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RESUMEN

El cancer de pulmdn es la neoplasia con mayores indices de mortalidad en el
mundo y en nuestro pais el nimero de casos de muertes por esta patologia va en
aumento.

WT1 es un factor de transcripcion involucrado en procesos como diferenciacion
sexual, proliferacion celular y apoptosis y se encuentra sobreexpresado en
numerosos tipos de neoplasias. Recientemente se ha reportado la expresion de WT1
en lineas celulares de cancer de pulmén.

En este trabajo se establecié como objetivo principal analizar el efecto del gen
WT1l en la proliferacion celular de lineas celulares de céncer de pulmén
bloguedndolo con RNA de interferencia.

Se trabajaron seis lineas de cancer de pulmon, las cuales se caracterizaron para
la expresidn del gen WT1 tanto por RT-PCR como por Western Blot y en todas las
lineas se abservd expresion de este gen, predominando |as isoformas KTS- y Exén 5
negativo. Se silencié al gen de WT1 con un RNAI-WT1 sintético y con cuatro
construcciones de plasmidos que albergaban diferentes secuencias contra WT1.

Las lineas de cancer pulmonar 115, A427, SKMES y CALU tratadas con el RNAi-
WT1 sintético mostraron inhibicion de la proliferacion celular de un 40% a un 60%.

La linea de cancer pulmonar CALU fue la que mostrd efecto de la inhibicidn en la
proliferacion celular al ser tratada con los plasmidos recombinantes ,principalmente

con los plasmidos 5-6 y 7-8.
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En base a los resultados obtenidos concluimos que el bloqueo de la expresién de
la proteina WT1 induce inhibicidn de la proliferacién celular en lineas celulares de
cancer de pulmén , lo cual contribuye a considerar a WT1 como un biomarcador y

blanco terapéutico para este tipo de neoplasia.
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INTRODUCCION

En la actualidad el cancer de pulmén es el tumor maligno mas frecuente en el
mundo (12.3% de todos los tipos de cdncer), con un estimado de 1.2 millones de
nuevos casos en el 2000 y un indice de mortalidad del 17.8%. Se estima que para el
afno 2025 se incrementara el nimero de muertes en mas del 80%, es decir, a tres y
medio millones en paises en desarrollo.

En nuestro pais se calcula para el afio 2010 mas de 10,000 muertes por esta
causa, asimismo en hospitales especializados como el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER), el numero de casos atendidos por esta patologia va
en aumento.

El 11% de los fumadores activos desarrollan cancer pulmonar, lo que sugiere
que probablemente existan factores genéticos que constituyen un factor de riesgo.

Menos del 15% de los pacientes con cancer pulmonar son curables y tienen una
sobrevivencia de 5 afios.

Los bajos indices de sobrevivencia asociados con cancer pulmonar conllevan a
nuevas alternativas de tratamiento.

Existen genes que estan involucrados en la patogénesis y proliferacion celular del
cancer pulmonar, entre los que se encuentran c-my¢, p53, Rb, p16 y recientemente se

ha encontrado la expresion del gen del tumor de Wilms (WT1) en lineas celulares de

cancer pulmonar.
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El gen de WT1 codifica para un factor de transcripcidn involucrado en procesos

de diferenciacion celular y apoptosis.

Se ha encontrado una alta expresién de WT1 en leucemia y diferentes tumaores
solidos, entre los que se encuentra el cancer de pulmon sugiriendo que WT1 juega un
papel importante en la tumorigénesis del cancer pulmonar y provee nuevas estrategias
terapéuticas, considerando a este gen como un buen blanco para terapia génica.

En este trabajo se pretende establecer si el gen de WT1 se encuentra
involucrado en la proliferacion celular de cancer de pulmon caracterizando la expresion
de este gen en lineas celulares no pequefias de cancer pulmonar, asimismo se pretende
bloguear la expresion del gen utilizando construcciones de RNA de interferencia que se

suministraran a las células para ver su efecto en la proliferacion celular.
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ANTECEDENTES

El cancer agrupa a una serie de enfermedades que se caracterizan por el
crecimiento sin control y propagacion anormal de células que pierden su capacidad de
diferenciacion, aumentan su invasividad y tienen baja sensibilidad a las drogas
citotoxicas; en los hispanos adultos constituye la segunda causa de mortalidad

después de las enfermedades cardiacas. (1)

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON

El cancer puimonar es la forma mas comun de cancer en el mundo, y es la causa
de 170,000 muertes al afio en los Estados Unidos (2). Antes del siglo XX, el cancer
pulmonar era una entidad patoldgica muy rara. A partir de 1930, su frecuencia ha
aumentado. Se estima que para el afo 2025 se incrementara el nimero de muertes en
mas de 80% en paises en desarrollo (3).

La frecuencia de céncer de pulmon en nuestro pais se ha incrementado
considerablemente en décadas recientes. Marina y col. describen Ia epidemia de cancer
pulmonar en México durante el siglo XX y sus tendencias para la época actual, ellos
observaron un incremento en la mortalidad para las c¢ohortes nacidas durante las

primeras décadas del siglo XX y un descenso mayor en las regiones mas desarrolladas
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del pais. Las muertes por cancer pulmonar crecerdn en las regiones menos marginadas
a tasas inferiores a las tasas de crecimiento de la poblacion, mientras que en las
regiones menos desarrolladas, las muertes por cancer pulmonar tendran un crecimiento
superior al crecimiento anual de la poblacion. La reduccion en las cohortes mas
recientes parece deberse a una disminucién en la intensidad del tabaquismo. En la
década actual continuara aumentando el nimero de casos de cancer pulmonar, ya sea
por envejecimiento de la poblacion en las regiones mas desarrolladas del pais, asi como
por una alta incidencia de la enfermedad en las regiones menos desarrolladas (4).

Medina y col. en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias encontraron
una alta frecuencia en pacientes entre 61 y 70 afios, en otro estudio realizado durante
el periodo 1997-2000 encontraron que el 8% de los pacientes eran menores de 40 ahos
y tenian un riesgo cuatro veces mayor de presentar adenocarcinoma que los pacientes
mayores de 40 afos. Esta distribucién por edad refleja una probable propensidn de los
hombres jovenes a desarroliar este tipo de tumor o un incremento de la incidencia en
afos recientes que se esta reflejando en las cohortes mas jovenes (3,5).

Actualmente se ha reflejado un aumento en los indices de mortalidad por cancer
pulmonar en las mujeres; en Estados Unidos un cuarto de las mujeres contindan
fumando a pesar del conocimiento de los efectos negativos que el cigarro produce vy el
indice de mortalidad ha aumentado un 600% de 1930 a 1997. Las mujeres parecen ser
mas susceptibles a los carcinogénicos del cigarro que los hombres, aunado a esto estan

las diferencias en la biologia del cancer puimonar entre los dos sexos como un
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incremento en la expresion del gen CYP1Al, un decremento en {a capacidad de

reparacion del DNA y un incremento en las mutaciones del gen K-ras, todas éstas
caracteristicas que se presentan en las mujeres. El receptor estrogeno beta también se
ha detectado en tumores de pulmén sugiriendo que la sefial del estrégeno participe en
la tumorigénesis. (6,7,8,9)

El tabaquismo es el principal factor de riesgo para desarrollo de cancer pulmonar
en el 80% de los casos., y el asbesto, radén y otras exposiciones laborales y
ambientales, asi como factores genéticos, constituyen los factores de riesgo restantes.
(2,10)

La Organizacion Mundial de la Salud estima que el 47% de los hombres y el 12%
de las mujeres en el mundo de 15 afos 0 menos son fumadores, sin embargo, los
rangos de tabaquismo han decrecido en ciudades industrializadas desde 1975.(2,

10,11,12)

€l riesgo de cancer de pulmon
aumenta con el consumo
de agarmillos
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El rango de mortalidad por cancer pulmonar aumenta 7.5 veces en fumadores
activos que consumen de 1 a 14 cigarros al dia y 25.4 veces en aquellos que fuman 25

0 mas cigarros diarios. Fig.1. (2)

Existe una predisposicion genética para el desarrollo de cancer pulmonar, los
fumadores con antecedentes familiares de cancer de pulmodn tienen un riesgo relativo

de 2 a 2.5 veces mayor en relacion con fumadores sin antecedentes familiares (2,13).

Hay diferencias raciales notables en la incidencia de cancer pulmonar, los Africo-
Americanos poseen un riesgo 1.8 veces mayor que los individuos de raza blanca y los
grupos de poblacién Hispana, Asidticos y los grupos que habitan las islas del Pacifico
tienen un indice reducido comparado con los individuos de raza blanca. Entre

fumadores, las mujeres tienen un riesgo mayor que los varones de 1.7 (2,12).

La dieta es otro factor, el riesgo se incrementa con una dieta alta en colesterol y
en consumo de grasas; se ha mencionado un efecto protector de las vitaminas Ay C y

los betacarotenos. (2,14,15)
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ANATOMIA DEL PULMON

Fig.2. Anatomia del pulmon.

El pulmon esta compuesto por regiones anatomicas diferentes: los
conductos aéreos ( trdquea, bronquios y bronquiolos) y los espacios de intercambio
gaseoso (alvéolos).Fig.2.

Cada una de éstas regiones esta compuesto por distintos tipos de células
epiteliales con caracteristicas fisioidgicas U(nicas. Hay dos tipos de epitelio en los
conductos aéreos: el alveolar tipo 1 y células del tipo II. Las células alveolares del tipo
II representan la poblacién de células progenitoras y son blanco para terapia génica por
la expresién persistente de transgenes al ser integrados en esta zona del pulmdn. En

contraste, las células tipo I constituyen el area de superficie de éste drgano. (16)
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CLASIFICACION DEL CANCER PULMONAR
Existen dos tipos principales de cancer de pulmédn: el cancer de pulmén de células
pequenas y el de células no pequenas.

1. Cancer de pulmén de células pequeiias:

Fig.3 Células Pequefias de Cincer de Pulmon.

Constituyen el 20% de todos los canceres, las células se multiplican rapidamente
y poseen la capacidad de extenderse a otros Organos mayores como ganglios
linfaticos, huesos, cerebro, gldndulas suprarrenales e higado. E! tumor primario
generalmente se origina cerca de los bronquios y se expande hacia el centro de los
pulmones, Se reconocen los siguientes subtipos: Carcinoma de células pequefias;
Carcinoma mixto de células pequefias y grandes y Carcinoma combinado de células
pequefias: Hay células peguefias de cancer de pulmén, combinadas con
componentes neoplasicos escamosos, glandulares o ambos.

La causa principal de este tipo de cancer es el tabaco.(11)
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2. Cancer de pulmon de células no pequeifias:

Fig.4. Células No Pequerias de Cancer de Pulmdn

Representa casi el 80% del total de canceres de pulmén. Se extiende
mas lentamente que el de células pequeiias. Existen tres subtipos: Carcinoma de
células escamosas 0 epidermoide (30%): Suele iniciarse en los tubos bronquiales, se
desarrolla por etapas que suelen evolucionar en varios anos, Adenocarcinoma (40%)

y Carcinoma indiferenciado de células grandes (10%). (11)

En México, en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) durante el
periodo de 1997 a diciembre del 2002 ingresaron 845 pacientes con diagndstico de
Cancer pulmonar de los cuales 577(68.3%) presentaron adenocarcinoma, 175
pacientes (20.7%) presentaron carcinomas celulares escamosos y 93 pacientes (11%)
presentaron otro tipo histopatolégico. (5)

El adenocarcinoma es el subtipo histopatolégico mas frecuente en hombres jovenes

y con menor proporcion al tabaquismo.(5)
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DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

Para el diagndstico de cancer de pulmén se utilizan diversas pruebas como las
radiografias, tomografias, resonancia magnética, citologia del esputo y |3 biopsia de

tejido.(2,11)

El tratamiento para pacientes con cancer pulmonar consiste en una combinacion
de varias técnicas como lo son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.
Actualmente se ha incursionado en el ambito de la terapia génica con elementos
antisentidos para bloquear la expresion de genes involucrados en proliferacion de
células cancerosas y vectores adenovirales para reestablecer la funcion de genes

mutados. (17,18,19).

En el cancer de pulmoén de células no pequefias el tratamiento de primera linea
es el platino con gemcitabina o placlitaxel (taxol) y carboplatino. El tratamiento de

segunda linea es por docetaxel, carboplatino, topotecan, irinotecan y vinorelvina. (18)

Para el cancer de pulmdn de células pequefias, 10s quimioterdpicos se emplean
combinados, los mas frecuentes son EP (etopdsido y cisplatino), ET (etopdsido y
carboplatino), ICE (ifosamida, carboplatino y etopdsido) y CAV (ciclofosfamida,

doxorrubicina y vincristina).(18)

12
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ANORMALIDADES MOLECULARES EN EL CICLO CELULAR EN LA

PATOLOGIA DEL CANCER PULMONAR

Fig.5. Anormalidades er
el ddlo celular en célula
cancerosas.

