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RESUMEN

El gen supresor WT1 es importante en {a formacién dei sistema urogenital, su expresion en
tejidos de origen mesodérmico permite el inicio de la diferenciacién en estos. Por medio de
mecanismos ftranscripcionales y postranscripcionales WT1 puede dar lugar a varias proteinas,
funcionalmente diferentes Y que reconocen distintas secuencias de unidn a DNA. Hasta ahora
las proteinas mas estudiadas son las 4 generadas por el procesamiento alternativo del RNAm Yy
son: WT1+17aa+KTS, WT1+172a-KTS, WT1-17aa+KTS y WT1-17aa-KTS.

En afios recientes se ha estudiado la participacién de este gen en los procesos de
proliferacion y diferenciacién celular hematopoyéticos, y su papel en la leucemia donde se
encuentra sobreexpresado, especificamente en las células inmaduras CD34", células en las que
se ha sugerido, puede bloquear el proceso de diferenciacion. Actualmente existen pocos trabajos
sobre su funcion en células hematopoyéticas normales y de pacientes can leucemia,

Por lo anterior los objetivos de este estudio fueron: 1) idenitificar las isoformas del gen
WT1 en células leucémicas CD34'lin" ¥ 2) Determinar las concentraciones relativas de esas
isoformas en estas células, 10 y 20 dias después de ser expuestas a los factores de crecimiento
hematopoyético, G-CSF y GM-CSF. Para Io cual se analizaron 11 aspirados de médula 6sea de
pacientes adultos con leucemia mieloblastica aguda sin tratamiento previo y 5 muestras de
sangre de cordén umbilical, como control normal, £l RNA, total obtenido una vez purificadas las
celulas CD34lin", fue amplificado por RT-PCR utilizando o«®P-dCTP durante la reaccion,
coamplificando un fragmento del RNAm del gen B-actina como control interno. Los fragrmentos
obtenidos fueron separados por electroforesis y analizados utilizando un  método
semicuantitativo. La identidad de los fragmentos fue verificada por secuenciacion.

Como resultado se observd la presencia de los 4 transcritos correspondientes a la
insercién y la ausencia de insercién, de los 51 pb del exdn 5 (+17aa, -17aa) y de los 9 pb en &l
extremo del exdn 9 (+KTS, -KTS), en todas las células leucémicas y de cordén umbilical. Las
isoformas predominantes fueron las que presentaron ia insercidn en ambos exones. Mediante |a
prueba estadistica no paramétrica de U de Mann-Whitney se encontré una diferencia significativa
en el nivel de expresidn de las 4 isoformas en las células leucémicas con respecto a las células
de cordén umbilical y las células de médula dsea leucémica. Por otra parte, se cultivaron 4
muestras de células leucémicas con los factores de crecimiento hematopoyético y se observé
que la expresion de las isoformas de WT1 fue diferente en todos los pacientes, por lo que no fue
posible establecer un patrén de expresion de WT1 en estas células. La relacién de la expresion
entre las isoformas presenté mas variacion para las isoformas +17aa/-17aa, con una relacidn en
el dia 0 de x= 2:1; x= 3.4:1, en el dia 10 de cultivo y x= 2.6:1 en el dia 20. Mientras que la
relacion en la expresion de las isoformas +KTS/—KTS mostré una disminucion de x= 2.6:1 en el
dia 0; x=2.3:1, en el dia 10 a x= 2.1:1 en el dia 20.

Todas las célutas mostraran caracteristicas morfolégicas de diferenciacion hacia el linaje
granulocitico y monocitico a partir de los 10 dias de cuitivo.

En conclusion tanto las células leucémicas como las normales expresan las mismas
isoformas, aunque su expresion es mayor en las leucémicas, en todos los casos la isoforma
+172a+KTS fue la mas abundante y la presencia de las isoformas de WT1 no interfiere con el
procese de diferenciacion. En lo que respecta al nimero de células, de acuerdo a lo sedalado -
par Kudoh y col., {1996), posiblemente exista un nivel umbral en su expresion que favorezca el
aumento en el nimero de células.



INTRODUCCION

Actualmente el conocimiento de qué son y camo funcionan los genes supresores
de tumores ha llevado al descubrimiento de nuevas y diversas funciones para algunos
de ellos.

Entre la creciente familia de genes supresores, el gen WT1 presenta
caracteristicas Gnicas, debido a que no solo esta involucrado en la etiologfa de diversos
tumores y sindromes, sino también en la formacion de érgancs en el sistema urogenital
{(Englert, 1998). La presencia de mutaciones en el gen 6 la inactivacién de su funcion
predisponen a la formacion de tumores como los mesoteliomas, melanomas, cancer
ovarico, tumor de Wilms y algunas leucemias (Inoue y col., 1996). Ademas se expresa
en sindromes asociados con el tumor de Wilms entre los que se encuentran, el
Sindrome de WAGR, que se caracteriza por la presencia de este tumor, aniridia,
anormalidades genitales y retraso mental (Hastie, 1993), el sindrome de Denys-Drash, el
de Wiedeman-Beckwit y el de Frasier, donde las caracteristicas en comun para estos
padecimientos son las anormalidades genito-urinarias (Bergmann y col., 1997).

Al inicio de la década pasada se hizo evidente que el gen WT1 podria tener una
participacién importante tanto en hematopoyesis, como en neoplasias de las células
hematopoyéticas, debido a Que se expresa en ambos tipos celulares. En Ia actualidad se
investiga su papel en el proceso leucemogénico, de o que ha surgido {a posibilidad de
que WT1 participe en la regulaciéon de la respuesta apropiada a la sefalizacién para el

crecimiento y a los factores de diferenciacion celular.

Estructura del gen WT1

Gracias al analisis molecular de un gran numero de deleciones asociadas con el
sindrome de WAGR, el gen WT1 fue localizado en el brazo corto del cromosoma 11, en
la regién 13 (Reddy y Lich, 1996). Posteriormente se determino que el locus WT1
consistia de 50 kilobases donde se distribuyen 10 exones (Figura 1). El analisis de |5
secuencia de clonas de cDNA reveld un marco de lectura abierto de 1347 pb (449

o

aminoacidos) (Haber y col., 1991).
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El gen codifica para una proteina con dos motivos estructurales, un dominio con
una alta concentracion de prolina y glutamina en el exon 1 y cuatro dedos de zinc de la
variedad Cys;-His; en los exones 7 a 10 (Huff y Sanders, 1993). Su promotor es similar
al de otros genes supresores, como Rb y p53, ya que no contiene caja CCAAT ni caja
TATA, sino un alto contenido de GC (Reddy y Licht, 1996).

\a@zmmmmmmmm@

442pb 123 103pb  78pb S1pb 97pb 15tpb 90pb 93pb 119pb

Figura 1. Localizacion del gen WT1 en el brazo corto del cromosoma 11 en la regidn 13,
este gen consta de diez exones distribuidos en 50kb.

Transcritos del gen WT1

El gen WT1 es capaz de dar lugar a varias isoformas de la proteina a través de la
combinacion de: A) Procesamiento alternativo del RNAm (“splicing”) en los exones 5 v 9;
B) Edicion de RNA (Hastie, 1 994) y C) Diferentes sitios para el inicio de la traduccisn
{Bruening y Pelietier, 1996).

(¥¥]



A) Procesamiento alternativo del transcrito de WT1

El procesamiento alternativo es una de las modificaciones mas notables que se
presenta durante la maduracién del RNAm de los mamiferos, especialmente por la
habilidad para seleccionar los pares de bases precisos para los sitios del procesamiento
alternativo entre innumerables sitios potenciales e inapropiados que pueden encontrarse
(Blencowe, 2000). Es un fendmeno ampliamente utilizado para la regulacion de los
factores de transcripcién. Las caracteristicas funcionales que pueden ser modificadas
por este mecanismo incluyen, la afinidad y especificidad de unidn al DNA, ias
propiedades de activacion y represion y la dimerizacion de proteinas. Ademas, las
isoformas de algunos factores de transcripciéon pueden ser expresadas a niveles
constantes o cambiar durante el desarrollo, o entre diferentes tejidos (Renshaw y col.,
1997).

El transcrito del gen WT1 presenta dos sitios de procesamiento alternativo por lo
que pueden formarse cuatro proteinas diferentes (Figura 2). Estas proteinas tienen
diversas secuencias de unién en el DNA blanco y propiedades transactivacionales
variables (Reddy y Licht, 1996).

Ef procesamiento alternativo | ocurre en el extremo 5’ e involucra al exén 5 y la
variante puede o no presentar a los 17 aminoacidos que lo constituyen (Haber y col.,
1891; Rupprecht, y col.,1994). Ei procesamiento alternativo Il en el extremo 3’ involucra
el uso de un sitio altemnativo donador de bases y resulta en la insercion de 9 pares de
bases que codifican para los aminoacidos: Lys-Thr-Ser (KTS) en el extremo del exén 9
entre los dedos de zinc 3 y 4 {(Reddy y Licht, 1996). La nomenclatura empleada para
designar a las proteinas que se generan por este mecanismo es variable.




RNAmM

Proteinas Dedos de Zine

“17aa-KTS E

+172a-KTS F I ] I.]:.:]
straascrs [ T ANEN

laan

Figura 2. Estructura del RNAM y las cuatro proteinas que se forman a través de la insercién o
eliminacién de 17 aa codificados en el exén Sy de 3 aa (KTS) codificados en el exdn 9.
Modificado de Reddy y Licht (1996).

Desde el punto de vista evolutivo, la insercion del exon 5 es un proceso de adicion
tardia a la funcion del gen, ya que esta insercién solo se presenta en mamiferos
placentarios (Renshaw y col., 1 997). De manera interesante, ocurre lo contrario con el
segundo procesamiento, que se encuentra altamente conservado desde los peces hasta
los mamiferos, con un Unico cambio en una base, que no altera la secuencia de
aminoacidos de la proteina (Davies y col., 2000),

Las diferentes isoformas se localizan en distintas regiones en el nicleo, en

manchas o granulos intercromatinianos ¥ en cuerpos espiralados (Larsson y col., 1995).

Isoforma WT1+KTS

La isoforma mas abundante WT1+KTS se localiza en los cuerpos espiralados,
descritos como cuerpos nucleolares accesorios que participan en el ensamblaje,
maduracion y reciclamiento del complejo del “spliceosoma”. Se asocia con componentes

de la maquinaria dei procesamiento alternativo pre-RNAm, es decir, con las
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ribonucleoproteinas nucleares pequerias, especificamente con el factor U2AF65, donde
funciona a través de la unién a RNA (Davies y col., 1998). Es posible que participe en el
metabolismo del RNA, en el transporte del RNAmM o que influencie directamente el
procesamiento alternativo (Larsson y col., 18995).

La isoforma WT1+KTS se une débilmente Yy con poca especificidad al DNA,
debido a la insercion de KTS, la cual evita que el cuarto dedo tenga una interaccion
optima con su sitic de union afin en la hendidura mayor del DNA, mientras que
WT1-KTS se une con alta afinidad a la secuencia blanco GCGGGGGCG que también
es reconocida por los factores de respuesta al crecimiento temprano (EGR} (Laity y col.,
2000). WT1+KTS reprime la transcripcion del factor de crecimiento semejante a insulina
tipo It (IGF-it) (Drummeond y cal., 1994).

Isoforma WT1-KTS

WT1-KTS se iocaliza en dominios de factores de transcripcion, mostrando una
distribucion paralela a los factores Sp1 y TFIlIB, participa en la regulacién de Ia
transcripcion (Larsson y cal., 1995),

WT1-KTS se relacion6 con una funcién apoptética y su expresidon en rifdn fetal
de ratdn incrementd la tumorigenicidad (Menke y col., 1997). Cuando se indujo su
expresion en células de osteosarcoma reprimio la transcripcién del receptor para el
factor de crecimiento epidermal (EGFR) y redujo la sintesis del EGFR enddgeno,
seguido por la induccién de apoptosis. Sin embargo, la apoptasis mediada por WT1 en
esas células se eliminG con la expresion constitutiva de EGFR, lo que sugirié que la
muerte pudo deberse a la falta del factor de crecimiento epidermal y a otras sefiales de
sobrevivencia (Englert y col., 1995). WT1-KTS es la isoforma gue afecta la progresion
det ciclo celular, ya que al inducir su expresion se indujo la expresion de la proteina p21
enddgena (proteina asociada con la detencién del ciclo celular en G1). Este efecto fue
independiente de ta induccidon de p2t mediada por p53. La proteina P21 ha sido
considerada un intermediario importante en la diferenciacion de las células
hematopoyéticas y musculares, donde participa en la salida del ciclo, antes de la
activacién de la via de diferenciacion. Por lo que, la pérdida de la via WT1-p21 pudo

privar a la céiuia de un punto de revision en el cicln v contribuir a su transformacion




{(Englert y col., 1997). Posteriormente, Lee y col. (1999) apoyaron la sugerencia de que
WT1-KTS podia funcionar como un activador transcripcional de promotores especificos,

como sucede con p21 y Hsp70, mas que Como un represor,

[soformas WT1+17aa y —17aa

A diferencia de las variantes +KTS y —KTS, existe poca informacion sobre los
efectos funcionales para la presencia de +17aa o —17aa, un posible pape! se encuentra
en la regulacion del crecimiento por detencion del cicio celular e induccién de la
apoptosis en células embrionarias (Renshaw y col., 1997).

