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RESUMEN

Introduccidn.- El Sindrome Beckwith Wiedmann (SBW) (OMIN#130650) se caracteriza por
sobrecrecimiento asociado con visceromegalia, macroglosia, alteraciones de la pared
abdominal, hipoglucemia neonatal. Su forma de herencia es compleja, 15% de los
pacientes con SBW presentan un tipo de herencia autosémica dominante, con penetrancia
incompleta y expresividad variable, y en 80%, de los casos se presenta de forma
esporadica; se relaciona con herencia epigenética. La etiopatologia de este sindrome se
asocia con mutaciones en los genes P57 (KIP2) y NSD1; con microdeleciones en el gen
KCNQ1OT1 (LIT-1) asi como en la regiéon diferencialmente metilada de H19, lo que da
como resultado pérdida de impronta en IGF2; todos estos genes se encuentran ubicados
en la region cromosémica 11pl15.5 y participan en la regulacion del ciclo celular y en el
control del crecimiento. El gen mas frecuentemente alterado se conoce como Transcrito 1
de sobrelapamiento con KCNQ1 (LIT-1) que expresa el alelo paterno. Mientras que el gen
H19 se expresa por el alelo materno y actlla como supresor tumoral. Se han registrado dos
regiones reguladoras de impronta, diferencialmente metiladas, que controlan la expresién
de los genes localizados en 11p15.5. Objetivo.- Analizar la expresion del mRNA de los
genes KCNQ1OT1 (LIT-1) y H19 en sangre periférica de pacientes con sindrome de
Beckwith-Wiedemann. Materiales y métodos.- Se obtuvieron muestras de sangre
periférica de diez pacientes, de sus padres y de dos individuos sanos y se extrajo RNA
total mediante columnas de purificacion (RNEASY). Se realizd sintesis de cDNA y se
amplificaron regiones polimérficas de KCNQ1OT1 (LIT-1) y H19 respectivamente,
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando al gen hipoxantina
guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) como control de expresion. Resultados.-Se
observd expresion normal (monoalélica) del gen KCNQ1OT1 (LIT-1) en ocho de los
pacientes, en los padres de estos, y en los individuos sanos; mientras que no hubo
expresion en dos pacientes con SBW. En el gen H19 se observd expresiéon monoalélica en
nueve pacientes, observandose ausencia del transcrito en un paciente. Conclusiones y
Discusion.-Estos resultados sugieren que puede existir hipermetilacién de las regiones
reguladoras de impronta o bien de la regién promotora de ambos genes en los pacientes
con SBW. En los dos pacientes en los que se observo alteraciéon en la expresion del gen
KCNQ1OT1 (LIT- 1) y el paciente que presenté falta de expresion de H19, de acuerdo a lo

informado en la literatura, existe un riesgo incrementado a desarrollar tumores, ya que la



alteracion de expresion de los genes estudiados estan relacionados con la presencia de
hepatoblastoma, rabdomiosarcoma, gonadoblastoma, tumor de Wilms u otros tumores. Por
lo anterior se sugiere continuar el estudio y aplicAndose otras metodologias para la

identificacion del origen parental de los alelos.



INTRODUCCION

Existe un gran nimero de patologias que son atribuidas a causas genéticas, y se
estima que 30% de los ingresos pediatricos a hospitales corresponden a este tipo de
padecimientos, que se transmiten a través de los gametos. Dentro de las enfermedades
genéticas, se ha determinado que existen entidades que tienen una etiologia asociada con
alteraciones en el fenémeno conocido como impronta, ésta es una modificacion
epigenética, en donde se expresan de forma diferencial los alelos de un gen e influyen en
el fenotipo del individuo. La impronta genética depende de la herencia de los patrones de
expresion de genes que no estan determinados por el orden de la secuencia genética;
esto se debe, entre otras cosas, a que los genes se expresan o no dependiendo de ciertas
modificaciones, como la metilacion de citosinas en las regiones promotoras y la

modificacién de histonas, que incluye acetilacion y fosforilacion (Mesa et al., 2006).

La impronta genética es modulada por marcadores epigenéticos de las regiones
reguladores de impronta, que conducen a la expresion monoalélica en las células
somaticas. Los marcadores de impronta se establecen en la linea germinal. La
modificacion de histonas marca la metilacion materna o paterna de las regiones
reguladoras de impronta en diferentes formas en los estadios tempranos de la division y

diferenciacién celular (Kevin et al, 2007).

La metilacion de las citosinas es una modificacion del DNA, donde un grupo metilo
es trasferido desde S- adenosilmetionina a una posicion C-5 de citosina por una
metiltransferasa. La metilacion del DNA ocurre, casi exclusivamente en dinucleotidos CpG
teniendo un papel importante en la regulacion de la expresion de los genes.

En el genoma humano existen aproximadamente 156 genes distribuidos en
diferentes cromosomas que se agrupan en dominios y se regulan por el mecanismo de
impronta gendmica y de los cuales muchos residen en regiones que se asocian con

enfermedades como la diabetes y el cancer (Luedi et al.; 2008).

El cambio en la forma de manifestarse de los genes improntados, se relaciona con
su origen parental. Por ejemplo, los alelos de un gen tendran una impronta materna si la
region promotora del alelo de la madre esta silenciada por metilacion o algin otro evento
epigenético y se expresara unicamente el alelo paterno (Reik et al., 2001). De acuerdo a un
estudio computacional el 56% de los locis expresados son del alelo materno y el 44% del
paterno (Luedi et al.; 2008).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pérdida de heterocigocidad de la region 11pl15.5 ocurre en muchos de los
tumores esporadicos tales como los neuroblastomas, cancer de mama y cancer testicular
entre otros, involucrando la retencion de los alelos parentales. Esta pérdida esta
involucrada con la etiologia del Sindrome Beckwith-Wiedemann; en la cual existen genes
supresores de tumor; como el gen H19, asi como factores de crecimiento como IGF2. Esto
condiciona a los pacientes a un riesgo mayor para desarrollar tumores, principalmente
embrionarios. Por esta razon es importante el diagnéstico molecular temprano del
sindrome. Se ha reportado que los pacientes con SBW tienen del 7 al 22% de riesgo para

desarrollar neoplasias (Weksberg et al., 2001).

La situacion se agrava debido a que los canceres en nifios presentan una velocidad
de progresién tumoral mayor debido a que los mecanismos moleculares de iniciacion son
diferentes por la edad, como consecuencia de las caracteristicas metabdlicas de los tejidos

en crecimiento rapido del neonato ( Yong et al., 2004).

El diagnéstico es Unicamente clinico ya que es una enfermedad congénita y una vez
diagnosticada se le da de alta al paciente, este no tiene seguimiento médico mismo que es
indispensable dada la mayor predisposicion a cancer en los primeros cinco afos de vida.
Debido a las caracteristicas de crecimiento de los canceres de la infancia, es importante el
conocimiento de las alteraciones en la expresion de los genes involucrados para diferenciar
a los pacientes con los genes H19 y KCNQ1OT1 (LIT-1) alterados en su expresion que
puede asociarse con mayor probabilidad para desarrollar tumor de Wilms u otras
neoplasias asociadas al sindrome.

Por esta razén este trabajo de tesis proporcionard una herramienta pronostica
molecular, Gtil para justificar el seguimiento clinico de aquellos pacientes con alteraciones

en dos genes relacionados con el cancer.



SINDROME DE BECKWITH-WIEDEMANN

Fue descrito de forma independiente por Jonhn Bruce Beckwith y Hans Rudolf
Wiedemann en 1963 y 1964 respectivamente. El Sindrome Beckwith Wiedemann (SBW)
(OMIN#130650) es una de las enfermedades relacionada con modificaciones epigenéticas
que ha cobrado gran importancia en los estudios genéticos; éste se caracteriza por el
sobrecrecimiento y mayor predisposicién o predisposicion aumentada para desarrollar
tumores embrionarios (Elliot et al., 1994); siendo el mas frecuente el tumor de Wilms,
seguido del carcinoma adrenocortical, hepatoblastoma y neuroblastoma. Por esta razon
SBW se ha tomado como un modelo humano para el estudio de los factores genéticos de

predisposicién al cancer.

El diagnéstico es generalmente clinico y posnatal, aungque algunos casos se pueden
diagnosticar por ecografia con base en hallazgos como polihidramnios, y placentomegalia
(Elliot et al., 1994).

Por lo que es necesario tomar en cuenta durante el periodo prenatal los datos mas
caracteristicos de este sindrome: polihidramnios, deterioro de la deglucién debido al
crecimiento fetal acelerado que se manifiesta principalmente a partir de la semana 25 que
no necesariamente rebasa al 90% y finalmente el onfalocele el cual puede ser detectado
en el segundo trimestre del embarazo, por el incremento del tamafio de la placenta,

generalmente al doble de lo normal (Olivo et al. 2002).

Los signos mayores de este sindrome son: macroglosia, macrosomia pre 0
postnatal, defectos de la pared abdominal (onfalocele, hernia umbilical, diastasis de los
rectos abdominales). Mientras que los signos menores son: anormalidades renales,
hipoglucemia, apéndices preauriculares, nevus flammeus, defectos cardiacos congénitos,
hepatomegalia, nefromegalia, hemihipertrofia, criptorquidia, desarrollo del ya mencionado

tumor de Wilms en la infancia (Tabla 1).

De todos estos signos, la hipoglucemia al nacimiento que se presenta en mas del
50% de los pacientes es la que pone en mayor riesgo al neonato, tanto de fallecer como de
presentar déficit neurolégico posterior como consecuencia de ésta, la macroglosia puede
producir dificultad para la alimentacién y ser la causa de hipoglucemia, con la edad esta
caracteristica se aminora (Badia et al., 2006).



Tabla 1. Caracteristicas clinicas del SBW y su incidencia.

Macroglosia 99%
Macrosomia 87%
Defectos de la pared abdominal 77%
Anormalidades renales 62%
Hipoglucemia 59%
Nevus flameus facial 62%
Hemihipertrofia congénita 13%
Malformaciones Cardiacas 9%
Neoplasias 4%
Retardo Mental 4%
Polidactilia 3%
Paladar hendido 3%

La incidencia de este sindrome no ha sido reportada para nuestro pais, sin embargo
para Estados Unidos se estima que es de 1 en cada 13,700 nacimientos, con
aproximadamente un porcentaje similar en varones y en mujeres (Martinez y Martinez,
1996). El promedio de la curva de crecimiento para ambos sexos es paralelo a nifios sanos
en un 95%, lo cual se asocia con un envejecimiento 6seo avanzado hasta el final de la
infancia. El aceleramiento de esta curva se hace menos evidente en la juventud. Por lo
gue la pubertad ocurre en edades normales y se presenta una disminucién del

sobrecrecimiento generalizado.