Proteins bordered in gray have
been toung to be
defective

Existe una amplia gama de genes celulares involucrados en la proliferacion
celular regulandola positivamente (factores de crecimiento) o negativamente (genes
supresores de tumores), sin embargo, el desbalance en la expresion de estos genes

pueden conducir a un proceso neoplasico. Fig.5.

La transformacién maligna de las células epiteliales de pulmén es el resultado de
fa acumulacion de mdlitiples pasos de alteraciones genéticas y moleculares altamente

relacionadas con los carcinogénicos contenidos en el tabaco, en donde se ven
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involucrados numerosos elementos de regulacion del ciclo celular y mecanismos de
proliferacion y apoptosis.
La activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumores

elimina los puntos de revision del ciclo celular y apoptasis y aceleran la division celular.

Se han descrito alrededor de 50 genes supresores de tumores y 100 oncogenes.
Los genes que contribuyen a la patogénesis del cancer pulmonar son  ¢-myc,
mutaciones en K-ras, sobreexpresion del EGFR, cilcina D1 y BCL2. (20). Los genes
supresores de tumores incluyen a p53 (90% en SCLC; 50% NSCLC), Rb (90% SCLC;
20% NSCLC) y p16 (50% NSCLC; 1% SCLC). (21). Otros genes supresores de tumores
involucrados con menor frecuencia son PTEN, hOGG1 (reparador del DNA), BAP1. El
principal modo de inactivacion de la expresion de un gran numero de genes supresores
de tumores involucra la hipermetilacion del promotor (22).

Los componentes criticos del cido celular incluye a las ciclinas dependientes de
cinasas (Cdk) y las proteinas retinoblastoma (Rb), p53 y E2F; cada Cdk estd regulada
por una subunidad de ciclina, ta cual es requerida para la actividad cawlitica y

especificidad al sustrato. (2)

Un paso crucial en ciclo celular ocurre en la fase tardia de G1, donde
interaccionan factores de competencia como el factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGF) y factores de progresion como el factor de crecimiento tipo insuiina-I
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(IGF-1), ambos factores son utilizados por las células tumorales de cancer de pulmoén

para potenciar el crecimiento tumoral. Las sefales de transduccion de la superficie
celular al nicleo causa un incremento transiente y rapido de los niveles de ciclinas tipo
D. La ciclina D1 se acompleja con Cdk 4/6 y fosforila a Rb. (23) La sobreexpresién de

D1 es una anormalidad comdn en cancer de puimon. (24)

Existen dos familias de inhibidores de Cdk que son cruciales en la progresién de
G1: la familia INK4 que contiene cuatro genes (INK4 a, b, ¢ y d} cuyos productos se
unen a los dimeros de ciclina D-Cdk 4/6 para inactivar la funcién de quinasa; y la
familia Kip1 (p21,p27 y p57) se une a los complejos de ciclina D-Cdk 4/6, ciclina E-Cdk-

2 y ciclina A-Cdk-2. (25)

La proteina Retinoblastoma (Rb) se encuentra mutada o deletada en mas del
90% de los casos de cancer pulmonar.

La inactivacion de pRb produce un incremento en [os niveles de E2F en la célula,
el cual es un factor de transcripcion que activa los genes de la fase S del ciclo celular
por lo que es critico para la replicacién del DNA en donde las proteinas del complejo del
reconocimiento de origen (ORC) llevan gran parte del control.

Las proteinas ORC se unen a Cdcé para controlar el inicio de la replicacion del
DNA. En cancer de pulmon, E2F se encuentra libre y puede regular a Cdcé causando

una desregulacion del ciclo celular con anormalidades en la proliferacion celular. Cdcé
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puede ser considerado un marcador de la desreguiacion del ciclo celular y puede ser

blanco para deteccién o estrategias terapéuticas a seguir en esta patologia.

La inactivacién de p53 es una de las afteraciones mas comunes en cancer

pulmonar (75%), en el 50% de fas NSCLC y de un 70%-80% en SCLC. (2)

La proteina p53 es un factor de transcripcion nuclear que se une al promotor de
p21 induciendo su expresion e inhibiendo la progresion del ciclo celular en la fase
G1/S. De manera alternativa p53 induce a bax el cual promueve la apoptosis. Para la
expresion fenotipica de los genes supresores de tumores que se pierdan los dos alelos

por mutaciones, deleciones grandes 0 mecanismos de recombinacion.

La proteina p16 del cromosoma 9p21 se une a Cdk4 e inhibe la fosforilacion de
Rb. Una sobreexpresion de E2F sobrerregula la expresion de pi6é e inhibe la actividad
de quinasa dependiente de ciclina D.

P16 puede ser inactivado por metilacion del DNA en estadios tempranos de
NSCLC, en donde deleciones homocigotas y/o mutaciones ocurren mas frecuentemente
en etapas tardias. Alteraciones tanto en las vias de p16/Rb como de p53 conllevan a
un incremento en la proliferacion celular de NSCLC y NSCLC.

Kelley y colaboradores encontraron que 18 de 77 (23%) de NSCLC poseen p16 mutado

en comparacion con el 1% en SCLC. (2)

16



2

F R

Efecto del gen WT1 en la proliferacion celular de cancer de pulmon 4
Por medio de inmunohistoquimica se mostrd una tincion de pl6 nuclear en

células NSCLC Rb negativas, lo cual se correlaciona con un incremento en la

proliferacion, especialmente en las NSCLC con mutaciones en p53.

De esta manera se observa que hay una relacion inversa entre p16 y Rb en
cancer de pulmon, en SCLC Rb estd mutado pero no asi p16, en cambio en NSCLC la

expresion de p16 esta interrumpida pero no asi la de Rb.

La pérdida de localizacion nuclear de p14ARF ocurre en el 70% de SCLC y en el
25% de NSCLC. Las células SCLC tienen una mayor propension de proliferacion celular

debido tanto a la pérdida de p14ARF como a la falla en p53. (2)

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es una citosina clave que
media la inflamacion en los pulmones e influye en el ciclo celular induciendo a p15 a
cesar la proliferacion celular y arresto en G1. Rb es un activador transcripcional de TGF-
Bl y TGF-B2. TGF-B induce a p21 y reprime a ¢c-myc, sin embargo estos mecanismos no

ha sido reportados en cancer de pulmaén.

La activacidn del oncogén K-ras por mutaciones puntuales en el coddn 12
ocurren en el 50% de los adenocarcinomas y por medio de PCR éstas mutaciones se
pueden identificar en las células broncoalveolares(BAL). En 52 pacientes con cancer

pulmonar se encontraron mutaciones en las células BAL en 14 de 25 adenocarcinomas,
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1 de 3 carcinomas broncoalveolares, 1 de 5 carcinoma de células grandes y en 0 de 14

carcinomas de células escamosas. (2)

El protooncogen c-myc estd amplificado en un subset de SCLC y menos
cominmente en NSCLC. El producto de este gen es un factor de transcripcién que
forma heterodimeros con Max que activa genes involucrados en crecimiento celular y
apoptosis; estos dimeros activan al promotor de ¢dc25A el cual activa a Cdk2 y Cdk4
que estimulan la progresion de G1/S.

La desregulacion del ciclo celular en NSCLC puede explicarse, en parte, por la
sobreexpresion de c-myc que conduce a la potenciacion de la actividad de ciclina

E7CDK2 vy la fosforilacion/inactivacion de Rb y la entrada a la fase S. (2)

La anormalidad mdas comin en cancer de pulmon que involucra a ¢c-myc es la
amplificacién del gen o bien sobreexpresion del mismo sin amplificacidn. La
sobreexpresion con y sin amplificacion ocurren en el 80% a 90% de SCLCs, en
contraste con las NSCLC en donde solo se encentra la amplificacion en un 10% y una

sobreexpresion sin amplificacion en un 50%. (2)

La telomerasa se expresa en ia mayoria de los canceres humanos, incluyendo el
cancer de pulmén. Se detectd actividad de telomerasa en el 80% (109 de 136) de los

casos de cancer de pulman. (2)
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La survivina se expresa durante el desarrolio embrionario pero no asi en los

tejidos adultos ya diferenciados, sin embargo ésta se reexpresa en lineas celulares
transformadas y en una gran variedad de tumores humanos, la expresién ocurre en la
fase G2-M del ciclo celular y su interaccion con el huso mitdtico es fundamental para el
proceso de apoptosis ya que inhibe la el efecto rio abajo de las caspasas 3 y 7. Las
células de cancer de mama y pulmén expresan los niveles mas altos de survivina que se
encuentran en tumores humanos y su expresion se ha relacionado con una baja
sobrevivencia en pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias, por lo que se
ha considerado como blanco terapéutico para terapia génica en donde se han utilizado
ya oligonuclectidos antisentidos en una linea celular de adenocarcinoma (A549)
induciendo apoptosis, ademas se ha visto que en combinacion con la droga etopdsido,

las células cancerosas se sensibilizan a la quimioterapia. (26)

Recientemente se ha encontrado la expresion de WT1 en lineas celulares de
cancer de pulmon, Mensen y col. detectaron la expresion de WT1 en 5 de 11 lineas
celulares de cancer de pulmodn (45%) por medio de RT-PCR, en 5 lineas SCLC se
encontraron 2 positivas (40%) y en 3 de 6 de NSCLC (50%), en otra investigacion
WT1 también se encontré sobreexpresado en 12 de 15 lineas celulares de cancer
pulmonar. (27,28)

En un estudio realizado por Oji y col. encontraron la expresion de WT1 en el
96% (54/56) por RT-PCR, de igual manera se demostro la sobreexpresion de WT1 en el

83% (5/6) de los casos de cancer de pulmén por inmunohistoquimica, ademas se

19
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realizd la secuenciacion de 7 casos y no se encontraron mutaciones, sugiriéndose asi

que WT1 wild type juega un papel importante en la tumorigénesis de! cancer pulmonar.
(29)

Ensayos de inmunofluorescencia indirecta revelaron la proteina de WT1 en el
nlcleo de 1 de 6 lineas celulares de cancer pulmonar (NSCLC HTB57). (27)

Por otra parte, se han utilizado oligos antisentidos para WT1 que suprimen el
crecimiento celular de la linea pulmonar QS3, concluyendo que la expresion de WT1

juega un rol importante en el crecimiento de este tipo de cancer. (28)

La distincion entre mesoteliomas y adenocarcinoma pulmonar es importante
desde el punto de vista clinico. El mesotelioma es un raro tipo de neoplasia asociado
principaimente al manejo del asbesto y generalmente invade a pulmén. Foster y col.
determinaron que WT1 es un biomarcador histoldgico que permite diferenciar el
adenocarcinoma pulmonar del mesotelioma, en su trabajo encontraron que e€! 86% de
los mesoteliomas mostraron una localizacion nuclear de WT1, mientras que en
adenocarcinomas no esta presente en el ntcleo (0/51). La localizacién nuclear de WT1
es 100% especifica para mesoteliomas y esto constituye una alta sensibilidad y
especificidad para el diagnostico de mesoteliomas malignos. Estos resultados indican
que WT1 es un buen indicador tumoral y que ademas puede permitir un diagnostico

diferencial entre estos dos tipos de neoplasias.(30)

20



&
Efecto del gen WT1 en la proliferacion celular de cancer de puimon f 4
Los pacientes con cancer pulmonar de células pequefias son tratados diferentes

de aquelios de células no pequeiias, por lo que la distincion entre estos dos tipos de

patologias es muy importante.

En el cancer pulmonar de células pequenas la progresion del tumor sigue su
curso clinico tipico caracterizado por una excelente respuesta inicial a la quimioterapia y
generalmente e siguen a ésta meses de una completa regresion, la cua! con el tiempo
es sequida de recurrencia, desarrollo de resistencia a fa quimioterapia y finalmente Ia
muerte debida a una diseminacién sistémica. En contraste en el céncer pulmonar de
células no pequefias es mas dificil predecir el desarrollo del cuadro clinico del paciente.

Aproximadamente el 50% de los pacientes mueren por metastasis aun incluso

después de una remocién del tumor primario. (31)

Algunas alteraciones genéticas en cancer, han servido como biomarcadores los
cuales se han utilizado para estabtecer el prondstico de fa enfermedad, asi como para el

desarrolio y uso de la terapia génica.

La terapia génica para el tratamiento de cancer pulmonar es una rama muy
importante ya que mas del 80% de los canceres pulmonares no responden
favorablemente a la radiacién o a la quimioterapia.(31)

La restauracion de la funcion del gen supresor p53 con adenovirus han

mostradao inhibicidn de crecimiento de células de cancer de pulmdn in vitro, en modelos
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animales y en casos clinicos humanos. Otra estrategia que se ha empleado para

restaurar la funcién de p53 es el uso de un polimero catiénico polietilenamina, (PEI)
como vector génico en un sistema de aereosol, en donde p53 induce mecanismos
antiangiogénicos para suprimir el desarrollo de metastasis en el cancer pulmonar en un

modelo de melanoma murino. (33)

Adicionalmente, la actividad de supresion del tumor resultante de esta terapia
génica se potencia con la combinacion de mdultiples drogas quimioterapeuticas o
radiacion ionizante (32,34).

