciosos agudos, principalmente gastroenteritis y
bronconeumonia; actualmente el cancer representa la segunda causa de mortalidad en nifios

a nivel mundial (1) como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Mortalidad en la poblacion escolar (4-15 afios de edad) en México (4)

Orden Causa Defuncion Tasa (n)
1 Accidentes 2 561 11.8
2 Céncer 1651 7.6
3 Anomalias congénitas 469 2.2
4 Neumonias 375 1.7
5 Homicidio y lesiones 339 1.6
6 Infeccion intestinal 264 1.2

* Tasa por 100 000 habitantes de 4 a 15 afios de edad.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefala que a nivel mundial se
diagnostican alrededor de 10 millones de casos nuevos de cancer por aiio (2). Este grupo de
padecimientos es ligeramente mas numeroso en los paises desarrollados que en los que
estan en vias de desarrollo. Se dice que el aumento del cancer en la poblacion infantil se
debe al esfuerzo de los gobiernos federales por desarrollar campanas efectivas de
inmunizaciéon a nivel nacional, programas de hidratacion oral para el tratamiento de las
gastroenteritis y porque se presta mayor atencion al diagnéstico y tratamiento temprano en
las neumonias de la poblacién preescolar, asi como la referencia y atencion oportunas del
recién nacido de alto riesgo a centros hospitalarios (3). Estos aspectos han conseguido que
la poblacién infantil por debajo de los cuatro afios viva sanamente durante este tiempo y en

consecuencia el nifio que rebasa esta edad sea mas propenso a desarrollar cancer (4).



La mayor incidencia de cancer se encuentra entre los cuatro y nueve afios de edad
(5). En México, la tasa sefialada por organismos nacionales marca que el cancer entre los 4
y 15 afos de edad tiene una incidencia de 122 casos nuevos/millon/afio, denotando que el
cancer infantil es un problema nacional de salud y que nuestro pais se encuentra entre los

paises que reportan mayor incidencia como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Incidencia de cancer en menores de 15 afios en México, comparado con otros

paises (4)

Pais Incidencia
India 50/Millén/afio
China 80/Millon/afio
Polonia 100/Millén/afio
Meéxico 122/Millén/afio
Canada 130/Millén/afio
EUA 148/Millon/afio

En el afo 2000, en México se reporté una mortalidad en niimeros absolutos de
70 000 nifios de 0-5 afos. Se estima que durante el afio 2009 la tercera parte de los
pacientes fallecid sin haber recibido un diagndstico y por lo tanto sin tratamiento. Otra
tercera parte recibid tratamientos incompletos por falta de recursos financieros por parte de
los padres de los pacientes o de las instituciones de salud y solo la tercera parte restante

recibi6 tratamiento adecuado (6).

Actualmente la poblacion en México es de 107.6 millones de habitantes de acuerdo
al Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO), de esta poblacion el 45.1% tiene menos de
18 afios de edad (6). Por lo tanto, el sector salud se ve en la necesidad de tomar el cancer

infantil como un problema nacional de salud.



Es importante sefialar que en paises en desarrollo el 75% de las neoplasias malignas
son curables, lo que significa que un 25% de los pacientes fallecerd por progresion de la
neoplasia maligna o como consecuencia de las complicaciones del tratamiento. Mientras
que en los paises desarrollados tres de cada cuatro nifios con cancer sobreviven al menos
cinco afios después de ser diagnosticados (7). En la tabla 3 se muestra la incidencia de cada

tipo de cancer en edad pediatrica.

Tabla 3. Incidencia del cancer infantil en México (7)

Tipo Incidencia (%)
Leucemia 34.5
Linfomas 19.5
Tumores del Sistema Nervioso Central 16.0
(SNC)
Retinoblastoma 8.5
Osteosarcoma 6.5
Tumor de Wilms 5.0
Otros 10.0

La leucemia es el padecimiento maligno mas frecuente a nivel mundial, representa
aproximadamente el 35% de todas las neoplasias malignas entre los 0 y los 18 afios de
edad (8). Las leucemias agudas se caracterizan por la proliferacion y el crecimiento
incontrolado de células linfoides o mieloides inmaduras. Se desconoce la base molecular de
la transformacion leucémica, pero se piensa que en muchos casos un progenitor leucémico
con capacidad de auto-renovacion indefinida sufre una transformacion maligna por una
mutacion somatica espontdnea o inducida por agentes radioactivos, quimicos o infecciosos
y da origen a precursores poco diferenciados (blastos) que han perdido su capacidad de
diferenciarse en respuestas a estimulos fisioldgicos normales y que poco a poco se vuelven

una cé¢lula predominante en la circulacion (9).

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) corresponde al 75% de todas las formas de

leucemia aguda (10).



Su incidencia varia de 3 a 5 casos/10 000/afio y se ha observado mayor prevalencia

en los lugares que cuentan con grandes extensiones agricolas que utilizan insecticidas y

fertilizantes (10).

En un estudio multicentro, en donde se analizaron retrospectivamente 4 956 casos
de neoplasias malignas en etapa infantil registrados en instituciones de tercer nivel de la
ciudad de México, en un periodo de 11 afios (1980 a 1991), se documentd que las
neoplasias mas frecuentes fueron las leucemias con 1 706 casos (34.4%), siendo la LLA Ia
mas prevalente con 1 421 casos lo que representa el 83.3% de las leucemias, seguida de la

leucemia mieloblastica aguda (LMA) con 271 casos que representa el 15.9% de las

leucemias (11).

Por otro lado, un estudio realizado en el Instituto Nacional de Pediatria (INP) en
conjunto con el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG), comparado con un
estudio realizado por otras instituciones de salud en México incluyendo el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), durante el periodo de 1980-1995 respalda el hecho de
que las leucemias representan la neoplasia mas frecuentes en la edad pediatrica con el
34.4% de los casos; en comparacion con Estados Unidos en donde las leucemias

representan el 30% (Tabla 4) (12).

Tabla 4. Frecuencias de neoplasia en pacientes pediatricos (12)

Diagnostico INP (%) HIMFG Estudio multicéntrico en México (%) | USA (%)
Leucemia 35 40.9 344 30
Linfoma 16 12.4 19.5 13
Retinoblastoma 12 5 8.5 3
Tumores de sistema nervioso central 10 14 10 19
Tumores 6seos 6 53 6.5 5
Tumores renales 5 4.8 5.6 6
Tumores de células germinales 3 3.8 5.1 -
Sarcomas 3 3.7 4.8 7
Neuroblastoma 2 1.9 2.7 8
Otros 5 2.7 1.4 9




2.2 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

La LLA es la neoplasia maligna mas frecuente en la infancia a nivel mundial. En el
Hospital Infantil de México Federico Gomez, se atienden cada afio alrededor de 100 casos
nuevos de LLA y constituye el 34.4% de todos los casos de céncer tratados en dicha
institucion (13). La LLA afecta con mayor frecuencia al género masculino que al femenino,
las manifestaciones clinicas de la LLA son muy variables y dependen de la edad del

paciente y del ritmo de crecimiento de las células leucémicas (14, 15).

Los signos clinicos mas comunes son la anemia, neutropenia y trombocitopenia. La
palidez, la fatiga, petequias, purpura, manifestaciones de sangrado y fiebre son frecuentes.
En ocasiones las manifestaciones predominantes son el dolor ¢seo y artralgias. A medida
que la enfermedad avanza las células leucémicas invaden no so6lo los 6rganos implicados en
la hematopoyesis como el higado, el bazo, los ganglios linfaticos y el timo, ademas llegan a
afectar todos los tejidos, incluso los menos accesibles como el sistema nervioso central o

las gonadas (16).

2.3 Etiopatogenia de la LLA

La LLA es una alteracion citogenética en la cual una serie de eventos mutagénicos
determinan la pérdida de los mecanismos que regulan la division y diferenciacion celular,

ocasionando la expansion monoclonal de una célula precursora de la serie linfoide (17).

A pesar de la frecuencia de esta enfermedad y del conocimiento de algunos factores
ambientales implicados en el desarrollo de la misma, la etiologia de esta neoplasia es
desconocida. Se han descrito padecimientos que predisponen al desarrollo de LLA, como
son los sindromes de Down, de Bloom, de Swachman, la Ataxia-telangietasia y algunos
otros trastornos con fragilidad cromosémica (18). Se han observado también situaciones en
las que la LLA ocurre con mayor frecuencia, entre las cuales se encuentran el sexo
masculino, la edad entre 2 y 5 afios, la raza blanca, el estado socioecondmico elevado, la

exposicion in Utero y postnatal a radiacion ionizante. También se han identificado factores
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con riesgos relativos menores, como el peso elevado al nacer, la edad materna avanzada y
la historia de abortos previos. A pesar de los avances tecnoldgicos, ain se desconocen con

exactitud los factores que causan leucemia (18).

2.4 Clasificacion de la LLA

El estudio de diversas caracteristicas detectables en las células leucémicas ha
permitido la clasificacion de esta neoplasia desde los puntos de vista morfologicos,

inmunolégicos y citogenéticos (19).

A) Clasificacion Morfologica.- Se basa en los criterios de la Sociedad Franco-Americano-
Britanica (FAB), que analiza caracteristicas citologicas como el tamafo, forma, relacion
nucleo-citoplasma, presencia de vacuolas y granulos en el citoplasma, caracteristicas del
nucleo y nucléolos. Un 80% de los nifos con LLA tienen morfologia tipo L1, caracterizada
por blastos pequefios, con escaso citoplasma, cromatina homogénea, sin vacuolas y
nucléolos ausentes o poco prominentes. Alrededor de 20% son de tipo L2, cuyos blastos
tienen forma heterogénea, pueden presentar prolongaciones citoplasmaticas y nucléolos que
varian en cantidad y tamafio. El 1% de todos los casos corresponde a las leucemias tipo L3
o Burkitt que se caracterizan por blastos de nucleo regular, oval o redondo, con uno o mas

nucléolos y citoplasma intensamente basofilo con vacuolas prominentes (19).

B) Clasificacion Inmunologica.- El desarrollo de la tecnologia con anticuerpos
monoclonales ha permitido un mayor conocimiento y entendimiento de las leucemias. El
andlisis de la expresion de antigenos de superficie, citoplasmaticos y nucleares en las
células leucémicas empleando estos anticuerpos monoclonales ha generado el conocimiento
para su clasificacion en funcion del linaje y la fase de maduracion de la célula que origina
la proliferacion monoclonal (20). A través de la medicion del porcentaje de positividad para
ciertos antigenos, los anticuerpos monoclonales permiten establecer si se trata de una
leucemia de linaje B o T. El linaje B, que representa de un 80% a un 85% de la LLA se
define por la expresion de antigenos CD19, DR, CDI10 (antigeno comun de la LLA o

CALLA) y otros antigenos asociados a células B.