No obstante la verdadera incidencia puede ser subestimada a causa de que
muchos diagnosticos se pierden o no son realizados, situacién que se ha presentado en
algunos adultos en los cuales se pas6 por alto en el nacimiento o en la infancia debido a
que tan solo presentaban una expresién minima del fenotipo. (Martinez et al., 1996). Esto
ocasiona que se pierda el lazo genético familiar cuando se realizan los historiales médicos,
poniendo en riesgo a las generaciones posteriores, en caso de que éste se presente de

manera dominante.

La asimetria de crecimiento del tipo hemihipertrofia ocurre solamente en el 13% de
los casos, la cual es evidente al nacer y llega a ser mas notoria cuando el nifio crece
(DeBaun et al., 1998). El ritmo de crecimiento en el cuerpo puede afectar el cuerpo entero

0 sOlo ciertos Organos y tejidos. Los érganos mas frecuentemente afectados, incluyen



rifones, higado, bazo y pancreas. Las anomalias cardiovasculares como la cardiomegalia,
han sido ocasionalmente reportadas en un 15.5%, y constituyen una verdadera

complicacién.

La genética de este sindrome es compleja y debido a que involucra impronta
gendmica y predisposicién aumentada a cancer, se ha logrado un mejor entendimiento de
la relacién de este mecanismo con el cancer. En el SBW se han descrito tres formas de
herencia: |) esporadica, Il) familiar y 11l) asociada a alteraciones cromosémicas (Marcus et
al., 2003).

Para la primera forma de herencia no se ha establecido riesgo de recurrencia, para
la segunda se ha descrito un patrén autosémico dominante que puede presentar
penetrancia incompleta y expresividad variable. En los dos primeros casos no hay
alteraciones citogenéticas a diferencia de la Ultima en la que se pueden encontrar
duplicaciones del cromosoma 11, inversiones en el 11p distal, o translocaciones

balanceadas que rompen esta region (Li et al., 1998).

Es importante mencionar que de las tres formas de herencia la asociada a
alteraciones cromosoémicas solo se presenta en un 5% de los caso, precedida por la
autosomica dominante con un 15%, mostrando asi qué el porcentaje mayor de los casos
con SBW se manifiesta de forma esporadica 80%.

La disomia uniparental del cromosoma 11 (UPD, por sus siglas en inglés) consiste
en la presencia de ambos cromosomas homoélogos heredados de un solo progenitor,
generalmente del padre como causa de la no disyuncién; se presenta en el 20% de los
casos esporadicos al igual que otras alteraciones en la impronta de los genes localizados
en este locus y que han sido caracterizados como genes paternos promotores de
crecimiento 0 genes maternos que suprimen el crecimiento, entre los mas importantes se
encuentran los genes CDKN1C o p57¥F? | H19, IGF2 y KVLQT1 (KCNQ1) y KCNQ10T1
(Figura 1), para los que se han descrito dos regiones de agrupamiento que regulan la
impronta mediante metilacion: BWSCR1 y BWRCS2 ( Marcus et al., 2003).

Sin embargo, cuando se da la desregulacién de impronta en el dominio telomérico
se incrementa la predisposicion para desarrollar tumores, mientras que la desregulacion del
dominio centromérico esta involucrada en malformaciones pero no en el desarrollo de
neoplasias (Weksberg et al., 2001).



Para poder corroborar el diagndstico de este sindrome se puede establecer un
estudio citogenético, no obstante como se comentd previamente las alteraciones
cromosoémicas se presentan solo en el 5% de los casos y se requiere de técnicas de alta

resolucion de citogenética molecular.

Recientemente se ha comenzado aplicar el método de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de los loci polimoérficos de 11p15.5 para detectar alteraciones en la

expresion de los alelos improntados (Weksberg et al., 2003).

GENES RELACIONADOS CON EL SBW

En el locus 11p15.5 los genes que se expresan solamente en el cromosoma
materno son H19, CDKN1C y KVLQT1 mientras que en el cromosoma paterno los genes
expresados son IGF2 y KCNQ10T1 0 “LIT1” (Transcrito 1 de sobrelapamiento con
KCNQ1) (Yong et al., 2004).
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Figura 1. Brazo corto del cromosoma 11 de humanos, amplificando region 11p15.5. Las
flechas indican la orientacién de la transcripcién (Tomado y maodificado de Li et al.,1998).

Esta region cromosOmica (11p15.5) se encuentra dividida en dos dominios

regulados por dos centros improntadores (Weksberg et al., 2003). En el primero (dominio



1) se encuentran los genes H19 e IGF2, y la regién diferencialmente metilada 1 (DMR), la
cual regula la expresion de ambos genes, por la que ha sido postulada como uno de los

dos centros improntadores.

El gen IGF2 codifica para el factor 2 de crecimiento de tipo insulina que se
expresa durante el desarrollo fetal mientras que el gen H19 codifica para un transcrito no

traducido, que funciona como supresor tumoral (Figura 2).
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Figura 2. Expresiéon de los genes H19 e IGF2 en el alelo materno y orientacion de su
transcripciéon (Tomada de Rump et al., 2005).

En el segundo (dominio 2) se localiza CDKN1C, de expresiébn materna y que

KIP2
7

codifica para un inhibidor de CDK (p5 ), que regula en forma negativa la proliferacion

celular, el gen KVLQT1 y el transcrito KCNQ1OT1 (LIT-1) (Figura 3).
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Figura 3. Orientacion de la transcripcion de los genes KCNQ10T1 y CDKN1C en la region
cromosoémica 11p15.5 (Tomado de Rump et al., 2005).

La impronta de IGF2 y H19 esta controlada por la regién reguladora de impronta
ICR, localizada varias kilobases rio arriba del gen H19. La actividad de esta region esta
modulada por la region diferencialmente metilada. En el cromosoma materno ICR (centro
regulador de impronta) no esta metilado y actiia como aislador reprimiendo la transcripcion
de IGF2 (Figura 4) (Weksberg et al., 2003y Li et al., 1998).



El centro regulador de impronta contiene cuatro sitios conservados de union para
una proteina con dedos de zinc llamada CTCF la cual bloquea el acceso del potenciador al
promotor de IGF2. De esta forma se activa y se transcribe la copia materna de H19. El
alelo paterno de la region (DMR)1 al sufrir metilacién, no permite la unién a la proteina
CTCF y el promotor de IGF2 puede interaccionar con el potenciador, o que evita la
transcripcién de H19 (Horike et al., 2000).

Li et al., 1998 reportaron que del 25 al 50% de los pacientes con SBW sufren
pérdida de impronta de IGF2 ocasionando que el alelo materno que generalmente esta

silenciado se active; evento que ocurre principalmente en los casos esporadicos.
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Figura 4. La expresion del alelo materno para el gen H19 y del alelo paterno para IGF2; es
el resultado de la metilacion diferencial del ICR implicado en el silenciamiento de H19 en el
alelo paterno y el materno de IGF1 (Tomado de Gabellini et al., 2003)

CDKN1C codifica para una cinasa dependiente de ciclina. Es importante mencionar
que las mutaciones que se presentan en este gen son causantes de SBW, las cuales son
frecuentemente asociados con la forma autosémica dominante. En el dominio 2 también se
encuentra el gen KVLQTL1 el cual codifica para una molécula que forma parte de los
canales de potasio y cuya pérdida de impronta también se relaciona con el sindrome en
estudio (Du et al., 2004).



La region (DRM)2 se encuentra en el intron 10 de KVLQTL1 y el alelo paterno no
esta metilado lo que permite la expresién de un transcrito largo llamado KCNQ1OT1, o LIT-
1, el cual se transcribe en direccién antisentido a KVLQT1 (Figura 5) (Horike et al., 2000,
Du et al., 2004, Niemitz et al., 2004)

La funciébn de este transcrito antisentido aln no es conocida pero se ha
comprobado que la sobrexpresion de éste afecta la expresion de CDKN1C contribuyendo
de esta manera al fenotipo de SBW. Las islas CpG (KvDMR) que se encuentran rio arriba
de KCNQ1OT1 (LIT-1), se encuentran especificamente metiladas en el alelo materno que
esta silenciado (Figura 5) (Gaston et al., 2001)
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Figura 5. Dominios del locus 11p15. El circulo azul agrupa los dos genes pertenecientes al
dominio 1y su DMRL1 (verde). Mientras que el rojo muestra los cinco genes ubicados en el
dominio 2y DMR2 (verde). Los genes de color gris que se encuentran en medio de los dos
dominios son genes no improntados. (Tomado de Weksberg et al., 2003)

La metilacion materna de la region diferencialmente metilada (DMR)2 promueve el
silenciamiento de KCNQ1OT1 (Lit-1) y por lo tanto, la expresién de diversos genes de
origen materno incluyendo CDKN1C y KVLQT1 (Cooper et al., 2005). Esto sugiere que
este transcrito antisentido regula negativamente en cis la expresion de genes cercanos a

él. Con base a este evento, se ha descrito que la eliminacion de las islas CpG de



KCNQ1OT1 (LIT-1) ocasiona la disminucion de la expresion del mismo gen y la activacién
de la expresion del alelo paterno de KVLQT1 y CDKN1C (Figura 6). Lo cual posibilita a este
transcrito, para que regule la expresién de varios genes Yy, de esta forma, junto con la
region (DMR)2, funcionen como reguladores de la impronta en el dominio 2 (Rahmn et al.,
2005).
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Figura 6. Genes improntados en la region cromosémica 11pl15. Se muestra la expresiéon y
silenciamiento de los genes en el alelo materno (Mat.) y el paterno (Pat.), las DMR vy los
transcritos antisentido de expresion exclusivamente paterna. (Tomada de Du et al., 2004).

La pérdida de impronta en KCNQ1OT1 (LIT-1) se ha relacionado con la presencia
de este sindrome en gemelos monocigotos (Weksberg et al., 2002). Por otro lado la
desmetilacion aislada del transcrito en pacientes con SBW que ha sido reportada en casos
familiares, también se ha relacionado con la presencia de tumores embrionarios que
presentan menor incidencia que el tumor de Wilms como el rabdomiosarcoma,
gonadoblastoma y hepatoblastoma (Bliek et al., 2004).

Se ha reportado que méas de la mitad de los pacientes con SBW presentan
expresion bialélica de KCNQ1OT1 (LIT-1), acompafiado por la pérdida en la metilacién del
alelo materno de (DMR)2, convirtiéndose entonces en la alteracién epigenética mas comun
en SBW. La pérdida de la impronta (LOI por sus siglas en inglés) en KCNQ1OT (LIT-1),
involucra hipometilacion y activacion del alelo materno normalmente silenciado.



