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RESUMEN

TITULO: EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO DE LA INHIBICION DEL ONCOGEN Evil EN
UN MODELO MURINO DE LMA-Evil®

AUTORES: SILVA-LARA, Maria F.; CARDONA Marfa; ARTEAGA, H. José.”
PALABRAS CLAVES: EVI1, LMA, ARNi, DA-3

La sobre-expresiéon de EVI1 es un indicador de mal pronéstico en leucemia mieloide aguda (LMA-
EVI1"). EVI1 es un factor de transcripcion, esencial para el mantenimiento de las células madres
hematopoyéticas y esta involucrado en funciones leucogénicas. Se ha sugerido que EVI1 es un
factor esencial, pero no suficiente para el desarrollo de LMA-Evil®. Recientemente, hemos
desarrollado un modelo murino de LMA-Evil®, partiendo de una linea celular no trasplantable,
dependiente de GM-CSF (DA-3 dep), con sobre-expresion de Evil como Unica lesién génica
preleucémica. Esta linea es expandible en animales en condiciones de inflamacién y la generacién
de una linea descendente independiente de factores de crecimiento (DA-3 ind) con fenotipo
tumoral. Utilizando vectores de expresion constitutiva portadores de shRNA con secuencias de
ARNi contra Evil, de una eficiencia inhibitoria superior al 90%, evaluada en experimentos de
cotransfeccion con plasmidos portadores del gen de fusion Evil-d2GFP, hemos generado lineas
celulares derivadas de las células DA-3 dep y DA-3 ind que expresan establemente ARNi contra
Evil. Estas lineas mostraron niveles de Evil de menos del 50% y patrones de proliferacion no muy
diferentes a las células parentales pero con sensibilidad al efecto citotoxico de clorofarabina
significativamente incrementada. Estos datos en su conjunto, sugieren que en este modelo la
inhibicién de Evil niveles menores al 50% no afectan los mecanismos de proliferacién, pero si
incrementan la sensibilidad a la apoptosis celular. La recuperacién de lineas modificadas
establemente con secuencias que expresan siARN de alta eficiencia contra Evil y con niveles de
expresién cercanos al 50% pudiera indicar que, en este tipo de células, niveles inferiores de Evil
son letales. En resumen, estos resultados sugieren que Evil pudiera ser la causa de la resistencia

al tratamiento de la LMA-EVI1"y sefialan a este oncogén como un posible blanco terapéutico.

" Trabajo de Grado
Universidad Industrial de Santander. Faculta de Salud. Director: H. José Arteaga N. Co-Directora:
Maria Eugenia Cardona.
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ABSTRACT

TITLE: IN VITRO EVALUATION OF THE Evil INHIBITION EFFECT IN A MODEL OF MURINE
Evil*AML.

AUTHORS**: SILVA-LARA, Marfa F.; CARDONA Maria; ARTEAGA, H. José.”

KEYWORDS: EVI1, AML, RNAI, DA-3

Overexpression of EVIloncogene is associated with high resistance to treatment and is an indicator
of poor prognosis in acute myeloid leukemia (AML-EVI1"). Evil is a transcription factor essential for
the maintenance of pluripotent hematopoietic stem cells and is involved in potentially tumorogenic
functions. It has been suggested that Evil is essential but not sufficient for the development of
Evil'-AML. Recently, we have developed a mouse model of Evil*-AML from a non- transplantable
growth factor-dependent cell line (DA-3 dep), with overexpression of Evil gene as a single
preleukemic lesion. This line was allowed to expand in animals suffering of chronic inflammatory
conditions from which it was possible to isolate growth factor independent cell lines (DA-3 ind) with
a fully leukemic phenotype. Using vectors for constitutive expression of shRNAs carrying RNAI
sequences against Evil with an inhibitory efficiency of more than 90%, as assessed in
cotransfection experiments with plasmids carrying the fusion gene d2EGFP-Evil, we generated cell
lines derived from cells DA-3 dep and DA-3 ind stably expressing RNAI against Evil. These cell
lines showed Evil levels of less than 50%, but not different proliferation patterns, with respect to the
parental cells. However, the new cell lines had a significantly increased sensitivity to the cytotoxic
effect of clofarabine. These data suggest that, in this model, inhibition Evil expression to levels
close to 50% did not affect the mechanisms of cell proliferation, but increase the sensitivity to
apoptosis. The recovery of cell lines stably expressing highly efficient siRNA sequences against
Evil and with levels of expression of this oncogene of around 50% could indicate that, in this type of
cells, lower levels of Evil are lethal. In summary, these results suggest that EVI1 could be the
cause of resistance to the treatment of AML-EVI1® and signal this oncogene as a possible
therapeutic target.

:*Draft grade
Industrial University of Santander. Faculty of Health. Director: H. Jose Arteaga N. Co-Director:
Maria Eugenia Cardona.
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INTRODUCCION

La terapia genética es aun un area de la medicina experimental, con gran
potencial, que ofrece muchas opciones de posibles aproximaciones terapéuticas
para ser evaluadas en estudios in vitro y en modelos animales. Un campo de gran
interés en esta area es la terapia genética antitumoral. La comprension de la
biologia celular de las enfermedades tumorales asociadas a la sobre-expresion de
oncogenes o a la deficiencia en la expresion de genes reguladores ha permitido
proponer diversos modelos de terapia genética basados en el silenciamiento o la
restitucion de la funcién de genes especificos segun sea el caso.

Recientemente, el oncogén EVI1 (del inglés ecotropic viral integration site) ha
llegado a adquirir gran importancia en leucemia mieloide aguda (LMA) humana.
Este oncogén se encuentra sobre-expresado en aproximadamente el 10% de los
pacientes con LMA (LMA-EVI1"). La oncoproteina EVI1 es de muy importante
valor prondstico debido a que el 100% de los pacientes no responden
eficientemente a la fase de induccién del tratamiento antileucémico y su porcentaje

de sobrevivencia, a los 5 afos de iniciado el tratamiento, es cercano al 0%.

Las funciones atribuidas a EVI1 en diversas vias de sefializacion y, en su
conjunto, la informacién obtenida hasta ahora a partir de observaciones clinicas y
de diversos estudios en modelos in vivo e in vitro, sugieren que EVI1 podria tener
una participacién protagénica en el inicio y desarrollo de la LMA-EVI1'. La
expresion de EVI1 es esencial para la autorrenovacion de células madres
hematopoyéticas y  bloquea su proceso de diferenciacion. EVI1 es una
oncoproteina que confiere incremento de la proliferacion, supervivencia y
resistencia a la apoptosis celular. Adicionalmente EVI1 se asocia con la regulacion
de los mecanismos de remodelacion de la cromatina y de varios procesos
epigenéticos. Pese a que todas estas evidencias sefialan a EVI1 como a un

oncogén con una funcion fundamental en los procesos de leucogénesis, su
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funcion y mecanismos de accién exactos en los procesos de transformacion

tumoral ain no estan bien estudiados.

Las patologias tumorales son dificiles de modelar en animales debido a que se
requieren varias alteraciones genéticas para conferir un fenotipo tumoral. Sin
embargo, algunos modelos han sido desarrollados y validados satisfactoriamente
como prototipos utiles para hacer inferencias de los mecanismos moleculares
asociados al fenotipo tumoral. Muchos de estos mecanismos pueden ser
extrapolables al modelo humano y pueden permitir la identificacion de blancos

terapéuticos y marcadores diagnésticos y de prondéstico.

Las células DA-3 son una linea murina promielocitica, con una Unica alteracion
genética identificada y asociada a la sobre-expresién de Evil. Esta células son
dependientes de GM-CSF para su crecimiento y no son trasplantables en ratones
singénicos. Sin embargo, recientemente, nosotros hemos demostrado que las
células DA-3 pueden causar un cuadro semejante a LMA-Evil® en ratones que
tienen altos niveles de GM-CSF, inducidos por un proceso de inflamacion crénica.
Adicionalmente, de estos ratones, fue posible recuperar células DA-3
independientes de GM-CSF y que presentaron un fenotipo de transformacion
tumoral completo, lo cual les permiti6 ser trasplantadas en ratones singénicos

normales.

De las observaciones anteriores nosotros postulamos que la sobre-expresion de
Evil es una lesidn genética preleucémica, la cual no es suficiente, pero si
determinante para conferir el fenotipo de transformacién tumoral completa.
Adicionalmente esta observacion permite preguntarse si en el humano la
expresion aberrante de EVI1 esta implicada en el origen la LMA-EVI1™ y si esta
oncoproteina pudiera estar relacionada con la alta resistencia al tratamiento

observada en los pacientes que padecen este tipo de leucemia.
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Nuestro modelo de LMA-Evil® es el primer modelo murino reproducible de LMA
asociada a la sobre-expresion de Evil y creemos que puede ser util, entre otras
cosas, para explorar diversos tipos de nuevas estrategias terapéuticas y, en un
futuro, para adelantar estudios tendientes a la comprension de la funcion de Evil

en el inicio y desarrollo de la LMA-Evil®.

En este trabajo planteamos que el estudio de los efectos de la inhibicion de Evil
mediante la tecnologia del ARN interferente (ARNi) en una linea celular mieloide
murina parental preleucémica Evil®*, dependiente de GM-CSF (DA-3 dep), y su
descendiente, independiente de GM-CSF, con fenotipo leucémico completo (DA-3
ind), permitiria determinar la importancia de Evil para la supervivencia y
proliferacion celular y evaluar la potencialidad de este oncogén como blanco un

terapéutico.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 EVI1 EN CANCER

Varias evidencias sugieren que la desregulacion de la expresion del oncogén EVI1
podria tener una participacién protagénica en el inicio y progresion de tumores
tanto solidos como hematoldgicos.

En cancer de cerviz!, préstata®, pulmén?, cabeza y cuello® se han identificado
algunos casos con alteraciones en la region cromosomica que contiene a EVIL1.
Sin embargo, la relacion entre este tipo de alteraciones cromosdmicas y los

niveles de expresion de EVI1 no ha sido sistematicamente estudiada.

En cancer colorrectal, Deng y cols. encontraron sobre-expresion de EVI1 en el
53% de las muestras estudiadas®. En estudios de cancer de ovario también se ha
demostrado sobre-expresiéon de EVI1 en un numero considerable de muestras
analizadas >®,”. En algunos de estos estudios, la sobre-expresién del oncogén se
observd, en la mayoria de los casos, como un evento independiente a la
presencia de rearreglos cromosémicos que involucran la region 3926, region
cromosémica donde se encuentra ubicado EVI1’. Sin embargo, Osterberg y cols.
detectaron asociaciones cromosomicas alrededor de la region 3q26 asociadas con

resistencia a la quimioterapia y frecuentemente con sobre-expresion EVI1 °,

De otro lado, la relacién entre la activaciéon de EVI1 y diversos tipos de leucemia
con otros tipos de alteraciones mieloproliferativas ha sido ampliamente estudiada.
En estos casos las alteraciones en la expresion de este oncogén pueden
presentarse con o sin rearreglos cromosomicos que impliquen su locus. Se han
reportado casos de expresion inapropiada de EVI1 en pacientes con leucemia

mielomonocitica juvenil (LMMJ)® y leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA-
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B)°. En leucemia mieloide crénica (LMC) los pacientes EVI1* presentan menor
sobrevivencia'® y algunos estudios sugieren un papel determinante de la

activacion de EVI1 en la progresion de la LMC hacia crisis blastica'*™2.

Finalmente, en LMA, la patologia principalmente relacionada con EVI1, la sobre-
expresion de este encogen se observa aproximadamente en el 10% de los casos.
Pese al pequefio porcentaje de incidencia de LMA-EVI1®, el valor pronéstico de
esta oncoproteina es muy importante debido a que este tipo de pacientes no
responden eficientemente a ningun tratamiento y tienen un porcentaje de
sobrevivencia cercano al 0% luego de 5 afios iniciado el tratamiento**’. Cabe
mencionar que EVI1 se encuentra también sobre-expresado en el 25% de los
pacientes con sindrome mielodisplasicos (SMD), los cuales a su vez, parecen
tener mayor riesgo de desarrollar LMA'®2°,

1.2 LMAY EVI1.

La LMA se produce por una expansion clonal de células neoplasicas de la linea
mieloide, cuyo origen radica en la transformacién maligna de precursores
hematopoyéticos tempranos y se define segin la OMS como la presencia de un
minimo de 20% de blastos en médula 6sea®.

El pronéstico de los pacientes con LMA ha mejorado con el tratamiento
farmacoldgico y el 65% de los infantes y adolescentes afectados presentan larga
supervivencia en la actualidad®?3. Sin embargo, en todos los pacientes con LMA-

EVI1* la respuesta al tratamiento es practicamente negativa®*.

La expresion inapropiada de EVI1 en células precursoras de la linea mieloide ha
sido implicada en el desarrollo o la progresion de LMA de alto riesgo. En LMA con
anormalidades cromosomicas tipo inversiones o translocaciones que implican la
region 3026, la expresion aberrante de EVI1 se cree que es causada por que

existe un punto de quiebre donde suceden estos rearreglos, el cual esta en o es
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cercano al locus EVI1. Sin embargo se han encontrado pacientes con LMA-EVI1*
sin rearreglos cromosOmicos en este locus. De todas maneras en ambos grupos
de pacientes la respuesta al tratamiento es igualmente pobre®®. De la misma
manera, de las diferentes variantes generadas por el procesamiento alternativo de
los transcriptos de EVI1, con excepcion de la variante MDS1/EVI1, todas se

correlacionan con alta severidad de la enfermedad™*,

1.3 EL GEN EVI1.

El gen Evil fue identificado en ratones infectados con el Virus de la Leucemia
Murina de Moloney (MoMLV). La insercion del genoma de este retrovirus se da
preferencialmente en el locus de Evil o en una region cercana e induce la sobre-
expresion de este oncogén. Estos eventos generalmente se asocian a procesos
de transformacion de células de la linea mieloide y a la aparicion de tumores de
este linaje en los ratones infectados. De este tipo de tumores se pueden aislar in
vitro lineas celulares, las cuales son generalmente dependientes para su
crecimiento de interleuquina 3 (IL-3), G-CSF (del inglés, granulocyte colony
stimulating factor) o GM-CSF (del inglés, granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor)®®?’.

La secuencia de EVI1 es altamente conservada y entre los genes humano y del
ratén existe aproximadamente una homologia del 94% 22° ; el gen esta localizado
en la posicion 3g26.2 y codifica para una proteina de 145 kDa. EVI1 contiene 12
exones y sufre un proceso de escision de intrones en forma alternativa entre los
exones lay 1b 3% Se han identificado al menos seis transcriptos producto de las
variantes alternativas de EVI1 con diferente terminacion en el extremo 5 (1a31,
1b*, 1c®, 1d*, 3% y la MDS1/EVI1*). Las variantes 1a — 1d son producto de
diferentes sitios de iniciacion ubicados en el exon 1 que en todos los casos se
unen usando el mismo sitio aceptor en el exon 2. En la variante 3L, los exones 1y
2 de EVI1 son remplazados por la secuencia genomica inmediatamente corriente

arriba del exon 3. Para MDS1/EVI1 los dos primeros exones de MDS1 (del inglés,
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myelodysplasia syndrome 1), un gen localizado arriba de EVI1, son unidos al exén
2 de EVI1. Una (ltima variante descrita de EVI1 ?**3 |a variante EVI1A324, es
producida por una deleciobn de aproximadamente 972 nucledtidos (324
aminoacidos); dicha deleciéon elimina dos de los siete caracteristicos motivos a

manera de dedos de zinc que presenta la proteina EVI1.