La terapia génica con Ad-p53 restaura potencialmente la sensibilidad a la terapia
de radiacién y guimioterapia de canceres pulmonares que pierden la funcién de p53
(32,34).

Utilizando un sistema de aereosol para I3 transferencia de complejos de
PEI-p53 silvestre en modelo de micrometatasis a pulmon como modelo de
osteosarcoma humano en ratones se logrd reducir significativamente el nimero y
tamario de los tumores y nédulos, sensibilizando a las células a la quimioterapia (33)

Para terapia génica en céncer pulmonar actualmente se encuentran en
estudio diversos genes como el gen RB2/p130 el cual es un miembro de la familia de
Rb que tiene propiedades de suprimir el crecimiento, éste se ha estudiado en una linea
celular de tumor cerebral de hamster y se ha demostrado que puede ser utilizado para

reducir el crecimiento (69% de reduccion), ademas se ha reportado que existen
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mutaciones en este gen en lineas celulares humanas de cancer pulmonar de células

pequefias asi como en tumores primarios de pulmén. (35)

Una de las causas que dificulta el tratamiento del cancer pulmonar es la alta
frecuencia de metastasis que se presenta. Existen dos ramas que estan en investigacion
en terapia génica para ayudar al tratamiento en estos casos: la terapia con genes
suicidas y la terapia con genes que codifican citocinas. En la primera, un gen codifica un
producto que convierte una pro-droga inocua en un metabaolito tdxico que mata
solamente a las células que expresan el gen, el cual esta dirigido a las células
cancerosas. La timidina cinasa del virus herpes simple (HSV-tk) fosforila a la droga
antiviral ganciclovir (GCV) en formas que son altamente toxicas a las células en division.
Las células normales no pueden fosforilar GCV y son insensibles a éste. El uso de este
tipo de terapia fue demostrado en primera instancia en células tumorales
permanentemente transformadas con HSV-tk. (31)

El segundo tipo de terapia génica consiste en la estimulacion de la
inmunidad antitumoral del hospedero que resulta en la regresion del tumor o el control
de la metastasis. La interleucina (IL-2) es un factor importante en el crecimiento de
células T, y para el desarrollo de terapias génicas in vivo, se ha utilizado el vector
adenoviral (ADV). La administracion in vivo del un vector ADV que expresa HSV-tk en
conjuncion con GCV resulta en la regresion experimental de gliomas y tumores en

cabeza y cuello. (31)
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Con estos conocimientos se ha desarrollado un modelo murino de metastasis de

cancer de pulmén al higado y se ha demostrado que una combinacion de genes
suicidas y que codifican para citocinas pueden ser utilizados para tratar la metastasis

del cancer pulmonar in vivo. (31)

ELEMENTOS ANTISENTIDOS

La utilizacién de elementos antisentidos han permitido el desarrolio de terapia
génica y el estudio de los mecanismos de proliferacion celular en este tipo de
neoplasias. Dentro de las estrategias de los elementos antisentidos se encuentran los

oligos antisentidos, las ribozimas y el RNA de interferencia.

El RNA de interferencia o RNAi fue descrito inicialmente por Fire y
colaboradores para describir el fendmeno de que cadenas dobles de RNA (dsRNA)
pueden bloquear la expresidn génica al introducirse en el gusano Caenorhabditis

elegans. (36)

El RNAi ha sido descubierto en una gran variedad de animales, incluyendo
moscas, tripanosomas, planarias, hidras, peces zebra y ratones y esta relacionado con
el silenciamiento de genes en plantas (cosupresion). (36, 37)

El RNA de interferencia (RNAi) es una herramienta poderosa y ampliamente

utilizada para el analisis de la funcion de los genes en invertebrados y plantas. (38)
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En el mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional por RNAI pueden

reconocerse 2 etapas principales (Fig.6):

- En la etapa de iniciacién una vez que se han introducido a la célula RNAs
largos de doble cadena (dsRNA >200nt) éstos entran en la via celular
conocida como la via del RNAI, en primera instancia los dsRNA son
procesados en pequefios RNAs de interferencia de 20-25 nucledtidos por
una enzima tipo RNAsa III denominada Dicer.

- En la etapa efectora los siRNAs se ensamblan con el complejo RISC
(complejo de silenciamiento inducido por RNAI), las cadenas de siRNA
guian al RISC a las moléculas de RNA complementarias, las cuales son

cortadas y destruidas. (39,40) Fig.6

Adicionalmente, los siRNAs pueden funcionar como primers para un RNA
dependiente de RNA polimerasa que sintetiza dsRNA adicionales, los cuales seran
procesados posteriormente en siRNAs, amplificando de esta manera, los efectos de los

siRNAs originales.(26)
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Fig.6. Mecanismo def RNA de interferenda (RNAJ)

Los RNAi pueden ser sintetizados por transcripcion in vitro con la T7 RNA

una casa comercial que cuente con el servicio. (36,37)

polimerasa, igualmente pueden ser expresados en un vector basado en la RNA

polimerasa III con el promotor de ratdn U6 o bien pueden ser enviados a sintetizar a
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Efecto del gen WT1 en la profiferadion celular de cdncer de pulmon F
LA PROTEINA DEL TUMOR DE WILMS - WT1

El tumor de Wilms o nefroblastoma es una enfermedad pediatrica de céncer en
el rifién que afecta a 1 en 10,000 nifos aproximadamente de 5 afos de edad.
De una manera poco comuin, esta enfermedad puede teambién presentarse en adultos

debido a la persistencia de restos embrionarios. (41)

Se han asociado a tres genes con las anormalidades genéticas de esta neoplasia:
WT1 que se encuentra inactivado en el 15%, el factor de crecimiento 2 semejante a
insulina gue normatmente se expresa solo del alelo paterno y la activacion de B-
catenina(15%) implicada en la diferenciacién renal.

Entre los sindromes asociados a esta neoplasia se encuentran: el sindrome de
WARG (tumor de Wilms, aniridia, malformaciones genitourinarias y retraso mental); el
sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) caracterizado por organomegalia asimétrica,
hernia umbilical e hipoglicemia; el sindrome de Denys-Drash que afecta principaimente
a varones e incluye anormalidades y malformaciones uretrales y el sindrome de Frasier
que causa defectos genitourinarios y esclerosis glomerular. (41)

Durante la embriogénesis, WT1 se encuentra altamente expresado durante el

desarrollo de los rifiones, gonadas, higado y el mesotelio de los érganos abdominales.

(41,42)
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La proteina WT1 (Tumores de Wim’'s) es un factor de transcripcién

involucrado en el proceso de diferenciacion celular y apoptosis

WT1 se localiza en el cromosoma 11p13 y codifica una proteina de 50kDa que
contiene dos dominios: el carboxilo terminal en donde se encuentra el dominio de unién
al DNA constituido por cuatro dedos de zinc tipo Kruppel y el extremo amino terminal
que tiene un dominio de transactivacion rico en prolina y glutamina.

Posee tres sitios de inicio de la traduccion, de manera se producen tres isoformas
de la proteina con diferente peso molecular: 62-64 kDa, 52-54 kDa, y 36-38 kDa
respectivamente. (41)

La secuencia del gen comprende 10 exones y cada dedo de zinc esta codificado
por un exon. En su RNAm de 3.5kb se llevan a cabo dos procesos de splicing
alternativos: uno en el exon 5 en donde se insertan o no 17AA entre el dominio de
transactivacion y los dominios de unién al DNA y el segundo entre los exones 9 y 10 en
donde se insertan o no 3 aminoacidos: lisina, treonina y serina (KTS) entre el tercer y
cuarto dedo de zinc, la insercién de estos 3 aminocdcidos alteran el espacio existente
entre estos dos dedos de zinc resultando en la pérdida de la secuencia concenso de

unién al DNA. Fig.7. (41, 43,44)

Las distintas isoformas generadas, dependiendo de la arquitectura del promotor

y del tipo celular, pueden reprimir o estimular la expresidn de ciertos tipos de genes.
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La forma WT1 KTS + parece estar relacionada con el procesamiento del RNA y la

forma KTS- con fa activacion transcripcional. (41,43,44)
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Fig.7. Estructura del RNAm de WT1 y sus isoformas.

Se han descrito isoformas adicionales de Wt1 como resultado de la edicién del
RNA (leucina a prolina en el coddn 280) y el uso del inicio del codon de iniciacion CUG
que se encuentra rio arriba. Se ha descrito una forma truncada de WT1 en muchas

lineas celulares donde se pierden los primeros 127 AA dando lugar a la proteina de 36-
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38 kDa, de donde pueden originarse también las 4 variantes por splicing. La ausencia

de los 127 aa origina la pérdida de su dominio de dimerizacion y parte de su dominio
de represion. La proteina pequefia WT-1 KTS — tiene la capacidad de transactivar 1.5
veces mas que WT1 KTS (-) de 52-54 KDa. Sin embargo, la funcién biolégica de esta
proteina aun no se ha determinado. Los dominios de WT1 le confieren una localizacion

nuclear. (41)

La funcidn transactivadora de WT1 es realizada mediante la interaccion de sus
cuatro dedos de zinc con el DNA, principalmente por isoforma KTS (-)

Los dedos de zinc 24 tienen un grado alto de homologia en la secuencia de
aminoacidos con el gen EGR1. El dominio de los dedos de zinc de WT1 se unen a una
secuencia rica en GC de EGR1, un segundo sitio potencial de union de este gen es la
secuencia repetida de TCC del promotor del gen PDGF-A. Por PCR se han hecho
selecciones de secuencias de DNA con una gran afinidad por los dedos de zinc de WT1
KTS- a la secuencia 5 -GCGTGGGACT-3°, este sitio se ha nombrado como WTE, este
sitio se ha reportado recientemente en los promotores de los genes de Anfirregulina y
Bdl-2. (41,45).

Al unirse a esa secuencia reprime la expresidn de un gran numero de genes
relacionados con el crecimiento y proliferacion celular como PDGF, EGF, EGFR, ILGF,
RAR, EGR 1, ILGFR, Pax2, TGF-B, c-myc, n-myc, entre otros. Ademas se ha demostrado

que WT! tiene la capacidad de inducir proliferacion y diferenciacion celular,
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diferenciacion sexual, bloquear apoptosis, asi como el arresto celular a través de una

Activacion transcripcional.

La capacidad de WT1 KTS (-} de inducir arresto en el ciclo celular debido a la
activacién de p21, un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina ; asociaciones fisicas i
vivo de WT1 con el coactivador transcripcional CBP/P300 (40) y andlisis de expresién
de genes enddgenos, tales como anfirreguling, que es transcripcionalmente inducida
por WT1 KTS —; han establecido la relevancia fisiologica de WT1 como activador de la
trascripcion (41,46,47).

WT1 puede reprimir o0 activar la expresion de un gen dependiendo del tipo de
células como es el caso del promotor de Bcl-2 que contiene 2 elementos consensos
para la unién de WT1, se ha reportado que la secuencia —1460 funciona como un
elemento represor en células Hela mientras que el sitio — 1807 funciona como un
elemento activador de la expresion en la linea celular de rabdosarcoma (41,48,49).

Asociaciones  fisicas entre WT1 y p53 pueden modular sus respectivas
propiedades reguladoras de la transcripcién. En ciertos tipos celulares, p53 bloquea la
funcion de WT1 reprimiendo su actividad transcripcional , mientras que WT1 ejerce un
efecto cooperativo en la transcripcion activada por p53 mediante sus dedos de zinc

uno y dos que estabilizan a esta proteina (41,50).
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RELACION WT1 - TUMORIGENESIS

Debido a que el tumor de Wilms solamente presenta un 15% de mutaciones en
el gen de WTI se dedujo que WTI ademas de ser un gen supresor de tumor podria
estar actuando como un oncogén.

En recientes estudios se ha demostrado que el gen WT1 se encuentra
sobreexpresado en muchos tipos de leucemias adultas, incluyendo leucemia mieloide
aguda (AML), leucemia mieloide cronica (CML) y leucemia linfocitica aguda, y en
algunos pacientes con sindromes mielodisplasicos . En leucemias linfoblasticas agudas
humanas (ALL), WT-1 se encuentra sobre-expresado 10 veces mas que en células
normales, y es asociado a un prondstico desfavorable, por lo que ha sido considerado
como antigeno tumoral en este tipo de neoplasias. (50-57). Se ha reportado Ia
expresion de WT1 en tumores solidos, tales como cancer de ovario, ttero, pulmon,
testiculo, tiroides, melanoma y cancer de mama ( 27,28,58,59).