Se cree que el blanco de la LOI en KCNQ1OT1 (Lit-1) es CDKN1C reprimiendo la
transcripcién del gen (Minje et al.,, 2004). La delecion de la regién diferencialmente
metilada que se encuentra en el dominio 2 lleva a la activacion del alelo paterno de
CDKN1C y KVLQT1.

La LOlI KCNQ1OT1 (LIT-1) afecta a CDKN1C ya que generalmente funciona como
represor transcripcional de este gen al aislarlo de su potenciador (Du M et al., 2004). Sin
embargo al no encontrarse expresado KCNQ1OTL1 (Lit-1) pierde su funcién reguladora,
razén por la cual CDKN1C (cinasa dependiente de ciclinas) que interviene en el ciclo
celular se transcribe constantemente y a su vez codifica para un inhibidor de p57,
regulando en forma negativa la proliferacion celular, contribuyendo al descontrol en el ciclo
celular y a la proliferacion celular acelerada. Esto se debe a que este gen pertenece a la
familia de inhibidores Cdk, incluyendo a p27"'** Y P21°"* que acttian como inhibidores en
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Figura 7. Ciclo celular (G1) Activaciéon de CDKs e inhibidores de CDKs (S) sintesis de
DNA. Una vez que las células entrar en la fase S, la ciclina E se degrada y ciclina A entra
en complejos con cdk2. INK4 inhiben la actividad de diversas ciclina D-quinasas
dependientes. Cip / Kip proteinas inhiben especificamente ciclina E-cdk2 y ciclina A-cdk2.
(Tomada de Li et al., 2001)



Recientemente se ha informado que en algunos casos de pacientes con SBW, que
tienen pérdida de la impronta en KCNQ1OT1 (LIT-1), también la presentan en IGF2, lo que
apoya la posibilidad de interacciones reguladoras entre los dos dominios improntados.
(Weksberg et al, 2003).

La importancia del estudio molecular de los genes involucrados en el sindrome,
radica en la posibilidad de establecer correlaciones fenotipo-genotipo. Como la disomia
uniparental paterna de la regién 11pl15.5 la cual se asocia a casos de hemihipertrofia
aislados y a tumor de Wilms (Shuman et al., 2002). La pérdida de impronta de IGF2 se ha
relacionado con el sobrecrecimiento y la predisposicién a desarrollar tumores embrionarios,
riesgo que se incrementa cuando se encuentra involucrada la pérdida de impronta de H19.
La hipermetilacion de H19 y la disomia uniparental, han sido asociadas con la aparicion del

tumor de Wilms y en ocasiones con hepatoblastoma (Murrell et al., 2004).

Los neuroblastomas, asi como la presencia de onfalocele y paladar hendido se han
relacionado con mutaciones del gen CDKNIC, a las que se les atribuye el tipo de herencia
autosémica dominante en el SBW (Li et al., 2001; y Wayne et al., 1999).

En resumen entre los mecanismos etiolégicos del SBW, se encuentran
modificaciones en la expresion diferencial de los alelos, disomia uniparental, (mecanismo
de herencia no conocida) y en algunos casos alteraciones cromosémicas de origen
parental especifico. Translocaciones balanceadas heredadas por via materna que
involucran a la regiéon 11p15.5, duplicaciones en el cromosoma 11 de origen paterno y la
pérdida de impronta (LOI) la cual provoca la pérdida de expresion alelo-especifica (Yong et
al., 2004).



Tabla 2. Incidencia de los mecanismos etiol6gicos del Sindrome Becwith- Wiedemann.

Frecuencia Tipo de herencia Mecanismo Etioldgico
40-50% e Esporadico LOI de LIT-1 o hipometilacion de KvDMRI
e Familiar
20-30% e Esporadico LOI de IGF2
5-10% e Esporadico LOI de H19 o hipermetilacion de H19 DMR,
microdeleciones de H19 DMR
40% e Familiar Mutaciones puntuales en CDKN1C
20% e Esporéadico Disomia uniparental Isodisomia segmentaria
paterna o de 11p15.5
1-3% e Esporadico Alteraciones cormosoémicas que involucren
o Familiar 11p15

Duplicaciones del cromosoma 11, por via
paterna
Inversiones y translocaciones, por via

materna




EPIGENETICA Y CANCER

Existe un equilibrio particular en cada érgano en lo concerniente a proliferacion y
muerte celular. A este estado fisiolégico se le denomina cinética celular normal y se regula
en cada tejido segun su funcion. La ruptura de este equilibrio a favor de la acumulacién de
células, ya sea por mecanismos genéticos o epigenéticos, es la esencia del origen de las
neoplasias. Este proceso durante el cual las mutaciones sucesivas convierten una célula
normal en un clon de células neoplasicas se denomina carcinogénesis o tumorogénesis
(Ferbeyre et al., 2005)

El cancer es definido como un conjunto de enfermedades que tienen en comudn que
se originan de una serie de maodificaciones en la informacién genética de las células
somaticas lo que conduce a la desregulacion de los procesos celulares y a la alteracién de
la capacidad celular para mantener controlado el crecimiento (Weksberg et al 2001). La
afectacion de cada funcién celular varia con el tipo de tumor. La gran mayoria requiere de
inicio de cuatro a siete mutaciones en genes claves para que se produzca la progresion

neoplasica.

El ritmo normal de mutaciones y sus mecanismos de reparacién, asi como las vias
hacia la apoptosis, se ven afectados en el cancer, ya que de forma habitual las células son
capaces de reparar la gran mayoria de sus mutaciones. A esta peculiaridad se le denomina
fenotipo mutador y es considerado un elemento crucial en la progresién de una neoplasia
(Sarasin, 2003). Las mutaciones en oncogenes y en genes supresores de tumores, son de

expresion dominante, que causan la pérdida recesiva de la funcién de cada uno de estos.

Se ha establecido que las mutaciones de los genes supresores de tumor
contribuyen al proceso de carcinogénesis, cuando ambos alelos pierden su funcion.
Frecuentemente la mutacidn inicial ocurre en uno de los alelos, el evento siguiente puede
ser una delecion cromosomica o una recombinacién mitdtica entre el cromosoma que porta

el alelo mutante y el cromosoma que tiene un alelo normal (Weksberg et al., 2003)

Las células dafiadas que escapan a los mecanismos de apoptosis perpetlan las
anomalias en su descendencia. Existen determinados genes cuya expresion conduce en
un momento determinado, a la supervivencia o muerte celular, generalmente a través de la
sintesis enzimatica. Los genes cuya expresion promueven la supervivencia y la

prolilferacion celular se denominan oncogenes, y aquellos que la inhiben e inducen la



apoptosis se les denominan genes supresores. En la actualidad se conocen decenas de
genes diferentes, que estan asociados a tipos tumorales especificos. Aunque los
oncogenes son fundamentales en este proceso, sélo se han detectado en un 15-30% de
los tumores humanos. Sin embargo, las alteraciones en los genes supresores son muy

frecuentes (Lara et al., 2004).

La gran mayoria de las neoplasias se inician por mutaciones o0 expresiones
anormales de los proto-oncogenes y genes supresores de tumor, afiadiéndose nuevas
mutaciones que alteran otras funciones celulares y otorgan nuevos atributos biolégicos
como: invasion, angiogénesis, motilidad celular, adhesividad celular, proteccion

inmunolégica y metastasis (Renan et al., 1993).

Los genes supresores inhiben el crecimiento celular en condiciones normales.
Cuando se produce una mutacidn en estos genes, sus proteinas no se expresan o dan
lugar a proteinas no funcionales, favoreciendo la aparicién del proceso de carcinogénesis o
tumorogénesis, al no existir un control de la proliferacién celular. Para que estos genes
supresores adquieran su capacidad oncogénica, necesitan sufrir mutaciones
independientes en ambos alelos, de manera que pierdan completamente su capacidad
funcional. Como consecuencia, el crecimiento celular queda sin regulacién, produciéndose
una proliferacién descontrolada que puede conducir a la formacion de tumores. Es decir, la

alteracion se manifiesta con caracter recesivo (Stratton et al., 1996).

También puede ser heredada esta alteracion en la linea germinal, lo que explica el
caracter hereditario de determinados tumores, cuya frecuencia es elevada en una misma
familia. En este caso, uno de los alelos se hereda alterado, por lo que sélo se necesita una
mutacion en el otro alelo, para que se manifieste la enfermedad. Los mecanismos por los
cuales se puede alterar la expresion de los genes supresores son similares a los descritos
para los oncogenes. Son numerosos los genes oncosupresores estudiados, entre los mas
conocidos se encuentran: p53, retinoblastoma (RB), DCC, MCC, APC, NF1, NF2, H19 y

WT-1 que esté involucrado en el desarrollo de tumor Wilms.

El 90% de los tumores tienen alteraciones epigenéticas similares que impiden que
los genes inhiban normalmente el desarrollo de cancer. Por ello, el conocimiento de la

epigenética abre la puerta a nuevas dianas terapéuticas.



La metilacion del DNA, la desacetilacién/metilacion de histonas y los estados de
compactacion de la cromatina, son mecanismos celulares relacionados con la regulaciéon
de la expresién génica, que modulan la arquitectura del sistema con respecto a la
accesibilidad de la secuencia de nucleétidos. En su conjunto, son conocidos como factores
epigenéticos. En los dltimos afios ha comenzado el estudio de la relacion que existe entre

este fendmeno y el desarrollo de cancer.

La metilacion de residuos de citosina, en el contexto genético CpG, es la
modificacion epigenética mas comun en organismos eucariontes (Worm et al., 2002). La
metilacién de novo de islas CpG, en regiones promotoras de genes supresores de tumores
pueden llevar a un silenciamiento de la transcripcion, al volver la regién del gen menos
accesible a la magquinaria transcripcional, desencadenando el proceso tumorogénico
(Figura 7) (Esteller et al., 2007).

En el genoma humano 70% de todos los dinucledtidos CpG se encuentran
metilados. Las citosinas que se encuentran metiladas estan ampliamente distribuidas en el
genoma. En el humano existen aproximadamente 29,000 islas CpG, las cuales no estan
distribuidas al azar, localizandose en regiones promotoras o en el primer exéon de algunos
genes (Bestor et al., 2000).

Mientras la mayoria de los islotes CpG permanecen normalmente metilados,
particularmente aquellos que se asocian a "impronta" genética o al cromosoma X inactivo,
algunos se encuentran libres de metilacion y estan asociados a genes transcripcionalmente
activos (Bhattacharya et al., 1999).