1.4 PROTEINA EVI1

Las distintas formas alternativas de la expresion del oncogén EVI1 incluye al
menos tres proteinas distintas: EVI1, MDS1/EVI1 y EVI1A324. El principal
producto, EVI1, es una proteina de 1051 amino&cidos con un peso molecular de
145 kDa?® . EVI1 también existe como una forma més larga, MDS1/EVI1; en
adicion a la secuencia entera de EVI1, esta variante contiene 188 aminoacidos
adicionales en el extremo amino terminal de la proteina, los cuales constituye un
dominio denominado PR*?. Algunas evidencias sugieren que el dominio PR le
confiere a MDS1/EVI1 la funcién de una proteina supresora de tumor, la cual
regula la funcion oncogénica caracteristica de la proteina EVI1. El dominio PR
previene la oligomerizacion de EVI1 y afecta de esta menear las funciones
bioquimicas de la proteina®.

La proteina EVI1 de 145 kDa se localiza en el nlcleo®. La estructura de la
proteina EVI1, con motivos a manera de dedos de zinc, le permite unirse al ADN
para funcionar como factor de transcripcion®. Los dedos de zinc reconocen una
corta secuencia como resultado de la complementariedad entre la superficie de la
proteina y la regién apropiada de la doble banda de ADN. La proteina EVI1 tiene
dos dominios con series de 7 y 3 repeticiones de dedos de zinc tipo Cys2Hys2,
localizados hacia los extremos amino y carboxilo-terminal,

26283536 para obtener una alta afinidad con el sitio de unién

respectivamente
especifico se requieren varios dedos de zinc. El primer dominio se une a la
secuencia consenso GA(C:T)AAGA(T:C)AAGATAA y el segundo a

GAAGATGAG®. Solamente 4 de los 7 primeros dedos de zinc se unen
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directamente al ADN, los demas asisten para lograr la unién completa al ADN,
Hacia el extremo carboxilo terminal, el dedo de zinc 9 es esencial para la union de
la proteina al ADN, mutaciones en la secuencia que codifica para este motivo
previenen la union completa ADN-EVI1. Es decir, ambos dominios son requeridos
para la apropiada funciéon de la proteina, sin embargo, el segundo dominio es
mucho mas conservado, se une con mayor afinidad a la secuencia apropiada de
ADN*® y la actividad de la funcién de regulador de la transcripcién de la
oncoproteina depende de la union de este dominio a su secuencia consenso de
ADN**,

1.5 PATRON DE EXPRESION DE EVIL1.

El patron de expresidbn normal de Evil fue analizado inicialmente durante el
desarrollo embrionario murino®. Durante esta fase, Evil se expresa a niveles altos
en el sistema urinario y conductos de Mduller, pulmén y corazén. Adicionalmente,
Evil se detecté durante el desarrollo de las extremidades, en procesos de
diferenciacién hematopoyética y el desarrollo de ovocitos***!. En tejidos de ratén
adulto se han detectado altos niveles de Mds1/Evil en rifidn, pulmén, pancreas y
ovario*’; en otros tejidos, incluyendo musculo-esquelético, los niveles de Evil

disminuyen drasticamente.

Estudios en cuerpos embrionarios para diferenciar los niveles de expresion entre
la proteina Evil y la proteina Mdsl1/Evil, mostraron que las dos formas de la
proteina aparecen en diferentes tiempos durante la diferenciacion de células
madres embrionarias totipotenciales (ES). Mds1/Evil se expresa a bajos niveles
en células ES. En cambio, Evil no aparece en células sin diferenciar sino durante

el proceso de diferenciacion®.

La mayoria de reportes indican que EVI1 no es detectable ni en médula 6ésea ni en

sangre normal**'82%37 sin embargo, Privitera y cols. encontraron expresion de

44
|

EVI1 en médula 6sea normal™. En células hematopoyéticas, la expresion de EVI1
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es en un inicio a bajos niveles durante la diferenciacion mieloide temprana, luego
incrementa dramaticamente en el estado promielocitico para finalmente decrecer a
niveles no detectables durante la diferenciacion, inducida por G-CSF, de los

precursores mieloides CD34+%%°,

Estudios de delecion del gen han demostrado que la inapropiada expresion de
Evil impide finalizar la diferenciacion en granulocitos, células eritroides y células

progenitoras de médula osea®?.

En adultos Evil, es esencial para el
mantenimiento de las células madres hematopoyéticas (HSCs)*®. Embriones Evil”
mueren a los 10 dias con hipocelularidad, hemorragia y disrupcion en el desarrollo
del mesenquima paraxial. Ademas, se detectaron defectos en el corazén, los

ganglios craneales y el sistema nervioso*’.

El patron de expresion de EVIL1 restringido espacial y temporalmente sugiere un rol
esencial para EVI1 en la organogénesis y morfogénesis asi como en la

proliferacion y diferenciacion hematopoyética.

1.6 FUNCIONES DE LA ONCOPROTEINA EVI1 EN CONDICIONES NORMALES
Y TUMORALES

En la actualidad, el interés de los investigadores por EVI1 ha incrementado
notablemente, numerosos estudios estan enfocados a dilucidar no solo las
funciones como factor de transcripcién del oncogén EVI1, sino también, las vias
de sefializacion en la cuales EVI1 esta implicado y los mecanismos por los cuales

EVI1 contribuye en los procesos de leucogénesis.

La proteina EVI1 tiene la capacidad de contribuir a los procesos de leucogénesis
alterando el normal funcionamiento de diferentes vias de sefalizacion importantes

para la célula. EVI1 regula negativamente procesos de diferenciacion, muerte
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celular y arresto del ciclo a la vez que regula positivamente proliferacién y ciclo
celular. Adicionalmente, se ha demostrado que EVI1 puede inducir cambios
epigenéticos. En conclusion, EVI1 logra alterar los patrones de expresion génica
caracteristicos de un tipo celular aportando a varias caracteristicas asociadas a lo

gue conocemos como fenotipo tumoral.

1.6.1 EVI1 COMO FACTOR DE TRANSCRIPCION.

Dado su capacidad de unién al ADN, EVI1 es capaz de regular positiva y
negativamente la transcripcion de varios genes. En la Tabla 1, a manera de
resumen, se relacionan los diferentes genes reportados con los cuales EVI1 se ha

relacionado.

Sitios de unién para EVI1 se han identificado en varios otros genes: FGF20°°,
FGF11%°, SEC62°, KIF5A, MAP3K14, GADD45G y SKIL*, sin embargo la clase

de regulacién que ejerce EVI1 sobre estos genes no ha sido aun identificada.

1.6.2 VIAS DE SENALIZACION DESCRITAS PARA EVI1.

Una de las primeras vias de sefializacion en las cuales EVI1 se observo
involucrado fue en la activacion de la proteina AP-1 (proteina activadora). El
complejo AP-1 es un factor de transcripcibn, que puede formarse por el
heterodimero FOS-JUS o por el homodimero JUN-JUN, que regula la expresion
de genes en procesos que incluyen diferenciacion, apoptosis y proliferacion. El
segundo dominio a manera de dedos de zinc de EVI1 es esencial para la
activacion de AP-1 y para la transactivacion del promotor que regula a C-
FOS*(Gréfico 1).
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Es muy probable que la agresividad de EVI1 se deba en parte por la habilidad de
EVI1 para mantener a la célula constantemente en division celular. Se ha
demostrado que EVI1 interactia con BRG1 (del inglés, brahma-related gene 1) e
incrementa la actividad del ciclo celular. Esta interaccion es mediada por la region
c-terminal y es requerida para la activacion del promotor del factor de transcripcion
E2F1 (del inglés, E2 promoter binding factor 1). BRG1 controla la activacion del
promotor de E2F1 interactuando con la proteina RB (del inglés, retinoblastoma

protein) y se ha sugerido que EVI-1 bloquea esta interaccion™.

También, se ha visto que la expresion de EVI1 en fibroblasto conlleva a una fase
G1 abreviada y a una reduccién en el requerimiento de suero en la entrada a la
fase S. Estos cambios biolégicos estan acompafiados por el incremento en la
produccién de proteinas Ciclina A 'y CDK2, la dramatica reduccion en la actividad
de p27 y al correspondiente incremento en los niveles de pRB hiperfosforilada®®.

Gen Relacién con EVI1 Ref

BCLILL EVI1 directamente induce la expresion de BCL2L1. BCL2L1 -
funciona como inhibidor de la apoptosis.

Cuando se sobre-expresa EVI1 en rearreglos que implican la

TERC region 3926 se observa un incremento de TERC. TERC es la | '

telomerasa encargada de mantener los finales de los telémeros.

Usando una proteina quimérica de EVI1 se demostré que EVI1
TPR? directamente regula negativamente el receptor ITPR2. Los|
receptores ITPR2 tienen un rol importante en el sefialamiento

intracelular de Ca,+

Evil suprime la expresion de la proteina CEBPA en un 90% y
CEBPA su actividad de union al ADN en un 92%. CEBPA actia como | g
factor de transcripcion. También, puede interactuar con CDK2 y

CDK4 inhibiéndolas, causando arresto del ciclo celular
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CASP3

A causa de la expresion de EVI1 la proteina CASP3 presenta un
aumento. ElI gen CASP3 codifica una proteina, la cual es
miembro de la familia de las cisteina-proteasas. La activacion
secuencial de las caspasas conlleva a la fase de ejecucion de la

apoptosis celular.

60

CALR

EVI1 reprime la transcripcion del gen CALR. Como

consecuencia las células son vulnerables al estrés oxidativo.

61

ZBTB16

La sobre-expresion de EVI1 permite a su vez la sobre-expresion
del gen ZBTB16. Ensayos demuestra que al promotor del gen
ZBTB16 se puede unir directamente EVI1 y activarlo. ZBTB16
se localizada en el ndcleo, estd envuelta en ciclo celular e

interactda con la histona deacetilasa.

62

miR-133a-
1

EVI1 se une directamente al promotor del microARN miR-133a-
1 y lo regula positivamente. La funcion de miR-133a-1 no ha

sido aun dilucida.

63

miR-1-2

EVI1 se une directamente al promotor del microARN miR-1-2 y
lo regula positivamente. miR-1-2 esta envuelto en proliferacion

anormal.

63

miR-143

EVI1 es un supresor transcripcional del miR-143. No se conoce
el mecanismo por el cual sucede. Transfeccion de miR-143
inhibe significantemente la proliferacion celular y la expresion de

la proteina RAS

64

mMiR499A

EVI1 reprime transcripcionalmente el promotor de MIR499A. La
reconstitucion de MIR499A induce apoptosis y resulta en un

fuerte decremento de la viabilidad celular.

65

De otro lado,

Tabla 1. Genes regulados transcripcionalmente por EVI1.

EVI1 como oncoproteina estd asociada a su capacidad para

bloquear el efecto regulador del crecimiento celular mediado por algunas
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citoquinas. La expresion de EVI1 abroga los efectos antiproliferativos y
apoptoticos del IFNA1 (del inglés, interferon alpha 1). EVI1 no reprime el
sefalamiento JAK/STAT o la activacion de los genes inducidos en respuesta a el
interferon, contrariamente, EVI1 prolonga la fosforilacion de STAT1 y la activacion
de los promotores inducidos por el interferon, a excepcion del gen PML (del inglés,
promyelocytic leukemia). En conclusion EVI1 reprime la respuesta al interferon alfa

represando selectivamente genes proapoptéticos tales como el PML®.

Factores de crecimiento
SUero

TRE

| Proliferacion celular |

Gréfico 1. EVI1 estimula la actividad de AP-1. EVI1 activa la transcripcién de
FOS. FOS se asocia con JUN para formar un heterodimero y estimular la
transcripcion mediada por TRE. El incremento de la actividad de AP-1 mediada

por EVI1 promueve la proliferaciéon celular

EVI1 bloquea la actividad reguladora del TGF-f (del inglés, transforming growth
factor beta) mediante una interaccion inhibitoria con el mediador de esta via,
SMAD3%"%®  Otro mecanismo que pudiera explicar la inhibicion de SMAD3 por
EVI1 seria el reclutamiento de un complejo de HDAC (histonas deacetilasas) * a

70,71

traves de CtBP (del inglés, C-terminal binding protein) (Gréfico 2), el cual

interactta con factores de transcripcion que se unen directamente al ADN. TGF-
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es una proteina de secrecién que lleva a cabo diversas funciones en la célula,
como el control del crecimiento celular, proliferaciébn celular, procesos
de diferenciacion y apoptosis; también, regula la funcién de varios factores de
crecimiento incluyendo el GM-CSF. Alliston y cols. demostraron que EVI1 no solo
interactia con SMAD3 sino que, ademas, es capaz de reclutar las SMADs en
general logrando inhibir el sefialamiento inducido por TGF-B/SMAD3, BMP/SMAD1
y actina/SMAD2"%. Adicionalmente, debajo de la estimulacién con TGF-B, EVI1 y
CtBP son reclutados al promotor de SMAD7 inhibiendo la activacion
transcripcional inducida por TGF-B. En células epiteliales, EVI1 no inhibe las vias
de sefialamiento inducidas por TGF-B referentes a mecanismos de adhesion
celular, transicién celular o crecimiento celular, pero si inhibe la apoptosis mediada
por TGF-B mediante un proceso que implica la activacion de la via PISK/AKT. La
inhibicion de EVI1 por ARNi inhibe la fosforilacion de AKT e incrementa la

sensibilidad de las células a la apoptosis”

=)
b 1cE®
\‘\ ) k\< Q
8% Smad 3 B Smad 3
s(“o Citoplasma °° Citoplasma
Smad 4 Apoptosis Apoptosis
{ y arresto del ciclo arresto del ciclo
T /{f‘
Smad 3 5"‘“‘? Y
r Evil 1
Sy ctep
= HDAC
Nucleo
Nucleo Transcripcién
> Transcripcién [—’ genes blanco
genes blanco
— —

Gréfico 2. EVI1 reprime la senial inhibitoria del crecimiento mediada por TGFB. A.
TGFB se une al complejo receptor del TGFB y activa la fosforilacion de la Smada3.
La forma fosforilada de Smad3 formo un complejo con Smad4, dicho complejo es
translocado al ndcleo en donde trabaja como un factor de transcripciéon para
inhibir el crecimiento celular. B. EVI1 se une a Smad3 para interferir la actividad

transcripcional del complejo Smad3/Smad4. EL reclutamiento de la HDAC por
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parte de EVI1 a través de CtBP es un mecanismo subyacente para inhibir la sefial
apoptotica mediada por el TGFB.

La proteina JNK (proteina quinasa activada por mitégenos) responde a diversos
estimulos de estrés y juegan un rol importante en el desencadenamiento de la
apoptosis. EVI1 interactia fisicamente con JNK suprimiendo la fosforilacion de
JUN mediada por INK™ (Gréfico 3).