La sobre-expresidn de la proteina en estos tipos de tumores y la inhibicion celular
mediante el blogueo de la expresion de este gen con oligos antisentidos y ribozimas,
indica su posible papel oncogénico, reportes recientes indican que WT-1 reprime la
tumorigenicidad de muchas lineas celulares (27,28,60). Es posible que el desbalance
entre las diferentes isoformas de WTI sea el factor responsable para determinar su

efecto como supresor de tumor o como factor oncogénico.
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JUSTIFICACION

El cancer de pulmdn es una de las principales causas de muerte en el mundo y
en México, ocupa el primer lugar de mortalidad por neoplasias. El cdncer de pulmon es
una neoplasia multifactorial que expresa una serie de biomarcadores que predicen el
prondstico y establecen las estrategias terapéuticas, entre los cuales se encuentran
p53, RB (retinoblastoma), Bcl-2. Debido a esto, consideramos que es de gran
importancia realizar investigaciones que amplien el conocimiento de algunos factores
de riesgo que favorecen el desarrollo del cancer de pulmén, asi como la blsqueda de

nuevos biomarcadoes y blancos terapéuticos.

En este trabajo, nos enfocamos especificamente en los productos del gen del
tumor de Wilm (WT1) analizando las diferentes isoformas en lineas celulares de cancer
de pulmon. WT1 es un factor de transcripcion miembro de la familia de los dedos de
zinc, en leucemias mielociticas agudas la proteina de WT1 se encuentra expresada 10
veces mas que en las células normales por lo que es considerado como un oncogen y
un antigeno tumoral para este tipo de neoplasias, también ha sido detectada en
algunos tumores sdlidos entre ellos el cdncer de mama, donde hemos cbservamos que
la expresion de WT1 es esencial para la proliferacidn celular y se ha reportado que tiene

un mal valor prondstico para el paciente.
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HIPOTESIS:

La expresion del gen WT1 es importante para la proliferacion celular en lineas

celufares de cancer putmonar.
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OBJETIVO GENERAL.:

Determinar si los productos de! gen del tumor de Wilm (WT1) estan involucrados

en la proliferacion celular de lineas tumorales de cancer de pulmon

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Analizar fa expresion del gen WT1 en lineas celulares de cancer de pulmon por

medio de las técnicas de RT-PCR y Western-Blot (WB).

2. Determinar el patrén de expresion de las diferentes isoformas del gen WT1 en

lineas de células no pequeias de cancer de pulmdén.

3. Disefio y expresion de un RNA de interferencia para silenciar la expresion del gen

de WT1

4. Determinar si el gen WT1 esta involucrado en la proliferacion celular, bloqueando

la expresion de la proteina con elementos antisentidos (RNA de interferencia).
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MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO

1.LINEAS CELULARES DE CANCER DE PULMON

Se trabajaron 6 lineas de cancer de pulmén, todas estas pertenecientes al grupo
de células no pequefias y del subtipo adenocarcinoma, todas estas lineas nos fueron
proporcionadas por el Dr. Ricardo Bamera del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), 3 de ellas obtenidas del ATCC. En la Tabla 1 se muestra la

relacion de estas lineas celulares.

2. LINEA CELULAR LEUCEMICA K562
Como control positivo en los experimentos se utilizé Ia linea celular leucémica K562

en donde previamente se habia reportado la expresion de WT1; esta linea fue donada

por el Instituto de Bioquimica de la UNAM.
3.BACTERIAS

Se utiliz la cepa E.coli DHSa para la elaboracion de bacterias competentes para su

posterior transformacién con los pldsmidos que expresaban los RNAs de interferencia.
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NOMBRE CLASIFICACION SUBTIPO ORIGEN
INER 37 NSCLC ADENOCARCINOMA INER
INER 15 NSCLC ADENOCARCINOMA INER
A427 NSCLC ADENOCARCINOMA ATCC
E3P3 NSCLC ADENOCARCINOMA INER
CALU NSCLC ADENOCARCINOMA ATCC
SKMES NSCLC ADENOCARCINOMA ATCC

Tabla 1. Lineas celulares de Cancer de Pulmon

37




FEY
4

Efecto def gen WT1 en la profiferacion celular de cancer de pulmon F
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OBTENCION DE PELLETS CELULARES

Se procedio a la obtencidn de "“pellets” celulares que serian indispensables en los
futuros experimentos.

Se tomaron cajas confluentes de todas las lineas celulares, las lineas de cancer
de pulmon se disgregaron utilizando 1m! de Tripsina-EDTA (acido diaminotetracético) al
0.05%-0.5%, se incubaron por 1 a 2 minutos, posteriormente se elimind la tripsina-
EDTA y se desprendieron las células en PBS 1X y se colocaron en tubos eppendorf de
1.5ml, se centrifugaron a 3000 r.p.m para obtener los “pellets” celulares.

Asimismo, se obtuvieron “pellets” de la linea celular K562, tomando las células

directamente de la caja y centrifugando.

2. EXTRACCION DE RNA

Las células se lisaron con 1 ml de trizol y se incubaron por 5min a temperatura
ambiente, posteriormente se adicionaron 200 ul de cloroformo y se agitaron
vigorosamente por 15 segundos, la mezcla se incubd por 2 0 3 min y se centrifugaron a
12000g por 5 minutos a 4°C.

Después de centrifugar la mezcla, ésta se separd en tres fases: una fase inferior
roja que es la fase organica (fenol cloroformo), una interfase y una fase superior
acuosa. Se tomo la fase acuosa en donde se encuentra el RNA y se precipitd en un tubo

eppendorf con 0.5ml de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente por 5 o
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10min, se centrifugo a 12,000g por 10min a 4°C. Posteriormente se lavo el paquete de

RNA con etanol al 70%, se disolvio la pastila con agua tratada con DEPC
(dietilpirocarbonato) y se incubé de 10 o 15min a 55 o 60°C para posteriormente leer
su concentracion.

Los RNAs de todas las lineas celulares fueron almacenados a -70°C para su

conservacion.

3. SINTESIS DEL FRAGMENTO DEL cDNA

Para cada linea celular se adiciond en un tubo eppendorf un volumen
correspondiente a 5ug de RNA, 1ul de oligo dT 0.5mg/ul y 1ul de una mezcla de dNTP
10mM y se llevé a un volumen de 12ul con agua DEPC, se calentd a 65°C por 5 min,
después se adicionaron 4ul de Buffer First Strand 5x, 2ul de DTT 0.1M y 1ul de
Inhibidor de Ribonucleasa, se mezcld y se incubaron las muestras a 42°C  por 2min,
posteriormente se adicioné 1ul de Superscript RT una unidad por microlitro a cada
muestra y se mezclo por pipeteo, se incubaron a 42°C por 50 minutos y se inactivo fa

reaccion calentando a 70°C por 15min.

4. PCR- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Se realizd el PCR para conocer expresién de WT1 en las lineas celulares, asi
como un PCR para ver el patron de las isoformas de WT1 que se estaban expresando.
Se realizo la reaccion utilizando .5ug de cDNA, se adiciono el volumen necesario para

esta concentracion de DNA, posteriormente se adiciond 1ul de una mezcla de dNTP
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10mM, 1.5ul de MgCI2 25mM, 1ul de cada uno los primers (50ng/ul), 10mM de solucidn

de Tris~ HCl, 0.5ul de Taq polimerasa (una unidad por microlitro) y se aford con agua
purificada estéril a un volumen de 50ul.

La reaccién de PCR para WT1 se realizd bajo las condiciones siguientes: 35
ciclos, la temperatura de desnaturalizacidn fué de 94 °C por 40 seg, el alineamiento de
los “primers” fué a 64 °C por 0.5 minutos y la extension a 72 °C por 0.5 minutos.

Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1.2%, se tifié con

bromuro de etidio y se visualizo con luz Ultravioleta (UV).

En la Tabla 2 se encuentran las especificaciones de los primers utilizados para
conocer expresion total de WT1 asi como su localizacion.
En la Tabla 3 se encuentran las especificaciones de los primers utilizados para las

isoformas de WT1.

NOMBRE SECUENCIA

71 CACATGAGAGAAACGCCCCTTCATGTG

72 TTTGAGCTGGTCTGAACGAGAAA

Tabla 2. Primers especificos para la expresion total de WT1.
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Wt1 isoforma 17AA+/17A4-
Sentido F2 GACCTGGAATCAGATGAACTTAG
Antisentido R2 GAGAACTTTCGCTGACAAGTT

Wil isoforma KT5+/KT5-
Sentido F3 GTGTGAAACCATTCCAGTGTA
Antisentido R3 TTCTGACAACTTGGCCACCG

Wt1 isoforma 17aa+ KT5-/17aa~ KTS+
Sentido F4 GACCTGGAATCAGATGAACTTAGGAGCCA

Antisentido R4 ACGGCTGAAGGGCTTTTCAC

Tabla 3. Primers especificos para las isoformas de WT1.

5. WESTERN — BLOT (W.B.)

1. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Se corrieron 50ug de proteina de cada linea celular mas 4ul de buffer de carga

(B mercaptoetanol) y se ajusté el volumen a 20ul con buffer de lisis en un gel de

poliacrilamida al 12%.

Se corrid el gel en la camara de electroforesis con buffer para electroforesis

(25mM Tris Base, 250mM glicina pH 8.3 y SDS 1%) por 20 min a 46V y después a

100V por aproximadamente 1hr 40min.
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2. TRANSFERENCIA A MEMBRANA DE NITROCELULOSA

Se formd un “sandwich” para realizar la transferencia de la siguiente manera: se
colocan en buffer de transferencia (sol. de trabajo:100ml de stock 10X (Tris-Base y
Glicina) mas 200ml de metanol y 700ml de agua) esponjas, papel filtr y la
membrana de nitrocelulosa, el “sandwich” se formé en el siguiente orden: esponja,
papel filtro, gel de acrilamida, membrana de nitrocelulosa y de nuevo papel filtro y

esponjas. Se corrid en la cdmara himeda de transferencia a 26V por 2hrs.

3. INMUNODETECCION

Se colocd la membrana de nitrocelulosa en una solucion de TBS-Tween con leche
descremada al 5% durante 1hr. Posteriormente se colocd la membrana en una
solucidon de TBS-Tween 2.5% con leche descremada y el primer anticuerpo a una
dilucién de 1:300.

Se lavé la membrana tres veces con TBS-Tween y se agregé el segundo
anticuerpo en una ditucién 1:5000 y se incubd por 2hrs.

Nuevamente se lavo la membrana tres veces con TBS-Tween y se agrego el

sustrato de quimioluminiscencia (partes iguales de Luminol A y B) por 5min y se

revelo.
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6.DISENO DE UN RNAi PARA WT1 Y SU SINTESIS COMERCIAL

Se procedié al disefio de un RNAi para silenciar al gen WT1 utilizando un
programa de disefia de la casa comercial Invitrogen que se encuentra en su pagina de
internet, al proveerle la secuencia del RNAm de WT1 y un bajo porcentaje de guanina-
citosina nos proporciond una serie de probables secuencias funcionales, de las cuales se
selecciond una secuencia sentido y antisentido, cuyas caracteristicas se observan en la
Tabla 4, éstas secuencias se mandaron sintetizar, alinear y purificar por HPLC, para que

de ésta manera estuvieran listas para la transfeccion en las lineas cejulares.