La impronta gendémica requiere de la hipermetilacion de DNA de uno de los dos
alelos parentales de un gen, para permitir la expresion monoalélica. Los tumores humanos
sufren generalmente pérdida de metilacion del DNA, adquiriendo patrones especificos de
hipermetilacion en algunos promotores (ver figura 8). Estos cambios de metilacion estan

vinculados con la modificacion de los patrones de histonas (Esteller et al., 2007).

La alteracion de la impronta genética tiene un papel importante en la inactivacion
de los genes supresores de tumor o la sobre expresion de los oncogenes en muchos tipos
de cénceres.
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Figura 8. Alteracién de patrones de metilacion del DNA en la tumorogénesis. La
hipermetilacion de las islas CpG de los genes supresores de tumor, es una alteracion comun
en las células cancerosas que conducen a la inactivacion transcripcional de estos genes y la
pérdida de las funciones celulares normales. Al mismo tiempo el genoma de las células
cancerosas sufren hipometilacién en secuencias repetitivas, en tejidos especificos y en genes
improntados que presentan pérdida de metilacion del DNA. En algunos casos esta
hipometilacién contribuye en el fenotipo de las células cancerosas (Tomado de Esteller, 2007).

Como se ha mencionado en los pacientes pediatricos con SBW se pueden
desarrollar algunos tipos de neoplasias embrionarias, como resultado de estas
desregulaciones epigenéticas, por lo que es importante el estudio de este mecanismo en

dichos nifos.



La desregulacion de las proteinas que interviene en el ciclo celular y de los factores
de crecimiento que se transcriben por genes localizados en 11pl15.5, estan altamente
asociados a sobrecrecimiento y proliferacion celular. La presencia de tumores se asocia
tanto en forma negativa como positiva a los genes reguladores de crecimiento CDKN1C e
IGF2 (Weksberg et al., 2003).

En el alelo paterno del gen H19, el promotor se encuentra normalmente metilado,
mientras que en el alelo materno no lo estan. El grado de metilacion representa un

marcador especifico de impronta en el cromosoma paterno (Walter et al., 2003).

En los tumores con pérdida de impronta del gen IGF2 se observa una disminucion
en la expresiéon de H19, la impronta normal de H19 esta asociada con la metilacién del
alelo paterno. Cuando hay pérdida de impronta de IGF2, el promotor de H19 muestra del
90 al 100% de metilacién en los sitios que normalmente no estan metilados en el alelo
materno heredado por lo que el alelo materno adquiere un patrén de metilacion paterno
silenciado (Yong et al., 2004).

Esta alteracion en la metilacion del alelo materno de H19 se ha observado en
pacientes con SBW con pérdida de impronta de IGF2 por lo que se ha sugerido que existe
relacion entre la LOI y el desarrollo de tumores malignos. Siguiendo al modelo de apagado
y encendido (switch) en un epigenotipo paterno. De acuerdo con este modelo la LOI en el
tumor de Wilms involucra un switch del cromosoma materno para un epigenotipo paterno
con activacion del alelo materno (Vogelstein et al.; 1998) ocasionando que H19 silencie a
IGF2 en el alelo materno y p57“? acttie como silenciador del alelo materno déandose asi la
metilacion del alelo materno H19 como en el cromosoma paterno. Cabe mencionar que la
LOI es una alteracion comin en canceres humanos (Walter et al., 2003).

La hipermetilacion de H19 esta altamente asociada con la tumorogénesis en
contexto con la disomia uniparental (UPD por sus siglas en inglés) de la regién 11p15

como un evento epigenético aislado (Weksberg et al., 2001)

Con la finalidad de conocer la expresion de dos genes con impronta diferencial, uno
paterna y el otro materna, en un sindrome genético con predisposicion aumentada a
cancer, se propone la realizaciéon del presente trabajo de tesis, que contribuira al
conocimiento de la participacion de este tipo de eventos epigenéticos en cancer.



ANTECEDENTES

Actualmente se han incrementado los informes de estudios realizados en pacientes
con SBW, en muchos paises, no obstante la mayoria de estos trabajos estan enfocados
Unicamente al diagnéstico de dicha enfermedad en algunos casos de nifios que ingresan a
los hospitales, confirmando asi las caracteristicas fenotipicas del SBW. A nivel molecular
ha cobrado gran interés debido entre otras cosas a que representa un modelo genético
para el estudio del papel del control epigenético en el desarrollo normal, y su relacién con
los estadios embrionarios tempranos de acuerdo a lo demostrado por Weksberg et al.,
(2003).

Por su parte Nazneen (2005) investigd los mecanismos de predisposicion para el
sobrecrecimiento infantil y el cancer, tomando como eje central el Sindrome Beckwith
Wiedemann y el Sindrome de Sotos, al ser estos en los que generalmente se presentan
condiciones de sobrecrecimiento y que incrementan la posibilidad de que los pacientes que
sufren alguna de estas patologias, desarrollen tumores. Ricardez (2006) estudio la
correlacion de la expresion de los genes IGF2, H19 y P57 con el fenotipo en una familia

mexicana con SBW, y confirmo la expresividad variable y el patrén autosémico dominante.

Como se mencion6 anteriormente, la regiébn cromosémica humana 11p15.5
contiene un nimero elevado de genes maternos y paternos improntados; en esta region, el
locus KCNQ1OT1 (LIT-1) actia como centro de impronta en el dominio proximal 11p15.5.
La pérdida de impronta (LOI) de este gen y su relacién con el estado de metilacion de
KvDMR1, se investigo en 69 muestras de cancer de colon. Por lo que, estos resultados
sugieren que la LOI de KCNQ1OTL1 (interrupcion epigenética) desempefia un papel
importante en carcinogénesis col6 rectal, pero no se asocia necesariamente a la expresion
de CDKNIC. Los perfiles de la expresiéon de KCNQ1OT1 (LIT-1) también se examinaron
por hibridacion in situ fluorescente en 13 lineas celulares de cancer de colon. En nueve de
17 casos, se observo LOI de KCNQ1OT1 (LIT-1).

En las diferentes lineas celulares, el estado de metilacion en KvDMR1 se
correlacioné con los perfiles de expresion de KCNQ1OT1 (LIT-1). Asi, la expresion de
KCNQ1OT1 (LIT-1) parece estar controlada por modificaciones epigenéticas en el

KvDMR1, aunque la expresion de CDKN1C, que se considera controlada por KCNQ1OT1



(LIT-1), no se asocia al estado epigenético en el KvDMR1 en algunas variedades de estas

células cancerigenas (Nakano et al., 2006).

También se han estudiado los niveles de expresion del gen CDKN1C en
fibroblastos de individuos sanos, y de pacientes con SBW mediante g-RT-PCR en tiempo
real (QRT-PCR) y ensayo de proteccion de la ribonucleasa (RPA). También se observo la
metilacion de la region promotora de CDKN1C mediante ensayos de proteccion de
RNAasa. El andlisis indico que la hipometilacion de CDKN1C en estos pacientes no se
asocia a la hipermetilacion en el promotor de CDKN1C. En la epimutacion en KvDMR1, la
ausencia de metilacion materna, provoca el silenciamiento de CDKN1C.

Remesar et al.,, en (1993) sugirieron la presencia de un gen supresor del
crecimiento, H19 el cual puede ser una de las causas de SBW familiar, y es asociado al

desarrollo de tumores de estirpe embrionario.

Horike et al., en el (2000) generaron cromosomas humanos modificados teniendo
como blanco la delecion de las islas de CpG de KCNQ1OT1 (LIT-1) de los cromosomas
paternos y observaron que no tuvo efecto en la impronta de H19 que se localiza en la

parte distal del telomero.

Bliek et al., (2001) estudiaron la metilacion de H19 y KCNQ1OT1 (LIT-1) en
pacientes con SBW, observando que en los pacientes con desmetilacion en KCNQ10T1
(Lit-1) no se desarrollo cancer, mientras que en aquellos con hipermetilacion de H19 si y
es importante mencionar que en el 20% de estos pacientes no se detectaron defectos
genéticos.

Los estudios anteriormente expuestos, indican que existe una relacion del
epigenotipo-fenotipo en SBW, en el que la metilacion de H19 y KCNQ1OT1 (LIT-1), asi
como la disomia uniparental se asocian fuertemente al riesgo de cancer y a defectos
congénitos especificos del sindrome.



HIPOTESIS

e En pacientes con sindrome de Beckwith-Wiedemann, la expresién del
RNAm de los genes KCNQ1OT1 (Lit-1) y H19, sera diferente a la observada

en individuos sanos.

HIPOTESIS NULA

e En pacientes con sindrome de Beckwith-Wiedemann, la expresién del
RNAm de los genes KCNQ1OT1 (Lit-1) y H19, seréa igual a la observada en

individuos sanos.



OBJETIVO GENERAL

% Analizar la expresién del RNAm de los genes KCNQOT1 (LIT1) y H19 en

sangre periférica de pacientes con Sindrome de Beckwith-Wiedemann.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer las condiciones adecuadas para el procesamiento de las

muestras de sangre, extraccion de RNA y productos de amplificacion.

2. Analizar la expresion del RNA de una regién polimérfica del gen
KCNQ1OT1 (Lit-1) en sangre periférica de pacientes con Sindrome de
Beckwith-Wiedemann mediante RT- PCR.

3. Analizar la expresion de RNA de una regién polimérfica del gen H19 en
sangre periférica de pacientes con Sindrome de Beckwith-Wiedemann
mediante RT- PCR.

4. Proporcionar una herramienta pronostica molecular para justificar el
seguimiento clinico de pacientes SBW con alteracion en los niveles de
expresion de dos genes relacionados con el aumento en la predisposicién a

cancer.



MATERIALES Y METODOS
PACIENTES

Se obtuvieron 5ml de sangre periférica de diez pacientes entre 4 meses y 6 afos de
edad y de sus respectivos padres. Siete pacientes fueron de sexo femenino y tres de sexo
masculino con diagnéstico clinico confirmado de SBW. Los familiares dieron previamente
su consentimiento por escrito. Todos los pacientes fueron canalizados al Laboratorio de
Genética Humana del Centro Médico Nacional Siglo XXI a través de la consulta externa del
Departamento de Genética Médica del Hospital. Siete eran procedentes de la Cd. de
México, uno de Jalapa, Veracruz, uno de Oaxaca y uno de la Cd. de Monterrey.