Existen cuatro subtipos mayores de LLA de linaje B: pre B temprana, pre B, pre B
transicional y B madura. La LLA de células T expresa antigenos CD2, CD7, CD5 o0 CD3 y
constituye el 15% de los casos. Aunque la mayoria de los casos expresan marcadores que
les identifican como pertenecientes a un linaje especifico, existen situaciones en las que se

expresan marcadores tanto de células T como B (20).

Figura 1. Modelo de diferenciacion linfocitaria basado en los estados de maduracion por

presencia de antigenos en la superficie celular (19)

C) Clasificacion Citogenética.- Mediante el cariotipo, la determinacion del contenido de
DNA vy el analisis molecular por Reaccion en Cadena de Polimerasa con Transcripcion
Reversa (RT-PCR) o Hibridacion in situ con Fluorescencia (FISH), ha sido posible la
identificacion de diversas alteraciones cromosdmicas que se han clasificado en numéricas y
estructurales. Las de tipo numérico se dividen en 7 grupos: hiperdiploide con 47 a 50
cromosomas, hiperdiploide con mas de 50 cromosomas (o indice de DNA mayor de 1.16),

hipodiploide con 30 a 40 cromosomas, hipodiploide con 41 a 45 cromosomas, casi
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haploide, casi tetraploide, casi triploide y seudodiploide. Dentro de las alteraciones
estructurales se pueden encontrar traslocaciones, deleciones o inversiones. La traslocacion
t(12;21) ha sido descrita como la anormalidad genética mas frecuente en LLA, que ocurre
aproximadamente en 20% de los pacientes; la segunda en frecuencia es la t(1;19) y en
tercer lugar se encuentra la t(9;22) o cromosoma Philadelphia, presente en 3 a 5% de los
pacientes. La traslocacion t(4; 11) se presenta aproximadamente en 2% de los casos, por lo
general es encontrada en lactantes menores de 12 meses y en leucemias de linaje mixto (20)

como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Traslocaciones cromosdmicas mas frecuentes en LLA (19)

Traslocacion Frecuencia Genes Afectados Caracteristicas

Fenotipo  pre-B.  Hiperleucosistosis.
t(1:19)(q23;p13) 5-6% E2A-PBX1 Pronosticos pobre, necesario tratamiento

intensivo.

Cromosoma Philadelphia. Mal
t(9:22)(q34;p11) 3-5% BCR-ABL ] ) o

prondstico. Hiperleucositosis.

Estirpe B, asociado a LLA lactante.
t(4:11)(q21;p23) 2% MLL-AF4 ) o ‘

Hiperleucositosis. Prondstico pobre.
t(12:21)(p13;922) 25% de LLA pre-B | TEL-AML Fenotipo B. buen pronostico.

2.5 Diagnostico

La evaluacion diagndstica de un paciente con sospecha de leucemia aguda inicia
con la realizacion de una biometria hematica completa en la que deben analizarse los
niveles de hemoglobina, las cifras de plaquetas y leucocitos. Se encuentra anemia hasta en
80% de los casos; las plaquetas estan por debajo de 100 000 en 75% de los casos y existen
cuentas bajas o elevadas de leucocitos hasta en la mitad de los pacientes. Los hallazgos
anteriores, ademas de la revision del frotis de sangre periférica, son de gran utilidad en la
decision de realizar aspirado de médula 6sea (MO) que es donde se establece el diagnostico
de certeza. La FAB marca como criterio para el diagndstico de leucemia aguda el hallazgo

de mas de 30% de blastos en médula 6sea (21).
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2.6 Tratamiento

El tratamiento de los pacientes con LLA esta adaptado al riesgo del paciente, es

decir; se administrara un tratamiento intensivo al paciente que tiene mayor riesgo de

recaida al diagndstico y no se dara un tratamiento excesivo al paciente de riesgo estandar.

El tratamiento comprende tres fases: induccidn, intensificacion (consolidacion) y

mantenimiento. La duracién global es de un minimo de dos afos (22).

A) Induccion.- El objetivo inicial del tratamiento es inducir una remision completa

B)

0

imprescindible para tener una supervivencia prolongada. Un paciente esta en
remision completa cuando no existe evidencia de leucemia en su exploracion fisica,

ni en el examen de sangre periférica o en MO (menos del 5% de blastos MO) (22).

Intensificacion (consolidacion).- Consiste en la administraciéon de un tratamiento
intensivo inmediatamente tras finalizar la induccion. Los pacientes ingresan en el

hospital durante periodos de 4-6 dias para recibir los ciclos de quimioterapia.

Posteriormente, se realiza una reinduccion, que consiste en la repeticion del
tratamiento de induccion con ligeras modificaciones a los tres meses de adquirir la

remision completa (22).

Mantenimiento.- Se ha comprobado que al analizar células de pacientes que estan
en aparente remision completa, se puede encontrar enfermedad minima residual. Es
por ello que los tratamientos de mantenimiento se continian al menos durante dos
afios, con reevaluaciones frecuentes para la deteccion de recaidas. El tratamiento
estaindar de mantenimiento consiste en la administracion de mercaptopurina oral a
diario y de metotrexato semanal oral, antimetabolitos que tienen como objetivo
evitar que las células tumorales contintien su crecimiento. Los pacientes realizan el
tratamiento de forma ambulatoria, acudiendo a sus revisiones cada 2-4 semanas.
Durante el mismo, reciben profilaxis anti-infecciosa con cotrimoxazol tres dias a la

semana. Pueden acudir a la escuela y realizar una vida practicamente normal (22).
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A pesar del enorme avance en los tratamientos, solo el 75% de las neoplasias
malignas podrd lograr una recuperacion total, el resto fallecera por progresion de la

neoplasia o como consecuencia de las complicaciones del tratamiento (2).

2.7 Resistencia a farmacos en LLA

Las sefiales iniciadas en la superficie celular tras la activacion de los receptores de
factores de crecimiento y citocinas deben ser transducidas a través del citoplasma hasta
llegar al nucleo, donde regulan la transcripcion de genes. Asi, la represion y activacion de
la transcripcion de estos genes son esenciales para dar la respuesta pertinente a las sefiales
que inciden en la célula. Por lo que es razonable pensar que determinados factores de
transcripcion ejerzan papeles clave en la regulacion de procesos de proliferacion celular,
induccién de apoptosis y/o reparacion del DNA, cuya alteracion estd asociada a los

procesos tumorales (23, 24).

El desarrollo de resistencia es uno de los principales obstaculos durante el uso de
quimioterapia para el tratamiento del cancer (25). Aproximadamente el 30% de los nifios en
tratamiento para LLA no responden al tratamiento o desarrollan resistencia durante la fase

de induccion; lo que resulta en un desenlace desfavorable para el paciente (26).

Existen diversos mecanismos celulares asociados a la expresion de la

quimioresistencia:

1.- Aumento en la expresion de los genes que codifican para la enzima sobre la que el
farmaco ejercera su efecto (o enzima “blanco” del farmaco),

2.- Cambios estructurales y funcionales de la enzima blanco de los farmacos,

3.- Inhibicion de los procesos de apoptosis;

4.- Disminucion de los niveles intracelulares de la droga a través de transportadores de

membrana (27).
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Para el caso de inhibicion de apoptosis, se ha reportado que la proteina survivina
juega un papel muy importante en este proceso, porque es altamente expresada en diversos
tipos de cancer. El incremento en los niveles de survivina es asociado con la progresion de
enfermedades malignas, resistencia a firmacos y pronostico desfavorable para los pacientes
(28). Por otro lado, se ha descubierto que la inhibicién de esta proteina reduce el
crecimiento de las células tumorales, induce su muerte y sensibilizacion a la quimioterapia
(29). Otros estudios en células de cancer de colon sugieren que la expresion de survivina
puede ser parcialmente regulada por el factor celular T (TCF) dependiente de B catenina.
El factor de transcripcion KLF5 (Kruppel-like factor 5) es el encargado de regular la
sefializacion involucrada en la proliferacion celular y oncogénesis. La region principal del
promotor de la survivina contiene varias cajas GT, que han sido caracterizadas como
elementos de respuesta a KLF5. Al unirse p53 a KLF5 es capaz de reprimir la expresion
de la survivina (29). La desregulacion de esta via puede resultar en una sobre expresion de

survivina, contribuyendo asi a la resistencia a las drogas en cancer (30).

Diversos estudios han demostrado que la participacion de transportadores de
membrana juega un papel alin mdas importante en los mecanismos de resistencia a la
quimioterapia (30). Los transportadores ABC (ATP binding cassette), utilizan energia de la
hidrolisis del ATP para disminuir los niveles citoplasmaticos de sus sustratos y uno de los
representantes mas estudiados en la superfamilia de transportadores ABC, asociado a

quimioresistencia, es la glicoproteina P ([P-glicoprotein o gp-170] (28, 29).

2.8 Gen mdrl

El gen mdrl (multidrug resistance 1) codifica para la proteina gp-170, la cual se
expresa de manera constitutiva en tejido normal y su funcion fisioldgica es la de una bomba
de expulsion dependiente de ATP (31). Algunos de los tratamientos mas utilizados en las
leucemias incluyen: antraciclina, vinca alcaloides y podofilinas, las cuales son sustrato para
la gp-170. La sobre-expresion de esta proteina, induce un flujo excesivo de los farmacos y
por tanto una concentracion intracelular insuficiente de estos agentes aun en dosis

maximas, lo que deriva en resistencia a diversos fArmacos quimioterapéuticos (32).
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Se han encontrado niveles elevados de la gp-170 en tumores de pacientes con
cancer de ovario, leucemia aguda y otros tipos de cancer (33). Diversos estudios han
propuesto que la expresion del RNA mensajero de mdrl se correlaciona con la severidad

del tumor y con la resistencia a las drogas después de iniciada la quimioterapia (34).

Uno de los mecanismos que desarrollan las células leucémicas es la presencia del
fenotipo MDR (multi drug resistance) (35). Se considera que el fenotipo MDR
generalmente se adquiere después de la administracion de agentes quimioterapéuticos y es
muy prevalente en la LLA. Este fenotipo es asociado con la induccion del gen mdrl (36).
El gen mdrl es expresado en algunos tipos de células normales (por ejemplo, células del
epitelio intestinal y linfocitos), pero su sobre-expresion se correlaciona con resistencia a
diferentes drogas (37). Por otro lado, diversos estudios muestran que los mecanismos de
transcripcion involucrados en la induccion de gp-170 en células tumorales humanas es

muy complejo (37).

Se sabe que el promotor de mdrl presenta sitios de union para diversos factores de
transcripcion dentro de los cuales se incluyen SP1, NF-Y y YB-1 (38). Se ha demostrado
una regulacion negativa de mdrl por la subunidad p65 de NF-xB (nuclear factor Kappa B)
acoplado a c-fos (39) y por p53 (40). Otros estudios han demostraron que HIF-1 o
(hipoxic inducible factor) regula de manera positiva el gen mdrl induciendo la expresion de
la gp-170, lo cual representa un mecanismo de resistencia a la quimioterapia de algunos

tipos de cancer como el de ovario y prostata (41).