NOMBRE | TAMANO SECUENCIA % G-C

RNAI 21 bases CAU GCA UCA GAG AAA CAUGUU  |38%

WT-11

RNAI CAU GUU UCU CUG AUG CAU GUU ' |38%

WT-12 (21 bases

Tabla 4. Secuendias de RNAi sintetizadas por Invitrogen.
La mezcla de los RNAs se diluyé con agua tratada DEPC para obtener una

concentracion final de 20uM.
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7. DISENO DE PLASMIDOS CONTRA WT1,
SECUENCIA DEL RNAm de WT1 y LOCALIZACION DE LAS CUATRO

SECUENCIAS BLANCO:

1 gttcaaggca gegeocacac ccgggggatc tcogcaacce gaccgectat cogetoococ

61 acttceogee cteectecca cctacteatt cacceaccea cccacecaga gecgggacgg

121 cageacaggce geecgggecc cgeegtetoc togoegegat octggacttc ctettgetge

181 aggacceggc ttecacgtgt gteccggage cggegtetea geacaogete ogetecggge
241 ctgggtgect acagcageca gagcageagg gagtcoggga ccogggegge atctgggeca
301 agttaggcgc cgcegaggec agegetgaac gietccaggg ccggaggage cgcggggegt
361 ccgggtctga gectcageaa atgggetoog acgtgeggga ceigaacgeg ctgctgeeeg
421 ccgtececte cctgggtgge ggeggegget gtgecctgec tgtgagegge geggegeagt
481 gggcgecggt getggacttt gegooccegg gegettegge ttacgggteg ttgggeggec
541 cegegecgec accggeteog cegocaceee cgecgecgee gectcactee ttcatcaaac
601 aggagccgag Ctggggogge geggagecge acgaggagea gtgcctgage gecticactg
661 tecacttttc cggecagtic actggcacag coggagectg tegatacggg cectteggte

721 ctacteogee cagecaggeg teatceggec aggecaggat gtttectaac gogocctace
781 tgcecagctg cctogagage cagocegeta ttegcaatca gggttacage acggtcacct
841 tcgacgggac gcocagetac ggtcacacge cctegeacca tgeggegeag ttcoccaace
901 actcattcaa gcatgaggat cccatgggee agcagggate getgggtgag cageagtact
961 cggtgccgec cecoggtetat ggctgecaca coccccaccga cagetgeace ggeagoecagg
1021 ctitgctgct gaggacgecc tacageagtg acaatttata ccaaatgaca tcocagettg
1081 aatgcatgac ctggaatcag atgaactitag gagocacctt aaagggagtt gctgctggga
1141 gctecagcte agtgaaatgg acagaaggge agagcaacca cagcacagag tacgagageg
1201 ataaccacac aacgeccatc ctetgeggag cecaatacag aatacacacg cacggtgtet
1261 tcagaggceat tcaggatgtg cgacgtgtgc ctggagtage cocgactett gtacggtcgg
1321 ca gececttca tgtgtgctta cccaggctge aataagagat

e CaCa gcaggaagea cactggtgag aaaccatace

1441 agtgtgactt caaggactgt gaacgaaggt tttctegtic agaccagctc aaaagacacc
1501 aaaggagaca tacaggtgtg aaaccattce agtgtaaaac ttgtcagega aagttctece
1561 ggtocgacca cctgaagace cacaccagga ctcatacagg taaaacaagt gaaaagooct
1621 tcagctgteg gtggocaagt tgtcagaaaa agtttgeecg gtcagatgaa ttagtoogee
1681 atcacaacat gcatcagaga aacatgacca aactccaget ggogctttga ggggteteec
1741 toggggaccyg theagtgtee caggeageac agtgtgtgaa ctgctitcaa gictgactct
1801 ccactectoc tcactaaaaa ggaaacttca gitgatctic ticatccaac thccaagaca
1861 agataccggt gcttctggaa actaccaggt gtgectggaa gagttggtet ctgooctgec
1921 tacttttagt tgactcacag gecctggaga agcagctaac aatgictggt tagttaaaag
1981 cocattgeca titggtetgg atittctact gtaagaagag ccatagctga teatgtoeee
2041 ctgacecttc octtetittt ttatgctegt titogetggg gatggaatta ttgtaccatt
2101 tictatcaty gaatatttat aggocagggc atgtgtatgt gtctgctaat gtaaactitg
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T 2161 tcatggttic catttactaa cagcaacagc aagaaataaa tcagagagca aggcatcggg
2221 ggtgaatctt gtctaacatt cccgaggtca gecaggetge taacctggaa agcaggatgt
2281 agttctgcca ggcaactttt aaagctcatg catttcaage agetgaagaa agaatcagaa
2341 ctaaccagta cctctgtata gaaatctaaa agaattitac cattcagtta attcaatgtg
2401 aacactggca cactgctctt aagaaactat gaagatctga gattttittg tgtatgtitt
2461 tgactctttt gagtggtaat catatgtgtce ttatagatg tacatacctce cttgcacaaa
2521 tggaggggaa ttcatttica tcactgggac tgtecttagt gtataaaaac catgctggta
2581 tatggcitca agtigtaaaa atgaaagtga ctttaaaaga aaatagggga tggtccagga
2641 tciccactga taagactgtt tttaagtaac ttaaggacct ttgggtctac aagtatatgt
2701 gaaaaaaatg agacttactg ggtgaggaaa tccatigttt aaagatggtc gtgtgtgtgt

2761 gtgtgtgtat gtgtgtgtig tgtigtgtit tgtitittaa gggagggaat ttattattta

2821 ccgttgcttg aaattactgt gtaaatatat gtctgataat gatttgctct ttgacaacta
2881 aaattaggac tgtataagta ctagatgcat cactgggtgt tgatcttaca agatattgat
2941 gataacactt aaaattgtaa cctgcatttt tcacttiget ctcaattaga gtctattcaa
3001 aaggaaaaaa aaaaaaaaaa

Las caracteristicas de las secuencias blanco son las siguientes:

SECUENCIA

POSICION
EN EL

GEN

CONTENIDO

DE GC

SiRNA sentido

SIRNA antisentido

AACCACTCATTCAAGCATGAG

897

42.9%

CCACUCAUUCAAGCAUGAG

CUCAUGCUUGAAUGAGUGG

AATCAGATGAACT TAGGAGCS,
R |

-— -

1093

-t

92.9%

PCAGAUGAACUUAGGAGCG

EAAGGAGACATACAGGTGTGA

5

GGCUCCUAAGUUCAUCUGA
.1

| -~ ]
or I

DCACACCUGUALIGUCUCC

Tabla 5. Caracteristicas de las secuencias blanco para WT1.
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8. PRODUCCION DE RNAi EN EL PLASMIDO pGSH1-GFP

1.CARACTERISTICAS DEL PLASMIDO pGSH1-GFP:

} Map of pGSH1-GFP: 5318 bps, Circalar DNA

Vector Elements

<4 HSVIK  pGSH1-GFP

(5318 bp)

Fig.8. Mapa del plasmido pGSH1-GFP.

Element

Start-End

Description

pCMV

59-308

Human CMV promoter sequence

GFP

843-1500

Green Fluorescent Protein gene sequence

Poly A

1572-1801

Transeription stop and polyadenylation sequence

Hi promoter

1808-1900

H] RNA Polymerase [ll promoter

pAmp/pSV40

2689-3030

Ampicillin and SV40 promoters (in tandem)

K an/Neo

3152-3942

Kanamycin and Neomycin resistance gene sequence

HSV TK Poly A

41824200

HSV Thymidine K inase polyadenylation signal sequence.

4531-5174

pUC origin of replication sequence.,

Fig.9. Elementos del vector pGSH1-GFP.
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MCS sequence of lincarized pGSH1-GFP (spanning nucleotides 1931-2016)

ot |
H1 promater overhaog
L
§ GCCCGCGACTCTAGATCATAATCACAGCCATA
CGCTGAGATCTAGTATTAGTGTCOGTAT

< —
-

GGGAATC‘ITATAAGI‘TCI‘GTA‘I‘GAGACCACXJG

CCCTTAGRATATTCAAGACATACTCTGCTGAGCCTAG
BamH
overhang

Fig.10. Secuenda del plasmido lineal pGSH1-GFP.

2. DISENO DEL INSERTO DEL SiRNA para WT1:
Se disefiaron y se mandaron sintetizar 8 oligos (4 sentidos y 4 antisentidos) para

diversas regiones de WT1, para el disefio se tom¢ la siguiente base:

Semse tarext Hapm Yoop sroctare Antisonse tanst
sequence (19mer) with Hind 5 sequence sequense (19 men)
Bomif| - (bold) A
‘_' ’ \ - L GC 3¢
5 -GATCCIE) ¥ GAAGCTTG TNWTNNNN’I‘I‘[‘I‘ITGGAA
3'-G(t|:) e CTTCGAAC] NN IRNNNN NN NNNNNNNAARBAACCTTCGCCGG 5°
RNA Pal {1l

termmat Xex |

sgnal
(mndicri~ec)

Fig.11, Prototipo del diseiio de los oligos sentidas y antisentidos para su expresion en el

plasmido pGSH1-GFP.

Las ocho secuencias que se mandaron sintetizar a la casa comercial SIGMA son

las siguientes:

1 atccgccactcattcaa;g__tgeggaagcttgctcatgcﬂg&s_agsmga_e&
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9. PREPARACION DEL INSERTO

Los oligos se disolvieron con agua inyectable para obtener una concentracion de
lug/ul y se alinearon 2ul de cada oligonucledtido (sentido y asntisentido, WT1 con
WT2; WT3 con WT4; WT5 con WT6 y WT-7 y WT-8) en 46ul de buffer de alineacion
(100mM de acetato de potasio, 30mM HEPES-KCH pH7.4 y 2mM de acetato de
magnesio), se incubaron las mezclas a 90°C por 3 min y después a 37°C por lhr. Se
adicionaron 350ul de agua grado PCR a la mezcla de reaccion de alineacion para

obtener un volumen final de 400ul y una concentracion de trabajo de 10ng/ul.

4, LIGACION DE LOS OLIGOS ALINEADOS EN EL VECTOR LINEAL

Se llevaron a cabo para cada secuencia la reaccion de ligacion con 1ul del vector
(50ng/ul), 1ul de los oligos alineados (10ng/ul), 5ul del buffer de ligacion 2X, 1ul de la
enzima T4 ligasa y 2ul de agua para un volumen final de reaccion de 10ul.

Las reacciones se incubaron a 4’ C toda la noche.
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10. TRANSFORMACION

Se transformaron 70ul de bacterias E.coli competentes con 5ul del producto de
ligacion y se sembraron las bacterias en cajas petri con agar LB con S50ug/ml de
kanamicina y se crecieron toda la noche a 37°C.
Se tomaron de 3-4 colonias transformadas y se sembraron en medio LB con 50ug/ml de
kanamicina, se crecieron toda la noche a 37°C para posteriormente realizar un

“miniprep” y obtener el plasmido.

11. VERIFICACION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE

Se realizaron reacciones de digestion para verificar el DNA plasmidico positivo
con 17ul del resultado del miniprep (100-200ng), 1ul de la enzima Hind 111, 2ul del
buffer de restriccion 10X y de 0-16ul de agua grado PCR, para obtener un volumen
final de 20ul.

Se incubaron las reacciones a 37°C por 2 horas y 10s productos se corrieron en
un gel de agarosa al 1% para su verificacion.
NOTA: Las clonas con los RNAI positivos tienen un sitio Unico de corte para Hind II
en medio de la estructura del loop, por lo que la digestién producirad un plasmido
lineal. Las clonas negativas seran similares al plasmido control superenmollado

después de la digestion.

150352
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12."MIDIPREP” PARA OBTENCION DE LOS PLASMIDOS

Para obtener cantidades suficientes de los plasmidos para las transfecciones en
las lineas celulares, se procedié a la realizacion de minipreps con el kit comercial de
Marligen Biosciences Inc. Se pusieron a sembrar en 25ml las bacterias
transformadas con cada uno de los plasmidos a 37°C toda la noche, posteriormente
se centrifugo para obtener el pellet al cual se le adiciond 1.2ml del buffer de
suspension celular (G1) y se homogenizaron las bacterias, después se adicionaron
1.2ml de la solucion de lisis celular (G2), se mezcld por inversion 5 veces (No
vortex) y se incubd a temperatura ambiente por Smin. Posteriormente se adicion6
1.6ml del buffer de neutralizacién (G3) se mezcld inmediatamente invirtiendo el tubo
5 veces (NO vortex) y se centrifugo a 15,0009 por 10min. Se colocé una columna en
un tubo de 15ml, se pasd el sobrenadante de la centrifugacion anterior por la
columna, se centrifugo a 5,000g por 1 min, se descantd el flujo resultante, se montd
de nuevo la columna y se adicioné 3ml del buffer de lavado (G4), se centrifugd a
5,000g por 5min. Por ultimo, se colocé fa columna en un tubo nuevo de 15ml, se
adiciond 0.8ml del buffer TE caliente directamente al centro de la columna, se

incubd a temperatura ambiente por 1min y después se centrifugé a 5,000g por

2min.
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9. TRANSFECCION

Para la transfeccidn de las lineas celulares con los RNAi sintéticos, éstas se
plaquearon en cajas de 96 pozos y al dia siguiente se procedio a la transfeccion. Para la
linea celular K562 el dia que se plaqued se procedid a la transfeccion.

Se probaron 4 RNAs para transfectar: el RNAI para WT1 producido en el plasmido
Psilencer U6, el RNAi para WT1 sintetizado comercialmente y los controles: como
control positivo el RNAI del gen GAPDH y un control negativo.

Para cada muestra se prepard un complejo: Lipofectamina diluida con medio sin
suero que se mezcld e incubd por 5min a temperatura ambiente y por otra parte el
RNAiI (WT1 y controles) se diluyd también en medio sin suero. Ambas mezclas diluidas
se mezclaron y se incubaron por 20min a temperatura ambiente para que se formara el
complejo.

A cada muestra se agregaron diferentes concentraciones del RNAi , las células se

incubaron a 37°C por 72hrs para el posterior ensayo de viabilidad.

Los DNA plasmidicos se transfectaron en las lineas celulares de cancer de pulmon
por el método de GenePORTER.