También se ha documentado que la interaccién de EVI1 con RUNX1 (del inglés,
runt-related transcription factor 1) altera la capacidad de RUNX1 de unirse a sus
secuencias consenso de ADN, como parte del complejo CBF (del inglés core
binding factor). Este complejo puede activar o reprimir la transcripcion de genes
claves para la regulacién del crecimiento, diferenciacién y sobrevivencia celular,
actuando bien sea como oncogén o como un supresor de tumor’>’®. RUNX1 actlia
como regulador de genes involucrados en la via de p53 (ARF, WAF1), en la via de
TGF-B (TGFB-R1), en la regulacion del ciclo celular (Ciclina D3) y en la
diferenciacion hematopoyética (TCRa,-B,y, 6, CD3s, CD4, GM-CSF, IL-3, IgAl,
IgCa, M-CSFR, MPO y C/EBPJ) entre otros’’.

s
UV, Rodicoles fibres, Calor,
Choaue osméfico, Drogas

Esfrés:
UV, Radicales fiores, Calor,

JNK
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— 0 @
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Grafico 3. EVI1 inhibe la actividad de JNK. A. Diferentes sefales de estrés
activan la fosforilacion de JNK. JNK activado es translocado al nlcleo en donde

media la fosforilacion de factores de transcripcion tales como JUN para inducir
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apoptosis. B. EVI1 bloquea la interaccion entre JNK y su sustrato reprimiendo la
actividad de JNK para inducir apoptosis.

Varios estudios soportan la hipétesis de que la inapropiada expresion de EVI1
bloque la eritropoyesis por represion de la transcripcion de un grupo de genes
blanco de GATA1*""®, Pese a que EVI1 reconoce la misma secuencia que GATAL
reconoce’, la inhibicién de EVI1 sobre la actividad de GATAL es llevada a cabo
debido a que EVI1 interactla fisicamente con GATAL e impide que esta realice su

funcién como factor de transcripcion®’.

Genes involucrados en los mecanismos de hematopoyesis y diferenciacion son
regulados por EVI1. Varias de las relaciones descritas en la literatura se describen

a continuacion:

La proteina PU.1, regulador transcripcional importante para el desarrollo linfoide y
mieloide, es inhibida por EVI1. EVI1 interactia directamente con PU.1 impidiendo
la unién de PU.1 al co-activador C-JUN®. En células 32Dcl3, la sobre-expresion
de EVI1 bloquea la capacidad de las células para expresar mieloperoxidasa | y
diferenciarse a granulocito en respuesta al estimulo con G-CSF*°.

La proteina PTEN (del inglés, Phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10) desempefia un rol importante en el crecimiento celular, migraciéon
y muerte celular. Eventos de delecibn o mutacion en esta proteina promueven
procesos de tumorogénesis®*. En células leucémicas, EVI1 reprime la expresion
de PTEN y activa la via PISK/AKT/mTOR interactuando con proteinas reguladoras

de la cromatina®.

Recientemente, la disregulacion de microARNs (miARNSs), moléculas de ARN con
funcién reguladora postranscripciénal, se han asociado con la iniciacion y

progresién del cancer®. En células primarias de médula ésea, EVI1 silencia la
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expresion de miR-124-3 mediante la metilacién de isla CpG localizadas alrededor

de miR-124-3 8. miR-124-3 es un regulador del ciclo celular.

La generacion de un modelo murino animal con SMD Evil® permitié determinar los
efectos de Evil en células de médula 6sea. La sobre-expresion de Evil conduce a
una hiperproliferacién celular y a la disminucion de la expresion de los genes
EpoR y c-Mpl, importantes para la diferenciacion eritroide terminal y la formacion

de plaquetas®.

Finalmente, analisis de perfiles de expresidén génica identifican a PBX1 como gen
blanco de EVI1. Sobre-expresion de EVI1 aumenta la expresiéon de PBX1 en
células progenitoras madres hematopoyéticas®®. PBX1 es un regulador de las
HSCs que contribuye a el mantenimiento del estado quiciente en células tipo
HSC?¥. ANG1, al igual que PBX1, promueve el estado quiciente de las células
HSC al interactuar con el receptor TIE2%8. En células leucémicas, ANG1 es

altamente expresado cuando EVI1 esta presente.

1.6.3 EVI1 ALTERA REGULADORES EPIGENETICOS.

Perturbaciones epigenéticas tales como alteracion en la metilacion del ADN o
perdida del remodelamiento de la cromatina por modificacion de las histonas han
emergido como marcador comin de tumores®. Mediante una interaccién
proteina-proteina EVI1 inhibe la funcién de MDB3, deacetilasa de histonas®.
Dickstein y cols. demostraron que la regulacién negativa del gen miR-124-3 en
presencia de EVI1 era debido a la capacidad del oncogén de interactuar
fisicamente con la metiltransferasa de ADN (Dnmt3a/b), el complejo formado se
une metilando dinucleétidos CpG en una region especifica corriente arriba de miR-

124-3 para reprimir su expresion®.
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El complejo de proteinas Polycomb (PcG) son reguladores epigenéticos que
catalizan la adicion de un grupo metil en la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me) y
funcionan como reguladores transcripcionales que silencian set de genes
especificos mediante la modificacion de la cromatina. EVI1 interactda fisicamente
con las proteinas PcG y consecuentemente, induce la trimetilacion, de la H3K27
ubicada en el locus del gen PTEN, remodelando la cromatina para reprimir la

transcripcion®?.

Por dultimo, Evil es capaz de formar complejo con dos importante
metiltransferasas, SUV39H1 y EHMT2°. Se encontr6 que Evil interactia
directamente con SUV39H1 y con EHMT2 formando un complejo con actividad

metiltransferasa que realza el potencial represivo transcripciénal de EVI1%%9%,

1.6.4 EVI1 EN LA REGULACION DE CELULAS HEMATOPOYETICAS.

Recientemente, estudios en ratdbn mostraron que Evil es esencial en la
proliferacion y mantenimiento de las células madres hematopoyéticas (HSCs).
Los hallazgos demuestran que Evil puede participar en la generacion de células
madres leucémicas (LSCs) y causar la resistencia a la diferentes terapias. Yuasa

" mostraron que Evil es expresado preferencialmente en HSCs y

y cols.
promueve el desarrollo temprano hematopoyético. La mediacion de la
hematopoyesis se ha visto dependiente de la activacibn de GATA2 por la union
directa de EVI1 al promotor de GATA2 y de la represion del sefialamiento del

TGF- "%,

Experimentos en ratones knockout revelaron que Evil regula la proliferacion de las
células HSC de manera dosis-dependiente*®. Adicionalmente el locus de EVI1
atrae la atencion como “punto caliente” para la integracion del genoma viral luego
de procedimientos de terapia génica. Demostraciones sugieren que la activacion
transcripcional por integraciones virales dentro del locus EVI1 confiere

sobrevivencia y habilidad de renovacién a células hematopoyéticas de ratén y
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humano®™’. Los hallazgos indican fuertemente que la activacién de EVI1 realza

la expansion de HSC.

1.7 ORIGEN Y CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS DA-3

La relacion entre retrovirus y leucogénesis ha sido ampliamente estudiada. Uno de
los modelos mas estudiados son las leucemias y linfomas inducidas por el
MoMLV®®, Ratones recién nacidos infectados con MoMLV desarrollan diferentes
tipos de leucemias y linfomas después de un largo periodo de latencia y un
episodio de viremia aguda®'%. Sin embargo, este tipo de virus no tiene efecto
transformante in vitro y usualmente induce frecuentemente tumores hematolégicos
de la linea mieloide monoclonales a partir de los cuales es posible aislar lineas
celulares que proliferan in vitro pero que son usualmente dependientes de factores

de crecimiento!®103,

Una caracteristica interesante de estas células es que no son trasplantables en
receptores singénicos. A partir de estas observaciones se propusieron muy
tempranamente tres posibles factores asociados al desarrollo de leucemias en
este tipo de infecciones: (i) capacidad oncogénica viral intrinseca, (ii) activacion de

oncogenes por insercién viral y (iii) factores asociados a la repuesta inmune®.

Una de las primeras observaciones de la activacion de oncogenes inducida por
retrovirus fue la expresién aberrante de C-MYC en leucemia aviaria'®. Sin
embargo, desde estos trabajos iniciales se hicieron observaciones sugestivas de
que las alteraciones genéticas causadas por la insercion retroviral podrian ser

necesarias pero no suficientes para causar transformacién leucémica®.
La activacion de oncogenes por insercion del genoma viral ha sido un factor

ampliamente estudiado y documentado en décadas pasadas®. Sin embargo,

recientemente este tipo de estudios han recobrado interés debido a los efectos
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secundarios observados en pacientes sometidos a procedimientos de terapia

genética mediante la utilizacién vectores retrovirales*® %,

Con respecto al papel que pudiera jugar la respuesta inmune antiviral en la
induccion de tumores hematoldgicos murinos, varios reportes de décadas pasadas
muestran evidencias bastante sugestivas'®>*'°. Una de las observaciones maés
llamativas relacionada con el papel de la respuesta inmune antiviral en los
procesos de leucogénesis asociados a las infecciones retrovirales provienen del

reporte de Lee e lhle'®

, quienes claramente demostraron que existia una relacién
directa entre el desarrollo de una respuesta inmune antiviral cronica y el desarrollo
de leucemias, después de la infeccién de ratones BALB/C recién nacidos con

MoMLYV.

En contraste con este hallazgo, ratones CBA/N sometidos al mismo tratamiento,
desarrollaron viremia pero no se detectd una respuesta antiviral de células T ni
desarrollo de leucemias o linfomas. Esta observacion planted la pregunta de si la
carencia de desarrollo de leucemias en los ratones CBA/N estaba relacionada con
la ausencia de una respuesta de células T especifica. Estos autores postularon
que, en este modelo, una respuesta inmune antiviral especifica cronica proveeria
una gran poblacién de blastos, los cuales serian un blanco muy apropiado para la
transformacion viral. Estas células estarian bajo continuo estimulo de factores de
crecimiento lo que incrementaria la probabilidad de eventos de transformacion

posteriores.

Su hipétesis final fue que para el desarrollo de leucemias secundarias a la
infeccion por MOMLYV se requiere una respuesta inmune cronica. A mediados de la
década de los 80, las caracteristicas de varios linfomas murinos primarios

inducidos por infecciones con retrovirus fueron reportadas® 2,

Una gran
variedad de alteraciones malignas hematopoyéticas fueron caracterizadas en

estos estudios, pero dos caracteristicas con respecto al fenotipo de las células
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transformadas después de la infeccion retroviral fueron sobresalientes: (i) una
alteraciéon en el proceso de diferenciacion y (ii) la desregulacién de la capacidad
de sobrevivencia y proliferacion.

Una clase interesante de este tipo de tumores son los "linfomas" (reportados asi
inicialmente) murinos esplénicos inducidos por la infeccion con MoMLV. Un
namero significativo de ellos estdn genotipicamente relacionados con linajes de
diferenciacion dependientes de IL-3. Estos tumores se pueden expandir in vitro
con IL-3, pero son dependientes de este factor de crecimiento para su

sobrevivencia y proliferacion*?.

La conclusion de estas observaciones fue que la transformacién in vivo de
precursores celulares de linajes dependientes de IL-3, suficiente para manifestarse
in vivo como linfomas o leucemias, no requiere y no involucra en la gran mayoria
de los casos, la pérdida de dependencia de IL-3 para su crecimiento.
Adicionalmente, estas células proliferan permanentemente in vitro sin sufrir
diferenciacion. Estas observaciones fueron la base para proponer la hipétesis que
los virus de la leucemia murina, no son virus directamente transformantes y que
factores secundarios estarian involucrados en una transformaciéon leucémica
completa, asociada a la adquisicion de independencia de factores de

114 Hasta donde es de nuestro conocimiento una identificacion

crecimiento
completa de estos posibles factores y un modelo de leucemia con transformacién
completa asociado a transformacion viral méas la contribucion de factores externos
asociados, no se ha llevado a cabo. Tampoco se ha explorado ampliamente el
papel de la respuesta inmune como inductor de una transformaciéon tumoral
completa en lineas celulares con alteraciones genéticas secundarias a insercion

retroviral.

Una de las lineas celulares generadas de este tipo de estudios, son las células
DA-3. Esta linea celular fue aislada de bazos de ratones BALB/C infectados con

MoMLV los cuales desarrollaron leucemias después de la infeccion®. Estas

34



células tienen una sola insercion del LTR viral en el locus Cb-1/fim, el cual esta
genéticamente ligado al oncogén Evil y localizado a 90Kb de éste y activa su
expresion a partir del promotor normal del gen, probablemente actuando como un

18 En Jas leucemias murinas

potenciador de la transcripcion a distancia
inducidas por MoMLYV, Evil es el sitio de integracion retroviral mas frecuente.
Interesantemente, este locus es un sitio de rearreglos muy frecuentes en las

leucemias mieloide agudas humanas de mal prondstico.

Las células DA-3 son de origen mieloide. Estas células son mieloperoxidasa
positivas y su fenotipo incluye algunos marcadores de superficie celular tales
como Thy-1- , Ly-5+, H-11+, la+, Mac-1+ y RB6-8C5 +%>14117 | 55 células DA-3,
como la mayoria de las lineas de este tipo son dependientes de IL-3 y proliferan
ampliamente con GM-CSF pero no con CSF-1, G-CSF, LIF 6 IL-6*%118,

Adicionalmente, estas células no alcanzan una diferenciacion bajo la influencia de
ninguno de estos factores de crecimiento. Nosotros hemos utilizado las células
DA-3 para proponer un modelo de desarrollo de tumores hematoldgicos asociados
a la desregulacion de la expresion del oncogén Evil, en este caso, debido a un
evento de mutagénesis secundaria a la insercion del LTR retroviral. Como la
mayoria de las lineas celulares de este tipo, las células DA-3 son monoclonales,
indiferenciadas, en este caso con caracteristicas fenotipicas de un estadio
promielocitico, y dependientes para su supervivencia y proliferacion de IL-3 0 GM-
CSF. Adicionalmente, estas células no son transplantables en ratones BALB/C

sanos.

La dependencia de estas células de factores de crecimiento para su supervivencia
y proliferaciéon in vitro, hace pensar que en el ratdn singénico infectado
cronicamente, del cual fueron aisladas, existen condiciones que favorecen su
supervivencia y proliferacion y suficientes como para causar un sindrome

mieloproliferativo letal, probablemente asociadas a la respuesta inmune antiviral,
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la cual podria favorecer la presencia de concentraciones suficientes de factores de
crecimiento. Una segunda posibilidad seria que el sistema inmune de un
hospedero normal, sin infeccion retroviral, pudiera rechazar este tipo de células

transformadas.

Para descartar una de las dos hipotesis, en estudios preliminares, las células DA-3
fueron modificadas genéticamente, para expresar el gen del GM-CSF. Este
experimento nos permiti6 demostrar que la expresion constitutiva de GM-CSF en
estas células les confiere capacidad de crecimiento auténomo™® *?°, las convierte
en células trasplantables a ratones singénicos y por lo tanto, les otorga capacidad

tumorogénica completa (manuscrito en preparacion, Cardona ME y cols.)