Aungue ambas isoformas +17aa+KTS Y +17aa-KTS pueden reprimir la expresion
del propio gen al unirse a varios sitios en la regién promotora, la insercion 17aa le
confirio una funcién represora adicional 2 WTA1 +17aa+KTS, mientras que en ausencia de
la insercion la isoforma WT1-17aa-KTS fue un represor menos eficiente (Hastie, 1994),
debido a que la insercion 17aa funciond como un dominio de represién independiente
(Wang, y col., 1995). En analisis de transfeccion la presencia de +17aa confiric a la
proteina mayor actividad para bloquear el ciclo celular e inhibir el crecimiento celular,
inhibiendo fuertemente |a proliferacion celular, de manera dependiente de la expresion
de WT1 a un nivel umbral (Kudoh y col.,, 1995; 1996). La isoforma que contiene
Unicamente a +17aa parece ser la isoforma mas potente en la induccién de la muerte
celular (Englert y col., 1995). WT1-17aa regula de manera negativa el crecimiento'y la
sobrevivencia celular, mientras que las isoformas WT1+17aa promueven la
diferenciacion celular (Hewitt y Saunders, 1996). La sobreexpresion de WT1+17aa-KTS
indujo el bloqueo en G, y apoptosis en células de leucemia mieloblastica M1 (Murata vy
col., 1997). '

Esto sugiere que el papel de WT1 en la regulacion de la transcripcion de genes
que regulan el crecimiento y la muerte celular apoptdtica, varia dependiendo de! tipo de
célula leucémica en el cual se expresa (Murata y col., 1997).

Sin embargo, aun existe desacuerdo en la funcién que pudiera desempeidiar esta
insercién, actualmente se considera que aln no se determina su efecto sobre Ia funcion

de la proteina (Laity y col., 2000).




Las variantes que contienen el exon 5 se expresan en un 65%, y en un 80% las
que contienen a KTS (Habert y col., 1993). La isoforma mas abundante, al menos a nivel
de RNAM es WT1+172a+KTS, mientras que fa isoforma sin el tripéptido KTS
(WT1+17aa-KTS) representa el 23% del RNAm (Hewitt y col., 1996).

Las isoformas se expresan en una proporcién constante, la proporcion
+KTS/-KTS es =3.3:1 (Haber y col., 1991), 6 1.6:1 de acuerdo a los resultados
encontrados por Renshaw y col. (1997) en leucemia aguda. La proporcién de
+KTS/-KTS fue mas alta en el sistema hematopoyético que en el sistema genitourinario
(Renshaw y col., 1997).

Klamt y col. (1998), encontraron que un desequilibrio en la proporcion de
isoformas WT1+KTS/-KTS, debido a una alteracién en el procesamiento de! exdn 9 llevo
@ una duplicacion en la produccién de la isoforma WT1-KTS con réspecto alaotra, y
que esto fue suficiente para causar el Sindrome de Fraiser. Esto proporciond la
evidencia de que el mantenimiento de la proporcion adecuada de cada proteina es

crucial para su funcion.

B) Edicidon del RNA mensajero.
En la edicién de RNAmM un residuo de uracilo en la posicién 1222 puede ser editado, es
decir, cambiado por una citosina, Io cual lleva al reemplazo de una leucina en el exén 6
por una prolina (Engiert, 1998).

C) Sitios alternativos para el inicio de la traduccion.
La presencia de dos sitios alternativos para el inicio de (a traduccién aumenta el namero
de isoformas posibles y lleva a la formacion de mas proteinas. Ei primer sitio de inicio
corresponde a un codén AUG, mientras que el segundo sitio de inicio corresponde a un
€odon no AUG hacia ef extremo 5 del iniciador, lo que agrega 68 residuos en el extremo
amino (Bruening y Pelletier, 1996). El peso molecular de las proteinas varia en los
reportes de 49-51 kDa, 52-54 kDa (Reddy y Licht, 1996) a 52-65 kDa (Englert, 1998).
Recientemente se localizo un sitio mas para el inicio de la traduccion, ubicado hacia el
extremo 3’ del iniciador, un AUG interno, formandose proteinas mas pequefias. De esta

manera se iicva a 32 ! ndmere de nroteinas generadas tanto por edicion, diferentes




sitios para el inicio de [a traduccion Y procesamiento alternativo, y se incrementa la

complejidad de la expresién de WT1 (Schamhorst y col., 1999).

Proteina WT1

La proteina wt1 puede activar o reprimir la transcripcién gracias a su dominio rico
en prolina/glutamina (Figura 3), dependiendo del tipo celular, el promotor blanco y el tipo
de isoforma de wt1 (Reddy y Linch, 1996). Cada dedo de zinc esta compuesto de una
lamina antiparalela, con dos cisteinas consenso y una a-hélice con dos histidinas
consenso, ésta conformacién es similar a la enconlrada en reguladores de la
transcripcion como el gen de respuesta al crecimiento temprano 1 {EGR1), EGR2 (Krox-
20), Sp1, GLI y Kriippel (Little y col., 1882),

Regién transreguladora Ex6n 5 Dedos de zinc
rica en prolina/glutamina 17 aa ﬂ m m m
C._ H C H C H C i
(20 (Y ) (Y
| H p H c H ¢ "\_C .
KTS
Edicién de
RNA
LEU 280
PRO 280

Figura 3. Estruclura de la proteina wt donde se muestran, la reqibn rica en prolina y
glutamina en el extremo amino terminal y los cuatro dedos de zinc en su extremo
carboxilo (Tomada de Hastie, 1994).

El primer dedo de zinc de WT1 tiene homologia con el primer dedo de zinc de Sp3
(perteneciente a la familia Sp1), mientras que los Ultimos tres dedos son similares a los
de EGR1 y EGR2. Por esta alta homologia WT1 es considerado también como un factor
de transcripcidn que se une a DNA (Coppes y col., 1993). Activa Yy reprime a promotores
ricos en GC, al unirse a la secuencia blanco 3-GCGGGGGCG-3'. En el promotor de la

cadena a del tactor de crecimienio derivads de plaguetas {PDGF-o) se identificd 1n




segundo sitio de unién a DNA TCCTCCTCC, que también esta presente en otros
promotares y puede ser blanco para WT1 en analisis de transfeccion transitoria {Moffett
y col., 1993). Presenta una regién conservada de cierre (zipper) de leucina hacia el
extremo 5’ de los dedos de zinc, con el cual puede llevar a cabo dimerizacién con otras
proteinas wt1 y con proteinas diferentes (Hastie, 1994).

Entre los genes blanco para Ia represion de su transcripcion se encuentran el
receptor o del acido retinoico (RAR-a), PAX2, c-myc, bel-2 (Hewitt y col., 1996), la
cadena a del factor de crecimiento derivado de plaguetas {PDGF-u), el factor 1
estimulante de colonias, (CSF-1), que estimula la proliferacion, diferenciacion y actividad
de progenitores mieloides, el factor [| de crecimiento semejante a insulina (IGF-I1), el
factor de crecimiento transformante B-1 {TGF-B-1), y el propio WT1 (Incue y col., 1998).
En algunos casos, puede activar ia expresion de genes, como se demostré por la
sobreregulacion del PDGF2 (Bergmann y col. 1997).

La proteina del gen WT1 tiene Ia capacidad para unirse a ta proteina p53,
aumentando la habilidad de p53 para activar Ia transcripcion e inhibiendo su habilidad
para mediar la muerte celular programada inducida por un dafio (Reddy y Licht, 1996).

Es posible que WT1 tenga otras funciones, como lo sugirieron Reddy vy Licht
(1996) quienes propusieron que también podia inhibir la replicacion del DNA y por lo
tanto participar en el control de la proliferacién celular y Caricasole y col. (1996) quienes
sugirieron gque WT1 podia tener una funcién reguladora postranscripcional, ya que la
ausencia del dedo de zinc 1 impidid la unién al RNA.

Se encontrd que las mutaciones en el gen, podian llevar a la formacion de
proteinas con efectos dominantes o dominantes negativos, al interferir con la funcion de
la proteina normal y que la regulacion in vitro de la expresion de WT1 podia inhibir o
estimular 1a apoptosis dependiendo de la isoforma utilizada y del tipo celular (King-
Underwood y col., 1998).

Expresién del gen WT1
El gen WT1 se expresa en tejidos de origen mesodérmico, en células que sufren
una transicion de mesénquima a epitelio y es esencial para [a supresion del desarrolio de

musculo & 105 riffoncs {Hastie, 1994).



En el desarrolio embrionario se expresa durante la organogénesis dei rifion, en la
condensacion del mesénquima metanéfrico alrededor de las yemas uretéricas para su
diferenciacion en células epiteliales que formaran los tubulos proximales y distales y el
glomérulo de la nefrona, solo dentro del linaje de ia nefrona y la capa epitelial de
podocitos del glomérulo, en las células estromales de las goénadas, bazo, células
inmaduras de la médula 6sea Y cubierta mesotelial del intestino, corazén ¥ pulmones.

Se expresa en casi todos los finajes de mesodermo caudal, posiblemente con
excepcion de la notocorda (Hastie, 1993). Ademas, se localizé su expresion en un
pequefic segmento de musculo, dos bandas simeétricas de células que corren a lo largo
del cordon espinal Y en una region del cerebro, donde no se conoce que funcion pudiera
desempefiar (Hastie, 1994).

La expresion de WT1 esta estrechamente regulada tanto espacial como
temporaimente a lo largo del desarrallo embrionaric y en el estado adulto {Huff y
Saunders, 1993), ya que la presencia de la proteina es necesaria para mantener la
funcién del rifién en la vida adulta (Hastie, 1994).

El RNAm puede ser detectado en altos niveles a las 20 semanas de desamollo,
durante ia formacion del sistema genitourinario y estructuras de soporte de origen
mesodérmico (Hastie, 1993). En el adulto la expresion de este gen se restringe a
algunas células del rifién (podocitos) y fa gonada (Células de Sertoli y célufas de la
granulosa), en niveles mucho mas bajos en el bazo, corazén, puimones, timo (Walker y
col., 1994) y, la médula ésea, donde ests confinado a céluias hematopoyéticas
inmaduras CD34" (Inoue y col., 1994).

Hematopoyesis

Comprender cémo las células madre hematopoyéticas pluripotenciales sufren
restricciones progresivas en el potencial de linaje y adquieren las caracteristicas de
células maduras, terminalmente diferenciadas, es central para dilucidar su participacion
en diversos padecimientos hematopoyéticos.

La hematopoyesis es el proceso por el cual las células sanguineas adquieren
fenotipos definidos, como resultado de Ia expresion coordinada de genes especificos

para cada tipo celular. El patron de expresion de genes dentro de una célula es




establecido por factores de transcripcion célula-especificos, que median el efecto global
de una variedad de sefiales de proliferacion y diferenciacion. Algunos de los factores
involucrados son GATA-2, esencial para la expansion de células hematopoyéticas
tempranas; PU.1, importante para la diferenciacion mielocide de progenitores CD34*; NF-
E2, presente en megacariocitos, regula la maduracion citoplasmica, formacion de
granulos y desarrollo de plaguetas: el gen lkarus, que media la diferenciacién en estados
tempranos de maduracion de todos los linajes linfoides y, genes miembros de la familia
HOX, estan involucrados en sobrevivencia y control de la proliferacion celular
(Shivdasani y Orkin, 1996). Recientemente, el factor de transcripcion WT1 fue incluido
entre los genes involucrados en el proceso de diferenciacion hematopoyética (Baird v
Simmons, 1997).

Ademas de los factores de transcripcion, se requiere de ofras proteinas para la
diferenciacién, entre las que son esenciales los factores de crecimiento G-CSF, GM-
CSF, trombopoyetina y eritropoyetina, el receptor de tirosina cinasa, Flk-1 y la cinasa
Janus Jak3 (Shivdasani y Orkin, 1996).

El mantenimiento de la hematopoyesis se lleva a cabo por escasas células madre
pluripotenciales, que tienen un gran potencial de desarrollo y proliferacion (Bhatia, y col.,
1998}). Las células madre se dividen en dos subgrupos, uno capaz de autorenovacion
indefinida (células multipotenciales a largo plazo) y otro que se autorenueva durante un
intervalo definido (células reconstitutivas a corto plazo), este ditimo da origen a una
progenie, que tiene mas restringido su potencial de diferenciacion, y que a su vez origina
a las células funcionalmente maduras (Figura 4) (Weissman, éOOO).