Ocho fueron casos esporadicos y dos familiares y al momento del estudio no habian

presentado cancer

Separacion de leucocitos a partir de sangre periférica

El RNA total se obtuvo a partir de leucocitos de sangre periférica. Para ello se
colocaron 2 ml de las muestras de sangre en tubos de ensayo a los que previamente se
les habian adicionado 3 ml de Ficoll, (un reactivo que tiene una densidad de 1.077g/ml) lo
gue permitié la separacion mediante gradiente de densidad, de las subpoblaciones
celulares sanguineas. Se centrifugaron a 25,000 rpm, durante 30 minutos. Una
subpoblacién de leucocitos fue extraida con pipetas Pasteur y colocada en tubos
Eppendorf de 1.5 ml como se muestra en la siguiente figura.

Muestra de sang
\ gre
u

Ficoll- Paque Plus i
Linfocitos — )
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K
“h

Granulocitos
= Enitrocitos

Figura 1. Separacién de leucocitos mediante gradientes de densidad.



Extraccion de RNA total

A partir de los leucocitos recuperados de la sangre periférica se obtuvo el RNA total.
Con la finalidad de emplear un método con el que se obtuviera mayor concentracion y
pureza y debido a que los transcritos de los genes en estudio se esperan en copia Unica ya
que se trata de genes improntados, se realizaron pruebas con dos métodos diferentes; una
se realizd siguiendo el protocolo de Chomczynski et al, (1987) con modificaciones,

mediante TRIzol Reagent (Invitrogen).

Se centrifugd durante 10 minutos a 10,000 rpm el botdn con los leucocitos en PBS.
Después se adicionaron 200ul de TRIzol agitdndose y dejandose 5 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron 40ul de cloroformo, se agité durante 15 segundos y se dejo
reposar 5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé nuevamente durante 15 minutos
a 13,000 rpm a 4°C. Se recupero la fase acuosa y se adicion6 isopropanol en relacion 1:1;
después se llevd a cabo una tercera centrifugacion durante 5 minutos a 7,500 rpm a 4°C.
Se decant6 el isopropanol y se lavé la pastilla con etanol al 70%; esta pastilla se centrifugd
durante 10 minutos a 7,500 rpm a 4°C, se decanté el etanol y se seco6 la pastilla a

temperatura ambiente, para finalmente hidratarla con 30 ul de H,O DEPC.

La segunda prueba consistié6 en una serie de centrifugaciones en columnas de
extraccion (RNAeasy de Qiagen). Debido a que se obtuvo buena concentracién y pureza
adecuada, y a la edad de los pacientes que no permitia en algunos casos contar con la

cantidad suficiente de sangre, se optd por emplear el método de columnas de extraccion.

Cuantificacion de RNA

El analisis cualitativo del RNA total en las muestras procesadas, se llevé a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, revelado con bromuro de etidio y luz UV

(ver figura 12).

Se cuantificd el RNA total en cada muestra con un espectrofotometro (Eppendorf
Biophotometer), calibrado a una longitud de onda de ultravioleta a 260 nm; tomando 1 ul de
la muestra y 49 ul de agua inyectable para obtener una dilucion 1:50. Para calcular el grado

de pureza se tomd en cuenta la relacién 260 nm /280 nm que es un coeficiente obtenido



al tomar los valores de absorbancia de 260 en la cual se cuantifica material genémico, y
280 nm con la que se cuantifican proteinas. El equipo proporciona los resultados directos

en ng/ul.

Transcripcion reversay reaccion en cadena de la Polimerasa (RT-PCR).

Debido a que los genes en estudio, en individuos sanos, presentan expresion
monoalélica se realizaron pruebas para obtener el cDNA mediante la reaccion de RT-PCR
con 2 transcriptasas reversas diferentes, con la finalidad de obtener mayor rendimiento.
Las reacciones se llevaron a cabo utilizando de 1-2 ug de RNA total, 0.5 ug/ul de oligo dT,
Buffer RT (1X), 2 mM de MgCl,, 0.50 mM de dNTPs, 25 Ul de Inhibidor de RNAsas, y 20 Ul
de transcriptasa reversa. El programa de amplificacion consistié en: 25°C durante 10
minutos, 42°C por 60 minutos y 99°C por 5 minutos. Ya que la transcriptasa reversa trabaja
a42°C.

Durante la estandarizacion se realizaron gradientes de MgCl, con las siguientes
concentraciones 1, 1.5, 2, 25 mM para cada uno de los genes en estudio (H19 y
KCNQ1OT1). Posteriormente se procedié a la amplificacion en la misma reaccién (diplex)
del gen hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) como control de expresion
constitutiva. De igual manera se realizaron gradientes de temperatura para encontrar los
tiempos y la temperatura 6ptima de alineamiento. Partiendo de la temperatura obtenida a

partir de calcular el contenido de AT y GC de acuerdo a la férmula de Wallace:

Tm = 2(A+T) + 4(G+C)

Para llevar a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de cada uno de
los genes seleccionados, se utilizaron los iniciadores disefiados para este estudio como se
muestra en la tabla 3. Para el disefio se realizé una busqueda de la secuencia de RNAmM
correspondiente a cada uno de los transcritos en la base de datos “Entrez nucleotide” del
NCBI, posteriormente se utilizé el programa OLIGO, copiando las secuencias encontradas
donde se comenzé a buscar una region polimoérfica, que presentara menos de 40% de CG,
ya que un contenido mayor eleva la TM (temperatura en que se alinean); ubicando la
posicién donde la AG fuera mas negativa ya que esto le confiere mayor estabilidad,

flanqueandola con dos secuencias complementarias en los extremos 5°-3".



Se analiz6 la formacién de dimeros y la auto complementariedad (plegamiento), la
longitud del fragmento obtenido y finalmente se calculo el porcentaje de compatibilidad de
los iniciadores u oligonucleoétidos. La localizacion de los oligonucleotidos disefiados dentro
la secuencia de los genes H19 y KCNQ1OT1 (LIT-1) se muestra en las Figuras 10 y 11,
mientras que la secuencia de estos iniciadores se presenta en la tabla 3. El fragmento
esperado para el gen KCNQ1OT1 (LIT-1) es de 567pb, mientras que el tamafio de
fragmento previsto para el transcrito H19 es de 275pb.

Tabla 3. Iniciadores utilizados

OLIGONUCLEQOTIDO SENTIDO OLIGONUCLEQOTIDO ANTISENTIDO
Gen: KCNQ1OT1, Lit 1 Gen: KCNQOT1Z, Lit 1
Litl- F5'-AAG AAA GTG TTG AGT GGT AA -3" | Litl- R5-GAT GAT CTG AAA ATG GAA

AAA-3

Gen: H19 Gen: H19
H19- F5-GCG GGT CTG TTT CTT CTT TAC | H19- R5-CGA TGG TGT CTT TGA TGT TG-
TT-3 3
Gen: HPRT Gen: HPRT
HPRT- F5-TTG CTG ACC TGC TGG ATT AC- | HPRT- R5-CTG ACC AAG GAA AGC AAA
3 GT-3

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen KCNQ1OT1 (LIT-1) se
realiz6 con el siguiente programa de amplificacién: desnaturalizacion a 95°C, durante 10
minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 20 segundos, a 54°C por 20 segundos, 72°C

por 30 segundos con una extension final a 72°C por 5 minutos.

La amplificacion del gen H19 se realiz6 con el siguiente programa de amplificacion:
94°C, durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, a 58.5° por 20
segundos, 72°C por 30 segundos con una extension final a 72°C por 5 minutos.
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Figura 2. Localizacion del los iniciadores disefiados para H19 en la secuencia del RNAm.
El iniciador Forward (sentido) se localiza desde la posicion 1429 a la 1449 (marcada con
Amarillo), el iniciador Reverse (antisentido) se localiza desde la posicién 1661 a la 1884
(marcada con rosa)
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TGAGGTTTTG
AGTCAGGGCC
AAGACTGTTG
CGGAAGGCNG
CACTTGGCTG
CTCTGCGGAA
TCAGGGTCTG
TTGGGATTGG
TGCCTCTAGG
GTTGGGGGTH
GGAGATGAGA
CTATGTTCAG
AMARATTGAGA
ATCCAGGTAG
TCCACATTTG

AAAAGCTCCC

Figura 3. Localizacion del los iniciadores disefiados para KCNQ1OT1 (LIT-1) en la
secuencia del RNAm. El iniciador Forward (sentido) se localiza desde la posicién 935 a
la 957 (marcada con amarillo), el iniciador Reverse (antisentido) se localiza desde la
posicién 1500 a la 1521 (marcada con rosa).




Visualizacién de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa a 1.5% utilizando
Buffer TBE a 0.5%, el corrimiento electroforético se llevé a cabo en camaras horizontales
de 20 x 25 cm. para electroforesis de acidos nucleicos durante 1 hora aproximadamente a
100V.

Purificacion de los productos de PCR a partir de geles de agarosa

Con la finalidad de corroborar que las bandas obtenidas en cada muestra
correspondian a los genes en estudio, las muestras fueron preparadas para la
secuenciacion.

El producto de PCR se analiz6 cualitativamente en geles de agarosa al 1.5% en el
cual se cortaron las bandas correspondientes a cada gen, estos fueron purificadas
mediante el Kit de Purificacién de Electroforesis (Marligen), como se muestra en la Figura
13.

Marcado para secuenciacion

Se realiz6 una segunda reaccion de PCR con cada uno de los iniciadores (sentido y
antisentido) empleando el “kit” Big Dye Terminator (Applied Biosystems) con el siguiente
protocolo: se adicionarén 5 pul de Big Dye (5X), 5 pmol de iniciadores, 50 ng de la muestra y

2ul de agua estéril.

Secuenciacion automatizada de los productos de PCR

Para esta reaccion fue necesario DNA desnaturalizado el cual se apareo con los
iniciadores que sirven como punto de anclaje, en la cual se interrumpié de manera aleatoria
la sintesis de DNA en cada uno de los pasos de polimerizacion. Se efectuaron cuatro
reacciones de polimerizacion que se realiza de manera simultanea en un tubo
independiente; al que se afadi6 los nucleétidos trifosfato (dTTP) y los cuatro
didesoxirribonucleétidos (ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP) marcados con fluoroforos
distintos, que son nucleétidos modificados que han perdido el grupo hidroxilo de la posicion
3' de la desoxirribosa, que una vez incorporados se termina la sintesis de la cadena de
DNA. Estos emitieron cuatro diferentes longitudes de onda.



Los productos fueron separados en un sistema capilar y se sometieron a
electroforesis. Una unidad de lectura que se encuentra fija en el punto 6ptimo de resolucion
del sistema de electroforesis revel6 las cuatro sefiales fluorescentes por medio del rayo
laser que excita los cuatro fluoroforos. Los cuatro fotodetectores con filtros especificos
acoplados a la unidad de lectura captaron la luz emitida por cada fluoroforo, lo que permitié
conocer el orden en el que aparece la secuencia de fragmentos de elongacion, generando
los histogramas de cuatro colores, en donde cada color representa una base diferente.