Basados en estas observaciones, concluimos que las células DA-3 no son
rechazadas por el sistema inmune de un hospedero singénico normal y proliferan
in vivo si se las provee de factores de crecimiento en concentraciones suficientes.
Estos resultados preliminares podrian considerarse como una comprobacion
experimental del concepto de que la sobre-expresion del oncogén Evi-1 como
evento primario de transformacién génica en células hematoldgicas, no es
suficiente para inducir transformacién celular completa y que células
hematoldgicas que sufren alteraciones génicas de este tipo requieren factores de
crecimiento inducidos bien sea por una respuesta inmune especifica crénica o un
proceso de inflamacion crénica para proliferar disreguladamente y causar
sindromes mieloproliferativos letales. Posteriormente, nosotros propusimos las
células DA-3 como un modelo para estudiar in vivo, el comportamiento y los
posibles cambios de transformacion tumoral de lineas celulares que sufren
expresion disregulada de oncogenes tales como Evil, en condiciones de
inflamacion cronica en las que se observan niveles elevados de factores de
crecimiento. Ratones BALB/C fueron tratados con un protocolo de inmunizacién

con proteoglicano, el cual induce un proceso de artritis autoinmune crénica®?*.
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Una vez establecido el proceso inflamatorio crénico se observaron niveles
elevados de GM-CSF en el suero de estos animales y células DA-3 transferidas a
estos animales proliferaron in vivo causando un sindrome mieloproliferativo
semejante a una LMA letal. Las células DA-3 recuperadas de estos animales
crecieron in vitro en ausencia de GM-CSF indicando que habian adquirido
independencia de factores de crecimiento para su proliferacién probablemente por
haber sufrido eventos posteriores de transformacion después de su expansion in
vivo. Finalmente, estas células transplantadas a ratones singénicos sanos,
causaron un sindrome mieloproliferativo letal, semejante a una LMA (manuscrito

en preparacion Cardona ME y cols.).

Estos resultados sugieren que lesiones genéticas asociadas a la sobre-expresion
de oncogenes, tales como EVI1, como sucede por ejemplo en los eventos de
mutacion insercional observados en recientes tratamientos de terapia

genética97,lo7,108

no son suficientes para inducir transformacion tumoral, pero si
son un factor de riesgo para el desarrollo de tumores hematoldgicos,
especialmente si se asocian con condiciones en las que se encuentran niveles
elevados de factores de crecimiento, tales como infecciones crénicas u otras

condiciones inflamatorias cronicas.

1.8 ARN INTERFERENTE

El ARNi es un mecanismo de silenciamiento genético postranscripcional mediado
por la degradacién o arresto de la traduccién de un ARN mensajero blanco. Este
mecanismo natural juega un papel importante en la defensa contra la infeccion

viral y en la regulacién de la expresién génica durante el desarrollo celular 1221,

Inicialmente, Fire y cols. identificaron una molécula de ARN bicatenario (dsRNA)

como la responsable del silenciamiento genético en C. elegans'®.

Estudios
subsecuentes, permitieron dilucidar el mecanismo del ARNi, concluyendo que los

dsRNA largos son procesados a ARN interferentes pequefios (SIARN) de 21 a 23
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pb por una endonucleasa de ARN llamada DICER (del inglés Drosophila RNase
[ll/helicase enzyme). Una de las hebras del siARN es incorporada a un complejo
enzimatico conocido como RISC (del inglés RNA-induced silencing complex).
RISC permite la uniébn de la hebra siARN a la molécula ARNm blanco
complementaria e induce clivaje endonucleolitico de la hebra de ARNm en el sitio
blanco. La generacibn de ARNm con terminaciones no protegidas activa una

rapida degradacion de la molécula de ARNm*?°.

Los microARNs son ARN pequefios de aproximadamente 22 nucleétidos de
longitud, no codifican para proteinas y son generados a partir de transcriptos
enddgenos que pueden formar estructuras en forma de horquilla. Los microARNs
conforman una gran familia de genes reguladores postranscripcionales que

controlan diversos procesos celulares y de desarrollo en eucariotas?®.

Por la via candnica (Grafico 4), a partir de los genes que codifican para
microARNs se transcriben precursores largos de ARN llamados microARNs
primarios o (pri-microARNs, del inglés primary transcritps). La mayoria de los
genes de microARNSs son transcritos por la ARN polimerasa [1'?’, sin embargo un
grupo menor de microARNs asociado a repeticiones Alu es transcripto por la

11128,

polimerasa Los pri-microARNs generados por la ARN polimerasa |l

usualmente tienen varias kilobases de longitud y contienen estructuras en forma

de horquilla compuesta de un tallo y un bucle'®.

En el primer paso de la
maduracion de los pri-microARNs Drosha, endonucleasa de RNA tipo lll, en
presencia del cofactor DGCR82 cliva el tallo de la estructura larga de ARN para
formar una horquilla pequefia de aproximadamente 70 nucleétidos llamada
precursor de microARNs (pre-microARNS, del inglés precursor miRNA)*°. Los pre-
microARNs son exportados del nucleo al citoplasma por medio de la exportina
53! En el citoplasma, los pre-microARNs son reconocidos por el complejo de
procesamiento de pre-microARNs formado por Dicer, la proteina de unién a ARN

en respuesta a trans-activacion (TRBP, del inglés TAR RNA-binding protein) y la
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proteina quinasa activadora dependiente de ARN de cadena doble inducible por
interferon (PRKRA, del inglés protein kinase, interferon-inducible double stranded
RNA dependent activator)**?. En el complejo de procesamiento Dicer cliva los pre-
microARNs cerca del bucle terminal, generando un duplex de microARN maduro
de aproximadamente 22 nucleétidos, este duplex contiene la cadena
complementaria al ARN blanco, denominada hebra guia o sentido, y su cadena

complementaria, la hebra pasajera o antisentido**.
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Grafico 4. Procesamiento de miARN y shRNA en mamiferos.
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Posteriormente, este complejo se ensambla con la proteina Argonauta 2 (AGO),
que hace parte del complejo silenciador inducido por microARNs RISC, AGO
selecciona la hebra guia®™*. La hebra guia es la responsable de dirigir el
silenciamiento. RISC puede dirigir la degradacion del ARN mensajero blanco por
dos vias basada en la complementariedad del ARN mensajero con la secuencia
de ARNi'®*. Si la complementariedad es del 100% RISC induce la degradacién del
ARN mensajero blanco, mientras que si hay algunas bases no complementarias
sucede un arresto de la traduccién®®®. La degradacién del ARNi ocurre en el

citoplasma.

1.8.1 TECNOLOGIA DEL ARNi

Luego de haberse descubierto el mecanismo del ARNi en C. elegans, Elbashir y
cols. demostraron que el efecto del ARNi podria generarse en numerosas lineas
celulares mediante la introduccion de siARN sintéticos (ssiARN) obteniéndose la
inhibicién de un determinado gen®®’. Sin embargo, el uso de siARN conllevaba a
un efecto supresor transitorio. En particular, esta desventaja fue superada a través
de la expresion enddgena de ARN pequefios en forma de pinza (ShRNA, del inglés
short hairpin RNA), estos dsRNA estdn conectados por un lazo de ARN de
cadena sencilla. Un shRNA tiene una estructura de 19 pb (hebra sentido) — 6
bases (lazo) — 19 pb (hebra antisentido). Esta metodologia permite suprimir la

expresion genética en células de mamifero en forma estable®.

La expresion endogena de shRNAs se logra mediante la insercion de casetes de
expresion que codifican para estos ARN pequefios en plasmidos o vectores
virales. En mamiferos, las secuencias de ARNi son transcritas como secuencias
sentido y antisentido conectadas por un lazo de nucle6tidos no aparejados.
Seguida la transcripcion, debido a su similitud con la estructura de los microARNS,
los shRNAs entran en la via de procesamiento de los microARNs como pre-
mMiARNs (Grafico 4). El artificial pre-miARN es asociado a la exportina 5 vy

exportado al citoplasma, en donde el complejo enzimético formado por Dicer,
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TRBP y PACT cortan el shRNA a fragmentos de 19 — 21 pares de bases para
generar moléculas siARN con nucleétidos salientes hacia el extremo 3" **°.

El daplex de ARN se asocia con la proteina argonauta dentro del complejo
precursor de RISC (pre-RISC), entonces una de las hebras del duplex de ARN, la
hebra pasajera, es removida. EI complejo RISC conteniendo la hebra guia
completa el silenciamiento postranscripcional por el apareamiento de la hebra

guia con su secuencia complementaria en el ARN mensajero blanco.

Las caracteristicas de la molécula ARNi complementaria al ARNm blanco son un
factor critico e importante en la induccién de un silenciamiento genético eficiente.
Por esta razon, varios estudios se han enfocado en la optimizacion de las
moléculas de siARN encontrandose como factores determinantes el tamafio de las
secuencias, posicionamiento especifico de ciertos nucleotidos, porcentaje del
contenido G/C, flexibilidad termodindmica de la molécula, estructura secundaria

del SiARN, entre otrog™**4014!

Normas basicas para la eleccién de una secuencia blanco dentro del ARNm han
sido postuladas: i) La secuencia blanco debe elegirse luego de 100 nucleétidos de
iniciado el marco de lectura, ii) las secuencia blanco no deben estar en las
regiones no traducidas 5°0 3" del ARNm, iii) se deben elegir secuencias con un
contenido de G/C del 50% , iv) evitar secuencias ricas en guanina garantiza que
no se formen estructuras en forma de horquilla y iv) las secuencias blanco
seleccionadas deben ser analizadas mediante BLAST (del inglés, Basic Local
Alignment Search Tool) para garantizar que solo un unico gen este siendo

silenciado®’.

De otro lado, debido a que se ha demostrado que la funcionalidad del ARNI
depende también de las propiedades especificas de la secuencia, criterios
adicionales, en cuanto a las limitaciones termodinamicas del duplex de ARN, se

han estudiado. Algunos de los criterios sugeridos son: evitar repeticiones internas,
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mantener un contenido de G/C entre el 30 — 50%, disefiar secuencias con una
baja estabilidad interna en el extremo 3" de la hebra guia, preferencia de base en
algunas posiciones de la hebra sentido (posicion 3, 10, 13 y 19), preferiblemente
secuencias A/U hacia el extremo 5°de la hebra pasajera y G/C hacia el extremo
5°de la hebra sentido, el extremo 5°terminal de la hebra antisentido debe ser rico

en bases A/Uy evitar secuencias GC repetidas en mas de 9 nucle6tidos™**4.

En consecuencia, las reglas para la seleccion de siARN eficientes mencionadas
anteriormente han sido en su mayoria incorporadas dentro de herramientas

computacionales que facilitan el hallazgo de secuencias blanco apropiadas.

En resumen, los eventos que condujeron a la adquisicion de independencia de
factores de crecimiento y adquisicion de un fenotipo tumoral completo en las
células DA-3 no los conocemos pero, en nuestra opinion, creemos que por las
evidencias descritas en la literatura acerca de la funcién de EVI1, es probable que
EVI1 como lesidon primaria preleucémica sea fundamental en el proceso de
transformacién tumoral completa. Nosotros proponemos que la evaluacién de la
inhibicion de la expresion del oncogén Evil, mediante la tecnologia del ARNi, en
las lineas DA-3 dependientes y DA-3 independientes permitiria determinar la
potencialidad de este oncogén como blanco terapéutico. Los resultados de este
estudio son relevantes dada la comprobacion del papel de este encogen como
factor de mal prondstico en LMA con sobre-expresion de EVI1 (LMA-EVI1Y) en

humanos.

42



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inhibicion de la expresion del oncogén Evil en una linea
celular mieloide murina parental preleucémica Evil® y su descendiente con

fenotipo leucémico completo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Disefar y evaluar secuencias ARNi para inhibir la expresion del oncogén
Evil.

2.2.2  Evaluar in vitro el efecto de la inhibicién de la expresion del oncogén Evil
sobre el crecimiento y proliferacion de una linea celular mieloide murina parental

preleucémica Evil® y su descendiente con fenotipo leucémico completo.
2.2.3  Evaluar in vitro el efecto de la inhibicién de la expresién del oncogén Evil

en una linea celular mieloide murina parental preleucémica Evil® y su

descendiente con fenotipo leucémico completo tratadas con drogas citotoxicas
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3. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental propuesto para desarrollar este estudio se describe a

continuacion en forma grafica en dos etapas.

Primera Etapa: ARN \6 BRIl
ARNi vs Evil

disefio de secuencias ARNi
contra Evil

Construccion de vectores Construccién vector reportero

para la expresion pd2EGFP-N3-Evil
y liberacion de los ARNi.

(PRSP/Evilsh 1,4,5,7 y 8)

Co-transfeccion con
pd2EGFP-N3-Evily los
vectores pRSP/Evilsh
1,4,5,7 y 8 en células 293t

Citometria de flujo
pola mejo.';‘i" i

: a
elxcl
gec\l
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Segunda Etap:- AN \eRIManAAilsr™.
ARNi en células DA-3

V”‘Q/’DV
Seleccién mejor vector Sec%enczg
pRSP/Evilsh ARN -
PVZVK@VQ
ctapg,

Electroporacién + Seleccidn
Lineas estables i

PCR en tiempo real
para Evil DA-3 dep pRSP/vilsh

DA-3 ind pRSP/Evilsh i

Proliferacién celular

Respuesta a drogas
citotoxicas




4.  MATERIALES Y METODOS

4.1 DISENO Y CONSTRUCCION DEL VECTOR REPORTERO pd2EGFP-N3-
Evil
El vector reportero pd2EGFP-N3-Evil fue generado por clonacion, en dos pasos,
de la secuencia completa del ADN que codifica para Evil amplificada por PCR e
insertada en el extremo 5" del gen d2GFP (del inglés, green fluorescent protein)
en el vector pd2EGFP-N3. El vector pd2EGFP-N3, obtenido en trabajos anteriores
en nuestro laboratorio, es el producto del remplazo de la secuencia de ADN que
codifica para la proteina EGFP por la secuencia de ADN que codifica para la
proteina d2EGFP en el vector reportero pEGFP-N3. La proteina d2EGFP es una
variante desestabilizada de la GFP. La proteina d2EGFP tiene una vida media de

aproximadamente 2 horas, esta caracteristica es util en estudios de inhibicion.

Debido al gran tamafio del gen Evil (3 kb), su amplificacion y clonacion se realizo
en dos fases. Para amplificar los segmentos de 1,2 kb y 1,8 kb correspondientes al
marco de lectura de Evil se disefiaron dos pares de iniciadores mostrados en la
Tabla 2.

Evil 1 Forward CGGAATTCCATGGCGCCTGA EcoRl
Evil 1 Reverse |AAAGTACTGGCTCTACCCCTACTGC Scal
Evil 2 Forward TCCCCCGGGACAAAGTTGAC Smal
Evil 2 Reverse CGACCGGTGCACTGGATTCT Agel

Tabla 2. Iniciadores utilizados para la amplificacién de Evil

Los iniciadores se disefiaron con sitios para el reconocimiento de endonucleasas
de restriccibn en los extremos 5 y 3° como se muestra en la Tabla 2.

Adicionalmente, en el iniciador reverso para la amplificacion del dltimo segmento
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de la secuencia codificante de Evil, se introdujo una modificacion de una base
para anular el codén de parada en el ADN a amplificar. Los iniciadores disefiados
fueron sintetizados comercialmente (Integrated DNA Technologies, lowa, USA) y
fueron reconstituidos segun las indicaciones de la compaiiia.