Las células madre hematopoyéticas sélo representan una fraccion de las células
presentes en la médula dsea, aproximadamente 0.05% y carecen de marcadores de
linaje hematopoyético (lin™), (Huss, 2000).

La sangre de cord6n umbilical también es una fuente de células madre y
progenitoras hematopoyéticas (HSPC) y a partir de los afios 90 se considera como una
alternativa al trasplante de médula dsea {Mayani y Lansdorp, 1998).

El sello que define a las células HSPC es una glicoproteina integral de membrana,
el antigeno CD34. Esta molécula puede funcionar como un regulador de la adhesion

celular hematopovética a las células del estroma en la médula osea. Este marcador es




regulado de forma negativa cuando las células se diferencian en células mas maduras
{(Krause y col., 1996).

Las hemopatias clonales retienen muchas de las caracteristicas del desarrollo
hematopoyético, al presentar una organizacion jerarquica, semejante a ia gque se
observa en la hematopoyesis normal. Sin embargo, su programa de diferenciacion es
anormal debido a que no producen células funcionales (McCulloch, 1983).
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Leucemia mieloblastica aguda

Se cree que los genes involucrados en |a patogénesis del cancer actuan a través
de dos mecanismos generales. Ei primero involucra la alteracién estructural de un gen
normal, del cual se genera una proteina que actua sobre la célula hospedera para
inducirle caracteristicas de malignidad. Esta proteina generalmente esta involucrada con
la proliferacion, diferenciacion o sobrevivencia. El segundo mecanismo se relaciona con
la pérdida o inactivacion de genes Cuyas proteinas suprimen el cancer (Cline, 1994).

La leucemia es considerada un tipo especial de cancer. Algunos defectos
geneéticos heredados estan asociados con una predisposicion familiar al ¢ancer, mientras
que muchos de los defectos genéticos que aumentan la probabilidad de padecer
leucemia, son adquiridos (Cline, 1994).

Los genes potencialmente leucémicos en las células hematopoyéticas pueden ser
agrupados en: genes que transmiten sefiales que estimulan el crecimiento, desde Ia
membrana hasta el nucleo; genes que activan la transcripcidn, cuyas proteinas se unen
a secuencias especificas de DNA, cerca de genes blanco y potencian la sintesis de
RNAm; genes involucrados en la diferenciacian de tejidos; genes invelucrados en muerte
celular programada y genes supresores de tumores (Cline, 1994).

Los desordenes de las céiulas madre hematopoyéticas incluyen a diversos
padecimientos, entre los que se encuentran las leucemias agudas. Este grupo de
padecimientos difiere en etiologia, patogeénesis, historia natural y prondstico. Son
clasificados con base en Ia morfologia, citoquimica, marcadores inmunoldgicos y
citogenéticos © combinacion de estas caracleristicas. La clasificacién generalmente
utilizada fue propuesta por hematologos franceses, americanos y britanicos (FAB) y
divide a las leucemias en dos grupos: leucemias agudas linfoblasticas y leucemias
mieloides, estas Ultimas a su vez se clasifican en ocho subtipos: de MO a M7 (Jiménez,
1998), esta clasificacion se basa en la apariencia morfoldgica de los blastos.

Las leucemias mieloides agudas son causa del 15 al 20% de las leucemias
agudas en los nifos y del 80% en los adultos, y es ligeramente mas comdn en los
hombres (Williams, 1995).

La leucemia mieloblastica aguda (LMA) es el resultado de cambios geneticos en

una célula madre hematopoyética, lo que conlleva a un crecimiento descontrolado y a un




bloqueo en ia diferenciacion terminal {Sutherland y col., 1996). Las células se derivan de
una clona leucémica, que substituye la hematopoyesis normal por células inmaduras,
incapaces de diferenciarse en granulocitos o monocitos funcionales, se caracteriza por la
proliferacion de blastos anormales principalmente en la médula {Figura 5), donde
constituyen mas del 70% de las células y por la produccion alterada de células
sanguineas normales (Williams, 1995). Los blastos leucémicos tienen nicleos de
irregulares a redondos, un nucleolo distintivo Y muy poco citoplasma. E} citoplasma
frecuentemente contiene finos granulos azursfilos y un numere variable de cuerpos o
batones de Auer (inclusiones citoplasmicas elipticas) (Williams, 1995; Lowenberg y col.,
1999).

Figura 5. Médula dsea normal ¥y su contraparie leucémica, se observa el gran numero de
blastos en la médula leucémica.

Existen evidencias para la existencia de una jerarquia en la clona
leucémica, similar a la que se observa en la hematopoyesis normal y que son las células
madre normales quienes sufren la transformacion leucémica. La naturaleza de! defecto
genético es ia que determina el programa de diferenciacion de la clona leucémica. De
modo que, una pequefa subpoblacion de células madre leucémicas que posee una
amplia capacidad proliferativa y el potencial para la autorenovacion, mantiene la
leucemia, ya que los blastos leucémicos tienen una capacidad heterogénea para




profiferar, un periodo de vida corto ¥ una habilidad variable para madurar mas alla del
estado de blasto o progranulocito (Figura 6) (Lapidot y col., 1994: Sutherland y col.,
1996; Bonnet y Dick, 1997). Fraizer y col. {1995) sugirieron que WT1 esta involucrado en
la seleccion del linaje reprimiendo genes necesarios para la diferenciacion de un linagje

especifico.
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Figura 6. Posible punto de inicio para el proceso leucémico durante la hematopoyesis. La
formacién de céiulas leucémicas sigue una via similar a la formacién de los diversos

linajes hematopoyéticos normales.

Factores de crecimiento hematopoyético

Caracteristicas como la sabrevivencia, diferenciacion, proliferacion y desarrollo de
tas células precursoras hematopoyéticas y la actividad funcional de las células
sanguineas maduras son influenciadas por los factores estimulantes de colonias (CSFs),
las células mueren rapidamente por apoptosis en ausencia de los CSFs apropiados, de
modo que, las células madre necesitan de |a coestimulacion por combinacién de algunos
factores para Mevar a cabo sus funciones {Williams y col., 1990; Metcalf y Nicola, 1995).




En cultivos de meédula ésea normal, el factor estimulante de colonias de
granuiocitos {G-CSF) es un estimulo altamente selectivo para granulocitos neutrdfilos,
las células que responden a este factor son mas maduras que las que responden a otros
CSFs. Mientras que, el factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-
CSF) actla sobre un amplio rango de células, estimulando la proliferacion y
diferenciacion de precursores mieloides y dando origen a granulocitos neutréfilos,
eosinofilos y monocitos (Metcalf y Nicola, 1995),

Los CSFs en cultivos de células de LMA mantienen ia viabilidad celular y refrasan
la apoptésis. Aunque, muchas células leucémicas proliferan sin mostrar sefiales de
diferenciacién en respuesta a G-CSF, ya que son refractarias a Ia induccion para la
diferenciacion (Inoue y col., 1998).

ANTECEDENTES

Participacién del gen WT1 en proliferacion y diferenciacién hematopoyética

Dentro del sistema hematopoyético la expresion de WT1 estd limitada a las
celulas hematopoyéticas mas primitivas (CD34'CD33") y disminuye conforme las células
progenitoras se diferencian en células mas maduras (Inoue y col., 1997). Es posible que
la disminucion de WT1 se asocie con e proceso de diferenciacion en ia hematopoyesis
normal, ya que su expresion fue indetectable en células mononucleares CD34" (Baird y
Simmons, 1997). Parece ser regulado de forma negativa cuando se induce |a
diferenciacion de células en cultivo, lo cual apoya la idea de que WT1 se expresa a
niveles mas aitos en células mas inmaduras (Bergmann y col., 1997), especificamente
antes de la determinacion de Ia division mieloideflinfoide (King-Underwood y Pritchard-
Jones, 1998).

El gen WT1 esta altamente expresade en varios tipos de leucemias, como Ia
mieloide cronica, linfoide aguda y la mieloblastica aguda, en esta Gltima se sobreexpresa
en el 40-70% de ios pacientes, de ios cuales una aita proporcidn correspande a
fenotipos indiferenciados (M1 y M2) de manera que llegd a considerarse como un
marcador de blastos leucémicos (Baird y Simmons, 1997). Debido a que también se

€83 en leucemias mas maduras, se 5uUginié que su expresion esta relacionada 3 Ia




En cultivos de médula ésea normal, el factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) es un estimulo altamente selectivo para granulocitos neutréfilos,
las células que responden a este factor son mas maduras gue las que responden a otros
CSFs. Mientras que, el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF) actha sobre un amplio rango de células, estimulando la proliferacién vy
diferenciacion de precursores mieloides y dando origen a granulocitos neutréfilos,
eosinofilos y monocitos (Metcalf y Nicola, 1995).

Los CSFs en cultivos de células de LMA mantienen la viabilidad celuiar y retrasan
la apoptésis. Aunque, muchas células leucémicas proliferan sin mostrar sefiales de
diferenciacion en respuesta a G-CSF, ya que son refractarias a la induccidn para la
diferenciacién (Inoue vy col., 1898).

ANTECEDENTES

Participacién del gen WT1 en proliferacion y diferenciacién hematopoyética

Dentro del sistema hematopoyético Ia expresion de WT1 esta limitada a las
células hematopoyéticas mas primitivas (CD34°CD33") y disminuye conforme las células
progenitoras se diferencian en células mas maduras (Inoue y col., 1997). Es posible que
la disminucién de WT1 se asocie con el proceso de diferenciacién en [a hematopoyesis
normal, ya que su expresion fue indetectable en células mononucleares CD34" (Baird y
Simmons, 1997). Parece ser fegulado de forma negativa cuando se induce la
diferenciacion de células en cultivo, lo cual apoya Ia idea de que WT1 se expresa a
niveles mas altos en células mas inmaduras (Bergmann y col., 1997), especificamente
antes de la determinacion de la division mieloide/linfoide (King-Underwood y Pritchard-
Jones, 1998),

El gen WT1 esta altamente expresado en varios tipos de leucemias, coma la
mieloide crénica, linfoide aguda y la mieloblastica aguda, en esta ultima se sobreexpresa
en el 40-70% de los pacientes, de los cuales una alta proporcion corresponde a
fenotipos indiferenciados (M1 y M2) de manera que llego a considerarse como un
marcador de blastos leucémicos (Baird y Simmons, 1997). Debido a que también se
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transformacion maligna, mas por su persistencia gque por su sobreexpresion {Maurer y

col., 1997). Inoue y col. (1994; 1996) demostraron que los pacientes con Ieucemla que
expresan altos niveles del transcrito de WT1 tuvieron una mala respuesta al tratamlento
y consecuentemente un mal pronéstico, por lo que sugirieron que los niveles de
expresion estan correlacionados inversamente con el prondstico. Por lo anterior se creia
que WT1 podia ser utilizado como un factor pronostico y un nuevo marcador para el
diagnéstico de enfermedad minima residual en la leucemia. Schmid y col. {1997) no
encontraron ninguna correlacion entre los niveles de expresion del gen con la remision
completa o la sobrevivencia libre de la enfermedad, de lo que concluyeron que Ia
determinacién de la expresion al diagnostico no tiene valor como factor pronostico. Sin
embargo, Lamaki y col. (1999), mostrd que los niveles de expresion son un marcador
para blastos preleucémicos o leucémicos en Sindromes mielodisplasicos, que podian
reflefar ta progresion de ta enfermedad. Esto nos sefiala las discrepancias que adn
existen en cuanto al conocimiento de ia actividad y funcion del gen en el proceso
leucémico,

Yamagami y col. (1996), por medio de experimentos con ocligonuclettides
antisentido demostraron que la proteina wt1 era necesaria para permitir la proliferacion
continua y proteger de la apoptosis a las células leucémicas, implicando directamente a
WT1 en la leucemogénesis.

Las causas de la sobreexpresion del gen WT1 en las células leucémicas atn no
se han determinado, sin embargo, se demostré que un potenciador {enhancer) de WT1
es regulado por el factor de transcripcion relacionado con eritrocitos/megacariocitos,
GATA-1, aunque su expresion se limito a una parte de la leucemia, mientras que la de
WT1 fue general (Inoue y col.,1997).

En células HLE0 la expresion del gen fue regulada de forma negativa durante Ia
diferenciacién granulocitica/monocitica (Sekiya y col., 1994), el mismo resultado se
obtuvo cuando las células HL60 fueron tratadas con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA) un inductor para la diferenciacién en células semejantes a macrdfagos (Deuel y

., 1999).
Svedberg y col., (1998) demostraron que 1a expresién constitutiva de WT1 en |3

linea de célilas leucémicas U937 llevd a la falta de respuesta a la induccién de Ia




diferenciacion por el acido retinoico o la vitamina D3 y que, el crecimiento y la viabilidad
celular no se vieron afectados, por lo que es posible que estos procesos sean regulados
de manera separada. Mientras que en la diferenciacién de la linea K562 ocurria algo
diferente, la sobreexpresién constitutiva no alters la diferenciacion cuando las células
fueron tratadas con TPA, de lo que Svedberg y col. (1999) concluyeron que la regutacion
hegativa de WT1 no es un prerrequisito general para ia maduracion de las células
hematopoyéticas.