RESULTADOS

Para el andlisis de expresion de los genes fue necesaria la estandarizacion de
técnicas con el fin de obtener resultados precisos. Se realizaron extracciones de RNA
mediante TRIzol como se describié en material y métodos. Con este método se obtuvieron
valores de pureza de 1 a 1.5 o mayores a 2, lo que sugeria contaminacion por TRIzol,
proteinas o DNA. Por lo que se procedié a utilizar columnas de purificaciéon RNeasy con las

cuales se obtuvo RNA de buena calidad y mayor cantidad del mismo.

La concentracién del RNA expresada en ng/ul, que se obtuvo mediante el método

de espectrofotometria; se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Comparacion de los promedios de las concentraciones de RNA obtenido mediante

Columna y TRIzol, en cinco muestras analizadas.

1 TRIzol 73.04 2.56
2 TRIzol 119.73 2.2
3 Columna 204.98 2.1
4 Columna 1230 1.82
5 Columna 1400 2.03

Concentracion en ng/ul 96.385 944.99
indice de pureza 2.38 1.98

La presencia de RNA de cuatro muestras procesadas para la estandarizacion se
observan en la Figura 12, donde la primera fue extraida mediante TRIzol realizando
variantes después de la separacion de leucocitos, las muestra 2, 3 y 4 fueron extraidas

mediante columnas (RNaesy).
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Figura 1. Gel de agarosa al 2% para el analisis cualitativo de RNA con los dos métodos de
extraccion. (1) y (2) RNA de persona sana, (3) RNA del paciente 1, (4) RNA del paciente 9.

Figura 2. Gel de agarosa al 1.5% para observar productos purificados. Carril (1) marcador
de peso molecular de 100pb; (2) producto purificado del gen LIT-1; (3) marcador de peso
molecular de 100pb; 4 producto purificado del gen H19.

Los signos clinicos de los pacientes analizados fueron proporcionados por los
clinicos tomando como referencia su historial médico, estas caracteristicas se muestran en

la tabla 5.



Tabla 5. Caracteristicas fenotipicas relevantes de los pacientes en estudio

Signo Macrosomia Macroglosia Visceromegalia Onfalocele  Neoplasia Hemihipertrofia Hipoglucemia
Clinico

Paciente
1 X X X - - - -
BW-1

Paciente
2 X X - - X -
BW-2

Paciente s.d. s.d. s.d. s.d. s.d. s.d. s.d.
3
BW-3

Paciente
4 X X X - - - -
BW-4

Paciente
5 X X - - - - -
BW-5

Paciente
6 - X X X - X X
BW-6

Paciente
7 - X X X - X
BW-7

Paciente
8 - X - X - X X
BW-8

Paciente s.d. s.d. s.d. s.d. s.d. s.d. s.d.
9
BW-9

Paciente s.d. s.d. s.d. s.d. s.d. s.d. s.d.
10
BW-10

s.d= sin datos

RT-PCR de los genes:

Analisis de la expresion de RNAm del gen KCNQ1OT1 (Lit-1)

KCNQ1OT1 (LIT-1) y H19 son usados en rutinas de investigacion y se emplean en
el diagnéstico del 71-97% de los sindromes de sobrecrecimiento, que se asocian a la
region cromosémica 11pl5.5 (Gaston et al.,, 2001). En este estudio el transcrito
KCNQ1OT1 presento expresion monoalélica (expresion normal) en ocho de los diez
pacientes (Figura 14 C,D, Figura 15 A-D y Figura 16 C) y en dos casos BW-1 y BW-9 se
encontré expresion diferencial del transcrito con respecto a sus padres y a los individuos
sanos(Figura 14 A y 16 A); no se amplificé la region esperada, amplificando Unicamente
HPRT (Figura 14 B y 16 B). Donde PS en color azul corresponde a las personas sanas,
MBW-# en rosa corresponde a las madres de los pacientes, PBW-# en morado a los

padres y finalmente BW-# en color negro hace referencia a los casos indices.




MPM BW-1

200p

BW-2 MBW-2 PBW-2 BW-3

Figura 3. A) Corrimiento electroforético en gel de agarosa all.5%, teflido con bromuro de
etidio; Carril 1: Marcador de peso molecular de 1kb, Carril 2 y 3: Persona sana, Carril 4:
(BW-1) caso indice 1; Carril 5: (MBW-1) madre del caso indice 1; Carril 6: (PBW-1) padre
del caso indice 1. B) Amplificacién de HPRT de (BW-1), fragmento esperado de 175pb. C)
Carril 1: (BW-2) caso indice 2; Carril 2: (MBW-2) madre del caso indice 2; Carril 3: (PBW-2)
padre del caso indice 2; carril 4: (BW-3) caso indice 3. D) Carril 1: (MBW-3) madre del
caso indice 3; carril 2 (PBW-3) padre del caso indice 3. Tamafio del fragmento esperado
567pb. Flecha naranja sefiala al fragmento amplificado del gen LIT-1.
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D)

MPM BW-7 MBW-7  PBW-7 BW-8 MBW-8 PBW-8

Figura 4. A) Gel de agarosa al 1.5% para observar productos de PCR. Carril 1: (BW-4) caso
indice 4; Carril 2: (BW-5) caso indice 5; Carril 3: (MBW-4.5) madre del caso indice 4 y 5; Carril
4: (PBW-4,5) padre del caso indice 4 y 5. B) Carril 1: (BW-6) caso indice 6; carril 2: (PBW-6)
padre del caso indice 6; carril 3: (MBW-6) madre del caso indice 6. C) Carril 1: Marcador de
peso molecular de 100pb, carril 2: (BW-7) caso indice 7; carril 3:(MBW-7) madre del caso
indice 7; carril 4: (PBW-7) padre del caso indice 7. D) Carril 1: (BW-8) caso indice 8; carril 2:
(MBW-8) madre del caso indice 8; carril 3: (PBW-8) padre del caso indice 8. Tamafio del
fragmento esperado 567pb. Flecha naranja sefiala al fragmento amplificado del gen LIT-1.
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Figura 5. A) Gel de agarosa al 1.5% para observar amplificado de KCNQ1OT1 (Lit-1); Carril 1:
Marcador de peso molecular de 100pb, Carril 2: (BW-9) caso indice 9; Carril 3: (MBW-9) madre
del caso indice 9; Carril 4: (PBW-9) padre del caso indice 9. B) Amplificacién de HPRT de BW-
9 en el Carril 2; Carril 1: Marcador de peso molecular de 123pb. C) Carril 2: (BW-10) caso
indice 10. Las bandas inferiores corresponden a los iniciadores. Tamafo del fragmento
esperado 567pb. Flecha naranja sefiala al fragmento amplificado del gen LIT-1.



Anélisis de la expresion de RNAm del transcrito H19

Para el gen H19 se reporta expresion diferencial del transcrito en el paciente BW-7
(figura 18 C) en comparacion con los individuos sanos y sus padres, ya que no amplificd
este gen, amplificando Unicamente el gen constitutivo HPRT (figura 18 D) lo que demuestra
que la calidad de la muestra es la requerida para el estudio y descarta la posibilidad de
reportar un falso negativo. La expresion de los nueve casos indices restantes fue similar a
la de sus padres presentando un solo alelo (monoalélica, expresion normal) sin
alteraciones (figuras 17, 18 A y B; finalmente 19 A, B, C). Donde PS en color azul
corresponde a las personas sanas, MBW-# en rosa corresponde a las madres de los
pacientes, PBW-# en morado a los padres y finalmente BW-# en color negro hace

referencia a los casos indices.

MPM BW-1 MBW-1 PBW-1 BW-2 MBW-2 PBW-2 BW-3 MBW-3 PBW-3 PS PS

Figura 6. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de
etidio; carril 1: Marcador de peso molecular de 1kb, carril 2: (BW-1) caso indice 1; Carril 3:
(MBW-1) madre del caso indice 1; carril 4: (PBW-1) padre del caso indice 1; Carril 5: (BW-
2) caso indice 2; Carril 6;: (MBW-2) madre del caso indice 2; Carril 7: (PBW-2) padre del
caso indice 2; Carril 8: (BW-3) caso indice 3; Carril 9: (MBW-3) madre del caso indice 3;
Carril 10: (PBW-3) padre del caso indice 3; Carril 11: (PS) Persona sana; carril 12: (PS)
Persona sana. Tamafio del fragmento esperado 275pb. Flecha naranja sefiala al fragmento
amplificado del gen H19.
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1000pb

Figura 7. A) Gel de agarosa al 1.5% para observar productos de PCR del gen H19; carril 1:
Marcador de peso molecular de 1kb, carril 2: (MBW-4,5) madre del caso indice 4 y 5; carril
3 (PBW-4,5) padre del caso indice 4 y 5. B) Carril 1: (BW-6) caso indice 6; carril 2: (MBW-
6) madre del caso indice 6; carril 3: (PBW-6) padre del caso indice 6. Fragmento esperado
275pb.C) Carril 1: Marcador de peso molecular de 1kb, Carril 2: (PBW-7) padre del caso
indice 7; Carril 3: (MBW-7) madre del caso indice 7; Carril 4: (BW-7) caso indice 7. D)
Amplificacion de HPRT de BW-7 en el Carril 2; Carril 1: MPM de 123pb. Flecha naranja
sefiala al fragmento amplificado del gen H19.
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BW-8 PBW-8 MBW-8 MPM BW-9 MBW-9 PBW-9

C)

MPM BW-10

1000pb

500pb

Figura 8. Gel de agarosa al 1.5% para observar amplificado del gen H19; A) Carril 2: (BW-
8) caso indice 8; Carril 3: (PBW-8) padre del caso indice 8; Carril 3: (MBW-8) madre del
caso indice 8. B) Carril 1: Marcador de peso molecular de 1kb; carril 2: (BW-9) caso indice
9; carril 3:(MBW-9) madre del caso indice 9; carril 4: (PBW-9) padre del caso indice 9. C)
Carril 1: marcador de peso molecular de 1kb; Carril 2: (BW-10) caso indice 10. Fragmento
esperado de 275pb. Flecha naranja sefala al gen H19.

El resumen de los resultados de expresién de los dos transcritos analizados en los

pacientes y en sus padres se muestra en la tabla 6.



Tabla 6. Expresion de los genes KCNQ1OT1 y H19 de los pacientes analizados y su tipo
de herencia.