El plasmido pBS21, donado amablemente por Prof. Morishita'*

(Dto. Ciencias
Médicas, Universidad de Miyazaki, Japon), fue utilizado como templete para las
amplificaciones del gen Evil. En la primera fase de clonacion, se amplifico el
segmento flanqueado por el set de iniciadores Evil 2F y Evil 2R. La reaccion de
PCR se realizé con 100 ng de ADN, 1 pM de cada iniciador, 200 uM de dNTPs
(Promega; Wisconsin, USA), solucion de tampéon 1 X, 2,5 mM de MgCl, y 1,25 U
de polimerasa Ampli Taq Gold (Applied Biosystems; California, USA). La reaccion
se llevd a cabo en 32 ciclos, cada ciclo consistia en: desnaturalizacién a 94°C por
30s, hibridacion de los iniciadores a 54°C por 30s, elongacion a 72°C durante
2min, con un tiempo inicial de desnaturalizacién en el primer ciclo de 4 min a 94°C
y un tiempo adicional de elongacién de 10min en el dltimo ciclo. La reaccion de
PCR fue purificada utilizando el kit de purificaciéon para PCR (Qiagen; California,

USA).

Luego de la amplificacién del segmento, se procedié a realizar la digestion del
vector pd2EGFP-N3 (~ 6ug) y del amplificado obtenido en la PCR (~4 ug) con las
enzimas Smal y Agel (Fermentas; Maryland, USA), seguido se realiz6 purificacién
por columna (Qiagen; California, USA) y visualizacion del purificado de ADN por
electroforesis. La ligacién de los segmentos se realizdé con la enzima T4 DNA
Ligase (Fermentas; Maryland, USA): se adicion6 300 ng de vector, 370 ng de
inserto, solucion tampon 1X y 2,5 U de la enzima en un volumen final de 12 pl, la
reaccion se incubo por 4h a 22°Cy 16 h a 4°C.

El producto de transformacion se uso para transformar Escherichia coli, cepa

DH5a, mediante choque térmico. A varias de las colonias positivas, se les realizo
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extraccion de ADN plasmidico (Qiagen California, USA). Los ADN plasmidicos
obtenidos fueron analizados por digestion con la enzima Notl (Fermentas;
Maryland, USA para verificar que el fragmento de 1,8 Kb hubiera sido
correctamente insertado. El vector obtenido, el pd2EGFPN-3-Evil(2), fue utilizado

como vector para la siguiente clonacion.

En la segunda fase de clonacion se realizo amplificacion del segmento flanqueado
en el plasmido pBS21 por el set de iniciadores Evil 1F y Evil 1R. La reaccion de
PCR se llevo a cabo con 100 ng de ADN, 1 uM de cada iniciador, 200 uM de
dNTPs (Promega; Wisconsin, USA), solucion tampoén 1X, MgCl, en 2,5 mMy 1,25
U de polimerasa Ampli Taq Gold en 30 ciclos, los 10 primeros ciclos incluyeron:
desnaturalizacion a 94° C por 30 s, hibridacion de los iniciadores a 53,5° C por 30
s, elongacién a 72° C durante 8 min; los ciclos restantes se desarrollaron con el
mismo protocolo a excepcion del tiempo de elongacion que fue extendido a 12
min. La PCR se realizé con un tiempo inicial de desnaturalizacion en el primer
ciclo de 4 min a 94° C y un tiempo adicional de elongacién de 10 min al finalizar
los 30 ciclos. El producto obtenido en la reaccion de PCR fue purificada por
columna utilizando el kit de purificacion para PCR (Qiagen). ElI amplificado
obtenido (-5 pg) fue digerido con las enzimas EcoRI (Promega) y Scal
(Fermentas). En paralelo, 5 pug del vector pd2EGFPN-3-Evil(2) fueron digeridos

con las enzimas EcoRI y Smal Fermentas).

Luego de las reacciones enzimaticas se realiz6 purificacion por columna. Los ADN
purificados se visualizaron en gel de agarosa. La ligacibn de los segmentos
(relacidn 1:3, vector: inserto) se realizé con la enzima T4 DNA Ligase; se adicion6
200 ng de vector, 57,4 ng de inserto, solucion tampon 1X y 2,5 U de la enzima en
un volumen final de 12 pl, la reaccion se incubo por 4h a 22°Cy 16 h a 4°C. De la
misma manera que en la clonaciéon descrita anteriormente, se llevd a cabo los

procedimientos de transformacion y extraccion de ADN plasmidico. Los
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recombinantes fueron analizados mediante las enzimas de restriccion, EcoRl,

Smal, Notl y Bglll (Fermentas) para verificar una correcta insercion del fragmento.

4.2 SELECCION DE SECUENCIAS siARN, DISENO Y CONSTRUCCION DE
VECTORES PARA LA EXPRESION DE ARNi

Para el disefio de las secuencias siARN (ARN interferente pequefo), se tomo

como blanco la secuencia que codifica para el gen Evil de ratén. EI ADN

codificante para la proteina factor de transcripcion Evil, variante delta 105

expresada en la linea celular murina DA-3 (NUmero de acceso Gen Bank*:

AJ001482).

Se eligieron blancos especificos en el marco de lectura abierto de Evil utilizando
el programa siDirect’**. Las secuencias fueron elegidas en base a las reglas

140y Reynolds y cols™*.

propuestas por Ui — Tei y cols.
Adicionalmente, con el fin de evaluar secuencias que pudiesen ser eficientes en la
inhibiciébn de la expresion del oncogén EVI1 en humanos, se buscé que las
secuencias resultantes representaran un 100% de complementariedad con la
secuencias codificante del gen EVI1 de humano (nimero de acceso Gen Bank
X54989).

Por ultimo, para las secuencias ARNi encontradas por siDirect se realiz6 una
busqueda en la base de datos BLAST para descartar la presencia de
secuencias similares en otras regiones codificantes del genoma del raton y
humano que pudieran ser blancos no deseados. (De las secuencias que cumplian

los pardmetros mencionados anteriormente se seleccionaron cinco de ellas).

Para la liberacion y expresion de ARNi se utilizé el vector comercial
pRetro.Super.puro stuffer (Oligoengine, Washington, USA), vector para clonacion

y expresion de shARNs en lineas celulares de mamifero. El sistema comercial
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pSuper.retro.puro stuffer (pRSP) (Figura 1), sistema para expresion de ARNi en
células de mamifero, dirige la sintesis intracelular de secuencias SiARN como
transcriptos que contienen dos nucleotidos colgantes en el extremo 3. La
expresion de las secuencias SiARN es regulada por el promotor tipo Ill, H1, que
regula normalmente pequefios transcriptos de ARN que carecen de cola de
poliadenilacién, a cambio como sefial de finalizacion de la transcripcion presenta
en el extremo una fila de cinco timidinas (T5). De esta manera el vector permite la
expresion estable de siARN y una supresion persistente de la expresion génica del

gen blanco puede lograrse.

5°LTR seq stuffer H1 PKG Z2Puromicina m

5°LTR — Secuencia de LTR 5’

Seq stuffer —_— Secuencia de “relleno” en el sitio de clonacion multiple
H1 —_— Promotor H1

PGK — Promotor de la proteina glicolitica

Puromicina ADNCc para la proteina puromicina

3'LTR Secuencia del LTR 3’

Amp — Secuencia que codifica para la proteina ampicilina

Figura 1. Caracteristicas generales del sistema pSuper.retro.puro stuffer (pRSP).
La secuencia stuffer es un fragmento de ADN de 950 pares de bases proveniente
del vector pBR322 introducida en medio del sitio multiple de clonacién (MCS) para

facilitar la linearizacion del vector.

Las secuencias de siARN seleccionadas previamente se utilizaron para diseiar
secuencias conteniendo shRNA (del inglés, short harpin RNA) siguiendo las

instrucciones descritas por Oligoengine. Los oligonucledtidos obtenidos fueron
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sintetizados por The Midland Certified Reagent Company (Texas, USA). Cada uno
de los oligonucledtidos sintetizados se clon6 en el vector pRSP siguiendo las

indicaciones sugeridas por Oligoengine.

Las clonaciones fueron verificadas mediante analisis de restriccion. Se obtuvieron
un total de cinco vectores: pRSP/Evilshl, pRSP/Evilsh4, pRSP/Evilsh5,
pRSP/Evilsh7 y pRSP/Evilsh8.

4.3 CULTIVO CELULAR

Células HEK 293T (del ingles, human embryonic kidney; transformada con el gen
E1A del adenovirus y el antigeno T del virus simiano 40) y HelLa (linea celular
humana de epitelio tumoral de cerviz) fueron cultivadas y mantenidas en medio de
cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma, St. Louis, USA)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (Sigma; St. Louis, USA) y 2
mM de L-glutamina.

Las lineas celulares mieloide de raton DA-3 dependiente de factor de crecimiento
para su proliferaciéon (DA-3 dep) (generosamente donada por Prof. lhle, St. Jude
Hospital, USA) y su derivada DA-3 independientes de GM-CSF (DA-3 ind) fueron
expandidas en medio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, USA) suplementado con 10%
de SBF y 2 mM de L-glutamina. Las células DA-3 dependientes de factores de
crecimiento fueron mantenidas con GM-CSF a una concentracion de 0,25 ug/ml.

(ImmunoTools, Cloppenburg, Alemania)

Todas las lineas celulares fueron cultivadas y mantenidas en una atmosfera de 5%
de CO, a 37°C.

4.4 TRANSFECCIONES
La evaluacion del vector reportero se realizé6 mediante transfeccion transitoria de

células HelLa con el vector pEGFP-N3-Evil, usando FuGene 6 (Roche; Basilea,
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Suiza), reactivo multicomponente no-liposomal, siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

Para determinar la eficiencia de la actividad inhibitoria de las secuencias ARNi
disefiadas, aproximadamente, 280.000 células 293T fueron sembradas por pozo,
en platos de 6 pozos. 24 horas después, las células a una densidad entre el 70 y
80%, fueron co-transfectadas el vector reportero pEGFP-N3-Evil y los plasmidos
que expresan las secuencias de ARNi (pRSP/Evilshl, pRSP/Evilsh4,
pRSP/Evilsh5, pRSP/Evilsh7, pRSP/Evilsh8 y pRSP) usando FuGene HD
(Roche). Para el control positivo de fluorescencia pd2EGFP-N3 se utilizo un radio
FuGene: ADN de 6:2, para el control vector reportero pEGFP-N3-Evil de 8:2,5y
para las co-transfecciones, el radio utilizado fue de 8:3,5; el complejo ADN
contenia 60% del plasmido codificante del shRNA y 40% del vector reportero.
Luego de 48h de transfeccion, la expresion de GFP fue evaluada por citometria de

flujo e inmunodeteccion.

Lineas celulares DA-3 dep y DA-3 ind expresando establemente los vectores
portadores de las secuencias de ADN que codifican para los shRNA Evilsh5 y
Evilsh7 fueron generadas mediante electroporacién con los vectores pRSP
(control), pRSP/Evilsh5 y pRSP/Evilsh7. Las dos lineas celulares (4 x 10° células
por mililitro) fueron electroporadas en medio RPMI suplementado con 1,25% de
dimetil sulféxido (DMSO) y 10 ug de ADN, a temperatura ambiente en cubetas de
0,4 cm en un volumen de 400 pl. Las células fueron pulsadas dos veces a 190 V
por 10 ms con un intervalo de 10 s entre un pulso y el otro utilizando el Gene
Pulser Xcell (Biorad; California, USA). Posteriormente se cultivaron con medio de
post-electroporacion (RPMI con glutamina 2mM y SBF al 20%) precalentado a 37°
C. El proceso de seleccion de clonas resistentes a puromicina, se inicié luego de
48 horas de la transfeccion, con puromicina a una concentraciéon de 2 mg/ul

(Invitrogen; California, USA).
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4.5 MICROSCOPIA

Células HelLa transfectadas con el vector pEGFP-N3-Evil(F), luego de 48h de
transfectadas fueron visualizadas en microscopia de fluorescencia en un
microscopio Leica DMRXA (Leica Microsystems; Wetzlar, Alemania) equipada con
una cadmara CCD (Modelo S/N 370 KL 0565, Cooke Corporation)(Kelheim,
Alemania). Las imagenes fueron adquiridas usando el programa Slidebook 2.1

(Intelligent Imaging Innovations Inc; Colorado,USA).

4.6 CITOMETRIA DE FLUJO

Las células 293T co-transfectadas con el vector reportero pEGFP-N3-EvVil(F) y los
plasmidos que expresan las secuencias de ARNi fueron analizadas por citometria
de flujo para cuantificar el porcentaje de células GFP positivas, utilizando el
citometro CyFlow (Partec; Munster, Alemania) con los filtros para evidenciar
presencia de GFP (excitacion: 488 nm; emision: 507 nm). Células no transfectadas
fueron utilizadas como control negativo. La adquisicion de datos se realizo

mediante el programa FloMax (Partec; Mlnster, Alemania).

4.7 DETECCION DE PROTEINAS

Las celulas 293T, co-transfectadas e incubadas durante 48h fueron lavadas con
PBS 1X, tripsinizadas, resuspendidas en PBS 1X, recogidas por centrifugacion
durante 10 minutos a 1500 rpm y lavadas dos veces con PBS 1X frio.

Seguidamente, las células fueron lisadas resuspendiéndolas en solucion de lisis
(120 mM NacCl, 0,5% de Igepal (Sigma, St. Louis, USA), 0,1% SDS (Sigma), 50
mM de Tris-HCI e inhibidor de proteasa diluido 20:1 (Sigma) durante 15 min en
hielo, los detritos celulares fueron removidos del extracto proteico por
centrifugacion de las muestras durante 10 min a 13000 rpm a 4°C. La
concentracion de proteinas fue determinada por espectrofotometria usando el
reactivo Bradford (Biorad; California, USA) mediante curva para concentraciones

estandar de BSA segln protocolo descrito por Bradford'*®. Aproximadamente 35
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Mg de proteina por muestra fueron separadas por sobre geles al 7% de
poliacrilamida, segin el método descrito por Laemmli'*’. La calidad de la
electroforesis fue verificada por tincion de los geles con el reactivo Azul de

Coomassie (Biorad; California, USA).

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, de poro de
0,2 uM, (Amersham Hybond; Minster, Alemania), en tampodn de transferencia (25
mM de tris-base, 192 mM de glicina, 12% de metanol y 0,07% de dodecilsulfato
sédico (SDS) por 16 h a 40 V. La membrana fue incubada en solucion de bloqueo
(5% de leche descremada, 1% de Tween 20 en solucién TBS (NaCl 0,9% y Tris-
HCI 20 mM pH 7,4) bajo agitacion durante 5 horas a temperatura ambiente.
Seguidamente la membrana fue lavada repetidamente con TBS e incubada bajo
agitacion toda la noche a 4°C con un anticuerpo contra GFP (Anti-GFP policlonal
de conejo. Invitrogen; California, USA) diluido 1:3300 en solucion de dilucién
(Tween 20 al 0,2%, leche descremada al 0,5% en TBS).

La membrana fue lavada repetidamente durante 30 min con TBS e incubada
durante 3 h a temperatura ambiente con anticuerpo secundario policlonal
conjugado (HRP; del inglés, Horsedish peroxidase) (Dako Cytomation; Glostrup,
Dinamarca) diluido 1:5000 en solucién de dilucién. La deteccion de las proteinas
se hizo por incubacion de la membrana durante 5 min a temperatura ambiente
con 2 ml de solucién del sustrato quimio-luminiscente SuperSignal (Pierce; Illinois,

USA) y revelada en un filme de rayos X.