Se cultivaron las lineas celulares de cancer pulmonar en placas de 96 y 6 pozos un
dia antes de la transfeccion (60-80% de confluencia), el DNA se diluyd con medio libre
de suero en el volumen de transfeccion adecuado (0.iml). Se diluyé el reactivo

GenePORTER con medio libre de suero (0-5 a 2.5ul). Se agregd el DNA diluido al

53



F

Efecto del gen WT1 en la proliferacion celular de cancer de pulmon F 4
GenePORTER diluido, se mezcld rapidamente y se incubd a temperatura ambiente por

10-45min. Se aspiro el medio de cultivo de las células, y se adicioné con cuidado la
mezcla de DNA-GenePORTER a las células y se incubg a 37°C por 3-5 hrs.

Transcurrido este tiempo, se adiciond un volumen de medio que contenia 20% de
suero fetal bovino, se continué con la incubacién toda la noche a 37°C , 24 horas

después de la transfeccion, se adicioné mas medio fresco.

10. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR CON MTS

El ensayo de proliferacion celular se realiz con MTS, El MTS y el MTT son sales
de tetrasodio utilizadas en ensayos de sensibilidad colorimétrica, estas sales son
tomadas por las mitocondrias de las células por la cadena transportadora de electrones,
éste proceso convierte las sales en compuestos de formazan cuya absorbancia se mide
a 490nm para MTS y a 570nm para MTT.

Las células se plaquearon en cajas de 96 pozos y se realizaron los tratamientos
correspondientes, posteriormente se le adicioné a cada pozo 20ul de una mezcla de
MTS/PMS (100ul de PMS por cada 2ml de MTS), se homogenizd la mezcla y se dejé
incubando a 37° el tiempo necesario para el cambio de color y posteriormente se leyd

la absorbancia a 490nm.
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11. RT-PCR PARA GENES APOPTOTICOS

Se utilizo el kit de MPCR Set-7 para Genes Apoptoticos Humanos. Se realizé 1a
extraccion de RNA de las células para la elaboracion del cDNA y la elaboracién de la
reaccidn de PCR de la siguiente manera: 25ul de la Mezcla de buffer MPCR 2x, 5ul
de los primers MPCR 10X, 0.5ul de Tag DNA polimerasa (5U/ul), 5ul del cDNA vy del
cDNA control 10X del kit, 14.5ul de H20, 50ul de aceite mineral (opcional). La
reaccion se llevd a cabo en el siguiente programa: 96°C 1min, 58-60°C 4min (2X);
94°C 1min, 58-60°C 2min (28-35X), 70°C 10 min (1X). Posteriormente se corrieron
10ul del producto con 2ul del buffer de carga 6X con el marcador del kit MPCR en un

gel de agarosa 2% con 0.5mg/mi de bromuro de etidio.
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RESULTADOS

Las lineas celulares de cancer de pulmén y la linea leucémica K562, se
mantuvieron en cultivo, se realizaron pases 1:4 semanalmente, se congelaron en
criotubos para su preservacion y se obtuvieron pellets celulares para las
extracciones de RNA y proteinas. A continuacion se muestran en la Fig.12 las

fotografias de las lineas celulares de cancer de pulmdn estudiadas.

. A427 E3P3

CALU

Fig. 12, Fotografias de las lineas celulares no pequefias de cancer de pulmon estudiadas.
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Se realizaron cinéticas celulares a cada una de las lineas que utilizamos en est

trabajo con la finalidad de conocer el numero inicial de células para plaquear en los
experimentos con las transfecciones. Se sembraron en placas de 96 pozos tres
diferentes cantidades iniciales de células (1000, 3000 y 5000 células por pozo) dos
veces por triplicado y posteriormente a las 72hrs se realizo el ensayo de MTS para
determinar proliferacién celular, se graficaron los resultados con las densidades
dpticas obtenidas (Fig.13), se calcularon la media y la desviacion estandar (Tabla 7).
A continuacion se muestran los resuitados de las cinéticas de las lineas celulares 137

y A427.

Cinética celular

-
(3]

=

0

_,_.
=)
=]
=]
0
~
<
<

o o
3 a3 3 8 8
(=] (=3 [~] Q (=4
= « ] = 2]
~ ~ ~ ~ ~
@ @ o] q o
< <
Céhilas

Fig.13. Cinéticas celulares de las lineas 137 y A427 a diferentes cantidades de células

iniciales por pozo 72 horas.

137:1000 137:3000 137:5000 A427:1000 A427:3000 A427:5000

Densidad 0.566 0.842 0.808 0.893 1.051 1.039
m &S 0.585 0.906 0.926 1.007 1.004 0.918
0.413 0.906 0.831 0.988 1.257 1.008
0.495 0.647 0.983 0.89 0.873 1.139
0.461 0.726 0.986 1.08 1.119 0.761
0.441 0.839 0.99 0.978 1.076 1.04
Media > 0.4935 0.811 0.92066667 097266667 1.06333333 0.98416667
Desviacién y.  0.0239235  0.053916 0.03372333 0.02614333 0.08066533 0.08484683
estandar Tabla 7. Densidades dpticas de las cinéticas celulares con sy media y su

desviacion estandar.
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I. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN WT1 EN LAS LINEAS

CELULARES DE CANCER PULMONAR.
1. Para caracterizar la expresion de WT1 en las lineas celulares de cancer pulmonar
se realizd un RT-PCR con los “primers” 71-72 los cuales se utilizan para ver
expresién total de WT1 ya que su localizacion (Fig.14) no interviene en ninguno de
los procesos de splicing. En la Fig. 15 se aprecian los resultados del RT-PCR para el
gen constitutivo B-actina el cual nos sirvié para verificar la integridad del cDNA y el
RT-PCR para WT1 en las lineas celulares de cancer pulmonar (se aprecia que en

todas las lineas es posible detectar la expresion de este gen).

A)
==
B)
K562 C- 115 137  A427 E3P3 CALU SKMES
B- actina
WT1 71-72

(expresion total)

Fig. 14, a)RNAm de WT1 y localizacion de la secuencia amplificada con los "primers” 71-72
(barra)

b) RT-PCR de B-actina y WT1 de las lineas celulares de cancer de pulmon.
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3.

A)

Para caracterizar la expresion de WT1 en las lineas celulares de cancer pulmonar
se realizd un Western blot con un anticuerpo policlonal (C-19) para WT1 dirigido
contra el exon 10, el cual permite detectar la proteina tipica de 52-54kDa y la
proteina pequena de 36-38kDa de WT1. En la Fig.15A se muestra un esquema
que representa al RNAm de WTL con sus 10 exones y la localizacion del
anticuerpo policional. La expresion de la proteina WT1 fue determinada por
Western blot como se observa en la Fig.15B y en la parte inferior el Western
para el gen B-Actina utilizado como control de carga. Como se puede apreciar en

la fotografia todas las lineas expresan el gen de WT1.

I B

B)

WB.

115 137 A427 ~ E3P3 CALU = SKMES

Bt
52-54 KDA “ ’ v—-p-;
. P

S — aEy - G s
B-ACTINA [t —

Fig. 15.4) RNAm de WT1 y localizacion del Anticuerpo policlonal C-19.

B) Western blot para WT1 de las lineas celulares de cancer de pulmon.
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II. CARACTERIZACION DE LAS ISOFORMAS DE WT1 EN LAS LINEAS
CELULARES DE CANCER PULMONAR
Para conocer el patron de las isoformas de los RNAm de WT1 que se estan
expresando en las lineas celulares de cancer pulmonar se realizaron RT-PCRs con
“primers” dirigidos contra ex6n 5 (“primers” 1-3) y KTS (“primers” 1-2)cuya
localizacidn se muestran en la Fig.16 A vy los resultados se muestran en la Fig.16B.

Fn hase a Ing resultarine ohtenidps se elabora Ia Tahla 7

A)

B)

K5
EXON S5 + [ RT-PCR con los “primers” 1-3
EXON 5-

KTS +
KTS -

RT-PCR con los “primers® 1-2

Fig. 16. A)RNAm de WT1 y localizacion de los "primers” para las isoformas de WT1.
8) RT-PCR de las isoformas de WT1 E5 +/-, KTS +/- . Controf positivo (linea celular

leucemica K562).
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Linea celular KTS E5
115 - -
137 +,- +, -

A 427 - -
E3P3 - -

Tabla 8. Isoformas de WT1 en las lineas celulares de cancer pulmonar.
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III. CONSTRUCCION DE UN RNAi PARA BLOQUEAR LA EXPRESION DE
WT1

Con las secuencias seleccionadas para blogquear al gen de WT1, una vez
alineadas y ligadas al plasmido pGSH1-GFP se realiz la transformacién de bacterias
competentes con las cuatro construcciones y se realizd un miniprep para verificarios,
el resultado de este ensayo se aprecia en la Fig. 17, en donde se aprecia que se
fogré la correcta transformacion y extraccion de los plasmidos de las cuatro
construcciones, posteriormente se realizd un midiprep para obtener cantidades

suficientes de plasmidos para las transfecciones en las lineas celulares.

M BP PGL3 C- 12 34 56 78

Fig. 17.."Minipreps” de las transformaciones con las construcciones de los plasmidos.

62



Efecto del gen WT1 en la proliferacion celular de céncer de pulmon
IV. TRANSFECCION DE LA LINEA CELULAR LEUCEMINA K562 CON LAS

=
— 2,

4

CUATRO CONSTRUCCIONES DE PLASMIDOS.

Para verificar la efectividad de las construcciones se realizé un primer ensayo de

transfecciéon en la linea celular K562 con las cuatro construcciones y un plasmido

control. En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de un conteo de

viabilidad celular con azul tripan, en donde se observa el nimero de células , el

porcentaje de proliferacion y el porcentaje de inhibicién. Se aprecia que todas las

construcciones muestran inhibicion de 1a proliferacion celular.

PLASMIDO CELULAS X10° % % DE
PROLIFERACION INHIBICION

C- 1,195 97.55 -

C Plasmido | 1,225 100 0

1-2 425 34.69 65.31
3-4 630 51.42 48.58
5-6 625 51.02 48.98
7-8 655 53.46 46.54

Tabla 9. Resultados de /a transfeccion de Iz linea celular K562 con los piasmidos para

inhibir al gen de WT1 con un nimero inicial de 300,000 céluias por pozo.
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Posteriormente se realizd en una placa de 6 pozos la transfeccion de la linea

K562 con diferentes concentraciones del plasmido 5-6 (2ug, 4ug y 6ug). En la Fig.18
se muestran dos fotografias de la linea K562 observadas en un microscopio

connfocal para analizar la fluorescencia del plasmido como un controi de

transfecccion.

Fig. 18. Linea K562 transfectada con los piasmidos para inhibir al gen de WT1 observadas

con el microscopio confocal,
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Una vez llevada a cabo la transfeccion se procedio a realizar el ensayo de MTS,

observandose que habia una relacién entre el aumento de la concentracion del
plasmido y la disminucion de la proliferacién celular, logréndose disminuir hasta en
un 60% la proliferacion celular con 6ug del plasmido 5-6. Estos resultados se

aprecian a continuacion en la Fig.19.

Transfeccion de la linea K562 con el plasmido 5-6

Porcentaje de proliferacion
celular

4ug Bug
Concentraciones de plasmido

Fig. 19. Transfeccion de Ia linea K562 con diferentes concentracones del plasmido 5-6.
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Para correlacionar estos resultados de la proliferacién celular con la disminucién

de la expresion del gen WT1, se realizé un Western blot cuyo resultado se muestra
en la Fig. 20 en donde se observa una disminucion de la proteina de WT1 respecto
al control en las células transfectadas, la reduccion mas drastica de la expresion de
la proteina de WT1 se observan en las céluias transfectadas con 6ug del plésmido 5-

6. En la parte inferior se observa el Western blot de la proteina GFP como control de

la transfeccion.

& —&.M
o™ eI ghe o

C- 2ug 4ug 6bug

Fig.20. Western Blot para WT1 y GFP de la linea K562 con diferentes concentraciones def
plasmido 5-6

66



b

Efecto del gen WT1 en la proliferacion celular de céncer de puimon F 4

V. TRANSFECCION DE LAS LINEAS CELULARES DE CANCER PULMONAR
CON LOS PLASMIDOS PARA BLOQUEAR AL GEN DE WT1.,

Se transfectaron todas las lineas celulares con las cuatro construcciones de
plasmidos que codifican para los RNAi contra WT1. A continuacion en la Fig.21 se
muestra el resultado de las transfecciones en la linea celular CALU, en la cual se
observaron los mejores efectos ya que en el resto de las lineas los efectos en la
inhibicion de la proliferacion celular no fueron significativos. Con el control de
plasmido se observd una proliferacion celular de un 76.35%, con el plasmido 1-2 un

84.1%, con el plasmido 3-4 un 57.3%, con el plasmido 5-6 un 46% y con el

I

Fig.21. Transfeccion de la linea CALU con fos plasmidos contra WTI. 1: Células sin

plasmido 7-8 un 60%.

o0

tratamiento; 2: Control del plasmido; 3:Plasmido 1-2; 4: Plésmido 3-4; 5:Plasmido 5-

6 y 6: Plasmido 7-8.
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Para ver como se correlacionaban estos resultados con la inhibicion de WT1, se

transfecté esta linea con diferentes concentraciones del plasmido 5-6 (2,4 y 6ug) y
posteriormente se realizé un Western blot contra WT1. En la Fig.22 se observa que
la proteina de WT1 disminuye en las células transfectadas en comparacion con las
células sin tratamiento. En la parte inferior de la figura se observa el Western blot

contra GFP como control de la transfeccion.

sl >

C< 2ug 4ug 6ug

Fig.22. Western Blot para WT1 y GFP de Ia linea celular CALU con el plasmido 5-6.
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VI. TRANSFECCION DE LAS LINEAS CELULARES DE CANCER PULMONAR

CON EL RNAi SINTETICO PARA BLOQUEAR AL GEN DE WT1.