A pesar de lo anterior, hasta el momento no esta completamente entendido cual es el

mecanismo de regulacion transcripcional de esta proteina (33).

Diversos esfuerzos se han realizado para tratar de entender los mecanismos a
través de los cuales los factores de transcripcion regulan la participacion de genes
involucrados en resistencia a drogas anti-cancerigenas (23, 34). La existencia de algoritmos
que ayudan a predecir si una secuencia promotora en particular tiene sitios consenso de

union a factores de transcripcion especificos ha sido de gran utilidad (34).
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Previamente nuestro grupo de trabajo empleo el programa TESS (Transcription
Element Search System) el cual conjuga las bases de datos de TRANSFAC v6.0, JASPAR
20060301, IMD v1.1 y CBI/GibbsMat v1, para analizar 2000 nucle6tidos rio arriba de la
secuencia ATG (sitio de inicio de la transcripcion) del promotor del gen mdrl para predecir
los factores de transcripcion presente en esta region. Se encontraron cuatro sitios de unioén
para el factor de transcripcion Ying-Yang 1 (YY1) en el promotor del gen mdrl ubicados a
-270 (12), -1230 (7.88), -1420 (8.49) y -1860 (12), lo cual sugiere que YY1 puede

participar en la regulacion transcripcional de dicho gen.

2.9 El factor de transcripcion Yin Yang 1 (YY1)

YY1 juega un papel fundamental en procesos biologicos normales como
embriogénesis, diferenciacion, replicacion y proliferacion celular, sin embargo también se

encuentra fuertemente relacionado con mecanismos de carcinogénesis (42).

El marco de lectura del cDNA de YY1 en humanos codifica para una proteina de
414 amino-acidos (aa) con peso molecular de 68 kDa. YY1 esta constituido por cuatro
dedos de zinc C,H, y posee la propiedad inusual de regular la transcripcion en diversos
genes celulares y virales, mediante tres vias diferentes: reprime, activa o inicia la
trascripcion (42). Entre los genes que activa se incluyen IFN-¢, p-caseina, c-fos y c-myc,
asi como también los promotores de diversos virus entre los cuales podemos citar el
promotor de citomegalovirus (CMV), el virus de la leucemia murina (MLV) y virus del
papiloma humano (HPV) (43). En relacién al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
se sabe que YY1 regula de manera negativa la expresion de CXCR4 y CCRS los cuales
actian como co-receptores de entrada a la célula para este virus, la activacion de YY1
entonces induce una disminucion en la expresion de estos receptores en la superficie celular
y por tanto también disminuyen la infeccion por VIH. Se estima que mas de 7% de genes
de vertebrados contienen sitios de union para YY1, lo cual refleja la importancia de este

factor de transcripcion (43).
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2.10 Apoptosisy YY1

El factor de transcripciéon YY1 es transportado rapidamente dentro del nucleo
celular en respuesta a varios estimulos de apoptosis. Los mecanismos involucrados son:
sub-regulacion de la actividad de p53, interferencia con poli-ADP-ribosa polimerasa,
alteracion en c-myc, expresion de NF-xB, entre otros. Lo anterior ha permitido concluir que
YY1 ademas de participar en procesos bioldgicos normales, tiene un papel potencial para
actuar como disparador de carcinogénesis (44). Existen varios estudios que apoyan lo antes
mencionado, en donde se ha mostrado un aumento en la expresion y/o activacion en

diferentes neoplasias, como carcinomas, hepatocarcinoma y retinoblastoma (44, 45, 46).

Estudios realizados en nuestro grupo de trabajo en colaboracion con la Universidad
de California, Los Angeles (UCLA) USA, han demostrado que YY1 regula la trascripcion
del gen Fas uniéndose a la region silenciadora de su promotor. La sobre-expresion de Fas,
induce la sensibilizacion de lineas celulares tumorales a la apoptosis mediada por este
receptor. (46). El tratamiento de lineas celulares tumorales con un donador de oxido nitrico
induce la sobre expresion de Fas, ya que el oxido nitrico inactiva al factor de trascripcion
YY1 que funciona como represor de Fas (46). Otros trabajos en lineas celulares de cancer
de prostata y de ovario demostraron que YY1 regula también de forma negativa la
expresion de DRS, que es uno de los receptores para TRAIL (receptor de superficie celular
participante en la via extrinseca de induccion de apoptosis). Estos resultados fueron
obtenidos mediante estudios del promotor clonado en plasmidos reporteros, ensayos con

RNA de interferencia e inmunoprecipitacion de la cromatina (47).

Por otro lado, se demostrd que lineas celulares de cancer de prostata resistentes a
tratamiento presentan mayor actividad de YY1 que las células epiteliales normales de
prostata, hecho corroborado en un estudio de microarreglo de tejidos utilizando mas de 250
pacientes con cancer de prostata con diferente grado de malignidad (48). Dichos estudios
sugieren que probablemente YY1 es un mecanismo de resistencia a la apoptosis
desarrollada por las células tumorales. Actualmente no existen estudios que muestren la

participacion de YY1 en la fisiopatogénesis de la LLA.
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A4. Importancia del estudio

A nivel mundial, el cancer es la segunda causa de muerte en la poblacion infantil,
antecedida inicamente por la muerte por accidentes. De los diversos tipos de cancer en
edad pediatrica, la LLA tiene la mayor incidencia. Del total de la poblacién mexicana de
107.6 millones de habitantes, el 45% tiene menos de 18 afios y la leucemia se presenta
como la neoplasia de mayor incidencia en la nifiez, correspondiendo el 75% de todos los

tipos de leucemia a la LLA; por lo que representa un problema nacional de salud.

A pesar del conocimiento de algunos factores ambientales implicados en la
leucemogénesis, la etiologia de esta neoplasia es desconocida. Se estima que el 30% de los
pacientes tienden a desarrollar resistencia a la quimioterapia después de iniciado el

tratamiento y por tanto presentan un desenlace desfavorable.

El gen mdrl esta involucrado en la expresion de la proteina gp-170 que se asocia

con el desarrollo del fenotipo de resistencia multiple a firmacos.

Como parte del esfuerzo para revertir esta situacion, se intenta buscar nuevos
biomarcadores y blancos terapéuticos. En este trabajo se estudio la participacion del factor
de transcripcion YY1 en la regulacion transcripcional del gen mdrl, lo cual puede
repercutir en la expresion de gp-170, una de las proteinas responsables de la resistencia a la

quimioterapia.
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A5. HIPOTESIS
El factor de transcripcion YY1 podria participar de manera positiva en la regulacion

del gen mdrl, induciendo la sobreexpresion de la gp-170, lo cual puede conferir resistencia

en la LLA pediatrica.
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A6. OBJETIVO

5.1 General

Analizar la participacion del factor de transcripcion YY1 en la regulacion del gen

mdrl, asi como la expresion de YY1 y gp-170 en CMN de pacientes pediatricos con LLA.

5.2 Especificos

1) Estudiar la participacion del factor de transcripcion YY1 en la regulacion del gen mdrl

mediante ensayos con plasmidos reporteros.

2) Determinar la expresion de YY1 y de la proteina gp-170 en CMN en sangre periférica

de pacientes con LLA mediante la técnica de inmunocitoquimica.
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A7. MATERIAL Y METODOS

6.1 Determinacion de sitios YY1 en el promotor de mdrl

La prediccion de los sitios de union para YY1 en el promotor del gen mdrl se
realizd mediante el programa TESS, se analizaron 2000 nucleétidos rio arriba de la

secuencia ATG del promotor del gen mdrl.

6.2 Cepas bacterianas

Se empled la siguiente cepa bacteriana para la propagacion de los plasmidos

estudiados:

CEPA MARCA

Escheriquia coli DH5 o | Gibco BRL, Invitrogen USA

6.3 Oligonucleo6tidos

Se disefaron los siguientes oligonucledtidos para amplificar las secuencias de DNA
que fueron analizadas. Estos oligonucledtidos fueron sintetizados por la compaiiia

Invitrogen Corporation, USA.

NOMBRE | SECUENCIA CARACTERISTICAS

MDRI1 5" CCAA GGTACC Sentido. Secuencia del promotor del gen mdrl,
GCTAACACAGTGAAAAAACCCAG 3’ contiene el sitio de restriccion Kpn 1.

MDR2 5" CCAA AAGCTT Antisentido. Secuencia del promotor del gen
CCGACCTGAAGAGAAACC 3’ mdr1, contiene el sitio de restriccion Hind II1.

pCMV PF | SSTATATACTCGAGCTGCTTATATAGAC | Sentido. Secuencia del promotor del gen

CTCCCACCG 37 CMYV, contiene el sitio de restriccion Xba 1.

pCMV PR | 57 Antisentido. Secuencia del promotor del gen
CATACATCTAGAACGGGGTCATTAGTT | CMYV, contiene el sitio de restriccion Xho 1.
CATAGCC 3"
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6.4 Plasmidos

NOMBRE TAMANO CARACTERISTICAS

pGL3 4818 pb Plasmido reportero de clonacion (Promega Corporation, USA).
CMV/pGL3 5418 pb Contiene la secuencia del promotor de citomegalovirus (CMV).
MDR1/pGL3 6818 pb Contiene la secuencia completa del promotor de mdrl.

M(-3) 5748 pb Contiene la secuencia del promotor de mdrl, con la delecion de tres

sitios de unioén para YY1.

6.5 Lineas celulares

LINEA CELULAR

CARACTERISTICAS

PC3

Linea celular obtenida a partir de adenocarcinoma de prostata, grado IV. Con
crecimiento adherente, con aplicacion en ensayos de transfeccion (ATCC: CRL-1435).

COS 7

Linea celular obtenida a partir de fibroblastos de rifién de mono africano, apropiada
para ensayos de transfeccion (ATCC: CRL-1651).

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI ADVANCED (GIBCO,

Invitrogen USA), suplementado con L-glutamina, piruvato, penicilina, antibidtico-

antimicdtico y complementado con SFB al 5%. A 37°C en un ambiente de CO; al 5%.

6.6 Reactivos para Inmunocitoguimica

REACTIVO

APLICACION

IgG Normal de conejo (Santa Cruz, Biotechnology). Control de isotipo.

Anticuerpo policlonal Anti-MDR1 de humano hecho en conejo (Santa Cruz, | Anticuerpo primario.

Biotechnology).

Anticuerpo policlonal Anti-YY1 de humano hecho en conejo (Santa Cruz, | Anticuerpo primario.

Biotechnology).

Liquid DAB + Substrate Chromogen System (DAKO Cytomation). Solucioén para revelar.
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6.7 Técnicas de DNA recombinante

La preparaciéon del DNA, la manipulacién genética, la reaccion en cadena de la
polimerasa, la transformacion bacteriana y la electroforesis en geles de agarosa se
realizaron de acuerdo a las especificaciones y protocolos del Manual de Laboratorio de

Clonacion Molecular Sambrook y segun las recomendaciones de los kits empleados.