La proteina pB-actina fue usada como control interno, utilizando el mismo
procedimiento descrito. La membrana se incub6 toda la noche con el anticuerpo
monoclonal de ratén Anti-B-Actina en dilucion 1: 3300 (Sigma, St. Louis, USA). El
anticuerpo secundario se utiliz6 a una dilucién de 1:1000 en solucién de dilucién
(Anticuerpo policlonal conjugado de raton HRP. Dako Cytomation; Glostrup,

Dinamarca).
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4.8 PCR EN TIEMPO REAL

Cuantificacion de la expresion del oncogén Evil se realizé en las lineas DA-3 dep
y DA-3 ind estable para la expresion de los plasmidos pRSP/Evilsh5,
pRSP/Evilsh7 mediante PCR en tiempo real.

Para cada linea celular se realiz6 una siembra de aproximadamente 1,5x10°
células en botellas de 25 cm?, las células fueron incubadas por 24h. Cada uno de
los cultivo fue contado, ARN total fue extraido de aproximadamente 7x10° células
usando el reactivo TriZol (Invitrogen; California, USA) realizAndose el

procedimiento descrito por Invitrogen.

La calidad y concentracion del ARN fue cuantificada por espectrofotometria
(Nanodrop 2000. Thermo; Pierce; lllinois, USA) a 260 nm y absorbancia relativas
230 nm y 280 nm. Adicionalmente, la integridad del ARN extraido fue verificada
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. EI ARN fue tratado con la
ADNasa RQ1 (Promega; Wisconsin, USA). Seguidamente, el ARN fue convertido
a ADNc usando el kit para sintesis de ADNc de Fermentas (Maryland, USA) de

acuerdo al protocolo sugerido por ellos.

Finalmente la PCR cuantitativa se realizo adicionando 2 pl de ADNc e iniciadores
hacia adelante y reverso para Evil, 5° GTGTGAAAACTGTGCCAAGG 3" y 5
GATGTGCTTGTGCTGTTTGAG 3" respectivamente, a una concentracion 200 nM
para cada uno a 18 pul de la mezcla qPCR Supermix Universal SYBR Green
(Invitrogen; California, USA). Para el gen normalizador, GAPDH (del inglés,
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), las concentraciones utilizadas
fueron iguales a las descritas. Los iniciadores para GAPDH fueron 5
CATGAGAAGTATGACAACAGCCT 3"y 5 AGTCCTTCCACGATACCAAAGT,

hacia adelante y reverso respectivamente.
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El protocolo utilizado para la PCR de Evil y de GAPDH fue: de 2 min a 50°C, 10
min a 95°C, 30 s a 57,2°C, 1 min a 72°C, lectura del plato por 40 ciclos y curva de
fusion de 40°C a 100°C. Los experimentos fueron corridos por triplicado en un
DNA Engine Opticon® System (Biorad; California, USA). Para chequear los
amplificados producidos las muestras fueron corridas por electroforesis en gel de
agarosa al 2% y curvas de disociacién fueron llevadas a cabo para todos las
PCRs.

Los datos de fluorescencia obtenidos desde la PCR fueron analizados en el
programa LinRegPCR 128, Este programa importa los datos sin linea base
sustraida, luego preforma la linea base corregida para cada muestra por separado
identificando en cada curva una ventana de linealidad y usando analisis de
regresion lineal para determinar la eficiencia de la PCR por muestra de la
pendiente de la regresion lineal. Con valores de eficiencia (E), el ciclo umbral (Ct)

se procedi6 a realizar el analisis de cuantificacion relativa.

El andlisis para cuantificar relativamente la expresién génica para Evil se realizd
por el método GED (del inglés, Gene Expression’s C+ Difference) descrito por
Shefe y cols**. El nivel de expresion relativa para el gen de interés (rER), definido
como el nivel de expresion del gen de interés, en este caso Evil, en la muestra de
interés vs una muestra de referencia fue calculado mediante la Formula 1. Como
valores de referencia se utilizé la media de la E y del Ct obtenidos de las muestras
de las lineas DA-3 dep y DA-3 ind.

Rnorm (SOI) (1 +E (GOI)) -AC+(GOI)
reER = =
Rnorm (ref) (1+E (HKG)) -ACH(HKG)

ACr(gen) = Cr (gen; SOI) — Cy (gen; ref)

F6érmula 1. Ecuacion GED
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4.9 CURVA DE PROLIFERACION CELULAR

Se determinaron curvas de proliferacion para las lineas DA-3 dep y DA-3 ind
estables para la expresion de los plasmidos pRSP/Evilsh5, pRSP/Evilsh7 y
pRSP mediante pruebas de actividad metabdlica utilizando el sustrato WST1

(Roche; Basilea, Suiza).

Para establecer el patron de crecimiento se usaron dos procedimientos diferentes.
En el primero, se sembraron las células en seis concentraciones seriadas (de 781
a 25.000 células/pozo) en platos de cultivo de 96 pozos, se incubaron por 48 h, se
adicion el reactivo de proliferacion y se realizo lectura de las absorbancias a 450
nm el lector de placas Model 550 (Biorad). En el segundo procedimiento, las
células fueron sembradas a una densidad de 4.000 células/pozo, y el reactivo se
adiciond y leyé a las 24h, 48h, 72h y 96 h. Las lecturas de absorbancias se
realizan de manera similar a la realizada en el primer experimento, es decir, luego

de 4 horas de incubacién, a 37° C en ausencia de luz, con el reactivo WST1.

Para cada curva de proliferacién se realizaron tres ensayos, con diluciones en
triplicado. Para el andlisis de los datos se determiné desviacibn estandar,
promedio y absorbancia, los resultados fueron graficados por dispersién de los

datos.

4.10 TRATAMIENTO CON CLOROFARABINA

Lineas celulares DA-3 dep y DA-3 ind estables para la expresion de los plasmidos
pRSP/Evilsh5, pRSP/Evilsh7 y pRSP sembradas en platos de 96 pozos a una
densidad de 30,000 células/pozo en 100 ul fueron tratadas por 48 h con
concentraciones seriadas de clorofarabina (Genzyme; Massachusetts, USA) (5
UM, 2,5 uM, 1,25 pM y 0,625 pM). Luego de las 48 h se procedio a determinar la
actividad metabdlica utilizando el reactivo WST1, el reactivo se incubd con las

células por 4 h y se realiz6 medicion de las absorbancias. Con los datos obtenidos
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se determind la concentracion de clorofarabina necesaria para matar el 50% de la
poblacion celular (DL50). La dosis letal determinada se utilizé para el siguiente

ensayo.

Para determinar proliferacion en respuesta a la DL50 de clorofarabina dos
reactivos de proliferacion fueron analizados, WST1 y Wright, en experimentos por
separado. Para cada experimento, las mismas lineas celulares mencionadas en el
primer parrafo fueron sembradas en platos de 96 pozos a una concentracién de
30.000 células/pozo y se realizé incubacién de las células por 48 h con
clorofarabina a una concentracion de 2 puM, la dosis letal 50. Pasadas las 48h se
adiciond el reactivo de proliferacion. Para WST-1, las absorbancias fueron leidas
luego de 4 h de incubacién. Para Wright, la viabilidad celular fue determinada
mediante lectura por triplicado en un microscopio 6ptico de un total de 100 células,
en las cuales se observo la capacidad de la membrana celular de ser permeable o

no al reactivo Wright.
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5. RESULTADOS

5.1 EL VECTOR pd2EGFP-N3-Evil EXPRESA NIVELES SUFICIENTES DE
LA PROTEINA FUSION EVI1-d2EGFP COMO PARA SER UTILIZADO COMO
VECTOR REPORTERO

La funcionalidad del vector reportero pd2EGFP-N3-Evil (Figura 2), fue analizada
en células Hela transfectadas transitoriamente. Las células transfectadas con el
plasmido pd2EGFP-N3-Evil exhiben una sefal fluorescente de localizacion
estrictamente restringida al ndcleo (Figura 3, paneles 1 y 2), mientras que las
células transfectadas con el plasmido pd2EGFPN3 muestran una sefal
fluorescente localizada tanto en el citoplasma como en el nucleo de las células
(Figura 3 paneles 3). En este ensayo la intensidad de la florescencia de la
proteina Evil-d2EGFP mostré una proporcion relativamente baja con respecto a la
fluorescencia de la d2EGFP. Sin embargo, el nivel de expresion del vector
pd2EGFP-N3-Evil es suficiente como para ser utilizado como un vector reportero
en ensayos de citometria de flujo (Figura 4) e inmunoelectrotransferencia (Figura
5).

Figura 2. Caracteristicas generales
del constructo pd2EGFP-N3-Evil.
pCMV: promotor de citomegalovirus;
Evil-d2EGFP: ADNc para la proteina
fusion Evil-d2GFP; SV 40 poly A:
sefial de poliadenilacion; f1 ori: origen

HSV TK
poly A Evil-d2EGFP

Pd2EGFP-N3-Evil de replicacion; Kan/Neo: gen de

resistencia a neomicina y kanamicina;
HSV TK poly A: sefal de

poliadenilacion de la timidina quinasa

kan/Neo .
Sv40 ori 1

P
Sv40,

del virus del herpes simple; pUC ori:

origen de replicaciéon del pUC109.
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Figura 3. Expresion y localizacion de la proteina reportera Evil-d2EGFP. En los
paneles 1 y 2 se observa claramente la localizacion nuclear de la proteina Evil-
d2EGFP. En el panel 3 (control) se observa la localizacion nuclear y citoplasmatica

de la d2EGFP en células HelLa transfectadas con el vector pd2EGFP-N3.
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5.2 LOS TRANSCRIPTOS DEL GEN Evi-1 MURINO PRESENTAN UN BUEN
NUMERO DE SECUENCIAS CON CARACTERISTICAS DE BLANCOS
APROPIADOS PARA SU SILENCIAMIENTO MEDIANTE ARNI.

Al ser introducida la secuencia del ADNc de Evil en el programa de computacion

siDirect'*

para la identificacién de blancos apropiados para silenciamiento de la
expresion del gen con moléculas siARN, se obtuvieron un total de 22 secuencias

de ARNI contra la secuencia que codifica para el gen Evil de raton.

Estas secuencias se presentan en la Tabla 3 como un cuadro comparativo en la
que se relacionan diversas caracteristicas, entre ellas su complementariedad con
el gen EVI1 humano y otras que son requerimientos para su selecciébn como
blancos apropiados de ARNI. Las secuencias para la generacion de los diferentes
SiARN se seleccionaron entre aquellas que presentaban las siguientes
caracteristicas: (i) no redundancia en el genoma del ratén y el humano, (ii) mayor
namero de nucledtidos diferentes respecto a secuencias similares en otra region
del genoma vy (iii) preferiblemente con complementariedad del 100% para el gen

EVI1 en humano.

De las ocho secuencias que cumplian las caracteristicas deseadas, se escogio al

azar cinco de ellas (Tabla 3, secuencias numeros 1, 4, 5, 7 y 8)

Las secuencias elegidas fueron utilizadas para disefiar constructos codificadores
de shRNA portadores de los respectivos siARN para la liberacién intracelular de
los mismos (Tabla 4). Los segmentos de ADN codificadores de los shRNAs fueron
sintetizados comercialmente y subclonados en el vector comercial
pRetro.Super.puro  stuffer para generar los vectores pRSP/Evilshl,
pRSP/Evilsh4, pRSP/Evilsh5, pRSP/Evilsh7 y pRSP/Evilsh8 (estos vectores
fueron denominados con la misma designacion numeral de las secuencias

seleccionadas
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Diferencia de :
secuencia ) )
No R Oti ARN ARN
Ubicacion o Redundan nucledtidos presente en ' :
respecto a
enla ) . @
secuencia Secuencia @ secuencias &
P q@?—\ similares en @7\
e a otras partes 7\51.“/()
del genoma.
169 - 191 TGGAGGAGGACTTGCAACAAAAC No Si >3 X X X

963 - 985 TACCACAGGCCTCCTTTGATACC Si Si >2 X \ X
976 — 998 CTGTTAAAGGATTATCAAGTACC Si No >2 X \ X
989 - 1011 ATCAAGTACCGAACAGTCAAACA No Si >2 X X X
992 - 1014 AAGTACCGAACAGTCAAACAAAT Si Si >2 X \ X
1026 - 1048 CTCTTGACACATCCTCAGATACT No Si >1 X X X
1052 - 1074 AGCTACACAGGATATTTTGAAGG Si No >2 X \ X
1439 - 1461 TGCGTCTATTGCTGAAAAATACT No Si > 1 X X X
1543 - 1565 TTCCAGCATTCTCTCAATCAATG Si No >2 X \ X
1563 - 1585 ATGTACCCATTTCCTGATAGAGA No Si >1 \ X \
7
1994 - 2016 TTCTCCAGGATTCTTGTTTCACC Si No >2 X X
2370 - 2392 AAGCCATTTAAGTGTCATTTATG Si Si >2 X \ X
8
2615 - 2637 TGGCAGTCACTTCAAGGATAAAA Si Si >2 X \ X

Tabla 3. Caracteristicas de las secuencias de siARN contra Evil obtenidas con el programa siDirect. Las
secuencias resaltadas en azul reunen caracteristicas ideales y son especificas contra Evil de raton, en verde se

resaltan las secuencias con caracteristicas ideales y que comparten identidad en genes murino y humano.
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Evil shl | gatccccCCCCGAGTGTGGTAAAACAttcaagagaTGTTTTACCACACTCGGGGtttttggaaa

Evil sh4 gatccccCGTCTTCCTTAAATAAACAttcaagagaTGTTTATTTAAGGAAGACGtttttggaaa

Evil sh5 gatccccGAACCCCAGCTATGGATAAttcaagagaTTATCCATAGCTGGGGTTCtttttggaaa

Evil sh7 gatccccGGACCCCATTTATAGAGTAttcaagagaTACTCTATAAATGGGGTCCtttttggaaa

Evil sh8 gatccccCAATCCTGGATGACAAAGALtcaagagaTCTTTGTCATCCAGGATTGtttttggaaa

Tabla 4. Oligos disefiados a partir de las secuencias de ARNi contra Evil

seleccionadas

5.3 DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA
DE DIVERSAS SECUENCIAS DE siARN CONTRA Evil SOBRE LA
EXPRESION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA PROTEINA DE FUSION EVI1-
d2EGFP

La eficiencia de la actividad inhibitoria de las secuencias de siARN contra Evil fue
evaluada en células 293T cotransfectadas con el plasmido pd2EGFP-N3-Evil y
cada uno de los vectores que expresan los diferentes siARN contra Evil
(PRSP/Evilshl, pRSP/Evilsh4, pRSP/Evilsh5, pRSP/Evilsh7 y pRSP/Evilsh8).

El andlisis de los niveles de expresion del vector pd2EGFP-N3-Evil mediante la
determinacién de la proteina Evil-d2EGFP, después de 48h de la cotransfeccion,
por citometria de flujo mostr6 que todos los vectores portadores de secuencias
codificadoras de shRNA para la liberacion de siARN contra Evil presentan algan
nivel de actividad inhibitoria sobre la expresion del gen que codifica para proteina
Evil-d2EGFP. Dos de los 5 vectores evaluados (pRSP/Evilsh5 y pRSP/Evilsh8)

presentaron porcentajes de inhibicion, cercanos al 90% (Figura 4).