Debido a la baja eficiencia de transfeccion obtenida en las lineas celulares con los
plasmidos recombinantes, se diseiid y se mandé sintetizar un RNAI-WT1 sintético.

Se procedid a la transfeccion de las lineas celulares de cancer pulmonar con el
RNAI sintético para bloquear al gen de WT1 y observar sus efectos en la
proliferacion celular. La linea I15 se transfectd con 3,6,9 y 12pm del RNAI-WT1 (Fig.
23). El control positivo del RNAi (contra GAPDH) condujo a una proliferacion celular
de un 48%, el control negativo del RNAi condujo a un 80% de proliferacion,
mientras el RNAI-WT1 12pm solamente un 52% de proliferacion, lograndose un
48% de inhibicidn de la proliferacidon celular, ésto con respecto al control de las

células sin tratamiento. En esta linea celular la lipofectanima no es tan danina como

en algunas otras.
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Fig.23. Transfeccion de la linea I15 con el RNAI sintético contra WT1.
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En la linea A427 se observa una proliferacién celular de un 72% para el control

negativo, un 56% para el control positivo y un 57% para el RNAi contra WT1,

lograndose un 43% de inhibicion en la proliferacion celular con 12pm del RNA..

Fig.24. Observamos que tanto en la linea 115 como en la A427 se presentaba una

relacion dosis dependiente.
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Fig.24. Transfeccion de la linea A427 con el RNAi sintetico contra WT1,
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Al transfectar 2 linea SKMES se observd una alta mortalidad celular en el control

negativo debido al efecto de la lipofectamina, por lo que se transfecté con las

diferentes concentraciones de lipofectamina sola y se compararon al transfectar con

el RNAi contra WT1 con 5, 15 y 30pm. Fig.25

Fig.25. Transfeccion de la linea SKMES con los RNA; sintéticos. 1.Lipofectamina .375ug.
2.- S5pm def RNAI-WT1 + .375ug de lipofectamina. 3. Lipofectamina 1.125ug. 4.- 15pm
del RNA;-WT1 + 1.125ug de lipofectamina, 5.- Lipofectamina 2.25ug. 6,- 30pm del RNAI-
WT1+2.25uqg de lipofectamina.
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Al transfectar la linea celular CALU se observé que habia una mortalidad celular
alta debido a la lipofectamina, por lo que se procedié a comparar el efecto de la
lipofectamina sola utilizada para cada concentracion de RNAi contra el efecto al
transfectar con el RNAi de WT1, al realizar esta comparacion se logro observar una
proliferacién celular del 85% con 5pm del RNAi, un 50.28% con 15pm del RNAi y un
29% con 30pm del RNAI, es decir, se logré una inhibicion de la proliferacion celular

en un 71% con 30pm. Fig.26.
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Fig.26. Transfeccién de la linea CALU con los RNA; sintéticos. 1. Células sin tratamiento.
2. Control negativo del RNAI. 3. Control positivo del RNAi. 4. Lipofectamina .375ug. 5.-
5pm del RNAI-WT1+.375ug de lipofectamina. 6. Lipofectamina 1.125ug . 7.-15pm del
RNAI-WT1 + 1.125ug de lipofectamina. 8. Lipofectamina 2.25ug 9.- 30pm del RNAi-WT1
+ 2.25ug de lipofectamina.
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VII. TRANSFECCION DE LAS LINEAS CELULARES DE CANCER DE PULMON

115, A427 Y CALU CON LOS PLASMIDOS WT1/S Y WT1/H.

De manera adicional se transfectaron las lineas 115, A427 y CALU con el
plasmido de la isoforma grande (WT1/H) y pequefia de WT1 (WTL/S) vy

posteriormente se realizé el RT-PCR para los genes apoptéticos.

Los resultados se muestran en la Fig. 27 en donde se observa que en la iinea
celular 115 hay un incremento en la expresién de Bax en las células transfectadas,
en la linea A427 se observa un incremento en la expresion de Bax y Bcl-2 en las
células transfectadas con la isoforma pequefia de WT1, mientras que en la linea
CALU no se observan diferencias entre las células transfectadas y no transfectadas,

ademas se observa una banda adicional que representa la expresion del gen Bag

especifica para esta linea celular.
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Fig.27. RT-PCR para genes apoptoticos en las lineas 115, A427 y CALU transfectadas con
WT1. 1.- Marcador de peso molecular. 2.- Control negativo. 3.- Control positivo del kit. 4.-
I15 sin transfectar. 5.- I15 transfectada con WT1/S. 6.- I15 transfectada con WT1/H. 7.-
A427 sin transfectar. 8.- A427 transfectada con WT1/S. 9.- A427 transfectada con WT1/H.
10.- CALU sin transfectar. 11.- CALU transtectada con WT1/S. 12.- CALU transfectada con

WT1/H.
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DISCUSION

La expresion del gen de WT1 se ha correlacionado con proliferacion celular en

diferentes tipos de neoplasias como leucemias y cancer de mama.

Estudios previos como el realizado por Mensen y col. detectaron la expresion de
WT1 en lineas celulares de cancer de pulmén tanto pequefias como no pequefias, al
ser considerado WT1 como un antigeno tumoral universal, se han desarrollado
vacunas anti-WT1 para cancer pulmonar y otros tipos de neoplasias, sin embargo,
no se ha establecido si WT1 estd involucrado en la proliferacion celular en cancer

pumonar.

Zapata y col. en su estudio en cancer de mama abservaron que WT1 estaba
involucrado en la proliferacion celular al bloquear el gen en lineas celulares de

cancer de mama con oligos antisentidos.

En este trabajo se analizaron 6 lineas celulares, 3 de las cuales son del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias y en todas las lineas encontramos la

expresion de WT1 tanto por RT-PCR como por Westemn blot.
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Se analizaron las isoformas en éstas lineas ya que es importante debido a que se

e

les atribuyen funciones biologicas distintas, en nuestras lineas predominaron las
isoformas KTS- asociadas a procesos de transactivacion y las isoformas Exon 5- .

La herramienta utilizada en este trabajo para silenciar al gen de WT1 y analizar

su efecto en la proliferacién celular fue el RNA de interferencia (RNAi), el cual se ha

descrito como una herramienta poderosa y de actualidad para estudiar la funcion de un

gen en particular.

Los resultados obtenidos en las lineas celulares 115, A427, SKMES y CALU tratadas
con el RNAI-WT1 sintético mostraron inhibicion de 1a proliferacion celular, sin embargo
no fueron totalmente satisfactorios, debido a que obtuvimos de un 40% a un 60% de

inhibicién en la proliferacion celular.

Por otra parte, éstas lineas celulares y la linea celular leucémica K562 fueron
tratadas con cuatro RNAs de interferencia que albergaban cuatro secuencias diferentes
de WT1 en el plasmido pGSH1-GFP, al transfectar la linea celular leucémica K562 con
las cuatro construcciones de plasmidos, con todos se observé un efecto de inhibicién en
la proliferacion celular, el cual es proporcional al aumento en la concentracion del
plasmido. De los plasmidos probados en las lineas celulares de cancer de pulmén, la

linea CALU fue la que mostré efecto inhibitorio de la proliferacion celular con los

plasmidos 5-6 y 7-8.
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Probablemente el poco efecto inhibitorio de los plasmidos en las lineas celulares

de cancer de pulmdn se debi6 a la baja eficiencia de transfeccién, comparado con el
RNAi sintético, sin embargo la inhibicién de la proteina de WT1 fue especiifica, ya que
se analizd con un western blot la disminucion de la proteina en las lineas celulares K562

y CALU tratadas con el plasmido 5-6.

Las diferencias en la inhibicion de la proliferacién celular observadas entre la linea
leucémica K562 y las lineas celulares de cancer de pulmon, probablemente se deban a
la ausencia de p53 en las lineas tumorales de pulmén, ya que p53 es un inductor de
apoptosis.

De manera adicional, para observar el efecto contrario al de la inhibicion de WT1, se
transfectaron las lineas celulares 115, A427 y CALU con los plasmidos de WT1/S y
WT1/H , lo cual nos permitid observar que ocurria con los genes apoptéticos, sin

embargo, es necesario realizar transfecciones estables para verificar los cambios en los

patrones de expresion de estos genes .
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CONCLUSIONES

En este trabajo se analizd el efecto del gen WT1 en la proliferacién celular de
lineas celulares de cancer de pulmén al bloquear la expresion de este gen con RNA
de interferencia.

Los resultados obtenidos nos permiten conciuir lo siguiente:

1. El blogueo de la expresion de la proteina WT1 induce inhibicion de la
proliferacién celular en lineas celulares de cancer de pulmén

2. Los RNAI sintéticos fueron mejores en la inhibicién de la proliferacion celular que
los plasmidos recombinantes.

3. Las lineas de cancer de pulmon son sensibles a la transfeccion usando
lipofectamina como vehiculo de transfeccion

4. La linea celular CALU fué la que mostré inhibicion de 13 proliferacion celular con
la transfeccion de plasmidos que contiene las secuencias de RNAI.

5. Los plasmidos recombinantes 5-6 y7-8 presentaron mejor capacidad de bloqueo
que el resto de los plasmidos.

6. En la linea 115 transfectada con WT/S se incremento la expresion de Bax.

7. En la linea A427 transfectada con WT1/S se incrementd la expresion de Bax y

Bcl-2.

8. Las lineas celulares de cancer pulmonar probadas carecen de la expresion del

gen p53.
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PERSPECTIVAS

El cancer de pulmén es la principal causa de mortalidad por neoplasia en el
mundo por lo que el estudio de los genes involucrados en la proliferacién celular en
este tipo de neoplasia es de suma importancia ya que contribuira al descubrimiento

de nuevos genes biomarcadores y futuros candidatos para terapia.

Para ampliar este estudio seria muy conveniente la eleccién de otras
secuencias contra WT1 para ser expresadas en el plasmido pGSH1-GFP buscando

obtener mejores niveles de inhibicion de la proliferacion celular.

Para contrarrestar los efectos toxicos de la lipofectamina como agente de
transfeccion del RNAI sintético podria probarse un método diferente de transfeccion

con mayor eficiencia y menos toxicidad como la electroporacion.

Hoy en dia se utilizan vacunas anti-WT1 en cancer pulmonar, sin embargo éste
tipo de terapia se restringe a los pacientes que expresan el HLA-2102, por lo que si

utiizamos una terapia génica basada en elementos antisentidos contra WT1

podriamos abarcar un mayor nimero de pacientes.

79



=)
4

Ty

Efecto del gen WT1 en la proliferacidn celular de cancer de pulmon

LITERATURA CONSULTADA

1. Kirsch Ilan R. 1997. Genetics of human cancer: pathogenesis and diagnosis
Keystone, Colorado, January 27-February 2, 1997. Biochimica et Biophysica Acta 1333
R1-R7.

2,Rom William., Hay John., Lee Theodore., Jiang Yixing and Tchou Wong. 2000.
Molecular and genetic aspects of lung cancer. AM ] Respir Crit Care Med., 161:1355-

1367.

3.Medina Morales Frumencio., Salazar Flores Margarita.2000. Frecuencia y patron
cambiante del cancer pulmonar en México Salud pulblica de México., 42:333-336.

4.Franco Marina Fco., Villalba Cloca Jaime.2001. La epidemia de cancer puimonar en
México. Rev Inst Nal Enf Resp Mex., 14: 207-213.

5.Medina Morales Frumencio., Flores Salazar Margarnita., Garcia-Sancho Cecilia., Franco
M.Francisco. 2002. Epidemiologia descriptiva del cancer pulmonar en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, México, 1997-2000.. Rev Inst Nal Enf Resp
Mex.,15 : 149-152.