Por otro lado, Smith y col., (1998} mostraron que después de la exposicion de
mieloblastos M1 al factor inhibidor de leucemia (LIF), se activo la expresion de WTH, la
cual coincidié con la sobreregulacion del marcador de monocitos/macréfagos, ¢c-fms y la
aparicién de monocitos maduros, aunque las céluias solo expresaron las isoformas
WT1+KTS. Esto demostrd que las isoformas +KTS tienen el potencial para dirigir la
expresion de genes especificos de linaje en la diferenciacion de las células M1, Smith y
col., {2000) demostro, también en células M1, que WT1 podia eliminar el crecimiento de
celulas tumorales, particularmente ia isoforma WT1-17aa+KTS. Recientemente, Ellinsen
y col., {2001) proponen que durante la diferenciacion de las células hematopoyéticas
WT1 funciona como un supresor de tumores, de la misma manera que lo hace durante Ia
diferenciacion renal. Estos resultados son los primeros en demostrar su efecto de
supresor en una linea leucémica, sugiriendo que la pérdida de la expresion funcional de
WT1 es lo que contribuye a Ia ieucemogénesis in vivo.

Su expresion constitutiva bioqueé la diferenciacién e indujo la proliferacion de las
células precursoras de neutréfilos 32D cl3, al competir con Ia sefial que induce a la
diferenciacion mediada por el receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSFRY, lo que llevd a un bloqueo de la diferenciacion, pero no de la proliferacion, al
permitir (nicamente la transduccion de esta ditima sefal. Este comportamiento se vio
asociado con la alteracion en la expresion de las proteinas Stat3q y 3B {Inoue v col.,
1998).

Como pudo notarse, todas estas propuestas para definir las consecuencias de g
expresion de WT1 en lineas celulares derivadas de leucemias han producido resultados
confiictivos, debido a que en algunos casos se encontrd proliferacion celular aumentada

pero induccion de arresto en el crecimiento €N otros, ¥ se propone tanto mediacion como
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inhibicién de la diferenciacion celular. Smith y col., (2000) y Ellisen y col., 2001, sugieren
Que éstas diferencias podrian deberse al tipo de células utilizadas en cada estudio.

Hasta ahora poco se conoce sobre la funcién particutar de cada isoforma de WT1
en la hematopoyesis, debido a que después de los hallazgos de Smith y col., (1998:;
2000), sélo Ellinsen y col., (2001) ha sugerido una funcién para las isoformas +KTS y
KTS, su propuesta fue que WT1+KTS no dispara la diferenciacion de células
progenitoras por si sola, sino que tiene un efecto cooperativo al potenciar la
diferenciacién mediada por WT1-KTS, sin que atin se conozca el mecanismo por el cual
ambas isoformas cooperan para inducir dicho proceso, ni cual es Ia participacion de las
isoformas +17aa/-17aa.

JUSTIFICACION

Se sefiala que las diversas isoformas del gen WT1 pueden tener diferentes
funciones dependiendo del tejido en el que se encuentren. En las leucemias la funcion
de las isoformas atin no esta bien establecida, debido a que los resultados han sido
contradictorios, 1o cual podria deberse a que el comportamiento de este gen se ha
estudiado unicamente en cuitivos de células derivadas de lineas celulares leucémicas y
no directamente en cultivos de las células de pacientes con leucemia.

Por lo tanto nos proponemos identificar la{s) isoforma(s) presente(s) en las células
progenitoras hematopoyéticas CD34%lin™ de individuos con leucemia, analizando lag
celulas después de ser cultivadas con factores de crecimiento hematopoyético. Este
trabajo trata de hacer una aportacion al conocimiento de la expresion def gen WT1 en
células leucémicas obtenidas directamente de pacientes, como una propuesta mas
cercana a las condiciones in vivo, que no se observan en las células in vitro donde solo

se evalua la funcidn de una isoforma de manera independiente a las otras.
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inhibicion de la diferenciacion celular. Smith y col., (2000) y Ellisen y col., 2001, sugieren
que éstas diferencias podrian deberse al tipo de células utilizadas en cada estudio.
Hasta ahora poco se conoce sobre la funcion particular de cada isoforma de WT1
en la hematopoyesis, debido a gue después de los hallazgos de Smith y col., (1998;
2000), sélo Ellinsen y col., (2001) ha sugerido una funcién para las isoformas +KTS y —
KTS, su propuesta fue que WT1+KTS no dispara la diferenciacién de células
progenitoras por si sola, sino que tiene un efecto cooperativo al potenciar la
diferenciacién mediada por WT1-KT S, sin que adn se conozca el mecanismo por el cual
ambas isofoermas cooperan para inducir dicho proceso, ni cual es la participacion de las

isoformas +17aa/-17aa.

JUSTIFICACION

Se sefiala que las diversas isoformas del gen WT1 pueden tener diferentes
funciones dependiendo del tejido en el que se encuentren. En las leucemias la funcién
de las isoformas aun no esta bien establecida, debido a que los resultados han sido
contradictorios, lo cual podria deberse a que el comporamiento de este gen se ha
estudiado Unicamente en cultivos de céluias derivadas de lineas celulares leucémicas y
no directamente en cuitivos de las células de pacientes con leucemia.

Por lo tanto nos proponemos identificar la(s) isoforma(s) presente(s) en las células
progenitoras hematopoyéticas CD34'lin~ de individuos con leucemia, analizando las
células después de ser cultivadas con factores de crecimiento hematopoyético. Este
trabajo trata de hacer una aportacién al conocimiento de la expresion del gen WT1 en
células leucémicas obtenidas directamente de pacientes, como una propuesta mas
cercana a las condiciones in vivo, que no se observan en las células in vitro donde sélo
se evalia la funcion de una isoforma de manera independiente a las otras.
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HIPOTESIS

Debido a que los antecedentes sugieren que la expresion de WT1 es mas alta en
células CD34" leucémicas que en células CD34" de médula 6sea normal, se espera que
el transcrito conocido mas abundante WT1+1 7aa+KT$, sea predominante en las células
leucémicas CD34'lin™, con respecto a las células CD34'lin~ de cordon umbilical,

Se ha demostrado en diversos modelos celulares que la expresién continua del
transcrito del gen WT1, es uno de los factores que bloguean el praceso de diferenciacién
celular, por lo que se espera que después de que las células leucémicas sean
estimuladas para diferenciarse, Ia presencia del transcrito de WT1 las mantenga en un
estado indiferenciado.

OBJETIVOS
Generales:
Identificar y determinar las concentraciones relativas de la(s} isoforma(s) del RNAm de
WT1 presentes en las células CD34'lin" de pacientes con LMA antes y después de
cuitivarse con factores de crecimiento.

Analizar la respuesta de las células derivadas del linaje CD34%lin~ al estimulo de
diferenciacién por los factores de crecimiento G-CSF y GM-CSF.

Particulares:

1. Identificar el tipo de isoforma del gen WT1 que se expresa en células CD34"lin~ de
pacientes con leucemia mieloblastica aguda.

2. Determinar las concentraciones relativas de las isoformas del RNAm del gen WT1, en
células CD34%lin™ de pacientes con leucemia mieloblastica aguda.

3. Determinar ias concentraciones relativas de las isoformas del RNAm del gen WT1 en
las células derivadas del linaje CD34%lin" después de 10 y 20 dias de cultivo con los
factores de crecimiento G-CSF y GM-CSF,

4. Verificar el grado de diferenciacion de las células mantenidas en cuitivo durante 10 y
20 dias con G-CSF y GM-CSF.
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METODOS

Muestras biolégicas:

Las células leucémicas se obtuvieron de aspirados de médula ésea de once
pacientes adultos con LMA sin tratamiento previo y fueron donadas por el Laboratorio de
Hematopoyesis de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas del
Hospita! de Oncologia del CMN $XXi.

Purificacion de células CD34%in™

La separacion de las células fue llevada a cabo en el Laberatoric de
Hermatopoyesis de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncolégicas. Se
utilizé una columna inmunomagnética con el sistema de separacién negativa, donde las
células deseadas pasan por una columna, mientras que, las que permanecen adheridas
son las que se desea eliminar. La ventaja de esta técnica es que las células de interés
no quedan marcadas con anticuerpos, por lo que no se altera su fisiologia,

La purificacion de las células progenitoras se realizé de acuerdo ai protocolo de
StemCell Technologies Inc. Se obtuvieron las células mononucleares (CMN) mediante
un gradiente de Ficoll. Una vez obtenidas las CMN se llevaron a una concentracion de
100 x 10° cel/ml, con un rango de 20 a 150 x 10° cel/ml, diluyéndolas con Solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) + 10% de Suero Fetal de Bovino (SFB).

Las células fueron marcadas con un anticuerpo tetramérico (dos anticuerpos
monoclonales murinos IgG; mantenidos en un arreglo tetramérico por dos anticuerpos
monoclonales de rata anti-raton IgGy) agregando 100 ul de la mezcla de anticuerpos
especificos de linaje (CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD24, CD56, CD66b, CD41,
glicoforina A, mezcla establecida por StemCell Technologies, Vancouver, Canada), por
cada mililitro de células (50-100 x 10° células) mezclando homogéneamente. Se dejé
incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

Se agregaron 60 ul de suspension coloidal de particulas magnéticas de hierro-
dextran, por mililitro de células y se dejé ineubar 15 minutos a temperatura ambiente.

Se llend una columna magnética con PBS sin suero, se agregd lentamente

teniendo cuidadoe de que no entraran burbujas. A continuacién se agregé PBS con 10%
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de SFB. Cuidando que la columna no se secara y se lavd hasta haber recolectado 8 m!
en un tubo,

Se cambié el tubo recolector por una nuevo estéril para recolectar la muestra. Se
agrego la muestra y cuando comenzo a caer se agregd PBS con 10% de FBS y se dejo
correr hasta que se receolectaron 10 mil.

Finalmente ia muestra se centrifugé a 1200 rpm durante 7 minutos, se obtuvo la
pastilla y se resuspendié en 500-1000 pl de medio de cultivo para su cuenta en una

camara de Neubauer y uso posterior.

Cultivo de las células CD34'lin” con factores de crecimiento

Las células hematopoyéticas fueron cultivadas en medio de Dulbecco modificado
de Iscove {IMDM) suplementado con SFB (15% v/v) a una concentracion celular de
2x10%ml. Los cultivos se realizaron en presencia {identificado como G+GM) ¢ ausencia
(identificado como control) de las citocinas recombinantes: Factor estimulante de
colonias de granulocitos y factor estimufante de colonias de granulocitos/macréfagos (G-
CSF y GM-CSF) a una concentracion de 10 y 20 ng/ml respectivamente.

Se evalud el nimero total de células leucémicas a los dias 10 y 20 de cultivo,
periodo ubicado dentro del tiempo 6ptimo para la proliferacion de estas células (Mayani
et al, 1991). La células fueron cuantificadas en una camara de Nuebauer, se verificé el
tipo de células precursoras y células maduras, a través del analisis morfolagico en frotis
tefiidos con Wright-Giemsa. Las células obtenidas de cordén umbilical fueron cultivadas
por 7 y 14 dias de acuerdo a condiciones éptimas para su cultivo, previamente

establecidas.

Aislamiento de RNA total.

El RNA total de las muestras analizadas se obtuvo siguiendo el método descrito
por Chomczynski (1987). Las células CD34%lin~ fueron lisadas con 200 ul de trizof
(Gibco, BRL) por cada 5x10° células y se agregaron 40 ! de cloroformo agitandose
fuertemente el tubo e incubandose a temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifugd a 4°C. El RNA presente en la fase acuosa se precipité con 1 volumen de

isopropanol frio, se centiifugd y lavo con efanol al 75%. Finalmente se secd y se
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resuspendié en agua tratada con dietilpirocarbonato y se almacené a -70°C hasta el

momento de ser analizado.

E! grado de pureza y la concentracion del RNA se determind por
espectrofotometria. En una cedilla de cuarzo se resuspendio la solucion de RNA
problema y se determiné la absorbancia a 260 y 280 nandmetros en un
espectrofotdbmetro Perkin Elmer MBA 2000. Considerando que una densidad optica de
RNA unicatenario es igual a 40 ng/ml, se calculd la concentracion del RNA problema.
Para establecer el grado de pureza de la solucion de RNA se determiné el cociente
260/280.

Laintegridad del RNA se determiné corriendo una alicucta en un gel horizontal de
agarosa al 2% a 50 voits durante 2 horas, posteriormente se tifié con bromuro de etidio

para visualizar el RNA en un transiluminador con juz UV,

Determinacion del transcrito del gen WT1, mediante RT-PCR.

i.a RT-PCR se llevé a cabo de acuerds al método descrito por Kawasaki (1991),
utilizando el Kit de RT-PCR AMV (Boheringer). Con alicuotas de 1 pg de RNA total se
sintetizd la primera cadena de cDNA. La reaccion se llevé a cabo con solucion
amortiguadora 1X (Tris-HCI pH 8.3 100 mM, KCI 500 mM) 1mM de cada dNTP, 5mM de
MgCly, 3mM de oligo dT, 50 U de inhibidor de RNAsas, 20 U de transcriptasa reversa en
un voiumen final de 25 ul. Se incluyé un control sin RT para descartar la presencia de
DNA gendmico.