El andlisis por inmunoelectrotransferencia mostro clara concordancia con los
resultados obtenidas en el andlisis por citometria de flujo. Los niveles de la
proteina Evil-d2EGFP presentes en extractos de proteinas totales de las células

cotransfectadas mostraron que todos los siARN tienen algun nivel de actividad
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inhibitoria de la expresion del gen reportero y que los ARNi liberados a partir de los
vectores pRSP/Evilsh5 y pRSP/Evilsh8 bloquean casi completamente la

expresion de la proteina fusion (Figura 5).

ww\\

Il

Evil-GFP PPTsh  Evilshl Evilsh4 Evilsh5 Evilsh7 Evilsh8

0% -

Figura 4. Niveles de expresion de la proteina de fusion Evil-d2EGFP en células
293T cotransfectadas con el plasmido reportero pd2EGFP-N3-Evil y cada uno de
los vectores que expresan diferentes siARN contra Evil. Evil-GFP: células
transfectadas con el plasmido reportero Unicamente; PPTsh: células
cotransfectadas con pd2EGFP-N3-Evil y un vector portador de un shRNA no
relacionado; Evilshl, Evilsh4, Evilsh5, Evilsh7 y Evilsh8: células
cotransfectadas con el vector pd2EGFP-N3-Evil y los vectores que expresan
diferentes siARN contra Evil. Los porcentajes de fluorescencia se obtuvieron
mediante analisis por citometria de flujo, la grafica representa uno de 2

experimentos con comportamiento similar
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=170 kDa

=42 kDa B-actina

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Figura 5. Niveles de la proteina Evil-d2EGFP en extractos de proteinas totales

obtenidos de células 293T cotransfectadas con el plasmido reportero pd2EGFP-
N3-Evil y cada uno de los vectores que expresan diferentes siARN contra Evil.
La fotografia muestra los resultados de la determinacion de la proteina de fusién
Evil-d2EGFP mediante un ensayo de inmunoelectrotransferencia utilizando un
anticuerpo especifico contra GFP (panel superior) o un anticuerpo contra p-actina
(panel inferior) como control de la concentracion de proteinas totales. 1: células no
transfectadas, 2: células transfectadas con el vector pd2EGFPN3, 3: células
transfectadas con el plasmido pd2EGFP-N3-Evil, 4: células cotransfectadas con
los vectores pd2EGFP-N3-Evil y el vector no relacionado, el pRSP/PPTsh, 5 - 9:
células cotransfectadas con los plasmidos pd2EGFP-N3-Evil y los vectores
portadores de las secuencias codificadoras de los shRNA: pRSP/Evilshi,
Evilsh4, Evilsh5, Evilsh7 y Evilsh8. La grafica muestra el resultado de uno de

dos ensayos similares.

De acuerdo a los resultados anteriores la secuencia de ARNi descrita como Evilsh5

mostré la mayor capacidad inhibitoria de la expresion de la proteina de fusion Evil-
d2EGFP con una eficiencia de mas del 90% mientras que la menor actividad
inhibitoria se observé en la secuencia Evilsh7. Por lo tanto, para los ensayos
posteriores de evaluacion del efecto inhibitorio de la expresién de Evil sobre los
patrones de proliferacion y supervivencia de las células DA-3 dep y DA-3 ind se
utilizaron los vectores portadores de estas secuencias, pues que estos podrian

permitir observar el efecto dosis respuesta del ARNi sobre Evil.
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54 EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO DE LA INHIBICION DE LA
EXPRESION DE Evil EN LINEAS CELULARES DERIVADAS DE CELULAS DA-
3

Lineas DA-3 dep y DA-3 ind se modificaron genéticamente para que expresen
establemente las secuencias de shRNA portadas en los plasmidos pRSP,
pRSP/Evilsh5 y pRSP/Evilsh7 mediante transfeccion y seleccion con el marcador
de resistencia a puromicina. De esta manera se generaron diversas lineas
celulares en las cuales se evaluaron los niveles de expresion de Evil mediante

una técnica semicuantitativa de PCR en tiempo real.

En la Tabla 5 se nombran las diferentes lineas generadas y en la misma se
indican las concentraciones y la pureza del ARN obtenido de los cultivos de estas

células y en la Figura 6 se observa la integridad del mismo.

[ ]ng/ul| 260/280

DA-3 dependiente 393 2,08

DA-3 dep / pSuper.retro.puro 218 2,08

DA-3 dep / pSuper.retro.puro/Evilsh5 254 2,08

DA-3 dep / pSuper.retro.puro/Evilsh7 192 2,05

DA-3 independiente 216 2,1

DA-3 ind / pSuper.retro.puro 64 2,02

DA-3 ind / pSuper.retro.puro/Evilsh5 363 2,09
DA-3 ind / pSuper.retro.puro/Evilsh7 92 2

Tabla 5. Lineas celulares generadas de las células DA-3 dep y DA-3 ind mediante
modificacion con diferentes plasmidos que portan secuencias codificadoras de
ShRNA contra Evil.
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1kb 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 6. Aislamiento de ARN total a partir ce cultivos de lineas celulares
generadas de las células DA-3 dep y DA-3 ind mediante modificacion con
diferentes plasmidos que portan secuencias codificadoras de shRNA contra Evil.
La fotografia muestra la integridad de las bandas de ARNr 28s y 18s visualizadas
por electroforesis de agarosa. 1 Kb: Marcador de peso molecular; Lineas 1 — 4:
células DA-3 independientes de GM-CSF, (1) transfectadas establemente con el
vector pSuper.retro.puro, (2) sin transfectar, (3 y 4 ) transfectadas establemente
con los vectores pSuper.retro.puro/Evilsh5 y pSuper.retro.puro/Evilsh7,
respectivamente; lineas 5 — 8: células DA-3 dependientes de GM-CSF, (5) sin
transfectar, (6, 7 y 8) transfectadas establemente con los vectores
pSuper.retro.puro,  pSuper.retro.puro/EvilshS 'y  pSuper.retro.puro/Evilsh7,

respectivamente.
A partir de los datos de fluorescencia obtenidos para cada ciclo por PCR se

determiné mediante el programa LinRegPCR 128 |a lineal basal y los valores de

eficiencia (E) y ciclo umbral (Cy)para muestra (Figura 7).
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B
C m
Ciclos
Evil 1 2 3 X E SE 1 2 3 X Ct S C
DA-3 dep 0,690 | 0,815 | 0,797 | 0,767 | 0,06769 | 25,668 |25,192|25,011 | 25,290 | 0,33950
pRSP 0,798 | 0,703 | 0,724 | 0,742 | 0,04974 | 26,267 | 26,393 |27,109 | 26,589 | 0,45400

pRSP/Evilsh5 | 0,816 | 0,870 | 0,796 | 0,827 | 0,03840 |24,955 |25,581|25,171|25,236| 0,31787

pRSP/Evilsh7 | 0,811 | 0,915 | 0,888 | 0,871 | 0,05430 |24,948 |24,997 | 25,036 | 24,994 | 0,04384

GAPDH

DA-3 dep 0,828 | 0,842 | ND | 0,835 | 0,00991 [20,020|19,981| ND |20,001| 0,02802

pRSP 0,806 | 0,859 | 0,851 | 0,838 | 0,02847 |20,950 | 20,569 | 21,308 |20,942 | 0,36941

pRSP/Evilsh5 | 0,856 | 0,774 | 0,713 | 0,781 | 0,07191 |18,327|18,132|18,668|18,376| 0,27128

pRSP/Evilsh7 | 0,831 | 0,782 | 0,789 | 0,801 | 0,02675 | 18,498 | 18,495 |18,833|18,608 | 0,19442

Evil 1 2 3 X E SE 1 2 3 X Ct SC,
DA-3ind 0,859 | 0,815 | 0,853 | 0,842 | 0,02378 | 25,604 | 25,978 | 25,932 | 25,838 | 0,20388
pRSP 0,776 | 0,888 | 0,774 | 0,813 | 0,06556 | 27,212 27,036 | 27,398 | 27,215 | 0,18143

pRSP/Evilsh5 | 0,795 | 0,808 | 0,856 | 0,820 | 0,03217 |23,976 | 24,337 | 24,321 |24,211| 0,20370

pRSP/Evilsh7 | 0,781 | 0,784 | 0,781 | 0,782 | 0,00150 |26,038|26,046 | 26,374 |26,153| 0,19190

GAPDH

DA-3 ind 0,611 | 0,740 | 0,836 | 0,729 | 0,11324 |21,033 21,492 |21,390|21,305| 0,24144

pRSP 0,740 | 0,784 | 0,796 | 0,773 | 0,02949 |22,784 (22,878 | 23,268 | 22,977 | 0,25668

pRSP/Evilsh5 | 0,628 | ND ND | 0,628 ND 17,654| ND ND |17,654 ND

pRSP/Evilsh7 | 0,874 | 0,780 | 0,741 | 0,798 | 0,06836 |20,307 |20,203|20,433|20,314| 0,11512

Figura 7. Analisis de datos de PCR en tiempo real. Linea basal (en verde) corregida para las
amplificaciones de los genes Evil (A) y GAPDH (B). C) Determinaciones de eficiencia (E) y ciclo

umbral (Ct) para las diferentes replicas con las respectivas medias (x) y desviaciones estandares

(S) para cada muestra.
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Los valores de E y C; fueron utilizados para calcular, los niveles de expresion de
Evil en relacion a GAPDH de las diferentes lineas celulares modificadas
genéticamente relativa a la expresion de Evil en relacion a GAPDH en las lineas

DA-3 no modificadas (Figura 8).

En los niveles de expresion relativa de Evil, por PCR en tiempo real, en las lineas
celulares derivadas de las células DA-3 dep se observa una inhibicion del 60% de
la expresion de este oncogén en las células que expresan el shRNA Evilshb, y

del 48%, para las lineas que expresan el shRNA Evilsh7.

W dep T Hind
PRSP PRSP
M Evilsh5 ® Evilsh5
W Evilsh7 ' ® Evilsh7
y

Figura 8. Niveles de expresion relativa del oncogén Evil en relacion al gen

GAPDH en: A. lineas celulares DA-3 dep sin modificar (dep) y modificadas
establemente con los vectores pRSP (pRSP), pRSP/Evilsh5 (Evilsh5) vy
pRSP/Evilsh7 (Evilsh7) y B. lineas DA-3 ind sin modificar (dep) y modificadas
establemente con pRSP (pRSP), pRSP/Evilsh5 (Evilsh5) y pRSP/Evilsh7
(Evilsh7).

En las lineas celulares derivadas de las células DA-3 dep, las DA-3 ind, se
observo un comportamiento similar con una inhibicion de la expresion de Evil del

64% en las células que expresan el shRNA Evilsh5, y del 52%, en la linea que
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expresa el shRNA Evilsh7. Pese a que al igual que en los experimentos de
cotransfeccion transitoria, en células 293T, la secuencia de ARNi niumero 5 es
mas eficiente para la inhibicion de la expresién de Evil que la secuencia numero
7, en las lineas celulares derivadas de los dos tipos de células DA-3 se observa
una disminucién considerable de la actividad inhibitoria del shRNA 5. En el caso
del shRNA 7, la actividad inhibitoria aumento en las células DA-3 a comparacion

de los experimentos en células 293T.

Luego de realizada la cuantificacion relativa de la expresion de Evil en las
diferentes lineas celulares, para determinar el efecto que pudiera tener la
inhibicién de Evil, a los niveles observados, sobre los patrones de proliferacion y
supervivencia celular de las lineas DA-3 dep y DA-3 ind, se generaron curvas de
proliferacion de las células derivadas de las dos lineas que expresan
establemente los vectores pRSP, pRSP/Evilsh5 y pRSP/Evilsh7.

En estos experimentos, los patrones de crecimiento de las lineas parentales DA-3
dependientes e independientes de GM-CSF fueron muy similares a los de las
lineas que expresan establemente shRNA contra Evl (Figura 9 y Figura 10). Sin
embargo, la linea celular DA-3 dep que expresa establemente el shRNA de mayor
actividad inhibitoria contra Evil (pRSP/Evilsh5) presentd consistentemente un
nivel de crecimiento levemente menor en comparacion con las demas lineas
analizadas (Figura 9). Aunque el efecto inhibitorio de la proliferacion celular
asociado al shRNA Evish5 es muy discreto en comparacion con las demas lineas
celulares, estos resultados estan en concordancia con la eficiencia inhibitoria de la
expresion de Evil determinada tanto en el modelo del vector reportero como en

los experimentos de PCR en tiempo real.
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Figura 9. Patrones de proliferacién de lineas celulares DA-3 dep y DA-3 ind modificadas
establemente con los vectores pRSP (pRSP), pRSP/Evilsh5 (Evilsh5) y pRSP/Evilsh7 (Evilsh7).
a) Proliferacion después de 48h de cultivos celulares con diferente nimero de células. b)
Proliferacion de cultivos celulares de igual nimero de células determinada cada 24 horas. Las
graficas muestran las lineas de tendencia de la curva de proliferacion de cada linea celular
generada a partir del promedio de las DO registrada a 450nm (puntos) de los diferentes cultivos
después de ser tratados con WST1 por 4 h. Para cada linea de tendencia se presenta la R

correspondiente al nivel de ajuste de la linea con respecto a los valores de cada punto
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Figura 10. Patrones de proliferacion de lineas celulares DA-3 ind y DA-3 ind modificadas
establemente con los vectores pRSP (pRSP), pRSP/Evilsh5 (Evilsh5) y pRSP/Evilsh7 (Evilsh7).
a) Proliferacion después de 48h de cultivos celulares con diferente nimero de células. b)
Proliferacion de cultivos celulares de igual nimero de células determinada cada 24 horas. Las
graficas muestran las lineas de tendencia de la curva de proliferacion de cada linea celular
generada a partir del promedio de las DO registrada a 450nm (puntos) de los diferentes cultivos.

Para cada linea de tendencia se presenta la R correspondiente al nivel de ajuste de la linea con

respecto a los valores de cada punto.
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Los anteriores hallazgos sugieren que la inhibicién de la expresion de Evil en las
lineas celulares DA-3 dep y DA-3 ind, al menos en un porcentaje no superior al
60%, no afecta de manera importante la capacidad proliferativa de estas dos

lineas celulares.

5.5 EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO SINERGICO EJERCIDO POR LA
INHIBICION DE LA EXPRESION DE Evil Y EL TRATAMIENTO CON
CLOROFARABINA SOBRE LA PROLIFERACION Y VIABILIDAD DE LINEAS
CELULARES DERIVADAS DE CELULAS DA-3.