6. Stabile, L.P., Siegfred, J.M. 2004. Estrogen receptor pathways in lung cancer. Curr
Oncol Rep. 2004 Jul;6(4):259-67.

7. Risch HA, Howe GR, Jain M, et al. 1993. Are female smokers at higher risk for lung
cancer than male smokers?. A case-contral analysis by histologic type. Am ] Epidemiol
138: 281-293.

80



 Efecto del gen WT1 en la proliferacion celular de céncer de pulmon FA 4

8. Zan EA, Wynder EL.1996. Differences in lung cancer risk between men and women:
Examination of the evidence. ] Natl Cancer Inst 88:183-192.

9. McDuffie HH, Klaassen D], Dosman JA: Men, women and primary lung cancer: A
Saskatchewan personal interview study. ] Clin Epidemiol 44:537-544.

10.Collisharv,N.E, A.D.Lopez. 1996. The tobacco epidemic: A global public health
emergency. Tobbaco Alert.World Health Organization,Geneva.

11. Minna John D., Roth Jack and Gazdar Adi F.2002. Focus on lung cancer.Cancer cell.,
1:49-52,

12. Beckett W.S.1993. Epidemiology and etiology of lung cancer. Clin Chest Med; 14:1;
1-15.

13. Ossan KE. 1991. Lung cancer in women: The importance of smoking, family history
of cancer and medical history of respiratory disease. Cancer Res 51:4893-4897.

14.Miller A.B., Harve A.R.1989. Diet and lung cancer, vitamin A and B carotenos.

Chest;96:8S-9S.
15. Sinha R, Kulldorff M, Swanson CA, et al. 2000. Dietary heterocyciic amines and the
risk of lung cancer among Missouri women. Cancer Res 60: 3753-3756.

16. Engelhardt John F. 2002. The lung as a metabolic factory for gene therapy.
J.Clin.Invest. 110:429-432.

17. Minna, J. 200. Neoplasms of the lung. In Harrison’s Principles of the internal
medicine, 15" edition. Chapter 88.

81



oo

= 5
Efecto del gen WT1 en Ia proliferadidn celular de cancer de pulmon F 4

18. Bunn, P.AJr. 2001. Triplet combination chemoterapy and targeted therapy
regimens. Oncology. 15:26-32.

19. Swisher Stephen, Roth Jack. 2000. Gene Therapy in Lung Cancer. Current Science
Inc. 2: 64-70.

20. Fong,K.M, Sekido,Y, Minna ,).D. 2001. The molecular basis of lung carcinogenesis.
In the molecular basis of human cancer, W.B. Coleman and G.Tsongalis.eds.p.p. 379-

405

21. Zochbauer-Muller,S, Gazdar A,F, Minna J,D. 2002. Molecular Pathogenesis of lung
cancer. Annu.Rev.Physiol.64:681-708.

22. Zochbauer-Muller,S, Fong, KM, Virmani, AK, Geradts,), Gazdar,A,F, Minna,l,D.
2001. Aberrant promoter methylation of multiple genes in non-small cell lung cancers.
Cancer Res.61: 249-255.

23.Hunter, T, Pines,J. 1994. Cydlins and cancer II: cyclin D and CDK inhibitors come
age. Cell 79: 573-582,

24. Schaur,E.l, Siriwardana, S, Langan, T.A, Sciafani,R.A.1994. Cyclin D1
overexpression vs retinoblastoma inactivation:implications for growth control evasion in
non-small cell lung caner. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.91: 7827-7831.

25. El-Deiry, W.S, Tokino,T, Velculescu, V.E, et al. 1993. WAF1, a potential mediator of
p53 tumor supresion. Cell 75:817-825.



; B
Efecto del gen WT1 en Ia proliferacion celular de cancer de pulmon d
26. Olie Robert,A, Simoes-Wust Paula, Baumann Betttina, LLeech Sian, Fabbro Doriano,

Stahel Roif, Zangemeister Uwe. 2000. A novel antisense oligonucleotide targeting
survivin expression induces apoptosis and sensitizes lung cancer cells to chemotherapy.
Can Res, 60: 2805-2809.

27. Menssen,H.D, Bertelmann,E, Bartlet,S, Schmidt,R.A, Pecher,G, Schramm, Thiel,E.
2000. Wilm’s tumor gene (WT1) expression in lung cancer, colon cancer and

glicblastoma cell lines compared to freshly isolated tumor-specimens. J Cancer Res Clin
Oncol. 126: 226-232.

28. Yosuke Qji, Hiroyasu Ogawa, Hiroya Tamaki, Yoshihiro Oka, Akihiro Tsuboi, Eui Ho
Kim, Toshihiro Soma, Toyoshi Tatekawa, Manabu Kawakami, Momotaro Asada,
Tadamitsu Kishimoto, Haruo Sugiyama. 1999. Expresién of the Wilm’s Tumor Gene
WT1 in solid tumors and its ivolvement in tumor cell growth. Jpn.J.Cancer Res. 90, 194-
204.

29. Yosuke Oji,Miyoshi Shinchiro, Maeda Hajime, et al. 2002, Overexpression of the
Wilm “s tumor gene WT1 in de novo lung cancers. Int J.Cancer.100: 297-303.

30. Foster Matthew., Johnson Joyce., Olson Snady., Allred Craig.2001.
Immunohistochemical analysis of nuclear versus cytoplasmic staining of WT1 in
malignant mesotheliomas and primary pulmonary adenocarcinomas.Arch Pathol Lab
Med.,125.

3. Kwong Yok-Lam., Chen Shu-Hsia., Kosai Ken., Finegold Milton and Savio
1,C.1997.Combination therapy with suicide and cytokine genes for hepatic metastases
of lung cancer.Laboratory and animal investigations.Chest 112(5) :1332-1337.

83



£ ]
Ffecto del gen WT1 en la proliferacion celular de cincer de pulmon 4
32. Masahiko N, Meyn R, Levy L, Atkinson E, White A, Roth ], Ji L. 2001. Synergistic
inhibition of human lung cancer cell growth by adenovirus-mediated wild-type p53 gene
transfer in combination with docetaxel and radiation therapeutics in vitro and in vivo.
Clin Can Res.7: 2887-2897.

33.Densmore Charles, Kleinerman Eugenie, Gautam Ajay, Shu-Fang Jia, Bo Xu, Worth
Laura, Waldrep Clifford, Fung Yuen-Kai, Ang Anne, Knight Vemon. 2001. Growth
suppression of established human osteosarcoma lung metastases in mice by aerosol
gene therapy with PEI-p53 complexes. Vol8, VoI9, 619-627.

34.Swisher S, Roth J, Komaki R, et.al. 2003. Induction of p53-requlated genes and
tumor regression in lung cancer patients after intratumoral delivery of adenoviral p53
(INGN 201) and radiation therapy. Clin Can Res. 9: 93-101.

35. Pier Paolo Claudio, Caputi Mario, Giordano Antonio. The RB2/p130 gene: The latest
weapon in the war against lung cancer. Clin Can Res. 6: 754-764.

36. Zamore Philip, Tuschl Thomas, Sharp Philip, Bartel David. 2000. RNAi: Double-
Stranded RNA directs the ATP-dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 nucleotide
intervals. Cell.101: 25-33.

37. Elbashir Sayda, Lendeckel Winfried, Tuschl Thomas. 2001. RNA interference is
mediated by 21- and 22-nucleotide RNAs. Genes & Development.15:188-200.

38.Harborth Jeans, Elbashir Sayda, Bechert Kim, Tuschl Thomas, Weber Klaus. 2001.
Identification of essentials genes in cultured mammalian cells using small interfering
RNAs. Journal of cell Science 114:4557-4565,



Efecto del gen WT1 en la proliferacion celular de cancer de pulmon F’ d
39, Yu Jenn-Yah, DeRuiter Stacy, Turner Davida. 2002. RNA interference by expression

of short-interfering RNAs and hairpin RNAs in mammaiian cells. 99:6047-6052,

40. Hannon Gregory J. 2002. RNA interference. Nature.418:244- 251.
41. Lee Sean Bong, Harber Daniel. 2001.Wilm's tumor and the WTi gene.

Experimental Cell Research.264:74-99.

42. Mrowka C, Schedl A.2000. Wilms' tumor suppressor gene WT1: from structure to
renal pathophysiologic features. J Am Soc Nephrol., 16:5106-115

43, Scharnhorst V, Dekker P, van der Eb AJ, Jochemsen AG.1999. Internal translation
initiation generates novel WT1 protein isoforms with distinct biological properties. J Biol
Chem., 274:23456-23462

44. Hastie Nicholas D. 2001, Life, sex and WT1 isoforms- Three Amino Acids can make
all the difference. Cell. 106: 391-394.

45.Rauscher FJ. 1993. Tumor suppressor genes which encode transcriptional
repressors: studies on the EGR and Wilms' tumor (WT1) gene products. Adv Exp. Med..
Biol., 348:23-29

46, Englert, C.,Maheswaran, D., Garvin, A 1., Kreidberg, J., Haber, D.A. 1997.Induction
of p21 by the Wilm “s tumor suppresor gene WT1. Cancer Res., 57(8):1429-34.

47, Lee, S.B., Huang, K., Palmer,R., Truong, V,B., Herzlinger, D., Kolquist, K.A., Wong,
J,, Paulding, C., Yoon, S,K., Gerald, W., Oliner, 3,D., Haber, D,A.1999. The Wilm’s
tumor suppresor WT1 encodes a transcriptional activator of amphiregulina. Cell.,

98:663-673.

85



f b
Efecto del gen WT1 en la proliferacidn celular de cancer de pulmon d
48. Nakagama, H., Heinrich, G., Pelletier, J., Housman, D,E.1995. Sequence and

structural requeriments for high-affinity DNA binding by the WT1 gene product. Mo! Cell
Biol, 15(3):1489-98

49. Heckman C, Mochon E, Arcinas M, Boxer, L,M.1997. The WT1 protein is a negative
regulator of the normal bcl-2 allele in T lymphomas. J Biol Chem., 272 (31):19609- 14.

50. Mahesware, S., Englert,C., Bennet, P., Heinrich, G., Haber, D.A.1995. The WT1
gene product stabilizes p53 and inhibits p53-mediated apoptosis. Genes Dev., 9:2143-
2156.

51. Inoue K, Sugiyama H, Ogawa H, et al. 1994.WT1 as a new prognostic factor and a
new marker for the detection of minimal residual disease in acute leukemia. Blood.,
84:3071-3079.

52. Inoue K, Tamaki H, Ogawa H, Oka Y, Soma T, Tatekawa T, Oji Y, Tsuboi A, Kim EH,
Kawakami M, Akiyama T, Kishimoto T, Sugiyama H. 1998. Wilms' tumor gene (WT1)
competes with differentiation-inducing signal in hematopoietic progenitor cells. Blood.,
15;91(8):2969-76.

53. Menssen HD, Renkl H-J, Rodeck U, et al.1995. Presence of Wilms' tumor gene (wtl)
transcripts and the WT1 nuclear protein in the majority of human acute leukemias.
Leukemia., 9:1060-1067.

54. Miyagi T, Ahuja H, Kubota T, Kubonishi I, Koeffler HP, Miyoshi 1. 1993. Expression

of the candidate Wilms' tumor gene, Wt-1, in human leukemia cells. Leukemia., 7:970-
977.

86



E ]
__ Efecto del gen WTI en Ia proliferacion celular de céncer de pulmon |
55. Schmid D, Heinze G, Linnerth B, et al.1997. A. Prognostic significance of WT1 gene

expression at diagnosis in adult de novo acute myeloid leukemia. Leukemia., 11:639-
643

56.Chen Zing.2000. The Possible Rol and Application of Wtl in Human Leukemia.
J.Hematology., 1.

57.Tamaki H, Ogawa H, Ohyashiki K, et al. 1999. The Wilms' tumor gene WT1 is a good

marker for diagnosis of disease progression of myelodysplastic syndromes. Leukemia.,
13:393-399.

58.Loeb DM, Evron E, Patel CB, Sharma PM, Niranjan B, Buluwela L, Weitzman SA, Korz
D, Sukumar S. 2001. Wilms' tumor suppressor gene (WT1) is expressed in primary
breast tumors despite tumor-specific promoter methylation. Cancer Res., 61:921-925

74.Bruening W, Gros P, Sato T, Stanimir J, Nakamura Y, Housman D, Pelletier J. 1993,

Analysis of the 11p13 Wilms' tumor suppressor gene (WT1) in ovarian tumors. Cancer
Invest., 11:393-399

59.Silberstein GB, Van Hom K, Strickland P, Roberts CT Ir, Daniel CW. 1997. Altered

expression of theWT1 wilms tumor suppressor gene in human breat cancer. Proc. Natl,
acad. Sci. USA., 94:8135:8137.

60. Zapata-Benavides P, Tuna M, LOopez-Berestein G, Tari AM. 2002. Downregulation of
Wilms ‘tumor 1 protein inhibits breast cancer proliferation. Biochm. Biophys. Res.
Commun., 295:784-790

87