6.8 Electroforesis

Las electroforesis se realizaron en agarosa (UltraPure, GIBCO) al 1%, en una
camara horizontal (BIO-RAD Laboratories, USA) con 1 pg de DNA a 80V (15V/em®)
durante 45 min empleando como amortiguador de corrimiento TAE 1X (Tris-acetato de
potasio 0.04 M, EDTA 0.001 M). La agarosa se tifi6 con 1 pl de bromuro de etidio, al
terminar de correr el gel se fotodocument6 en un transiluminador de luz ultravioleta (Bio-

Imaging Systems, MiniBio Pro 2.0).

6.9 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacion de las secuencias empleadas en el protocolo se realizd con el
equipo Mastercycler Gradient (Eppendorf AG, Germany). Se empelaron oligonucle6tidos
especificos para cada secuencia (20 pmol), DNA gendémico como molde (1000 ng) y 1.5 U
de la enzima Pfx (Invitrogen Corporation, USA). La reaccion se llevé a un volumen final
de 25 ul de agua inyectable (GI), con 35 ciclos de desnaturalizacion, polimerizacion y
amplificacion a 72°C. Se evallo el producto obtenido mediante electroforesis y finalmente

fue fotodocumentado.
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6.10 Digestion de DNA

Las digestiones se realizaron en un volumen final de 100 pl, en tubos de 1.5 mL
(Eppendorf) durante dos horas a 37°C, con aproximadamente 10,000 ng de DNA,
adicionando 10U de la enzima de restriccion, 5 pl de amortiguador, 3 pl de Albumina

Sérica de Bovino si lo especificaba el fabricante y el volumen restante de agua inyectable.

6.11 Purificacion de Fragmentos

Los fragmentos se obtuvieron a partir de los geles de agarosa y fueron depositados
en tubos de 1.5 mL (Eppendorf) para su purificacion mediante el Pure Link Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen Corporation, USA). Brevemente, se agregaron 600 pl de reactivo
de solubilizacion, incubandose a 50°C hasta que la agarosa se disolvid. Se paso la muestra
por la columna de purificacion, centrifugando a 12,000 g durante 1 min. Se adicionaron 600
ul de buffer de lavado, incubando 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd
nuevamente. Para obtener el DNA se agregaron 50 pl de agua inyectable y se colectaron en
un tubos de 1.5 mL (Eppendorf) nuevo mediante centrifugacion. Finalmente se realizo la

electroforesis para verificar la presencia del DNA.

6.12 Purificacion de Plasmidos

Los plasmidos se purificaron empleando el Pure Link Hipure Plasmid Miniprep Kit
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se calibrd la
columna adicionando 2 mL del reactivo EQ1, se centrifugd la muestra a 10,000 g durante
un minuto. Se agregaron buffer P1, P2 y P3 (200 pl de cada uno) al botén celular. Se
centrifugd la muestra diez min a 15,000 g y se colectd el sobrenadante. Se adicionaron 600
ul de isopropanol frio (Grado Biotecnologia, AMESCO) y se centrifugd nuevamente. Se
lavé el botén celular con 1 mL  de etanol al 70% (Grado Biotecnologia, AMESCO). Se
descartd la fase acuosa y se seco el boton celular durante 20 min (Speedvac, Thermo).
Finalmente se resuspendié el DNA en 40 pl de agua inyectable (GI). Se verificd el

producto mediante electroforesis.
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6.13 Ligacion de los productos

En un tubo de 1.5 mL (Eppendorf) se incubaron el pldsmido pGL3 y el DNA
plasmidico durante toda la noche a 4°C en una proporcion (1:3). Se utilizaron 3 pl de DNA

plasmidico, la enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen) y 1X de amortiguador en un volumen

final de 20 pl.

6.14 Transformacion de los productos de ligacion

El volumen total de la ligacion se llevo a 100 ul totales con agua inyectable (GI),
ésta se adicion6 a una alicuota de la cepa bacteriana E. coli DH5 a, la mezcla se mantuvo
en hielo durante 30 min y posteriormente se llevé a 42°C durante 1 min, posteriormente se
mantuvo en hielo durante 3 min. Se adicion6 1 mL de medio enriquecido SOC (250 mM
de KCl, 100 mM de MgCl2, 2 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 20 mM de glucosa
para un litro) y se incubo a 37°C en agitacion durante hora y media. Finalmente se cultivo
la mezcla en una placa de medio Luria-Bertani (LB) con 75 pg mL" de ampicilina y se

incubd toda la noche a 37°C.

6.15 Identificacion de las colonias transformadas

Las colonias transformadas se seleccionaron por su crecimiento en LB con 75 pg
mL" de ampicilina. Las colonias resistentes al antibiotico ampicilina se sembraron en
placas y se crecieron por separado en 5 mL de caldo LB durante 18 horas a 37°C en un
agitador orbital (MCR Laboratory Equipment, USA), posteriormente se purifico el DNA

plasmidico.

6.16 Transfeccion de lineas celulares PC3 y COS 7 con el DNA plasmidico

El DNA plasmidico se introdujo en ambas lineas celulares empleando el método de

lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
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Brevemente, un total de 2x10° células/pozo se crecieron en placas de 24 pozos
(COSTAR, Corning Incorporated, USA) durante toda la noche. Al dia siguiente se adiciond
una mezcla de 1000 ng de DNA con un 1 pl de lipofectamina a cada pozo, se incubo
durante cuatro horas. Se dejaron en cultivo las células durante toda la noche a 37°C y 5%
de CO,. Al siguiente dia se hizo la cuantificacion de Unidades Relativas de Luciferasa
(URL) en un luminémetro marca Turner Biosystems con placa de 96 pozos, empleando 20

ul de lisado de células y afiadiendo 100 pl de sustrato para luciferasa (Promega).

6.17 Inmunocitoquimica

6.17.1 Purificacion de células de sangre periférica

Se realizd mediante la técnica de separacion por gradiente y centrifugacion;
empleando Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Sweden), en una relacion 2:1 con
respecto a la muestra de sangre. La separacion se llevd a cabo en un tubo de 15 mL
(Axygen®, USA) mediante centrifugacion a 251.55 g por 25min. Posteriormente se
colecto la fase intermedia que contenia las células mononucleares en un tubo de 2 mL
(Epperdorf AG, Germany), se le adiciono PBS 1X (Phosphate buffered Saline, pH 7.2) y se
centrifugd a 251.55 g durante 5 min. Finalmente se decant6 el sobrenadante y se

resuspendi6 el boton celular en 1 mL de PBS 1X.

6.17.2 Preparacion de laminillas

En un portaobjetos (Madesa Esmerilado, México) se colocaron 30 000 células
dividas en tres puntos, posteriormente se fijaron en formalina al 4% durante 20 min a 4°C.
Finalmente se secaron las laminillas a temperatura ambiente y se almacenaron hasta su

posterior uso.
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6.17.3 Inmunotincion

Se realizo la recuperacion antigénica con citrato de sodio (pH 6.0, 0.01M) durante
20 min a 90°C en bafio Maria (Thermo, USA). Se elimin6 la actividad de la peroxidasa
endogena con una mezcla de metanol y peroxido de hidrogeno al 1% durante 15 min y
enseguida se hizo el bloqueo con suero normal de cerdo al 2% durante 1 hora a temperatura
ambiente en cdmara himeda. Posteriormente, se aplicé el anticuerpo primario dejandolo en
incubacion toda la noche a temperatura ambiente en una cdmara humeda y agitacién
(orbital Labnet, USA). Al dia siguiente, las laminillas se incubaron con el segundo
anticuerpo conjugado a biotina por 30 min a temperatura ambiente, seguido de incubacion
con estreptavidina conjugada a HRP (Universal LSAB+ KIT/HRP, DAKO Cytomation),
por ultimo la tincidn se favorecid6 mediante la adicion del substrato cromégeno DAB. Se
realiz6 la contra-tincion con hematoxilina. Las muestras se deshidrataron bajo las siguientes
condiciones: agua destilada, etanol al 70%, etanol al 90%, etanol al 100% y xileno en
tiempos de 5 min cada uno. Finalmente, las preparaciones se montaron con un cubreobjetos
y resina. Las laminillas se observaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) utilizando un

analizador de imagenes (Image-Pro Plus®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD.USA).

6.18 Analisis estadistico

Se utilizo6 el programa GraphPad Prism 4.0 y se aplicd la prueba estadistica de
ANOVA no paramétrico y prueba de Tukey para comparacion entre grupos. Un valor < 0.5
fue considerado como significativo. Para los ensayos de correlacion se utilizd un anélisis de

Pearson.
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A8. RESULTADOS

7.1 Identificacion de sitios para YY1 en el promotor de mdrl.

Para proponer que el factor de trascripcion YY1 esta regulando el promotor de
mdrl, se realizO un estudio de TESS (Transcription Element Search System,
www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess) en el cual se analizd la secuencia de nucleotidos del
promotor de interés mediante un programa especializado que conjuga las bases de datos de
TRANSFAC v6.0, JASPAR 20060301, IMD vl1.1 y CBI/GibbsMat vl. Mediante este
analisis se determinaron los sitios de unidén hipotéticos a los diferentes factores de
trascripcion. En el esquema 1A, se muestran los 2000 pb que corresponden a la secuencia
del promotor de mdrl en humano. Los rectangulos en color gris indican los 4 sitios de
unidn para YY1 ubicados en la posiciones -270, -1230, -1420 y -1860 con un factor (que
refleja la afinidad de union) de 12, 7.88, 8.49 y 12 respectivamente. El esquema también
muestra sitios de union para diferentes factores de transcripcion como SP1 (-1850), AP-1 (-
661), y NF-xB (-150); la posicion de la caja TATA (-25) y CAAT (-230). En el esquema
1B se muestra la secuencia del promotor CMV que se empled como control positivo de
funcionalidad del plasmido, asi como sitios consenso para diversos factores de

transcripcion y el sitio de inicio de la transcripcion.

Determinados los posibles sitios de union para YY1 en mdrl, se evaluo si YY1
regula de manera transcripcional al gen mdrl, para ello se cloné el promotor de este gen en
un plasmido reportero y posteriormente se analiz6 la actividad de la “proteina reportera”.
En el esquema 2 se muestra el plasmido reportero pGL3 utilizado para estos ensayos.
pGL3 contiene el sitio de origen del plasmido pBR322, una region que le confiere
resistencia a la ampicilina, un sitio de multiclonacion que incluye 10 sitios de corte de
diferentes enzimas de restriccion que incluyen Kpnl, Xhol y Hind III entre otras y la
secuencia del gen que codifica para la proteina luciferasa que funciona como proteina

reportera.
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Finalmente, el panel superior del esquema 3 representa la ubicacion de los cuatro
sitios de union para YY1 en el promotor de mdrl y la estrategia planteada para evaluar la
regulacion transcripcional de dicho gen. En el panel inferior se muestran los plasmidos que
contienen la secuencia completa del promotor de mdrl y la secuencia de mdrl con la

delecion de tres sitios para YY1 reportados en este trabajo.