El producto de la sintesis de la primera cadena de cDNA se uso para producir la
segunda cadena mediante PCR. Se utilizaron 20 pmol de dos pares de oligonucledtidos
en la misma reaccion, uno para amplificar una regidon del RNAm del gen WT1, ya sea el
exon 5. 5-GGA ATC AGA TGA ACT TAG GAG-3' (sentido), 5'-GTG CGT GTG TATTCT
GTA TTG -3’ (antisentido), & el exon 9: 5-CCA GTC CAA AAG ACA CCA AAG-3
(sentido), 5-CAA ACT TTT TCT GAC AAC TTG G -3’ (antisentido), {modificados de
Haber et al, 1991) y otro para amplificar una region del RNAm del gen para $-actina
como control interno: 5-AGC AAG AGA GGC ATC CTC ACC-3' {sentido}, 5-CTA CCT
TCA ACT CCA TCA TGA AC-2 {antisentido). Se incluyé un control con ddH,O en lugar
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de cDNA, para verificar ausencia de contaminacién y un control positivo normal con
cDNA derivado de células de sangre de cordan umbilical. Cuando fue posible se incluyo

un contro! propio de la muestra, utilizando células mononucleares.

La sintesis de ia segunda cadena se hizo mediante ia amplificacion del cDNA
utilizando 2 pCi del isétopo o*?P-dCTP y 0.02 pmol de dCTP frio, de la siguiente manera;
Una desnaturalizacién inicial del cDNA a 94°C por 5 minutos, se realizaron 30 cicios de
amplificacion bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién a 94°C por 60 segundos,
seguida por una reaccion de alineacién por 60 segundos a 55°C y una extension a 72°C

por 60 segundos. Con una extensién final a 72°C por 10 minutos.

Determinacién semicuantitativa de los transcritos del gen WT1

Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en un gel de acrilamida
no desnaturalizante al 8%, durante 4 horas a 300 volts. Ei gel se secd con vacio a 80°C
¥ S€ expuso a una placa autoradiografica (Kodak Ektascan EM-1) en un cassette de 1 a
17 horas. El analisis de la autoradiografia y la determinacion semicuantitativa de las
isoformas del gen WT1, se realizé comparando las intensidades de las bandas de fas
isoformas con respecto a la banda que corresponde al transcrito del gen “housekeeping”
p-actina, utilizando el sistema de computo 1S-1000 Digital iImaging System. Este sistema
permitio la cuantificacién de los niveles relativos de los cuatro transcritos en cada
muestra. Se utilizé ia formula X = B x 100/A, donde X = % isoforma, B = valor asignado
por el programa para la isoforma, 100= % para B-actina, A = valor asignado por e!
programa para pB-actina,

Para calcular si existia diferencia significativa en la expresion de las isoformas
entre las células leucémicas y las células normales de cordén se utilizé la prueba

estadistica no paramétrica de U de Mann-Whitney.



Extraccién de fragmentos en gel de poliacrilamida

Para extraer los fragmentos del gel de poliacrilamida se utilizé el kit de QIAGEN®,
Se cortaron las secciones que contenian las bandas esperadas, minimizando el tamaiic
de éstas para remover el exceso de poliacrilamida. Los fragmentos fueron pesados,
mezclados con 2 volimenes de amortiguador de difusion (100-200 pl por cada 100 pg de
gel) y pasados por una jeringa.

La mezcla se incubd a 50°C durante 30 minutos, posteriormente se centrifugd a
13000 rpm un minuto y se retird cuidadosamente el sobrenadante, el cual fue pasado por
un tubo ependorff con fibra de vidrio para eliminar cualquier residuo de poliacrilamida.
Luego de calcular el volumen del sobrenadante se le agregaron 6 volimenes de
amortiguador QX1 y 10 ul de QIAEX II (previamente resuspendido en vortex durante 30
segundos), se mezcld y se incubé a temperatura ambiente 10 minutos (agitando con el
vortex cada 2 minutos para mantener las particutas QIAEX Il en suspensién). La mezcla
se centrifugd 30 segundos y se eliminé el sobrenadante.

La pastifia se lavé 2 veces con 500 ul de amortiguador PE (QIAGEN, Inc.). Se

secé la pastilla por 15 minutos sin utilizar vacio, Para eluir el DNA se agregaron 20 pl de

H20 pH 7.5 y se resuspendit en vortex, se incubé 5 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugé a 13000 rpm 30 segundos, se transfirié a un tubo limpio y se almaceno a —
20°C.

Cuantificacién de los productos purificados

El reactivo para cuantificacién de DNA de doble cadena en solucion, PicoGreen
(PicoGreen® Molecuiar Probes, EUA), es una tincién fluorescente ultrasensible para
acidos nucleicos y permite cuantificar hasta 25 pg/ml de DNA de doble cadena.

Se utilizaron 100 pl de una dilucion 1:200 de la solucién de PicoGreen
concentrada en Dimetil sulféxido (DMSO), ésta dilucién se prepart con amortiguador TE
[Tris-C! (pH 7.4)-EDTA (pH 8}1 1X, 100 ! de amortiguador TE, 0, 0.5, 1 y 2ul de DNA
para la curva de calibracién y 2ul de DNA muestra. La fluorescencia fue medida en el
lector de microplacas Fluoroskan Ascent FL {Labsystems} y analizada con el programa

Ascent Version 2.4.1. Finalmente los datos fueran interpretados en una hoja de calculo.




Secuenciacion

Se empleo el kit DyeDeoxy™ Terminator (PE-Biosystem, EUA), donde los
terminadores reemplazan a los deoxinucledtidos normales en el secuenciamiento
enzimatico, incorporando una marca de colorante en el DNA junto con la base
terminadora. Esto elimina de manera quimica falsos “stops” marcados y las cuatro
reacciones de terminacion se realizan en un solo tubo, reduciendo la manipulacion.

Se utilizaron 2pl de DyeDeoxy Terminator, 2ul de la dilucién de DNA muestra (con
una concentracion final de 2ng), 10 pmol del oligonucledtido sentido y agua destilada
para un volumen final de 20ul. La reaccién de PCR se realizé con las condiciones antes
senaladas.

El producto de la reaccion fue purificado en columnas Centri-Sep (Princeton
Separations Inc¢.), apropiadas para eliminar el exceso de los terminadores en la reaccion
de secuenciacion. Todo el producto de la reaccion se puso en la columna (previamente
hidratada por 2 horas con 800pul de agua destilada y centrifugada a 3000 rpm por 3
minutos para eliminar el exceso de agua) cuidando que no se perdiera la muestra por las
paredes ni tocando el centro con la pipeta, se centrifugé a 3000 rpm por 3 minutos, la
muestra recuperada se seco con vacio por 2-3 horas sin calor.

La muestra seca se disolvid en una mezcla de formamida, Tetraacetato de
etilendiamina (EDTA) 25 mM pH 8.0 y azui dextran. Posteriormente se corrieron en un
secuenciador de DNA ABI PRISM™ 377 (Perkin Eimer), en un gel desnaturalizante al
4.75%, en amortiguador TBE 1X, durante 7 horas. La sefial emitida por los terminadores
al ser excitados por el laser fue capturada con el programa Data Coliection y analizada

con el programa Sequencing Andlisis.



RESULTADOS
Identificacion de las isoformas de WT4 presentes en células CD34'lin” de pacientes
con LMA,
En este estudio se analizaron 11 aspirados de médula dsea de personas con leucemia
mieloblastica aguda sin tratamiento previo. En la Tabla 1 se sefialan las caracteristicas

generales de los pacientes estudiados.

Tabla 1. Relacion de las caracteristicas generales de los pacientes.

PACIENTE SEXO EDAD (afios)| TIPO LMA CARIOTIPO*
1 M 39 MO Nd
2 F 32 M2 46, XX
3 M Nd M2 Nd
4 F Nd M4 Nd
5 M 18 M2 45, XY, 1(8,21)
6 M Nd M4 Nd
7 F 26 M4 46, XX, +Inv 16;
+delec 17
8 F 56 M2 46, XX,-8 -21,+ 8,
+(8;21)
9 F Nd M2 46, XX
10 F 34 M4 Nd
L 11 F 51 M3 Nd B

Nd No determinado.
*El cariotipo fue realizado en el Departamento de Genética del Hospital General, $SA.,

De las muestras trabajadas se obtuvieron los RNAs totales. Como controi positivo
normal se analizaron 5 muestras de células sanguineas de cordon umbilical, La muestra
No 5 de células de cordén resultd abundante, de manera que fue posible cuitivarla con
factores de crecimiento hematopoyético para comparar su expresion de WT1 con aquélla
de las células leucémicas cultivadas en presencia de los factores G-CSF y GM-CSF.
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Las concentraciones de fos RNAs obtenidos de los diferentes tipos celulares
presentaron una variacién de 20 hasta 1000 ng/ul, las células de cordon umbilical
presentaron las concentraciones mas bajas. Todos los RNAs mostraron una integridad
adecuada para su analisis (Figura 7).

-28s

-18s

’ —RNAt

Figura 7. Integridad de los RNAs obtenidos de las células CD34'lin". Las bandas
corresponden a los RNAs ribosomales de 28s, 18s ¥ RNAs de transferencia.

Los oligonucledtidos utilizados permitieron detectar cuatro bandas, dos bandas para cada
exdn. Se identifico la presencia de las cuatro isoformas generadas por el procesamiento
alternativo de los exones 5y 9, del gen WT1 en células CD34'lin". La identificacion de las
isoformas se hizo de manera independiente una de otra, de modo que las isoformas
encontradas fueron: WT1+17aa, WT1-17aa, WT1 +KTS, WT1-KTS (Figura 8).
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Figura 8. Isoformas de WT1 generadas por el procesamiento alternativo. A)
Representacion esquematica del RNAmM de WT4 donde se muestran las posiciones de los
oligenucledtidos en los dos sitios de corte y unién aiternativos. B} Electroforesis en gel de
poliacrilamida donde se observan las cuatro bandas que corresponden a +17aa (161pb}, —
17aa (110pb), +KTS {(173pb) y -KTS {164pb). M: Marcador de peso molecular, 17aa:
isoformas del exon 5, KTS: isoformas del exén 9.

En las células CD34'lin" de cordén umbilical se observd un comportamiento similar
a lo encontrado en las células leucémicas, localizando las 4 bandas antes mencicnadas,
sin embargo en el cordén No 1 no se pudo diferenciar la banda correspondiente a -KTS.

La identidad de las 4 isoformas obtenidas se confirmé por secuenciacion
automatica. Los 4 cDNAs obtenidos correspondieron con lo esperado. La secuencia
correspondiente al exon 5 se encuentra sefialada en negro, mientras que en gris se
sefialan, hacia el extremo 5' ias dltimas 5 bases del exon 4 y hacia el extremo 3 las
primeras 5 bases del exon 6 (Figura 9). Para la insercion KTS, ia secuencia también se
sefala con negro y con gris las 5 bases finales del exdn 8 y las 5 bases iniciales del exén
10 (Figura 10).
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[Figura 9. Secuencia del extn 5, las flechas sefialan e tamafio de 178a con 51pb
‘abarcando la totafidad def exén'; (A), mientras que en (B}, la flecha sefiala el punto donde
curre la eiminacion del exon 5 entre ios exones 4ly 6 sefialados en letras grises,
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Determinacion de las concentraciones relativas de las isoformas del RNAm de WT1.
El analisis semicuantitativo de las muestras permiti6 comparar el nivel de expresion del
gen "housekeeping” B-actina con el nivel de las isoformas. Empleando ef Programa
IS1000 se analizd Ia densidad de las bandas en la autorradiografia, densidad que es
convertida en un porcentaje numérico, De los valores obtenidos la banda correspondiente

a B-actina se considerd como el 100% (Figura 11),

A B

DATA RITEGRATION

\_VM—A“’/— !i: ' E

209 4.7
239 7.2
2 g1

Figura 11. Imagen obtenida con el programa i51000. (A) Se analiz6 ia densidad de ias
bandas en la autorradiografia, la banda mas intensa corresponde a B-actina, mientras que
las bandas que se observan en la parte inferior corresponden a las dos isoformas. (B) A
partir del pico generado por cada banda es posible analizar su densidad y calcular una
proporcidn numérica en porcentaje. 1: B-actina, 2: Isoforma con insercion, 3: Isoforma sin
insercion.