Paciente Expresion de KCNQ10OT1 Expresion de H19 Tipo de herencia

BW-1 SIE EN Esporéadico
MBW-1 EN EN
PBW-1 EN EN

BW-2 EN EN Esporadico
MBW-2 EN EN
PBW-2 EN EN

BW-3 EN EN Esporadico
MBW-3 EN EN
PBW-3 EN EN

BW-4 EN EN

BW-5 EN EN Familiar
MBW-4,5 EN EN
PBW-4,5 EN EN

BW-6 EN EN Esporéadico
MBW-6 EN EN
PBW-6 EN EN

BW-7 EN SIE Esporadico
MBW-7 EN EN
PBW-7 EN EN

BW-8 EN EN Esporadico
MBW-8 EN EN
PBW-8 EN EN

BW-9 SIE EN Esporadico
MBW-9 EN EN
PBW-9 EN EN

BW-10 EN EN Esporadico

BW -(X)=Casoindice PBW-(X)=Padre MBW -(X)=Madre EN = Expresion Normal
S/N = Sin expresion




Secuenciacién de H19

La reaccion de secuenciacion se llevé a cabo en direccion 5-3" con el iniciador
H19-F 5 GCG GGT CTG TTT CTT CTT TAC TT3'. Los resultados fueron visualizados
como electroferogramas en los programas Finch TV, ChromasPro 2.33 (Figuras 22 y 23)
donde fueron analizados con el programa BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”),
para encontrar la secuencia con mayor homologia en esta base de datos. En la Figura 20
se muestran las claves de color asignadas para las secuencias que mostraron alguna

homologia con la muestra analizada.

Clave de color para los resultados de alineamiento

<40 40-50 : 80-200 =200

0 200 400 600 800 1000

Figura 9. Claves de color asignadas a los alineamientos obtenidos en la comparacion de
la muestra secuenciada del gen H19 con el BLAST.

La comparaciéon mostrd seis alineamientos con secuencias encontradas en la
base de datos, siendo la secuencia del gen H19 de Homo sapiens de expresion materna la
que presentd mayor homologia y la de Homo sapiens, del cromosoma 3 menor identidad
(Tabla 7).

Homo sapiens H19, de expresidon materna, no traducido.
-Resultado (Score) = 378 bits (418) -Esperado = 9e-102 -Homologias = 211/215 (98%)

-Gaps = 0/215 (0%) - Strand=Plus/Plus




Tabla 7. Analisis de la muestra secuenciada de H19 en el BLAST.

Descripcion Méaxima Resultado Reportes | Valor E % de
Puntuacion Total incluidos Identidad

Homo sapiens H19, de 378 378 19% 9e-102 98%
expresibn  materna, no
traducido
Homo sapiens, cromosoma 228 391 19% le-56 100%
11, ensable alternativo
(basado en ensamble
Celera)
Homo sapiens, cromosoma 228 391 19% le-56 100%
11 ensamble de referencia
Homo sapiens, cromosoma 3 41.0 41.0 2% 3.0 87%
ensable alternativo (basado
en ensamble Celera)
Homo sapiens, cromosoma 3 41.0 41.0 2% 3.0 87%

ensamble de referencia




Secuenciacion de KCNQ1OT1 (Lit-1)

La reaccion de secuenciacion se llevd a cabo en direccion 5°-3" con el INICIADOR
Litl-F 5" AAG AAA GTG TTG AGT GGT AA 3. Los resultados fueron presentados como
electroferogramas en los programas Finch TV y ChromasPro 2.33 (Figuras 24y 25) desde
donde se realizé el analisis con el BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool"), para
encontrar la secuencia que presentaba mayor homologia en la base de datos. En la Figura
21 se observan las claves de color asignadas para las secuencias que mostraron

homologia con la secuencia analizada

Clave de color para los resultados de alineamiento

<40 40-50 3 80-200 >=200

0 200 400 600 800 1000

Figura 10. Claves de color asignadas a los alineamientos obtenidos en la comparacion de
los resultados de la secuenciacion del transcrito KCNQ1OT1 (Lit-1) con el BLAST.

Al comparar la muestra secuenciada de KCNQ1OT1 (Lit-1) se obtuvieron ocho
alineamientos con secuencias halladas en la base de datos, ocupando la primera posicion
en homologia la secuencia de Homo sapiens KCNQ1OT 1, transcrito de sobrelapamiento y
con menor porcentaje de homologia la de DNA de Dario rerio (pez cebra), secuencia

obtenida de una clona, con sélo un 42% de homologias (Tabla 8).

Homo sapiens KCNQ1OT1, transcrito de sobrelapamiento.

Resultado (Score) = 327 hits (295) -Esperado = 6e-86 -Homologias = 212/229 (92%)
-Gaps = 1/229 (0%) - Strand =Plus/Plus




Tabla 8. Andlisis de la muestra secuenciada de KCNQ10OT1 en el BLAST.

Descripcion Maxima Resultado Reportes | Valor % de
Puntuacio Total incluidos E Identidad
n

Homo sapiens KCNQ10T1, 352 378 19% 6e-86 92%
transcrito de sobrelapamiento
Homo sapiens cromosoma 11, 320 391 19% 6e-86 92%
clona RP4-608B4, secuencia
completa
Homo sapiens, cromosoma 11 320 391 19% 6e-86 92%
RP11-38L8, secuencia completa
Homo sapiens gen KVLQT1 320 370 19% 6e-86 92%
Cromosoma 11p15.5 pac pD 320 350 19% 6e-86 87%
DNA de Danio rerio secuencia de 42.1 42.0 2% 5.3 40%

una clona




Electroferograma del gen H19
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en color verde
se muestran las adeninas, en azul las citosinas, en negro las guaninas y finalmente en rojo

las timinas.

Figura 11. Electroferograma de la secuencia de H19 de la base 1 a la 156



Electroferograma de H19
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Figura 12. Electroferograma de la secuencia de H19 de la base 160 a la 232, en color
verde se muestran las adeninas, en azul las citosinas, en negro las guaninas y finalmente
en rojo las timinas.



Electroferograma de KCNO10OT1 (Lit-1)
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se muestran las adeninas, en azul las citosinas, en negro las guaninas y finalmente en rojo

Figura 13. Electroferograma de la secuencia de Lit-1 de la base 1 a la 130, en color verde
las timinas.



Electroferograma de KCNO10OT1 (Lit-1)
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Figura 14 Electroferograma de la secuencia de Lit-1 de la base 132 a la 229, en color

verde se muestran las adeninas, en azul las citosinas, en negro las guaninas y finalmente

en rojo las timinas



DISCUSION

La ausencia de la expresion de los genes KCNQ1OT1 y H19 en pacientes con
SBW, puede ser ocasionada por alguno de los siguientes procesos: a) pérdida de impronta
de estos transcritos, b) hipermetilacién de las regiones reguladoras de impronta 1y 2 y de
la region promotora de estos genes en los pacientes con SBW, ¢) mutaciones o
epimutaciones en ICR1 (elemento regulador de impronta) que ocasionan la pérdida de
impronta de IGF2 y por lo tanto el silenciamiento de H19 (Engel et al., 2000); d)
alteraciones en ICR1 estan asociadas con la pérdida de IGF2, como un mecanismo
independiente de H19 (Weksberg et al., 2003); e) pérdida de impronta de KCNQ1OT1 la
cual afecta o no afecta la expresion de IGF2, ya que algunos pacientes que presentan esta
LOI muestran expresién monoalélica de IGF2, pero en otros si se ha reportado LOI de
IGF2 ; f) expresién bialélica de IGF2 y silenciamiento de la expresion de H19 en casos
esporadicos; en los que se observa la hipermetilacion del alelo materno de H19, mostrando

un epigenotipo paterno (Engel et al., 2000).

Con base en el ya referido estado de metilacion, se han definido cuatro grupos de
pacientes con SBW: el grupo 1 (20%) presenta disomia uniparental y alteracién en la
metilacién tanto de Lit 1 como de H19; en los grupos 2 (7%) y 4 (18%) no hay alteraciones
en la metilacién de Lit 1 y finalmente en el grupo 3 (55%) existe alteracién en el centro
regulador de impronta 2, lo que conduce a la desmetilacion de Lit-1 (Bleik et al., 2001). De
acuerdo con esta clasificacion los pacientes BW-1 y BW-10 que presentaron alteraciéon de
la expresion de KCNQ1OT1 (Lit-1) y BW-7 quien presentd expresion diferencial de H19, se

ubicarian dentro del grupo 1; y los casos restantes dentro de los grupos 2y 4.

La hipermetilacion de H19 esta estrechamente relacionada con la tumorogénesis en
contexto con la disomia uniparental de 11p15.5, o0 como un evento epigenético aislado.
Estos descubrimientos son respaldados por el reporte de casos con SBW y tumores
asociados con la disomia uniparental del cromosoma 11 y con el epigenotipo de la
hipermetilacion de H19. (Tycko et al., 2000).

DeBaun et al., 2002, reportaron que en el estudio molecular de los genes H19 y

KCNQ1OT1 de una cohorte de 92 pacientes con SBW quienes mostraban la misma



incidencia de fenotipos clinicos. La frecuencia de alteraciones en la metilacion del DNA fue
mas alta (56%) en pacientes que presentan cancer, que la frecuencia en pacientes sin
cancer (17%). Por otra parte el cancer no se asocié con alteraciones en la metilacion de
KCNQ1O0T1. Sin embargo la frecuencia de alteraciones de metilacion de KCNQ1OT1 en
pacientes con defectos de la pared abdominal y macrosomia fue significativamente mas
alta (65%) y (60), que en pacientes sin estas caracteristicas clinicas, (34%) y (18%)
respectivamente. Lo que corrobora la relacion fenotipo-genotipo en SBW, en el cual la
metilacion aberrante de H19 y KCNQ1OT1, se asocian fuertemente al riesgo para

desarrollar neoplasias y a defectos de nacimiento especificos.

Se han descrito principalmente 2 rutas génicas para el desarrollo de neoplasias en
SBW estas son: la expresion bialélica de IGF2 o pérdida de impronta en algunos pacientes
y la presencia de alteraciones en la impronta de KCNQ1OT1/KvDMR1. La pérdida de
impronta de IGF2 ocurre en una gran variedad de tumores. El tumor de Wilms relacionado
con SBW se asocia con la hipermetilacion de H19 (falta de expresion de ambos alelos).
Los casos de SBW con defectos de impronta en KCNQ1OT1/KvDMR1 pueden mostrar
pérdida de impronta o impronta normal de IGF2; los defectos de la impronta de IGF2
pueden formar parte de algunas rutas de carcinogénesis controladas por los dominios

centroméricos y teloméricos de impronta de 11p15.5 (Weksberg et al., 2001)

La falta de expresion del gen H19 en el paciente BW-7, sugiere que alguno de los
eventos anteriormente mencionados (hipermetilacion de su promotor o de la (ICR)2,
expresion bialélica de IGF2) puede ser el factor etiologico de SBW o bien que hayan

ocurrido alteraciones en la cromatina.