7.2 Obtencion del promotor de mdrl y citomegalovirus (CMV).

La secuencia promotora de mdrl se obtuvo mediante PCR para posteriormente
realizar su clonacion. En la seccion de material y métodos se muestra la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados en la PCR, como templado se empled DNA gendmico obtenido
de leucocitos purificados de sangre periférica humana. En la figura 1 se muestra un
gradiente de temperatura realizado con la finalidad de optimizar la obtencion del promotor
de mdrl. El gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio nos muestra que en el carril 3
correspondiente a la temperatura de 58.5°C es la temperatura Optima para obtener la banda
de 2000 pb, aunque también se puede observar una banda muy tenue del peso deseado en

el carril 4 (61.7°C).

Para demostrar que el producto obtenido mediante PCR de 2000 pb, corresponde a
la secuencia del promotor de mdrl se realiz6 un analisis de restriccion con la enzima Xho I,
que se encuentra en la posicion -1180 pb en la secuencia promotora de mdrl. La figura 2
corresponde al gel de agarosa tefiiddo con bromuro de etidio, donde en el carril 2 se aprecia
el producto de PCR de 2000 pb y en el carril 3 el producto de PCR digerido con Xho I que
presenta como resultado un fragmento de 820 pb y otro de 1180 pb.

También se amplifico mediante PCR el promotor de CMV con la finalidad de
utilizarlo como control positivo de funcionalidad del plasmido reportero. Los
oligonucleétidos empleados para la obtencion del promotor se muestran en material y
métodos. En la figura 3, el gel de agarosa tenlido con bromuro de etidio muestra en el carril
2 el producto esperado de 600 pb, en el carril 3 se aprecia la digestion con la enzima Nde |

que corta en la posicion -243 dando como resultado 2 bandas (243 y 357 pb).

-28 -



Los resultados anteriores demuestran que los fragmentos amplificados corresponden

a la secuencia del promotor de mdrl y la secuencia del promotor de CMV.

7.3 Clonacion de las secuencias promotoras de mdrl y CMYV en el plasmido pGL3.

Para demostrar la funcionalidad de las secuencias promotoras de mdrl y CMV, se
realizo la clonacion de estas secuencias en el plasmido reportero pGL3 (esquema 2). La
figura 4A muestra en el carril 2 a pGL3 digerido con las enzimas Kpn Iy Hind III, en el
carril 3 muestra la secuencia del promotor de mdrl digerida con las mismas enzimas. La
figura 4B muestra en el carril 2 a pGL3 digerido con las enzimas Nhe I y Xho I y en carril
3 la secuencia del promotor de CMV digerido con las mismas enzimas. Posterior a la
digestion del plasmido y los fragmentos a clonar, se realiz6 una ligacion con la enzima T4

DNA ligasa como se muestra en el panel superior de las figuras 4A 'y 4B.

Después de la ligacion se realizo la transformacion de las bacterias E. coli DHS5-o
en presencia de ampicilina con la finalidad de seleccionar las bacterias que tenian el
plasmido pGL3 con el inserto (secuencia promotora). La figura 5 muestra el gel de agarosa
tefiildo con bromuro de etidio donde se aprecian las colonias transformadas que se
obtuvieron para el promotor de mdrl. Como se puede observar, las clonas 3, 10 y 12
muestran retardamiento al correr en el gel con respecto al plasmido pGL3. En el caso de las
colonias transformadas para el promotor de CMV, el gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio que se muestra en la figura 6, permite observar que al menos la clonas 4, 6 y 10
presentan indicios de contener la secuencia deseada al correr retrasadas con respecto a

pGL3.
Una vez seleccionadas las colonias transformadas, se verifico que hubieran

insertado la secuencia promotora de interés, para esto se realiz6 un analisis de restriccion de

cada una de ellas.
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La figura 7 es una imagen representativa del ensayo de restriccion que se realiz6 a
las clonas 3, 10 y 12 que tentativamente contenian el inserto mdrl, el gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio muestra en el carril 2 el plasmido pGL3 sin digerir, en el carril 3 se
aprecia a pGl3 digerido con la enzima de restriccion Kpnl, en el carril 4 se observa una
clona sin digerir, en los siguientes carriles (5, 6 y 7) se presenta la digestion Hind III, la
digestion Kpn I y la doble digestion de la misma clona respectivamente. La digestion de
pGL3 con la enzima Kpn I da como resultado una banda de 4818 pb, mientras que la
digestion sencilla de la clona que tentativamente contenia el inserto del promotor de mdrl
con la enzima Kpn I o con la enzima Hind III presenta una banda lineal de 6818 pb. Al
hacer una doble digestion de dicha clona con las enzimas Kpn I y Hind III, obtenemos dos

bandas de 4818 pb y 2000 pb respectivamente.

Para el caso de CMV se realiz6 de igual manera un ensayo de restriccion con el fin
de determinar aquellas colonias que contuvieran la secuencia de interés. En la figura 8 se
presenta el ensayo de restriccion realizado para las clonas 4, 6 y 10, en el carril 3 se observa
la digestion del plasmido pGL3 con la enzima Xho I, en el carril 4 se muestra la digestion
del mismo plasmido con la enzima Nde I. En el carril 6 se aprecia la digestion con la
enzima Xho I de una clona que tentativamente contenia el inserto de CMV y finalmente el
carril 7 corresponde a la misma clona digerida con la enzima Nde 1. Se emple6 la enzima
Nde I, ya que se encuentra dentro de la secuencia del promotor de CMV vy el sitio
reconocido por la enzima de restriccion Nhe I se perdio al realizar la clonacion. Como se
puede apreciar, la enzima Nde I no tiene efecto sobre el plasmido pGL3, mientras que para
el caso de la clona que tentativamente contenia el inserto de CMV la digestion con la
enzima Nde I da como resultado una banda de 5418 pb lo cual indica la presencia de un

sitio Nde I el cual se encuentra en la secuencia para CMV.
Los resultados anteriores demuestran que las clonas obtenidas mediante la

transformacion de E. coli DH5 o contienen la secuencia promotora de mdrl y la secuencia

promotora de CMV respectivamente.
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7.4 Evaluacion de la funcionalidad del promotor mdrl en lineas celulares PC3 y
COS 7.

Para evaluar la funcionalidad del promotor de mdrl en el plasmido MDR1/pGL3, se
realizaron ensayos de transfeccion en dos lineas celulares, PC3 y COS 7 como se describe
en materiales y métodos. En la figura 9A se muestran las graficas de la linea celular PC3,
donde se obtuvieron lecturas de aproximadamente 2000 unidades relativas de luciferasa
(URL) para el control positivo CMV (CMV/pGL3), mientras que el promotor de interés
mdrl (MDRI1/pGL3) tienen valores de aproximadamente 1000 URL, para el control
negativo pGL3 se obtuvieron valores de 500 URL. En el caso de las células COS 7 (figura
9B) los valores de CMV (CMV/pGL3) se aproximan a 6 300 URL vy los valores de mdrl
(MDR1/pGL3) se encuentran proximos a 6 000 URL, el control negativo pGL3 muestra
valores de 100 URL. En ambos casos se puede apreciar que los valores de los controles

mantienen diferencia significativa con respecto al promotor de mdrl.

Con base en los datos anteriormente expuestos, se confirmo la funcionalidad del

promotor de mdrl en el plasmido MDR1/pGL3.

7.5 Evaluacion de la importancia de los sitios de union para YY1 en la secuencia

promotora de mdrl.

El siguiente objetivo planteado era evaluar la importancia de los sitios de union para
YY1 en el promotor de mdrl. Para ello se eliminaron tres sitios de unioén para YY1 en
dicho promotor, correspondientes a -270, -1230 y -1420. La delecion de los sitios se realiz6
mediante las enzimas de restriccion Sma [y Xho I, que en conjunto cortan un fragmento de

1070 pb, donde estan incluidos los sitios de unién ya mencionados.
En la figura 10A, el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio muestra en el

carril 2 la doble digestion del plasmido MDR1/pGL3 con las enzimas Sma [ y Xho 1. Se
aprecian dos bandas, una de 5748 pb y otra de 1070 pb.
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En la figura 10B se aprecia el producto de 5748 pb de interés ya purificado y listo
para clonarse. De esta manera se logro la delecion de tres sitios de unioén para YY1 en la

secuencia promotora de mdrl.

Para demostrar la actividad del promotor de mdrl sin los sitios para YY1
correspondientes a -270, -1230 y -1420, fue necesario comprobar la obtencion del plasmido
M(-3). La figura 11 muestra el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, en los carriles
4,5,7,8y9 se muestra el ensayo de restriccion con la enzima Sma I realizado para las
colonias obtenidas después de la transformacion de las bacterias E. coli DHS5 o en
presencia de ampicilina. Como se puede observar, las clonas 4, 8 y 9 muestran diferencia de
tamafio al correr en el gel con respecto al plasmido completo MDR1/pGL3 equivalente a

6818 pb.

Una vez seleccionadas las clonas que tentativamente contenian la secuencia del
promotor mdrl menos tres sitios de unioén para YY1 denominada M(-3), se verificd que
contuvieran la secuencia promotora de interés, para esto se realizd un ensayo de restriccion
de cada una de ellas. En la figura 12 se observa el gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio, en los carriles 5, 7, 8 y 9 se aprecia el producto de la doble digestion con las enzimas
Kpn I y Hind III para las clonas que tentativamente contenian la secuencia de interés. Se

observan dos bandas, una de 5748 pb y otra de 1070 pb respectivamente.

Los resultados anteriores demuestran que las clonas obtenidas mediante la
transformacion de E. coli DH5 a corresponden al plasmido M(-3) que contienen al

promotor de mdrl con la delecion de tres sitios para YY1.

Finalmente, para evaluar la importancia de los sitios de unién para YY1 en el
promotor de mdrl, se realiz6 la transfeccion en las lineas celulares PC3 y COS 7 con el
plasmido MDR1/pGL3 que contiene el promotor completo de mdrl y con el plasmido M(-
3) que tiene el promotor de mdrl menos tres sitios de unioén para YY1, empleando como
control positivo el plasmido CMV/pGL3. La transfeccion se realizd como se describe en

materiales y métodos.
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En la figura 13A se puede observar que en la linea celular PC3, la lectura obtenida
para el promotor de mdrl (MDR1/pGL3) es de aproximadamente 550 URL mientras que el
promotor de mdrl (M(-3)) menos tres sitios de unioén para YY1 presenta un valor de 180
URL, presentando diferencia estadisticamente significativa. En la figura 13B,
correspondiente a la linea celular COS 7, también se presenta diferencia significativa entre
el promotor de mdrl (MDR1/pGL3) con 550 URL y el promotor de mdrl menos tres sitios
de unioén para YY1 (M(-3)) con una lectura de 350 URL.