Se encontré que la expresion del gen WT1 fue mayor en {as muestras de leucemia
en comparacion con la expresién en células de sangre de cordén umbilical. La prueba
estadistica no paramétrica de U de Mann-Whitney (Maurer y col., 1997), sefiald que la
proporcion de WT1 en las células leucémicas con respecto a las células de sangre de

cordan umbilical fua mayor para todas las isoformas,
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Isoformas 17aa: n=9, +173a: Uo=8, Ur=1; -17aa: Uo=6, Ur=1.
Isoformas KTS: n=11, +KTS: Ur=1, U=8; -KTS: Ur=0, U=4. Ei nivel de significacion
para las cuatro isoformas fue P=0.05,

Adn cuando los sitios de procesamiento alternativo fueron identificados de manera
independiente, fue posible establecer que la isoforma con mayor expresion en ambos
tipos celulares fue WT1+17aa+KTS Y la menos abundante, la que carece de ambas
inserciones, este resultado se confirmd amplificando un fragmento que incluyd ambos
exones (Figura 12),

— B actina

. — +17aa+KTS
[+ = -17aa-KTS

Figura 12. Amplificacion de un fragmento que abarca tanto al exdn 5 como al 9, se observa
en lodos los casos que WT1+17aa+KTS es la isoforma mas abundante. 1) Control sin
cDNA, 2) Células CD34"iin" dia 0, 3) CMN dia 0, 4) Células derivadas del linaje CD34'lin"
10 dias después de ser cultivadas sin factores de crecimiento hematopoyético, 5) Células
MN 10 dias después de ser mantenidas en cultivo sin factores de crecimiento
hematopoyético, 6) CMN cuitivadas con factores de crecimiento hematopoyético por 20
dias,

La relacion entre las isoformas fue la esperada, es decir, en todos los casos las
isoformas con la insercién se expresaron mas que las isoformas que carecen de ella,
aunque la refacion fue muy variable, desde 1.1:1 hasta 4.6-1 para las isoformas
+17aa/~17aa y de 1.1:1 a 101 para las isoformas +KTS/-KTS. No existié variacion en la
presencia de la isoforma +17aa entre ias celulas leucémicas y las normales (x=2.4:1, en
ambos casos). Sin embargo, |a presencia de Ia isoforma +KTS fue mayor en las células
leucémicas. En las CMN hubo mayor expresion de las isoformas con la insercion (Haber y
col., 1991) (Tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje y relacion de las isoformas WT1 +17aa/-

leucemicas y de cordén umbilical.

17aa, +KTS/-KTS en células

SUBTIPO
PACIENTE | LMA *17aal172a_ | *RELACION | +KTS/KTS | *RELAGION
1 LMA-MO 9.7% 1 7.6% 1.3:1 9.7%/7.3% 1.3:1
2 LMAM2 | 51.9%/15.02% 3.4:1 38.7%/10.9% 3.5:1
3 (MA-M2
Nd Nd 32.2%/17.16% 1.9:1
7 CMA-Ma
Nd Nd 56.6%/43.4% 1.3:1
5 LMA-M2 38.7%/8.3% 4.6:1 68.2%/6.5% 101
6 LMA-M4 49.8%138 2% 13:1 37%/13% 2.8:1
7 LMA-M4 55.8%/16.7% 33:1 42.5%/20.5% 2.1:1
8 LMA-M2 68.7%/31.6% 2.2:1 19.8%/11.4% 1.7:1
9 LMA-M2 [ CD34" 40%/20.7% 199 | CD34" 52%/16% | 327
MN 26.3%/6.5% 41 MN 69.3%/20% |  3.4:1
LMA-Ma | CD34" 37% 737 5% 1 [CD34 66.3/195% ] 347"
10
MN 22%/ 21.39% 11 IMNS5.5%19.5% | 281
LMA-M3 | CD34740.4% (13% | 3.4 | CD34°50 57300 o
1
MN 44% / 18% 241 | MN765%/28% | 2741
PROMEDIG CD34" x= 43.5% 21% CD34°
MNx=307%/15.2% | x=241 | x=438%M17.7% | x= 39
MN x=67%/22.5%
CORDON UMBILICAL ‘172ai-17aa | "RELACION | +KTSI-KTS ~ | "RECAGION
T CDae"
55.2%/18.8% 31 CD34+ 53.8% .
CD34" 10.9%/7.9% | 141
2 MN 7.1%/2.2% 3.2:1 Nd Nd
3 MN 8.6%/2.2% 4:1 Nd Nd
r MIN 27 3%021 2%
MN 9.7%/8.2% 1.1:1 131
5 Coar
MN 7.7%/3% 26:1 13%/11.5% 1.1:1
PROMEDIO CD34" x= 33%/ 13.3%
MNxc 8.3% /4% | x2241 | CDM'x=334% | e 121 |

Nd No determinado. « Solo u

2 pl 0 Any

enire &l % e 1z iseforma ausents

na isoforma. * La relacion sa obtuvo al dividir el %

de {a isoforma presente
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Determinacion de las concentraciones de ias isoformas del RNAmM de WT1 en las
células derivadas en cultivo, a partir del linaje CD34"lin".

La proporcion en la expresion de las isoformas en las células descendientes dei
linaje CD34°lin" en presencia de los factores de crecimiento hematopoyético fue variable.
En el paciente 8 se encontrd una disminucién en la expresion de +17aa-17aa al dia 10
de cultivo y un aumento a los 20 dias de cultivo, mientras que las isoformas de KTS

mostraron un incremento en su expresién a lo largo del cultivo (Figura 13) (Tabla 4).

A B
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o
b
i
b
e X
A L .

' - +KTS
Vg e — -KTS

§ vm L.
;i hanal i — _17aa i

Figura 13. Variaciones observadas en Ja expresion de las diferentes isoformas en las células
cultivadas por 10 y 20 dias con G-CSF y GM-CSF del paciente 8. Se observa una proporcion
alta, que disminuye para el dia 10 y se eleva nuevamente en ef dia 20 de cultivo. En A se
encuentran las isoformas +17aa/-17aa y en B +KTS/IKTS. 1) Control normal de sangre de
cordon umbilical, 2) Células CD34'lin" dia 0, 3} Control de células derivadas del linaje CD34'lin"
al dia 10 de cuitivo, 4) Células derivadas del linaje CD34"in™ 10 dias después de ser cultivadas
con factores de crecimiento hematopoyético, 5) Control de células derivadas del linaje CD34*lin"
20 dias después de ser mantenidas en cultivo sin factores de crecimiento hematopoyético, 6)
Células derivadas del linaje CD34lin" cultivadas con factores de crecimiento hematopoyético

por 20 dias.
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En el paciente 9 se observé una disminucién gradual desde el dia 0 hasta el dia 20
en ambas isoformas (Figura 14). Las CMN del paciente 9 mostraron diferente
comportamiento en la expresion de las isoformas, debido a que, para las isoformas del
exon 5 los niveles de expresion fueron menores que en las células procedentes del linaje
CD34'lin™, mientras que, para ias isoformas del exon 9 las CMN presentaron una mayor
expresion de KT3 que lo observado en las células derivadas de! linaje CD34%lin", excepto
a los 10 dias de cultivo con factores de crecimiento, donde las células procedentes del
linaje CD34%lin~ del cultivo con factores presentaron una mayor expresion de KTS.
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Figura 14. Expresion de las diferentes isoformas en las células cultivadas por 10 y 20 dias
con G-CSF y GM-CSF del paciente 9. Se obseiva la disminucién gradual en la expresion
de las isoformas a través dei tiempo de cultive. En A se presentan las iscformas +17aa y
en B ias isoformas +KTS. 1} Control sin cDNA, 2} CD34%lin~ dia 0, 3) Control interno de
CMN dia 0, 4) Control sin factares de crecimiento hematopoyético de células derivadas del
linaje CD347lin™ a los 10 dias de cultive, §) Control interno de GMN a los 10 dias de cultivo
sin factores de crecimiento hematopoyético, 6) Células derivadas del linaje CD34'lin" 10
dias después de ser cultivadas con los factores G-CSF, GM-CSF, 7} Control interno de
CMN 10 dias después de ser cultivadas con los factores de crecimiento hematopoyético,
8) Control de células derivadas del lingje CD34%lin~ 20 dias después de ser cultivadas, 9)
Control interno de CMN a los 20 dias de cultivo sin factores de crecimiento
hematopoyético, 10) Células derivadas del linaje CD34"lin" a los 20 dias de cultivo con
factores. Por falta de células no se cultivaron CMN con factores de crecimiento
hematopoyético por 20 dfas.

En el caso del paciente 10 Ia expresion de las isoformas disminuyé al dia 10,
debido a Ia falta de células CD34* en el dia 20 no se determind su comportamiento, sin
embargo, la tendencia del control y de las CMN fue aumentar al final del periodo de
cultivo (Figura 15). Mientras que en el paciente 11 la expresién de WT1 en ambos tipos
celulares, auments al dia 10 y disminuy6 al dia 20 (Figura 16).
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Figura 15, Expresién de las diferentes isoformas en (as células cultivadas por 10 y 20 dias
con G-CSF y GM-CSF de! paciente 10. En A se presentan las isoformas £17aa y en B las
isoformas +KTS. 1} CD34%lin™ dia 0, 2) Control interno de CMN dia 0, 3) Control de células
derivadas del linaje CD34"lin"sin factores de crecimiento hematopoyético a los 10 dias de
cultivo, 4) Células derivadas del linaje CD34'lin" 10 dias después de ser cultivadas con los
factores G-CSF, GM-CSF, 5) Control interno de CMN 10 dias después de ser cultivadas
con los factores de crecimiento hematopoyético, 6} Control de células derivadas de| linaje
CD34%lin", 20 dias después de ser cultivadas sin factores de crecimiento, 7) Contral interno
de CMN a los 20 dias de cultivo sin factores de crecimiento hematopoyético, 8) Células

derivadas det linaje CD34"lin" a los 20 dias de cultivo con factores,
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Figura 16. Expresién de las diferentes isoformas en las células cultivadas por 10 y 20 dias
con G-CSF y GM-CSF de! paciente 11. En A se presentan las isoformas 117aa y en B ias
isoformas +KTS. 1) CD34%lin~ dia 0, 2) Control interno de CMN dia 0, 3) Control de células
derivadas del linaje CD34"lin"sin factores de crecimiento hematopoyético a los 10 dias de
Cultive, 4) Células derivadas del linaje CD34'lin" 10 dias después de ser cullivadas con los
factores G-CSF, GM-CSF, 5) Control interno de CMN 10 dias después de ser cultivadas
con los factores de crecimiento hematopoyético, 6) Control de células derivadas del linaje
CD34%n", 20 dias despues de ser cultivadas sin factores de crecimiento, 7) Control interno
de CMN a los 20 dias de cultivo sin factores de crecimiento hemaltopoyético, 8) Célutas

derivadas del finaje CD34 lin™ a los 20 dias de cultive con factores,
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Debido a la baja sobrevivencia de las células de cordon umbilical sélo fue posible
Mmantener una muestra a través del periodo de cultivo. En éstas células normales se
observo algo diferente a lo encontrado en ias células leucémicas, ya que la expresion de
las isoformas fue de menor a Mmayer proporcion, a través del periodo de cultivo, ademas
presentaron baja expresion de RNAm (Figura 17) (Tablas 3 y 4).

A B
1 2 3 4 1 2 3 4
- B actina E - B actina
—+17aa
—+KTS
--17aa - kTS

Figura 17. Expresion de las isoformas de WT1 en células mononucleares normales de
cordon umbilical después de ser culfivadas con factores de crecimiento por 14 dias, En A se
encuentran las isoformas 17aa y en B las isoformas de KTS. 1} CMN al dia 0, 2) Controf de
células CMN al dia 7 de cultivo sin factores, 3) CMN después de 7 dias de cultivo con
factores de crecimiento, 4) CMN después de 14 dias de ser cultivadas con los factores G-
CSF, GM-CSF.

41



Tabla 3. Porcentajes de ias isoformas WT1+17aa y WT1-17aa durante el pericdo de

cultivo con factores de crecimiento hematopoyético.

PACIENTE | SUBTIPO Dia 0 Dia 10 de cultivo | Dia 20 de cultivo
LMA +17aa/-17aa +17aa/-17aa +173a/-17aa
CD34" *Control CD347 *Control CD34°
8 LMA-M2 | 68.7%/31.6% 25%/10.8% 10.6%/7.81%
CD34" G+GM CD34" G+GM
MN: NO 27.06%/15.38% 61.2%/24%
*Control CD34" *Control CD34"
9 LMA-M2 [CD34* 12.6%/5.2% 4.4%/2.1%
40%/20.7% *Control MN *Control MN 1.5%
MN 2.02%/M1.2% .
26.3%/6.5% CD34" G+GM CD34* G+GM
6.3%/1.7% 3.2%/2%
MN G+GM
54% 3.2%
CD34" *Control CD34" *Control CD34*
10 LMA-M4 | 37%/37.5% 10.5%/4.2% 18%/12%
MN CD34" G+GM *Control MN
22%/21.3% 6.7%/3.5% 10.4%/9.3%
MN G+GM MN G+GM
11.7%/4.7% 14%/11.3%
CD34* *Control CD34* CD34’ G+GM
11 LMA-M3 140.4%/13% 62%/12% 39.5%/10%
MN *Control MN MN G+GM
44%/M18.5% 66%/22 2% 15%/3%
CD34* G+GM
44%77%
MN G+GM
44%/9%
PROMEDIO CD34" x= 46.5% [ aCD34" = aCD34" x= 34.6%
125.7% 21% /6.9% [ 12%
MN x= 30.7% AMN x=20.3% /5.6% | aMN x= 14.5% / 7%
115.4%
CORDON UMBILICAL Dia 0 Dia7 Dia 14
*Control MN MN G+GM
5 MN 7.7%/3% 9.2%/5.1% 19.7%/6.3%
MN G+GM
16.8%/10.6%

+No fue posible cuantificar la banda -17aa,

* Designacion utilizada para el cultive sin factores.