Por otro lado la expresion diferencial de KCNQ1OT1 (LIT-1) es ocasionada por
mecanismos distintos. Horike et al., 2000 reportaron que la pérdida de KvDMR1 silencia la
expresion del alelo paterno y activa la expresion de KCNQ1 y CDKN1C no obstante esto no

tendria efecto sobre la impronta de H19.

La region diferencialmente metilada (KvDMR1) regula la metilacion del alelo
materno y la desmetilacion del alelo paterno expresando el RNA antisentido KCNQ101
(LIT-1). KvDMR1 esta cercana al sitio de inicio de transcripcion del KCNQ1OT1 expresado

en este alelo. Los pacientes con pérdida de metilacion en KvDMR1 muestran expresion



bialélica de KCNQ1OT1 (Engel et al., 2000). Por lo que se ha propuesto que KvDMR1 es
un elemento regulador que separa a los promotores de CDKN1C y KCNQL1 del “enhancer”
que se encuentra rio abajo y que esta abierto para la metilacion. Este modelo puede
predecir que la pérdida de metilacién (LOM por sus siglas en inglés) puede reducir la
expresion de KCNQ1 y CDKN1C (Maher et al., 2000).

No obstante los pacientes con SBW gque presentan metilacion normal de KvDMR1 y
expresion reducida de CDKNILC, pueden presentar cambios a nivel de cromatina o
modificacion de histonas (Diaz-Meyer et al., 2005). Por otro lado se ha propuesto al gen
ZAC, como regulador de la expresion de CDKNI1C, a través de KCNQ1OT1. Se ha
reportado que las mutaciones del gen ZAC estan asociadas a alteraciones del crecimiento

particularmente en pacientes con SBW.

Por lo que se propone, a la delecién de KvDMR1 como factor etiolégico de SBW en
los pacientes BW-1 y BW-9, al ser ésta un mecanismo que silencia la expresion de
KCNQ1OT1 (LIT-1) del alelo paterno que normalmente se encuentra expresado, o0 a la
alteracion en los patrones de metilaciéon del transcrito. Cabe sefalar que los resultados de
estos pacientes no concuerdan con lo informado por Weksberg et al., en el 2003 y Engel et
al., 2000; ya que la alteracidn epigenética mas frecuente en SBW es la expresion bialélica

de este gen, pues se ha descrito en mas del 50% de los pacientes con este sindrome.

Las alteraciones en los patrones de impronta en KCNQ1OT1 (LIT-1) (expresion
bialélica o pérdida de expresién) se han relacionado con la presencia de tumores
embrionarios como el gonadoblastoma, rabdiomiosarcoma y hepatoblastoma (Bleik et al.,
2001). Mientras que la hipermetilacion y la pérdida de impronta de H19 incrementan el
riesgo para desarrollar algin tipo de neoplasia, al ser este un supresor tumoral (Engel et
al., 2000).

En el caso de KCNQ1OT1 (LIT-1) su pérdida de impronta afecta a CDKN1C porque
generalmente funciona como represor transcripcional de este gen al aislarlo de su
potenciador (Du et al., 2004). Sin embargo al no encontrarse expresado KCNQ1OT1 (LIT-
1) pierde su funcién reguladora sobre CDKN1C (cinasa dependiente de ciclinas) que
codifica para un inhibidor de p57 por lo que se desregula la proliferacién celular. En
muchos de los canceres humanos este gen se localiza en las regiones que frecuentemente

presentan pérdida de heterocigocidad (Li et al., 1998, 2001).



En este estudio no se observé correlacién fenotipo-genotipo, en siete de los diez
pacientes analizados, sin embargo no se analizaron todos los procesos relacionados con la
etiologia del sindrome en estudio. Al no estar afectados estos genes y al no hallar
evidencia de los cambios epigenéticos mas comunes en estos siete pacientes se sugiere
que la causa del sindrome puede ser una mutacién puntual en CDKN1C (Algar et al., 2000)

0 a cambios de expresion en otros genes afectados en SBW.

Se han descrito multiples mutaciones puntuales que afectan de diferentes formas a
CDKNLI1C, algunas heredadas por via materna, tal es el caso del cambio de G por T en un
tracto de poliG en el extremo 5” del intron 3, lo que altera el mecanismo de “splicing” (corte

y empalme) (Lew et al., 2004).

Se han reportado anormalidades fenotipicas como factores predictivos para el
desarrollo de tumores embrionarios tales como: la visceromegalia, macrosomia, defectos
de la pared abdominal, sin embargo en algunos estudios se establece que a pesar de que
la hemihiperplasia y la organomegalia no estan significativamente relacionadas con la
tumorogénesis, la frecuencia de pacientes que desarrollan algun tipo de neoplasia es mas
alta en pacientes que presentan organomegalia y hemihiperplasia, que en pacientes sin

estos signos clinicos (Gastén et al., 2001).

Esto contribuye a la clasificacion molecular de los pacientes SBW, lo que le
proporciona a los clinicos mas elementos prondsticos y les permite proponer el seguimiento
médico de los pacientes (BW-1 y BW-9), cuando se presentan caracteristicas fenotipicas
como macrosomia y visceromegalia y la pérdida de expresion de KCNQ1OT1 (LIT-1);

debido a que estas se relacionan con el desarrollo de tumores.

Para el paciente BW-7 se sugiere seguimiento médico, al encontrar alteraciones en
la expresion de H19 y presentar como caracteristicas clinicas: macrosomia,
visceromegalia, onfalocele e hemihipertrofia de las cuales dos de ellas son catalogadas

como factores predictivos para el desarrollo de tumores embrionarios.

El seguimiento de los pacientes con mayor riesgo para desarrollar tumores (BW-1,

BW-7 y BW-9) tiene como objetivo la deteccion precoz de los tumores asociados al



sindrome, no solo para reducir las secuelas y complicaciones de un tratamiento demasiado
drastico.

Llama la atencién que de acuerdo a los datos clinicos, los pacientes analizados en
este estudio que presentaron hemihipertrofia, no mostraban macrosomia y a la fecha del

estudio no habian presentado tumores.



CONCLUSIONES

El género mas afectado fue el femenino (70%).

En siete pacientes no se presenté correlacion fenotipo-genotipo a pesar de que dos
casos eran familiares.

La expresion del gen KCNQ1OT1 (LIT-1) en dos familias analizadas present6
alteraciones.

En un caso no se observé expresion del transcrito H19.

En ocho casos analizados la expresion del gen KCNQ1OT1 (LIT-1) es monoalélica,
mientras que la expresion del gen H19 fue normal en nueve de los casos
estudiados; siguiendo el patron de expresion reportado.

Se confirmo la expresividad variable reportada para este sindrome.

El estudio de la expresién de los genes KCNQ10T1 (LIT-1) y H19 permitié proponer

el seguimientos clinico de tres pacientes.

PERSPECTIVAS

Se propone la realizacion de estudios de metilacién del DNA de los genes
reportados.

Analizar la expresién a nivel de mRNA de los genes IGF2 y CDKN1C para
comprobar que la etiologia no esté basada en los cambios epigenéticos frecuentes
del SBW.

Secuenciacion completa del gen CDKN1C, para buscar mutaciones puntuales que
puedan ser la causa de SBW, en los casos que no se observd alteracion de

expresion.



GLOSARIO

Alelo.- Una de las formas variantes de un gen en un locus o de un marcador

particular en un cromosoma.

Criptorquidia.- enfermedad testicular. Deriva del griego kriptos (oculto) y orquis
(testiculo). El testiculo criptorquidico, oculto o no descendido, es aquel que se
encuentra espontanea y permanentemente fuera del escroto, pero localizado en un
punto de su trayecto normal de descenso, pudiendo palparse o no, y ser unilateral o
bilateral.

Disomia uniparental.- Presencia de ambos cromosomas homélogos heredados de
un sélo progenitor, generalmente del padre.

Esplenomegalia.- es el agrandamiento del bazo mas alla del tamafio normal.
Expresién génica.- Un proceso altamente especifico en el cual un gen se
"enciende" en un momento determinado y comienza la produccion de su proteina.
Expresividad variable.- Misma mutacién, pero un individuo puede estar mas
afectado que otro, ocasionado por cambios epigenéticos o0 epistasio y por el
ambiente ( otros genes de la economia, pueden modificar)

Hemihipertrofia.- agrandamiento anormal o desarrollo excesivo de la mitad del
cuerpo o de la mitad de una region corporal.

Hemihiperplasia.- Desarrollo o crecimiento excesivo de la mitad de un determinado
6rgano o de parte o la totalidad de los 6rganos de un lado del cuerpo
Hepatomegalia.- agrandamiento del higado por encima de su tamafio normal. (La
hepatoesplenomegalia es el agrandamiento del higado y del bazo.
Heterocigosidad.- Diversidad genética. Formacién de un hibrido a partir de

gametos difrerentes.



Macroglosia.- Es un trastorno en el que la lengua es mas grande de lo normal.
Macrosomia.- El término es usado para describir el desarrollo o tamafio excesivo
del cuerpo, como en el caso de un recién nacido con un peso por arriba del normal.
La fisiopatologia de la macrosomia esta relacionada a la condicion materna o a la
condicion del desarrollo fetal.

Mosaicismo.- Coexistencia en un individuo de dos o més lineas celulares con
distinta constitucion cromosémica pero que proceden del mismo cigoto.

Nevus flammeus.- Mancha facial

Onfalocele.- malformacion congénita (existe al nacer) en la cual cantidades
variables del contenido abdominal (visceras) estan insertadas en la base del cordén
umbilical. A medida que el feto crece durante el embarazo, los intestinos crecen, se
alargan y se proyectan desde el abdomen dentro del cordén umbilical.

Penetrancia incompleta.- Mutacién donde un individuo puede estar afectado y otro
no. Cuando hay una mutacién pero no existe expresion fenotipica .
Polihidramnios.- es definido como un excesivo volumen de liquido amniético
relacionado a la edad gestacional, que afecta al 0,5 a 0,7 % del total de los
embarazos.

RNAmM.- Molde para la sintesis de proteinas. La secuencia de una cadena del
RNam esta basada en la secuencia de una cadena complementaria de ADN.
Visceromegalia.- aumento de tamafio de los 6rganos internos que se encuentran

en el abdomen, tales como higado, bazo, estémago, rifiones o pancreas.
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