De esta manera, se comprobd que los promotores de los diferentes plasmidos
construidos, MDR1/pGL3 y M(-3), incluyendo el promotor de CMV (CMV/pGL3)
empleado como control positivo; son funcionales y de manera aun mas importante se
concluye que los sitios YY1 que fueron deletados son requeridos para un optimo
funcionamiento del promotor mdrl, lo cual indica que YY1 podria estar regulando de

manera transcripcional al gen mdrl.

7.6 Evaluacion de la expresion de YY1y gp-170 en pacientes con LLA.

Para corroborar la asociacion entre YY1 y la gp-170, se evalud la expresion de
ambas proteinas en células leucémicas mediante inmunocitoquimica. Para ello se utilizaron
CMN de sangre periférica de 13 pacientes con LLA sin tratamiento. En la figura 14 se
presenta una microfotografia representativa donde se observa elevada expresion de YY1
(C) y de gp-170 (E) en un paciente con LLA, comparado con un control sano (B y D). La
expresion de YY1 se aprecia principalmente en el nucleo, mientras que la expresion de gp-
170 se aprecia en el citoplasma. En la figura 14A se muestra el control IgG de
especificidad. La figura 15 muestra la grafica de correlacion entre la expresion de YY1 y
gp-170, en donde se observa una correlacion directamente proporcional (r=0.924 vy

p=0.0001).
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Los resultados anteriores refuerzan los datos obtenidos mediante técnicas de
biologia molecular en donde se muestra que YY1 podria estar regulando de manera
transcripcional la expresion de mdrl, lo cual también se refleja en la expresion de la

proteina gp-170.
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A9. DISCUSION

Actualmente el céncer infantil representa la segunda causa de muerte a nivel
mundial (1). La organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que en Mé¢éxico la
incidencia de cancer entre los 4 y 15 afios de edad es de 122 casos nuevos/millon/afio, a
diferencia de EUA que presenta una incidencia de 148 casos nuevos/millén/afio. Del total
de neoplasias malignas que se presentan en edad pediatrica (2), aproximadamente el 35%

corresponden a leucemias agudas. Entre ellas la LLA es la mas frecuente (9).

En el Hospital Infantil de México Federico Gémez, se atienden cada afio alrededor
de 100 casos nuevos de LLA, la cual afecta con mayor frecuencia al género masculino que
al femenino (13). Las manifestaciones clinicas de la LLA son muy variables y dependen de
la edad del paciente, del sitio de origen y del ritmo de crecimiento de las células
leucémicas. A pesar de la frecuencia de esta enfermedad y del conocimiento de algunos
factores ambientales implicados en el desarrollo de la misma, la etiologia de esta neoplasia

no esta completamente elucidada (18).

El tratamiento de los pacientes con LLA esta adaptado al riesgo del paciente, es
decir; se administrara un tratamiento intensivo al paciente que tiene mayor riesgo de
recaida al diagndstico y no se dard un tratamiento excesivo al paciente de riesgo estandar.
El tratamiento comprende tres fases: induccion, intensificacion (consolidacion) y

mantenimiento. La duracion global es de un minimo de dos afos (21).

Debido a los esfuerzos para desarrollar nuevos y mejores tratamientos se ha logrado
incrementar un 16% la supervivencia global de pacientes pediatricos con LLA, pues
mientras que en el periodo de 1983 — 1985 se reportd una supervivencia de 56%, en el
periodo de 1992-1994 se logré un 70% de supervivencia. En el Hospital Infantil de México
Federico Gomez se ha reportado que la sobrevida de pacientes con LLA actualmente se
encuentra alrededor del 75 - 80% (3), lo cual es equiparable con la sobrevida alcanzada en

paises desarrollados.
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A pesar del enorme avance en los tratamientos, el 25% de los pacientes con LLA
desarrollan resistencia a los agentes quimioterapéuticos (7). Esto significa que sélo el 75%
de los pacientes con esta enfermedad podra lograr una recuperacion total, el resto fallecera

por progresion de la neoplasia o como consecuencia de las complicaciones del tratamiento

(22).

Uno de los mecanismos mas estudiados que tienen que ver con la resistencia a la
quimioterapia es el desarrollo del fenotipo MDR en células tumorales, que consiste en la
disminucién de los niveles intracelulares de los farmacos a través de trasportadores de

membrana especificos (31).

Los transportadores ABC (ATP binding cassette), utilizan energia de la hidrolisis
del ATP para disminuir los niveles citoplasmaticos de sus sustratos y uno de sus
representantes mas estudiados es la proteina gp-170. Esta proteina es codificada por el gen
mdrl, se expresa de manera constitutiva en tejido normal y su funcion fisiologica es la de
una bomba de expulsion dependiente de ATP, la expresion de la gp-170 o el RNA
mensajero de mdrl son frecuentemente detectados en tumores de pacientes con cancer de

ovario y prostata (35).

Por otro lado, se sabe que los mecanismos de transcripcion involucrados en la
induccién de gp-170 en células tumorales humanas son muy complejos. Diversos esfuerzos
se han realizado para tratar de entender los mecanismos a través del cual los factores de
transcripcion regulan la expresion de esta proteina, sin embargo, poco se sabe acerca estos

mecanismos de regulacion (34).

Nuestro grupo de trabajo tiene amplia experiencia en el estudio del factor de
transcripcion YY1, este factor juega un papel fundamental en procesos bioldgicos normales
como embriogénesis, diferenciacion, replicacion, proliferacion celular y también se sabe
que esta implicado en diversos mecanismos de carcinogénesis (42). Estudios de nuestro
grupo de trabajo en colaboracion con la Universidad de California, Los Angeles (UCLA)

USA, han demostrado que YY1 regula la trascripcion del gen Fas uniéndose a la region
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silenciadora de su promotor (48). Otros trabajos en lineas celulares de cancer de prostata y
de ovario demostraron que YY1 también regula la expresion de DRS, el cual es uno de los
receptores para TRAIL (receptor de superficie celular participante en la via extrinseca de
induccion de apoptosis), dichos estudios sugieren que YY1 es un mecanismo de resistencia

a la apoptosis desarrollada por las células tumorales (48).

La existencia de algoritmos que ayudan a predecir si una secuencia promotora en
particular tiene sitios consensos de unidn a factores de transcripcion especificos ha sido de
gran utilidad. Empleando el programa TESS se determind que el promotor del gen mdrl

presenta cuatro sitios de union para YY1 (esquema 1).

Por lo que se plante6 que YY1 puede ser un factor que este regulando la
transcripcion de mdrl y por tanto la expresion de gp-170, lo cual puede vincularse con el
desarrollo de quimioresistencia. Con base en lo anteriormente expuesto, se evalud la
participacion del factor YY1 en la regulacion transcripcional del gen mdrl, empleando un

sistema de plasmidos reporteros.

Esta metodologia ha sido ampliamente utilizada para el analisis de la regulacién de
secuencias promotoras, Ningxi Z. y su equipo de trabajo determinaron la interaccion del
factor KLF5 y la proteina p53 en la regulacién de la proteina survivina en leucemia

linfoblastica aguda (29).

La clonacion de promotores y delecion de sitios de union para un determinado
factor de transcripcion ha permitido elucidar los mecanismos involucrados el desarrollo de
resistencia a agentes anti-neoplasicos. En 2009, Ni Chen reporté que HIF-la regula la
expresion de la proteina anti-apoptotica BCL-xL, que se encuentra altamente expresada en

diversos tipos de cancer incluyendo cancer de prostata (49).
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En otro estudio reciente en donde también utilizaron la tecnologia de plasmidos
reporteros, se ha demostrado que la proteina Caplp tiene la capacidad de activar al gen
mdrl en C. albicans, sin embargo; en este estudio no analizaron de manera especifica el
gen mdrl, pues el estudio incluyo el analisis de 12 genes mas, entre los que se encuentran

FLU1 y YCF1, entre otros (50).

En este trabajo se reporta la construccion del plasmido MDR1/pGL3 (figura 7) que
contiene la secuencia promotora del gen mdrl con los cuatro sitios de union para YY1. El
plasmido CMV/pGL3 (figura 8) que contiene el promotor de CMV y el plasmido M(-3)
que corresponde al promotor del gen mdrl con tres sitios de union para YY1 deletados
(figura 11). Las secuencias promotoras fueron insertadas en el plasmido reportero pGL3

(esquema 2).

Las secuencias promotoras utilizadas para la construcciéon de estos plasmidos se
obtuvieron a partir de DNA gendémico purificado de CMN de sangre periférica mediante la
técnica de PCR como se muestra en la figura 2 carril 2 para la region promotora de mdrl y

en la figura 3 carril 2 para la region promotora de CMV respectivamente.

Para verificar que las secuencias obtenidas mediante PCR fueran las
correspondientes a los promotores de mdrl y CMV se realizaron ensayos de restriccion, en
la figura 2 carril 3 se muestra la digestion con la enzima Xho I para la secuencia promotora
de mdrl, en la figura 3 carril 3 se muestra la digestion con la enzima Nde I para la
secuencia promotora de CMV. Con este analisis se comprobd la obtencion de las
secuencias de interés, sin embargo; es importante la secuenciacion de estos fragmentos para
demostrar al 100% que se trata de dichas secuencias y que no contienen alglin tipo de
mutacion. Esto ultimo es poco probable debido a que en la reaccion de PCR se utiliz6 la

enzima Pfx que tiene actividad reparadora.

Por otro lado se evalué la funcionalidad de los promotores ya mencionados
mediante ensayos de transfeccion en células tumorales PC3 y COS 7, para el caso de las

células PC3 se sabe que expresan el factor YY1 (45). En la figura 9A se muestran los
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resultados de la transfeccion en la linea celular PC3, en la figura 9B se muestran los
resultados de la transfeccion en la linea celular COS 7, se puede observar que la proteina
luciferasa emite luz, cuya intensidad se puede medir como unidades relativas de luz
(URL) en un Iluminémetro. El plasmido con la secuencia promotora de mdrl
(MDR1/pGL3) emite aproximadamente dos veces mas URL si se compara con el plasmido
vacio para el caso de PC3. Para el caso de COS 7, el plasmido con la secuencia promotora
de mdrl (MDR1/pGL3) emite aproximadamente 8 veces mas URL si se compara con el
plasmido vacio. Esto ultimo, sugiere que COS 7 puede estar expresando una mayor

cantidad de YY1 o puede tener mayor actividad en comparacion con PC3.

De esta manera se comprobo6 la funcionalidad de las secuencias promotoras de
CMV y de mdrl. Para evaluar de manera definitiva la importancia de los sitios de unién
para YY1 en la secuencia promotora de mdrl, se procedi6 a hacer la delecion de tres sitios

de unién para YY1.