G+GM Designacitn utilizada para e! cultivo con factores de crecimiento hematopoyético.

NO No obtenidas # Promedios de las células que fueron cultivadas con factores de crecimiento
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Tabla 4. Porcentajes de las isoformas WT+ +KTS y WT1-KTS durante el periodo de cultivo
con factores de crecimiento hematopoyético.

PACIENTE [SUBTIFO Dia 0 Dia 10 de culmﬂ Dia 20 de cultivT’
LMA +KTS/-KTS +KTS/LKTS +KTS/-KTS
8 LMA-M2 CD34" *Control CD34" *Control CD34"
19.8%/11.4% 5.5%/2.04% . 9.9%
CD34" G+GM CD34" G+GM
MN: NO 26.7%/21.6% 54.6%/14.6%
9 LMA-M2 CD34" *Control CD34* *Control CD34°
52%/16% 19.2%/10.3% 12%/12.6%
MN *Control MN *Control MN
69.3%/20% 23.5%/M12.3% 15.6%/9.5%
CD34* G+GM CD34" G+GM
19.2%/9.6% 17.6%/15.4%
MN G+GM
17.1%/11.6%
CD34* *Control CD34" *Control CD34*
10 LMA-M4 66.3%/19.2% 22%/12% 38%/13.8%
MN CD34" G+GM ‘Control MN
55.5%/19.5%, 26.5%/7.2% 24.4%/9 4%
MN G+GM MN G+GM
22%I7.2% 25.2%/13.6%
CD34" *Control CD34* ™ |CD34" G+GM
11 LMA-M3 59.5%/30% 92.2%/44%, 47 .5%/28%
MN *Control MN MN G+GM
76.5%/28% 101%/51% 30%/14.5%
CD34* G+GM
57.6%/23%
MN G+GM
79%/36%
PROMEDIO CD34" x=49.4%, 4CD34" x= 3259, ACD34" x= 40%
/19% ! 15.3% /19.3%
MN x= 67% «MN x= 39.39% AMN x= 27.6% 7 14%,
/225% /18.2%
CORDON UMBILICAL Dia 0 Dia7 Dia 14
5 CD34'13%/11, *Control MN MN G+GM
5% 18.3%/12.7% 31.6%/29.7%
MN G+GM
156.5%/12 6%

*Designacion utilizadg para el cultivo sin factores de creci

con factores de crecimiento

miento. G+GM Designacion utilizaga para el

cultive con factores de crecimiento. NO: No chtenidas & Promedios de las células que fueron cultivadas
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La relacion entre las isoformas +17aal~17aa en los pacientes analizados durante
el periodo de cultivo, varié de 1:1 hasta 6.2:1 y la mayor presencia de la isoforma +17aa
se encontré a los 10 dias de cultive. En las CMN esta isoforma tuvo una mayor presencia
en el dia 20, con una proporcion de 5:1. En las células de cordén umbilical Ia mayor
presencia de +17aa se vio al igual que en las CMN, a los 20 dias de cultivo.

La relacion entre las isoformas +KTS/-KTS tuvo variaciones desde 1.1:1 hasta
3.7:1. Las CMN mostraren mayor presencia en el dia 0. Existié poca variacién en el uso

de las isoformas en las células de cordén umbilical (Tabla 5).

Por otro lado, se vio que la proliferacion en el paciente 8 auments a 7.5x10° células
al dia 10 y disminuyé a 2.6x10°% el dia 20. En el paciente 9 Ia proliferacion de las células
leucémicas disminuyo al dia 10 a 241 000 celulas y aumentd a 832 000 células al dia 20.
Por el contrario, las CMN de ese paciente mostraron una disminucién a lo largo dei
periodo de cultiva. Las células leucémicas del paciente 10 presentaron un aumento en ia
proliferacién hacia el dia 20, de 10x10° inicialmente, a 11x10°, El nimero de CMN de este
paciente disminuyo al dia 10 y aumento al dia 20, aunque este aumento no alcanzg al
numero de células del dia 0. En el paciente 11 se observd una disminucién a lo largo del
periodo de cultivo de 8x10° a 2.6x1 0° sus CMN tuvieron un compoertamiento simifar al
observado en las CMN del paciente 10. Las células de sangre de cordén umbilical se
comportaron de igual manera que las CMN de ios pacientes 10 y 11 (Tabla 6).

Las caracteristicas morfolégicas tanto de las células leucémicas como de las
normales al dia 0 fueron las de blastos tipicos con una proporcion nicleo: citoplasma alta
(Figura 18 A). Después del periodo de cultivo las células mostraron sefales de
diferenciacion granulocitica y monocitica con nicleos de forma irregular y una proporcion
reducida nucleo:citoplasma (Figura 18 B, C, D, E).
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Tabla 5. Relacion entre las isoformas 17aa y KTS a través de! tiempo.

PACIENTE | SUBTIPO [+17aa/-17aa dia +17aa/-17aa dia 10 +17aa/-17aa dia 20
LMA 1]
8 LMA-M2 CDa4’ 2.2:1 Control CD34° 2:1 CD34" control1.3:1
MN: NO G+GM 1.7:1 G+GM 2.5:1
9 LMA-M2 CD34" 1.9:1 | Conlrol CD34" 2.4.1 CD34’ control1.3:1
MN 4:1 Control MN 1.7:1 CD34" G+GM1.6:1
CD34" G+GM 3.7:1
MN G+GM 1.7:1
10 LMA-M4 CD34" 1:1 “Control CD34" *Control CD34°
MN 1:1 251 1.5:1
CD34* G+GM 1.9:1 | *Control MN 1.1-1
MN G+GM 2.4:1 MN G+GM 1.2:1
11 LMA-M3 CD34" 3.1:1 “Control CD34° CD34' G+GM 3.9:1
MN 2.3:1 5141 MN G+GM 5:1
“Control MN 3:1
CD34" G+GM
6.2:1
MN G+GM 4.8:1
PROMEDIO CD34°x= 2:1 CD34"x=3.4:1 CD34'x=2.6:1
MN x= 2.4:1 MN x= 3:1 MN x= 3:1
CORDON UMBILICAL Dia 0 Dia 10 Dia 14
5 MN 2.6:1 Control MN 1.8:1 MN G+GM 3.1:1
MN G+GM 1.6:1
PACIENTE | SUBTIPO | +KTS/-KTS dia +KTS/-KTS dia 10 +KTSI-KTS dia 20
LMA, 0 R
8 LMA-M2 CD34" 1.7:1 Control CD34* 2;7
MN: NO CD34" G+GM 1.2:1 CD34" G+GM 3.7:1
9 LMA-M2 CD34% 3.2:1  [Control CO34" 1.8:1 Control CD34° 1:1
MN 3.4:1 Control MN 2:1 Control MN 1.6:1
CD34" G+GM 2:1 CD34* G+GM1.1:1
MN G+GM 1.5:1
10 LMA-M4 CD34" 3.41  [*Control CD34" *Control CD34*
MN 2.8:1 1.8:1 271
CD34" G+GM 3.6:1 *Control MN 2.5:1
MN G+GM 3:1 MN G+GM 1.8:1
11 LMA-M3 CD34 241 *Control CD34" CD34' G+GM 161
MN 2.7:1 2:1 MN G+GM 2:1
*Control MN 2:1
CD34" G+GM
2.5.1
MN G+GM 2.1:1
PROMEDIO CD34'x=26:1 [CD34'x=2.31 CD34"x= 2.1:1
MN x= 3:1 MN x= 2.2:1 MN x= 2:1
CORDON UMBILICAL Dia 0 Dia 10 Dia 14
5 MN 1.1:1 Control MN 1.4:1 MN G+GM 1.1-1
MN G+GM 1.2:1

*Designacion utilizada para el culiivo sin factores de crecimiento. G+GM Designacion utilizada para el

cullive con factores de crecimiento. NO: No abtenidas




Tabla 6. Nomero de células a io largo del periodo de cultivo.

[ PACIENTE [ SUBTIPO Dia 0 Dia 10 de cultivo | Dia 20 de cultivo
LMA
*Control CD34* *Control CD34"
8 LMA-M2 | CD34" 2x10° 1x10° 2.3x10*
MN: NO CD34" G+GM CD34' G+GM
7.5x108 2.6x10°
*Control CD34° “Control CD34*
g LMA-M2Z |[CD34* 2x10° 241 000 351 000
MN 2x10° *Control MN *Control MN
2x10° 343750
CD34" G+GM CD34" G+GM
241000 832 500
MN G+GM MN G+GM 465 750
2x108
*Control CD34° *Control CD34*
10 LMA-M4 |CD34* 2x10° 1.4x10° 1.35x10°
CD34* G+GM CD34" G+GM
MN 2x10°8 10.2x10° 11x10°
*Control MN *Control MN
1x108 775 000
MN G+GM MN G+GM
5.6x10° 8x10°
CD34* *Control CD34* “Controi CD34"
11 LMA-M3 2x108 276 250 62 500
*Control MN *Control MN
MN 2x10° 332500 225 000
CD34* G+GM CD34" G+GM
3396 250 2.6xt08
MN G+GM MN G+GM
2.04x10° 2.4x10°
CORDON UMBILICAL Dia 0 Dia7 Dia 14
*Control MN MN G+GM
5 MN 2x10° 9.5x10° 12x10%
MN G+GM
4.3x10°

"Cesignacion utilizada para el cultivo sin factores de crecimiento. G+GM Designacién utilizada para el

cultivo con factores de crecimiento. NO: No obtenidas
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Figura 1’5. Cambios morfoiégicos de las células CD34'lin leucémicas y normales al dia 0 y 20
dias tl:fes'pués de !'Eaber sido cultivadas con G-CSF y GM-CSF (7 y 14, para las normales). A)
Céluigs CD34%lin presentes en, médula ésea leucémica [ cordén umbilical, B, C) Céulas
IE:WL de cordén umbilical a 7|y 14 dias de ser mantenidas en cultivo, se observan diversos

onocitos iy macréfagos. D, E) Estados de diferenciacién de biastos a monocitos después de
cultivgr 20.dias los blastos leucémicos. Delspués de 20 dias se observan células semq;ames a
monocitos-y macrdfagos, tanto en el cultivo control (D), como en el cultivo con factores de
crecimiento hematopoyético (E).
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DISCUSION
La expresién del gen WT1 en las células hematopoyéticas se restringe a las células con
un fenotipo inmaduro (Inoue y col., 1994). Diversos investigadores han demostrado que la
poblacion de células hematopoyéticas que presentan el antigeno de superficie CD34*
contienen sdlo a células con fenotipo inmaduro y que durante el subsiguiente proceso de
maduracion, la expresion de WT1 disminuye para permitir Ia diferenciacién terminal.

En el presente trabajo se encontré que las células hematopoyéticas CD34'lin"
leucémicas tienen una mayor expresion del gen WT1 que las células de cordén umbilical,
similar a lo sefialado por Inoue y col. (1997). Sin embargo, investigadores como Frazier y
col. (1995), y Sugiyama y col. (1997), encuentran que la expresion de WT1 en células de
méduia 6sea normal y sangre de cordon umbilical es simitar a la de células leucémicas.

Los dos tipos celulares analizados en este trabajo expresarcn las isoformas +17aa,
~17aa, +KTS, -KTS, generadas por el procesamiento alternativo del RNAm del gen WT1.
El balance entre las isoformas correspondié con lo sefalado en la literatura (Haber y col.,
1981; Renshaw y col., 1997}. Aungue en el caso del paciente 5 se observo una relacian
de +KTS/-KTS muy alta (10:1), ésta relacion tan alta no se debi6 a contaminacién en ia
reaccion, ni exceso de ¢DNA y no fue posible repetir 1a reaccion, asi que no hubo
explicacion para ese dato.