A partir de la construccion MDR1/pGL3 que contiene la secuencia del promotor
completo de mdrl y una vez comprobada su funcionalidad, se obtuvo el plasmido M(-3)
que contiene la secuencia del promotor de mdrl menos tres sitios de union para YY1. Esto
se logré mediante la digestion del plasmido MDR1/pGL3 con las enzimas de restriccion
Sma I y Xho I que en conjunto cortan una fraccion de 1070 pb. En la figura 10A se pueden
observar dos bandas de 5748 pb y de 1070 pb respectivamente, en esta Ultima banda se
encuentran los sitios consenso reconocidos por YY1 que se deseaban eliminar del plasmido
MDR1/pGL3. En la figura 10B se aprecia la purificacion de la secuencia de interés de
5748 pb que corresponde a la secuencia promotora de mdrl menos tres sitios de union para
YY1 o M(-3). Para verificar la obtencion del plasmido M(-3) se realizaron ensayos de
restriccion, en la figura 11 se muestra la digestion con las enzimas Kpn I y Hind III. Con
este analisis se comprobo la obtencion de la secuencia promotora de mdrl menos tres sitios

de unién para YY1.

Finalmente se realiz6 la evaluacion de este promotor nuevamente mediante ensayos

de transfeccion en células tumorales PC3 y COS 7.

-39-



En la figura 13A se muestran los resultados de la transfeccion en la linea celular
PC3, en la figura 13B se muestran los resultados de la transfeccion en la linea celular COS
7. Se puede observar que la proteina luciferasa empleada como proteina reportera, emite luz
cuya intensidad podemos medir como URL en un lumindmetro. Para el caso de la linea
celular PC3, la actividad de la secuencia promotora de mdrl MDR1/pGL3 es tres veces
mayor a la que se reporta para el promotor de mdrl con la delecion de tres sitios para YY1
(M(-3)), mientras que para el caso de COS 7, la actividad del promotor de mdrl
(MDR1/pGL3) presenta el doble del valor obtenido para el M(-3). Nuevamente se observa
el comportamiento en el que COS 7 emite mayores URL que PC3, sugiriendo que COS 7

puede estar expresando YY1 y tener mas actividad del mismo en comparaciéon con PC3.

Con base en los resultados obtenidos, se demostr6é que la delecion de tres sitios de
unién para YY1 tiene un impacto directo en la funcionalidad del promotor del gen mdrl,

esto sugiere que YY1 regula de manera transcripcional la expresion de gp-170.

Para corroborar estos datos, se analizo la expresion de YY1 y de la gp-170 en CMN
purificadas de sangre periférica de pacientes con LLA mediante inmunocitoquimica. En la
figura 14, se observa claramente que las células control (figura 14 B y D), obtenidas de
sangre periférica de personas sanas, presentan una tincidn menor con respecto a las células

leucémicas (figura 14 C y E). Ambas se comparan con el control IgG de especificad

(figura 14A).
La correlacion entre la expresion de YY1 y gp-170 se determind mediante una
prueba de Pearson con p=0.02 y r=0.935 como se muestra en la figura 15, confirmando la

correlacion existente entre ambas proteinas.

De esta manera se concluye que el factor de transcripcion YY1 se encuentra

fuertemente vinculado con la expresion de la gp-170 en CMN de pacientes con LLA.
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A10. CONCLUCIONES

El factor de transcripcion YY1 podria estar regulando de manera positiva la
expresion de la gp-170, dado que la delecion de tres sitios de union para YY1 dentro de la
secuencia promotora de mdrl tiene un impacto directo en la actividad del gen reportero que

se utilizo.

La expresion de YY1 correlaciona directamente con la expresion de la gp-170 en
CMN de pacientes pediatricos con LLA, indicando fuertemente que cuando existe una

mayor expresion de YY1, también existe una mayor expresion de gp-170.

Se sugiere que el factor de transcripcion YY1 regula de manera positiva la expresion
de la gp-170 y en consecuencia que pueda estar involucrado con el desarrollo de resistencia

a los agentes quimioterapéuticos en pacientes pediatricos con LLA.

Estos datos nos ayudan a comprender mejor los mecanismos moleculares imperantes
en el desarrollo de resistencia a la quimioterapia en pacientes pediatricos diagnosticados con

LLA.

Es la primera vez que se relaciona directamente a este factor de transcripcion con el
gen mdrl en leucemia linfoblastica aguda y se sugiere su participacion en el desarrollo de

resistencia a farmacos.
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All. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar estudios complementarios como son inmunoprecipitacion de la
cromatina, ensayos con RNA de interferencia e indudablemente realizar la delecion de los
sitios de union para YY1 que complete el esquema del promotor de mdrl menos 1, menos 2

y menos 4 sitios de uniéon para YY1.

Una vez obtenida la informacion necesaria, el factor de transcripcion YY1 y la gp-

170 podrian emplearse a futuro como biomarcadores e incluso como blancos terapéuticos.

Cuando se tenga toda esta informacion consideramos serd de gran importancia, pues
constituird una herramienta util para mejorar los esquemas de tratamiento contra la LLA,
con la finalidad de conseguir un aumento en la sobrevida de los pacientes y una mejor

calidad de vida.
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Mapa del plasmido reportero pGL3

ori pGL3-Basic
Vector

(4818bp)

2010}Sall
2004 |BamHI

SV40 late

poly(A) signal

(for Juc+ reporter)
Hpal 1902 Xbal 1742

Esquema 2. pGL3 contiene el sitio de origen del plasmido pBR322, una secuencia
que le confiere resistencia a la ampicilina, un sitio de multiclonacion que incluye
10 gsitios de corte de diferentes enzimas de restriccion (Kpnl, Sacl, Mlul, Nhel,
Smal, Xhol, BglIl, HindIII) y la secuencia del gen que codifica para la proteina
luciferasa que funciona como proteina reportera. Tiene un tamaiio de 4818 pb y ha

f10ri

fuc+

Synthetic poly(A)
signal / transcrniptional
pause site

(for background

reduction)
Kpnl 5
Sacl 1"
Miul 15
Nhel 21
Smal |28
Xhol 32
Bglll |36
Hindlll |53
Ncol 86
Narl 121

s1do digeiiado para la clonacion de secuencias promotoras de genes de mterés.

OTEVALS_4A
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Optimizacion de la técnica de amplificacion para el
promotor de mdrl

Secnencia premetera de mdr?
(2000 pb)
1 2 3 4
Carril:

3000 pb 5 1.-  Marcadordetamarfio 1 Kb

2=  553%¢
2000 pb

3- 585°C
1650 pb 4- 617°C

Figura 1. Gradiente de temperatura para la obtencion de la secuencia del promotor de
mdrl. Se empleé como templado DNA genomico obtenido a partir de leucocitos
purificados de sangre periférica humana a una concentracion de 1000 ng, en la mezcla de
reaccion también se utilizo 20 pmol de oligonucledtidog, 1X de amortiguador, 1T de
enzima Pfx DNA polunerasa, 25 mM de MgClzy 10mM de dNTPs. La reaccion se llevo a
un volumen fmal de 25 pl y se sometio a 35 ciclog de desnaturalizacion (92°C), de
polimerizacion (gradiente) y amplificacion (72°C), en un equipo termociclador con
gradiente de temperatura (Eppendort AG, Germany). Finalmente el producto se verifico en
un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se observé bajo un transiluminador
de luz UV. La imagen se fotodocumento con un analizador de magenes (Bio-Imaging
Systems, MimiBio Pro 2.0).
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Verificacion de la secuencia del promotor de mdri

Xho I (1180 ph)
*

Digestion

1180ph C——----—-———————— | —————— 820 pb

Carril:

1.-  Marcadordetamafio 1 Kb
1n3epb 2.-  Productomdr!
3.-  ProductomedriiXhol

$20pb

Figura 2. Ensayo de restriccion del producto mdri de PCR con la enzima Xho
I. En la mezcla de reaccion se emplearon 1000 ng del producto de PCR, 1X de
amortiguador, 1T de enzima Xho Iy BSA. La reaccion ge llevé a un volumen final
de 25 nly se mantuvo a 37°C durante 2 horas. Finalmente la digestion de producto
(2000pb) se verifico en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se
obgervo bajo un transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento con un
analizador de imagenes (Bio-Imaging Systems, MiniBio Pro 2.0).
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Obtenciony verificacion de la secuencia del promotor de
CMV

Ndel (243 pb)

243 ph commmm + — 357 pb

Carril:

1.-  Marcadordetamafio 100 pb
2.-  Producto CMV

3.-  ProductoCMV /Ndel

Figura 3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la amplificacion de
1a secuencia del promotor CMV. En la mezcla de reaccion se emplearon 1000 ng de
DNA molde obtenido a partir de linfocitos de sangre periférica, 25 mM de MgClz, 1X
de Buffer y 1U de enzima Polimerasa Pfx. Lareaccion se llevé a un volumen final de
25 ul, con 35 ciclos de desnaturalizacion (94°C), polimerizaciéon (57°C) vy
amplificacion (72°C). Verificacion del producto obtenido mediante PCR. Para la
digestion con la enzima Nde I se emplearon 1000 ng del producto de PCR, 1X de
amortiguador, 1T de enzima Nde I La reaccion se llevé a un volumen final de 25 pl
y se mantuvo a 37°C durante 2 horas. El producto de PCR y la digestion se
verificaron en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se observo
bajo un transiluminador de luz UV. Las imagenes fueron fotodocumentadas con un
analizador de imagenes (Bio-Imaging Systems, MimiBio Pro 2.0) .
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Preparacionde insertosy del plasmido reportero pGL3 para la
clonacion

A)
Kpnl
mdrl
2000 pb
pGL3
4818 pb —
Hind Il
5000 pb Carril:
J Marcadorde tamafio 1 Kb
2.-  pGL3/KpnI/HindIII
2000 pb 3.-  Productomdri/KpnI/HindIII

Figura 4A. Digestion del producto mdrl y del plasmido reportero pGL3. Para
tener compatibilidad entre el plasmido reportero y el inserto se realizaron
digestiones dobles. Para mdr! y el plasmido reportero, se emplearon las enzimas
Kpn Iy Hind III. De manera general se utilizaron 1000 ng del producto de PCR,
1X de Buffer, 1U de enzima Xho I y BSA. La reaccién ge llevé a un volumen final
de 25 pl y se mantuvo a 37°C durante 2 horas. Finalmente el producto se verifico
en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se observé bajo un
transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento con un analizador de
imagenes (Bio-Imaging Systems, MiniBio Pro 2.0).
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Adaptacion de insertosy del plasmidoreportero pGL3

B)

Nhel

MV

pb
pGIL3
4818 pb -
Xhol
S000 pb
Carril:

2000 pb 1.-  Marcadordetamafio 1 Kb

2.-  pGL3digerido

650 pb 3.- CMV digerido

Figura 4B. Digestion del producto CMYV y del plasmido reportero pGL3. Para
tener compatibilidad entre el plasmido reportero y el ingerto se hicieron dobles
digestiones. Para el cagzo de CMV y su plasmido reportero se emplearon las enzimas
Nhe Iy Xho I De manera general se utilizaron 1000 ng del producto de PCR, 1X de
Buffer, 1U de enzima Xho Iy BSA. Lareaccion se llevé aun volumen final de 25 ply
ge mantuvo a 37°C durante 2 horas. Finalmente el producto (600pb) se verificé en un
cel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se observé bajo un
transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento con un analizador de
imagenes (Bio-Imaging Systems, MiniBio Pro 2.0).
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Analisis de restriccion del plasmido MDR1/pGL3

Carril:
+ \ - Phismido ]2 Marcﬂadorés
pcl_z mm m tamano 1
ek mare (6315pb) 338 pGL3

3-12.- Posiblesclonas
WMDR1/pGL3

3000 pb —“—d‘ N - - -3 - - o _.Pa---.'
2000pb W 1 Y e i 88

- -

Figura 5. Purificacion de las colonias transformadas para el plasmido MDR1/pGL3.
Las colonias ge purificaron mediante el Pure Link Hipure Plasmid Miniprep Kit marca
Invitrogen Corporation, USA. Los cultivos bacterianos se centrifugaron durante 1 min a
16 338 g, al boton celular se le adicionaron 200 pl de Buffer P1, P2 y P3 respectivamente.
La mezcla se centrifugé durante 10 minutos y se colecté el sobrenadante. Se agregaron
600 pl de igopropanol frio, nuevamente se centrifugé y se lavo el boton celular con 1 ml
de etanol al 70%. Se descarto la fase acuosa y se secd el boton durante 20 minutos al
vacio (Speedvac, Thermo). Fialmente se resuspendio el DNA en 40 pL de agua
myectable. El producto se verificé en un gel de agarosa al 1% teiitdo con bromuro de
etidio y se observo bajo un transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento con
un analizador de imagenes (Bio-Imaging Systems, MiniBio Pro 2.0). Lags flechas indican
las clonas que probablemente contengan la secuencia promotora de mdr ..
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Analisis de restriccion del plasmido CMV/pGL3

Carril:
1 Marcadorde tamarfio 1 Kb
peL3
4313pb e pGL3

3-12.-  Posibles clonas CMV/pGL3

3000 pb
2000 pb

Figura 6. Purificacion de las colonias transformadas para el plasmido CMV/pGL3.
Las colonias se purificaron mediante el Pure Link Hipure Plasmid Mimiprep Kit
(Invitrogen Corporation, USA). El cultivo se centrifugd durante 1 min a 15 338 g, al
boton celular se le adicionaron 200 pl de Buffer P1, P2 y P3 respectivamente. Lamezcla
se cenfrifugd durante 10 minutos y se colectd el sobrenadante. Se agregaron 600 pl de
isopropanol frio, nuevamente se centrifugé y se lavé el boton celular con 1 ml de etanol al
70%. Se descarto la fase acuosay se seco el boton durante 20 minutos al vacio (Speedvac,
Thermo). Finalmente se resuspendié el DNA en 40 pL de agua inyectable. El producto se
verifico en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se observé bajo un
transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento con un analizador de umagenes
(Bio-Imaging Systems, MmiBio Pro 2.0). Lasg flechas mdican las clonas que
probablemente contengan la secuencia promotorade CMV.
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Verificacion de la obtencion del plasmido MDR1/pGL3

Kpnl Carril:

1.- Marcador de tamano 1 Kb
2.- pGL3

MDR1/pGL3 3.- pGL3 digerido

6818
pb 3.- Clona MDR1/pGL3
Hind H
5.- Clona/KpnlI
6.- Clona/ Hind Il
7.- Clona/Kpnl/HindIll
S 6 7

Figura 7. Ensayo de restricciéon de las clonas MDR1/pGL3. Se realizo una digestion
sencilla del plasmido reportero, para las clonas se emplearon tanto digestiones sencillas
como doble digestion con lag enzimag Kpn I y Hind II. De manera general se
emplearon 100 ng de DNA plasmidico, 1X de Butfer, 1T de enzima Xho Iy BSA. La
reaccion se llevo a un volumen tfinal de 15 pl y ge mantuvo a 37°C durante 2 horas.
Finalmente el producto se verificé en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de
etidio y se obsgervé bajo un transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento
con un analizador de imagenes (Bio-Imaging Systems, MiniBio Pro 2.0). Se obtuvieron
dos bandas esperadas, una de 4818 y otra de 2000 pb respectivamente.
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Verificacion de laobtencion del plasmido CMV/pGL3

Carril:
Nhe |
1.-  Marcadordetamafio 1 Kb
Ndel 2.- pGL3
pGL3 3.- pGL3/X%hol
5418 pb 4- pGL3/Ndel
Xhol 5-  Clona CMV/pGL3
6.- Clona/Xhol
7.- Clona/Ndel
1 2 3 4
6000 pb =- '
-
2000pb .
- -

Figura 8. Ensayo de restriccion de las clonas CMV/pGL3. Se empleo digestion
sencilla tanto del plasmido reportero como de las clonas con las enzimas Xho I'y Nde I
ésta ultima se encuentra dentro de la secuencia del promotor de CMV y ge utilizo
debido a que el sitio reconocido por Nhe I se perdié cuando se realizo la ligacion del
plasmido reportero con el mserto. De manera general se emplearon 1000 ng de DNA
plasmidico, 1X de Buffer, 1U de enzima Xho I y BSA. La reaccion ge llevo a un
volumen final de 15 pl y se mantuvo a 37°C durante 2 horas. Finalmente el producto se
verifico en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se obgervo bajo un
transiluminador de luz UV. La umagen se fotodocumento con un analizador de
magenes (Bio-Imaging Systems, MmiBio Pro 2.0). Se obtuvieron el producto
linearizado a 5418 pb.
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Delecion de 3 sitios de union de YY1 en el promotor de mdr!

A)
Digestion
| |
| |

f——— 5748 pb

v

1070 pb

5000 pb|

1000 pb - - 1070 pb

Carril:

1.-  Marcadordetamarfio 1Kb

2.- MDRI1/pGL3/Smal/Xhol

Figura 10A. Digestion del plasmido MDR1/pGL3 con enzimas de restriccion
Sma I y Xho I dentro de la secuencia del promotor de mdrl para deletar tres
sitios de uniéon para YY1. Se hizo una digestion doble del plasmido completo
MDRI1/pGL3 con lag enzimas Sma Iy Xho I De manera general se emplearon 10
000 ng de DNA plasmidico, 1X de Butfer, 1U de cada enzimay BSA. Lareaccion se
llevé aun volumen final de 100 pl y se mantuvo a 37°C' durante 2 horas. Finalmente
el producto se verifico en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se
obgervé bajo un transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento con un
analizador de imagenes (Bio-Imaging Systems, MiniBio Pro 2.0).
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Delecion de 3 sitios de union de YY1 en el promotor de mdr!

B)

Kpnl  gmal
’,/ M{-3)
1670 pb
Xhol
MDR1/pGL3
6818 pb Hind Il
S748 pb
S000pb . Carril:
1.-  Marcadordetamafio 1Kb

2.-  MDR1/pGL3 menos tres sitios
2000 pb

Figura 10B. Purificacion de la secuencia de interés (5748 pb). El fragmento de
mterés se purificé mediante el Pure Link Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen
Corporation, USA). Segin especificaciones del fabricante se agregaron 600 pul de de
reactivo de golubilizaci6n, incubandose a 50°C hasta que la agarosa se digolvié. Se pasé
la muestra por la columna de purificacion, centrifugando a 11 269 g durante 1 min. Se
adicionaron 600 pl de buffer de lavado, incubando 5 min a temperatura ambiente y se
centrifugé nuevamente. Para obtener el DNA se agregaron 50 pul de agua inyectable y se
colectaron en un tubo de 1.5 ml nueveo mediante centrifugacion. Finalmente el producto
se verifico en un gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se observé bajo
un transiluminador de luz UV. La imagen se fotodocumento con un analizador de
mmagenes (Bio-Iimaging Systems, MiniBio Pro 2.0).
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Analisis de restriccion del plasmido M(-3)

1.- Marcador de tamarfio 1 Kb

Plasmido M{-3)

2.- MDR1/pGL3/S8mal/Xhol
(5748 pb) |

3.- MDR1/pGL3 /Hind III
4-9-  ClonaM(-3)/Hind III

*Clona sin digerir

6000 pb

2000 pb

Figura 11. Ensayo de restriccion de clonas M(-3). Se hizo una digestion sencilla del
plasmido MDR1/pGL3 y de las colonias obtenidas, con lag enzimas Sma I, Xho I o
Hind OI De manera gerneral se emplearon 10 ng de DNA plasmidico, 1X de Buffer,
1U de enzima Xho I y BSA. La reaccion se llevo a un volumen tfinal de 15 pl y se
mantuvo a 37°C' durante 2 horas. Finalmente el producto se verificéd en un gel de
agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio y se observoé bajo un transilumimador de luz
UV. La unagen se fotodocumento con un analizador de mnagenes (Bio-Imaging
Systems, MiniBio Pro 2.0). Las flechas indican las clonas que probablemente tienen la
gsecuenciapromotora de mr/ con la delecion de tres sitios de union para YY1.
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Verificacion de la obtencion del plasmido M(-3)

Kpnl
Carril:
1.- Marcadorde tamafio 1 Kb
2.- MDR1/pGL3 /KpnI/Hind III
M(-3) Hind Ill

3= MDR1/pGL3 /Hind III
5748 pb
4-9.-  ClonaM(-3)/KpnI/HindIII

*Clona sin digerir

7000 pb

2000 pb

1000 pb

Figura 12. Ensayo de restriccion comprobatorio de la obtencién del plasmido
M(-3). Se hizo doble digestion con las enzimas Sma Iy Xho I para lag probables
clonas. De manera general se emplearon 1000 ng de DNA plasmidico, 1X de Buffer,
1T de enzima Xho I'y BSA. Lareaccion se llevo a un volumen final de 15 pl y se
mantuvo a 37°C durante 2 horas. Finalmente el producto se verificé en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y e obgervo bajo un transiluminador de
luz UV. La imagen se fotodocumento con un analizador de imagenes (Bio-Imaging
Systems, MiniBio Pro 2.0). Se obtuvieron dos bandas esperadas de 5748 pb y 1070
pb respectivamente.

-60-



-61-



-62 -



Correlacion positivaentre YY1y gp-170

125+
100+

75+

YY1

50+

25

T ke T | a—
0 10 20 30 40 50 60 70 80

gp-170

Figura 15. Analisis de correlaciéon entre la expresion de YY1y gp-170 . El porcentaje de
la expresion de gp-170 en las células de log pacientes con LLA muestra una correlacion
directamente proporcional entre la expresion de YY1 y gp-170 (r=0.924, p=0.0001).
Resultados calculados con laprueba de Pearson.
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