La isoforma con las inserciones 17aa y KTS fue la mas abundante con respecto a
la que carece de ellas. Esto se puede relacionar con las funciones normales sefialadas
para la isoforma +17aa+KTS, gque consiste en su accion como un represor de la
transcripcién de genes involucrados en la proliferacion celular y por lo tanto es de
esperarse que su expresion sea mayor durante la hematopoyesis. Se ha demostrado que
WT1 participa en la regulacion de diversos genes asociados a proliferacién, entre los
cuales tenemos a los genes de la cadena « del factor de crecimiento derivado de
plaquetas y del Factor estimulante de colonias 1, {Gashler y col., 1992 y Harrington y col_,
1993). Sin embargo, Eilinsen y col. (2001), sugieren que la adquisicion de mutaciones en
las células leucémicas puede volverias insensibles a los efectos de WT1.

Ellinsen y col. (2001), encontraron gue con la técnica de RT-PCR para una sola

célula, ia expresion de WT1+KTS en las células de médula ésea normal tuvoe un patrén

-

biiasico a lo largo eriodo de rultivo de 14 dias, donde WT1 estuvo presente en los
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progenitores primitivos, ausente en los progenitores comprometidos hacia un linaje y
nuevamente presente en pablaciones mas diferenciadas. Ninguno de los pacientes
analizados en este trabajo se comportd de acuerdo a ese patron, ya que la expresion de
las diferentes isoformas de WT1 en las células leucémicas analizadas fue variable entre
pacientes (Figura 19). Posiblemente estas diferencias son resultado del tipo celular
empleado en este estudio {células de médula 6sea leucémica), de modo gue la condicion
neoplasica de las células podria estar aiterando ese patron normal de expresion.

La diferencia observada entre la expresion de WT1 en las células normales de
cordon umbilical y la encontrada en médula 6sea nomal por Ellinsen y col. (2001},
probablemente se deba a que se analizé una muestra de células mononucleares, las
cuales presentan heterogeneidad en la expresion de WTT debido al grado de
diferenciacién.

En este estudio se encontrd que en las células leucémicas la relacion en la
expresion del exén 5 (+17aa/-17aa) tuvo mayor variacion a lo largo del periodo de cultivo
que las isoformas del exon 9. Para las isoformas +17aa/~17aa, en el dia 0 se observe en
promedio una relacién de 2:1, ésta se incrementé al dia 10 (3.4:1) y disminuyé al dia 20
(2.6:1). Esta relacion fue semejante a la observada en la muestra de CMN de cordon
umbilical (Tahla 5). Con Io que respecta al exdn 9, la relacion +KTS/—-KTS presentd una
ligera disminucion después del dia 0 al dia 20 de cultivo (de 2.6:1 a 2.1:1), como se
observa en la Tabla 5. Mientras que, en la muestra de CMN de cordén umbilical no hubo
vanacion en la relacion entre estas isoformas durante el periodo de cultivo.

Estos resuitados sugieren que WT1 se expresa de manera variable tanto en
células leucémicas como en células normales de médula dsea, como lo han sugerido
diversos investigadores (Baird y Simmons, 1997; Ellinsen y col., 2001),
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Hasta ahora el analisis de los efectos de las diferentes isoformas sobre el
crecimiento celular en lineas celulares leucémicas ha generado datos conflictivos
(Renshaw y col., 1997 Ellinsen y col., 2001). Por ejemplo Yamagami y col. (1996),
mediante oligonucledtidos antisentido contra WT1 en células K562, disminuyeron su
expresion, lo que ocasionéd una disminucion en la proliferacion. Por otro lado, Svedberg y
col. (1999) encuentran que la sobreexpresion de las cuatro isoformas de WT1 no afecta Ia
tasa de crecimiento en estas mismas celulas,

En este trabajo al comparar la expresion de WT1 y el nimero de células de los
pacientes analizados, se observd Que no hay relacion entre el aumento 6 disminucion de
la expresion de las isoformas de WT1 y el nimero de células. En el paciente 8 hubo una
disminucion temporal en la expresion de WT1 hacia el dia 10 de cultivo y un aumento en
el nimero de células, a continuacion un aumento en ia expresion de WT1 en ol dia 20 y
una disminucién en el nimero de células. En el paciente 9 donde la expresion de WT1 a
lo largo del periodo de cultivo fue disminuyendo, se observé una mayor proliferacion en el
cultivo después del dia 0. El paciente 10 mostré una disminucion en la expresion de WT1
en el dia 10 y un auments al dia 20 y ¢on respecto a la proliferacion celular, ésta aumenté
después del dia 0. Finalmente en e paciente 11 la expresion de WT1 disminuyé a lo largo
del periodo de cultivo, mientras que la proiiferacion tuvo poca variacion. Por otro lado, las
celulas de sangre de cordén umbilical presentaron un incremento gradual tanto en Ia
expresion de WT1 come en la proliferacion durante el periodo de cultivo, La aparente no
relacion entre los niveles de WT1 y el nimero de células neoplasicas y de cordon, se
podria explicar considerando lo sugerido por Kudoh y col. (1996), que proponen la
existencia de un nivel umbral de expresion de WT1 para inhibir I3 proliferacion. Esto se
observa en los pacientes 8 y 11, donde el numero de células disminuy6 cuando los
niveles de las isoformas de WT1 se mantuvieron altos, mientras que en los pacientes 9 y
10, el numero de células se increments cuando los niveles de expresion fueron muy bajos
(dia 20), con respecto a los observados el dia 0.

Las células leucémicas de los pacientes analizados presentaron caracteristicas de
diferenciacion del linaje monocitico a partir del dia 10 de cultivo, si las células fueron o no
funcionales no se valoré. Estos resultados fueron semejantes a los obtenidos por Smith y
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blastos M1 a través del linaje monocitico y de Svedberg y col. (1999), quienes
demuestran que la expresion constitutiva de WT1 en células K562 no bloquea la
induccién a la diferenciacion en estas células. Por otro lado, Svedberg y col. (1998) e
Inoue y col. (1998), sefialan que la expresion persistente de WT1 impide la diferenciacién
de las lineas celulares U937 y 32Dcl3. Esta aparente controversia puede deberse a que,
el bloquec en el proceso de diferenciacion se ha observado en cuitivos de lineas
celulares leucémicas y no en células de pacientes con leucemia, y como sabemos, las
condiciones in vitro no siempre igualan a las condiciones in vivo.

Con base a lo obtenido en este trabajo y a lo publicado por diversos
investigadores, posiblemente la presencia de WT1 no es un requisito general para la
maduracion de las células hematopoyéticas y como lo sefialan King-Underwood v
Pritchard-Jones (1998), pudiera tener una funcién redundante en la hematopoyesis, ya
que en experimentos con ratones “knock-out” que carecen de WT1, se ha visto que el gen
es esencial para el desarrollo del sistema urogenital, debido a que los ratones mueren
antes de nacer por falta de rifiones, sin embargo su ausencia no tuvo ningun efecto obvio
sobre el sistema hematopoyético.

Debido a que hasta ahora no se ha comprendido de manera clara cual es el pape!
de las isoformas de WT1 en Ia hematopoyesis y mucho menos durante el proceso
neoplasico, se hace necesario realizar mas estudios sobre la interaccién de las isoformas
durante el proceso hematopoyético normal.

Finalmente es necesario destacar que la variacion observada en la expresion del gen
WT1 en los pacientes analizados, debe ser tomada con precaucion ya que se traty de
muestras provenientes de diferentes subtipos de LMA, lo que indica una heterageneidad
de alteraciones genéticas que pueden estar influyendo sobre la regulacion de WT1. Es
necesario realizar un andlisis mas amplio utilizando una mayor cantidad de muestras
provenientes de un mismo subtipo de LMA y utilizar un método alternativo a la RT-PCR
semicuantitativa para obtener los niveles del transcrito, debido a la dificultad en ta

reproducibilidad que presenta esta técnica {ver Apéndice).
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CONCLUSIONES
Las células CD34%lin" de los pacientes analizados con leucemia mieloblastica aguda y las
células CD34"lin™ no leucémicas de cordon umbilical expresaron las cuatro isoformas
generadas por el procesamiento alternativo del RNAm del gen WT1 y sus niveles de
expresion fueron mayores en las células leucemicas. La isoforma mas abundante fue

+17aa+KTS en ambos tipos celulares.

Las céiulas leucémicas y de cordon umbilical cultivadas con los factores de crecimiento
hematopoyético, CSF-G y CSF-GM, presentaron variacién en ia expresion del gen WT1.
En las células feucémicas la expresion de WT1 tuvo un efecto dual sobre la proliferacién.
Cuando la expresién fue alta al final del periodo de cultivo, disminuyd el nimero de
células. Mientras que cuando los niveles de expresion al final del periodo de cultivo fueron
bajos, con respecto a los observados al inicio de éste, hubo un aumento en el namero de

células.

Una de las funciones del gen WT1 es disparar el proceso de diferenciacion en diversos
linajes celulares incluyendao el hematopoyético. De modo que no se expresa en células
maduras normales, sin embargo en las células leucémicas y de corddn umbilical
analizadas en este trabajo se observé la expresién de manera persistente y esto no fue
un obstaculo para la presencia de caracteristicas morfologicas de diferenciacion en esas

células.
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APENDICE
Dado que la finalidad de la RT-PCR semicuantitativa es determinar el nivel de expresién

de un gen, al medir la cantidad de producte amplificadc con respecto a un estandar
interno, diversos parametros deben ser tomados en cuenta, debido a que exisle el
problema de obtener una especificidad, sensibilidad y reproducibiidad adecuadas.

Ya que el producto amplificado se incrementa de manera exponencial, es
necesario realizar las mediciones antes de alcanzar la fase de meseta, sin olvidar que
existe una gama de factores que pueden afectar la eficiencia de amplificacién, debido a
que todos los componentes de la reaccién son interdependientes.

Durante 1a realizacion de este trabajo se encontraron algunos de estos
inconvenientes por lo que fue necesario optimizar la Tm para el alineamiento de los
iniciadores (oligonucledtidos) con la finalidad de evitar la aparicidn de fragmentos
inespecificos que compitieran por el nucledtido marcado. Debido a que se probaron las
temperaturas de alineamiento de mas de 10°C del valor tedrico predicho por el programa
OLIGO vy los productos inespecificos segulan apareciendo, se decidiéd utilizar
Dimetilsulfoxido (DMSO) para eliminarlas (Figura 1).

Figura 1. Presencia de bandas inespecificas (sefiatadas por las flechas) durante la amplificacion
de las isoformas de WT1, en este caso se ejemplifican las bandas correspondientes al exén 9 {*).

Sin embargo, al utilizar DMSO se bloqued la amplificacion del control interno (-
actina), por lo que en el presente trabajo las amplificaciones se realizaron sin DMSO. Las
bandas inespecificas que aparecieron en los ensayos no fueron consideradas para el

analisis densitomnetrico.
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Para minimizar las variaciones entre las muestras se realizé6 una amplificacion
simultanea, en cada tubo, de la muestra problema (CDNAs de WT1) y de un fragmento
del cDNA de p-actina, el cual se expresa en muchos tipos celulares, aunque al igual que
otros RNAs empleados como control, en alguncs cascs puede presentar variacién en sus

niveles de expresion (Figura 2).

Figura 2. Durante ia amplificacion de B-actina en los pacientes 8 y 10 se observd variacién en la

intensidad del fragmento correspondiente a dicho control interno.

También es importante tomar en cuenta el ciclo de PCR en el cual se obtiene el
producto que sera cuantificado para no obtener un producto fuera de la linealidad de la
reaccién, lo cual afectaria la intensidad de las bandas a comparar y generaria un analisis
densitométrico erréneo (Figura 3). Durante la realizacion de este andlisis es posible que
los valores para el dia cero del exdon 9 del paciente 10, se hayan obtenido fuera de la
linealidad de la reaccion. Se considera que esto no ocurrié en el resto de las células
cultivadas, debido a que la literatura sefala que el namero de moléculas de RNAm de
WT1 disminuye al iniciarse la diferenciacién celular. Por otro lado, el fragmento de p-
actina amplificado para cuantificar las isoformas en algunos casos del paciente 8 y del
exdn 5 del paciente 9 pueden estar de igual manera fuera de la linealidad, para resolver
este problema y minimizar el error que podria generarse al agregar los oligonucledtidos
para f-actina después de iniciada la amplificacion del exon de WT1,se opt6 por utilizar |a
mitad de los oligonucledtidos para amplificario.

Finalmente es recomendable realizar al menos una repeticidn de cada reaccién
para amortiguar los cambios en la eficiencia de ampiificacion de cada reaccion. En este
caso no fue posible realizar este Gltimo punto a causa del nimero variable de células

disponibles.
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Figura 3. Comportamiento de los preductos a diferentes ciclo de amplificacién hasta llegar a ios
30 ciclos {33 en el caso del ex6n 5), para verificar la linealidad de la reaccién. Como puede
observarse para (3-actina y €l exdn 5 fa reaccion aun no alcanza la fase de meseta, no asi para el
exon 9 donde la amplificacion esta fuera de la linealidad a los 30 ciclos. (Las dos bandas que se

ven en la amplificacion de los exones 5 y 9 corresponden a sus dos isoformas).
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