Para determinar si la inhibicibn de Evil podria potenciar el efecto de drogas
citotoxicas antileucémicas, en las lineas DA-3 dep e ind se realizaron cultivos de
las diferentes lineas celulares modificadas establemente con los vectores que
expresan shRNA contra Evil en presencia de clorofarabina en el medio de cultivo
a la concentracion inhibitoria 50 (2uM, determinada anteriormente, datos no
mostrados). Luego de 48 h de incubacién de los diferentes cultivos se analiz6

viabilidad celular mediante el método de WST1 y la coloracion Wright

En los cultivos de células DA-3 dependientes de GM-CSF se observo un efecto
sinérgico moderado entre la inhibicion de la expresion de Evil por los shRNA
Evilsh5 y Evilsh7 y el tratamiento con clorofarabina de aproximadamente 10% y
5%, respectivamente, por los diferentes métodos analizados (Figura 11). Un
efecto similar pero mucho mas marcado se observo en células DA-3 ind (Figura
12).
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Figura 11. Efecto sinérgico sobre la inhibicion de la proliferacion de las células DA-3 dep ejercido
por shRNA contra Evil y el tratamiento con clorofarabina. Las graficas representan el porcentaje de
supervivencia de las células de las diferentes lineas tratadas con respecto a células sin
tratamiento. A. Medicion de actividad metabdlica con WST1; B. Determinacion de la viabilidad

celular mediante tincion de Wright.

Porcentaje de Supervivencia

DA-3i pRSP Evil Evil
sh5 sh7

Porcentaje de Supervivencia

DA-3i pRSP Evil sh5 Evil sh7

Figura 12. Efecto sinérgico sobre la inhibicion de la proliferacion de las células DA-3 ind ejercido
por shRNA contra Evil y el tratamiento con clorofarabina. Las gréficas representan el porcentaje de
supervivencia de las células de las diferentes lineas tratadas con respecto a células sin
tratamiento. A. Medicion de actividad metabdlica con WST1; B. Determinacion de la viabilidad

celular mediante tincion de Wright.
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6. DISCUSIONES.

La expresion anormal de EVI1 se ha visto asociado a alteraciones en: el ciclo

53,63-65 56,60,66,68,73

celular®*°>%9%274 |13 proliferacion , la susceptibilidad a la apoptosis

y los procesos de diferenciaciéon celular®®’”79.80.8285.86

Estas alteraciones pueden
estar asociadas, en ocasiones, a mecanismos epigenéticos, los cuales pueden
también verse afectados por la expresién aberrante de EVI1%284999 | a5
observaciones relacionadas con la capacidad de EVI1 para alterar los diferentes
mecanismos de control de la proliferacion y supervivencia celular sumadas a la

asociacion de la expresion de EVI1 con resistencia al tratamiento en LMA-EVI1*%

7 sugieren un papel importante para este oncogén en los mecanismos de

leucogénesis.

De otro lado, nuestro modelo murino de LMA-Evil®, en donde a partir de una
linea celular con una Unica lesién preleucémica -la sobre-expresion de Evil-
estimulada en un ambiente de inflamacion crénica se obtiene una linea
descendiente tumoral independiente de factores de crecimiento, permite proponer
la hipbtesis de que si bien la sobre-expresién de Evil por si sola no es suficiente,

si es determinante para conferir un fenotipo de transformacién tumoral.

Por lo anterior, seria razonable esperar que la inhibiciébn de la expresiéon del
oncogén Evil, mediante ARNi, en la linea celular mieloide murina parental
preleucémica Evil® (DA-3 dep) y en su descendiente con fenotipo leucémico
completo (DA-3 ind), tuviese un efecto negativo en la capacidad proliferativa de
estas células y al mismo tiempo se asociara con un incremento en la

susceptibilidad a la apoptosis y al efecto citotoxico a drogas antileucémicas.

La metodologia de eleccién actual para estudios del efecto de la inhibicion de
oncogenes en modelos de tumores es el ARNi. Una de los métodos

convencionales para la evaluacion de la eficiencia de secuencias ARNi contra un
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blanco determinado es la utilizacion de genes reporteros que codifiquen para una
proteina de fusion en donde la proteina de interés se sintetice fusionada a otra

proteina facilmente detectable (revisado en **°).

La proteina fluorescente verde ha sido ampliamente utilizada como proteina
marcadora; esta es una proteina facil de detectar y altamente estable, lo cual
permite, cuando se sintetiza fusionada a una proteina de interés, una facil
localizacion y cuantificacion de esta dltima. Sin embargo, esta alta estabilidad,

1L también limita su

con una vida media de aproximadamente 24 h in vivo
aplicacion en estudios que requieren un reciclamiento rapido de la proteina
reportera. Liy cols. crearon una variante de GFP desestabilizada, la d2EGFP, la
cual tiene una vida media de fluorescencia de tan solo 2 h'*. Por lo anterior en
nuestro estudio decidimos utilizar esta variante para la construccion del vector
reportero d2EGFP-N3-Evil, con el fin de monitorear la eficiencia del tratamiento
con ARNi para inhibir la expresion de Evil. El disefio se realiz6 teniendo en cuanta
el orden de las proteinas; la secuencia que codifica para la proteina Evil, se
inserto al inicio y en marco abierto de lectura con la secuencia que codifica para la
proteina reportera. La ubicacién hacia el extremo C-terminal de la proteina
d2EGFP garantiza, con mayor probabilidad, que la visualizacion de la

fluorescencia sea debido a la expresion correcta de la proteina de fusion.

Experimentos de transfeccion con el vector reportero pd2EGFP-N3-Evil
evidenciaron la expresion de una proteina fluorescente con una localizacion
restringida al nucled. Este resultado concuerda con la funcion de factor regulador
de la transcripcion y la localizacidbn nuclear de Evil, reportada en trabajos
anteriores®. Adicionalmente en los ensayos de inmunoelectrotransferencia con
extractos de proteinas obtenidos de estas células, se detecto con anticuerpos
contra la proteina GFP, un péptido de aproximadamente 170 kDa, el cual

concuerda con la sumatoria del peso molecular de la proteina Evil (145 kDa)®, y
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de la proteina marcadora d2EGFP (31 kDa™?) que corresponde a la de la proteina
de fusion Evil-GFP.

La nueva proteina de fusion Evil-d2EGFP exhibe wuna fluorescencia
considerablemente més baja en comparacién con la proteina d2EGFP. Lo anterior
podria explicarse por dos posibles razones: (i) desafortunadamente durante el
proceso de clonacion se omitié incluir con el segmento de Evil la secuencia

k'3 se ha demostrado que mutaciones en esta secuencia

consenso de Koza
pueden alterar la expresion de proteinas reporteras™* 'y (ii) es posible que el
tamafio del gen de fusion, de aproximadamente 4 kb, limite la expresion de este.
Sin embargo, pese a la disminucion de la fluorescencia observada por microscopia
de luz UV en la proteina de fusion con respecto al control, los resultados de los
andlisis por citometria de flujo e inmunoelectrotransferencia muestran unos niveles
de fluorescencia y una cantidad de proteina aceptables. Por lo tanto consideramos
qgue la fluorescencia obtenida es suficiente para la funcién reportera de esta
proteina y para monitorear el efecto inhibitorio de la expresion Evil por medio de

ARNI.

Para la seleccion de secuencias de ARNi contra el oncogén Evil nosotros
consideramos, idealmente, aquellas secuencias que, ademas de cumplir todas las
reglas clasicas aceptadas para la seleccion de secuencias de ARNI, tuviesen
identidad del 100% con la secuencia del gen EVI1 humano con el fin de que la
secuencias pudiesen ser utilizadas, en posteriores ensayos, con células humanas.
A pesar de la similitud de las secuencias de este oncogén (94%) entre los genes

humano y de ratén 282

, solo la mitad de las secuencias obtenidas por el programa
siDirect fueron idénticas con la secuencia EVI1 humano. Esta limitacidon, nos llevo
a elegir las secuencias mas apropiadas indistintamente del criterio de identidad
con la secuencia humana. De las 8 secuencias seleccionadas, por otro tipo
criterios, solo se pudieron evaluar 5 de ellas. La seleccion de esta secuencias se

realizé al azar considerando estudios que demuestran que aunque una secuencias
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cumpla con todas las reglas de seleccidén no se garantiza una alta eficiencia y que
usualmente es necesaria la evaluacion de tres o cuatro secuencias para obtener al
menos una con alta funcionalidad'*®. La evaluacién de la actividad inhibitoria de
las 5 secuencias seleccionadas en ensayos con el vector reportero en células
293T mostré que dos de las 5 moléculas seleccionadas presentan alta actividad
inhibitoria, mayor del 90%. Estos resultados fueron altamente concordantes en las
evaluaciones por citometria de flujo e inmunoelectrotransferencia. Actualmente,
existen bases de datos de ARNi alimentadas con secuencia validadas in vitro™®,
este tipo de herramientas aumenta la probabilidad de elegir secuencias

funcionales.

La secuencia que presentd la mayor actividad inhibitoria se seleccioné para
realizar la evaluacion del efecto de la inhibicibn del oncogén Evil sobre el
crecimiento las células DA-3 dep y DA-3 ind. Se sabe que estudios de inhibicién
de genes relevantes para la supervivencia y proliferacion celular, deben realizarse,
preferencialmente, mediante sistemas de vectores de expresion génica

condicional con el fin de evitar la inhibicién abrupta de dichos genes (revisado en
157)

Desafortunadamente nuestros sistemas de vectores de expresién condicional no
fueron funcionales (datos no mostrados). Ante esta limitacion, optamos por una
aproximacion estratégica mediante la utilizacién de una secuencia control de baja
eficiencia inhibitoria (Evilsh7). En estas condiciones, se esperaria que si la
inhibicion de Evil es letal para estas células, estas, al ser modificadas con el
vector pRSP/Evilsh5, no sobrevivieran a lo largo del proceso de seleccion con el
marcador de resistencia, mientras que las células modificadas con el vector de
baja eficiencia inhibitoria (pRSP/Evilsh7) podrian sobrevivir, permitiendo, asi,
observar un efecto dosis respuesta de la inhibicion de Evil mediante ARNi. Sin
embargo después de la transfeccion de los dos tipos de células DA-3 con los

vectores pRSP/Evilsh5 y pRSP/Evilsh7 y un periodo de seleccion completo con
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puromicina, fue posible seleccionar lineas celulares estables que expresan los
shRNAs Evilsh5 o Evilsh7. Estos resultados sugieren que la inhibicion de la
expresion de Evil a niveles no mayores del 60%, al menos en este modelo, no

fue letal para las células s DA-3 dep y DA-3 ind.

La medicidn de la expresion relativa de Evil, por PCR en tiempo real, demostré
una disminucion muy similar de la expresion de Evil tanto en lineas DA-3 dep
como DA-3 ind modificadas establemente con el vector pRSP/Evilsh5; los niveles
de inhibicién mediados por el vector pRSP/Evilsh7 fueron también muy similares
en las dos lineas celulares. Sin embargo, la eficiencia de inhibicion de los dos
vectores son muy diferentes a la observada en células 293T. El vector
pRSP/Evilsh5 mostrd una actividad inhibitoria en las células DA-3 mucho menor
que la observada en las células 293T. Por el contrario, la eficiencia de la inhibicién
de Evil del vector pRSP/Evilsh7 fue mayor en las células DA-3 con respecto a la

eficacia observada en células 293T.

Varias razones podrian explicar las observaciones anteriores:

i) Durante el proceso de seleccion para la clonacién de las lineas que expresan
establemente shRNA contra Evil es probable que se hayan seleccionado lineas
celulares provenientes de clonas completamente independientes o parcialmente
dependientes de Evil para su proliferacion y supervivencia. Esto explicaria la
clonacion de células con niveles de expresion de Evil menores del 40%

i) Es posible que niveles de expresidén menores del 40% aun sean suficientes
para garantizar la condicion de inmortalidad de las lineas de células DA-3 dep y
DA-3 ind.

iii) En esta misma linea de razonamiento también pudiera darse que durante el
proceso de seleccidn se hayan seleccionado clonas en las cuales los niveles de

expresion del vector pRSP/Evilsh5 sea muy bajo y que aquellas clonas en las
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cuales el vector pRSP/Evilsh5 se expresa eficientemente no hayan sobrevivido
a los altos niveles de inhibicién de la expresiéon de Evil.

iv)A excepcion de la utilizacidn de particulas virales para la transduccion y la
modificacion celular estable con transgenes, los demas métodos, basados en la
seleccion de transfectantes estables mediante marcadores de seleccion, no
garantizan la insercidén de todos los casetes de expresion del constructo en la
misma célula; por lo tanto, es probable que aunque algunas lineas sean
resistentes al farmaco selector o sea, en nuestro caso, que hayan insertado el
transgen que confiere resistencia a la puromicina, no todas hayan insertado el
casete para la expresion de moléculas de ARNi; en este caso pudiéramos tener
en el cultivo seleccionado clonas de células resistentes a la droga selectora
pero sin inhibicion de Evil y clonas resistentes y con expresion de shRNAs
contra Evil.

v) Adicionalmente, existe la probabilidad de que los mecanismos de
procesamiento de los sShRNA tengan una eficiencia diferente en lineas celulares
evaluadas, lo cual conllevaria a una eficiencia inhibitoria diferente. Esta ultima
posibilidad podria explicar la falta de concordancia de la actividad inhibitoria de
los constructos que expresan los shRNA contra Evil en las lineas celulares,
293T y DA-3.

Independiente de las posibles explicaciones de los resultados, por los analisis
PCR en tiempo real, es claro que la reduccién de Evil, en al menos porcentajes
inferiores al 60%, no tiene un efecto significativo en la capacidad proliferativa de
las células estudiadas. En las lineas celulares derivadas de las células DA-3 dep,
solo las células DA-3 dep pRSP/Evilsh5 presentan una leve disminucion en su
capacidad proliferativa. Varias de las vias de sefalizacion en las que al parecer
participa Evil, sugieren la participacion de este oncogén en los mecanismos
reguladores de la proliferacion celular. Por ejemplo, Chi y cols. demostraron que
Evil promueve la proliferacién celular por interaccién directa con la proteina

BGR1, dicha interaccién bloque la represién de BRG1 sobre el promotor E2F1°*,
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También, se ha observado que la expresion de Evil se asocia a una fase G1
abreviada, reduccién en el requerimiento de suero para la entrada a la fase S,
dramatica reduccion en la actividad de p27 e incremento en la produccion de las

proteinas Ciclina A, CDK2, y niveles de pRB hiperfosforilada®®.

En experimentos con lineas celulares leucémicas dependientes de GM-CSF con
sobre-expresion de Evil se observé una disminucion en la expresion del oncogén

al deprivar las células del factor de crecimiento **%.

Estos hallazgos podrian
explicar los resultados obtenidos en las lineas DA-3 ind en donde, pese a la
inhibicién de la expresion del oncogén en aproximadamente un 60%, no se
observa ninguna disminucion en la actividad proliferativa de las células.

Una posibilidad para explicar esta observacion es que la independencia de
factores crecimiento de las células DA-3 ind adquirida durante el proceso de
transformacién tumoral pudiese estar acompafiada, en paralelo, con una
independencia de Evil para el crecimiento de las células. Adicionalmente,
estudios preliminares de los perfiles de expresion génica de la linea parental DA-3
dep y su descendiente DA-3 ind, permitieron identificar 257 genes con niveles de
expresion diferente en la linea con transformacion tumoral completa con respecto
a la linea parental (datos no mostrados). Pudiera ser posible, que durante este
proceso de transformacion tumoral varias vias implicadas en los mecanismos de
proliferacion hayan sido alteradas ocasionando la activacion de vias

redundandantes con las vias en las que participa Evil.

En la evaluacion in vitro del efecto sinérgico entre la inhibicion de Evil y el
tratamiento con clorofarabina los resultados fueron mas claros. Tanto en la linea
parental DA-3 dep como en la descendiente DA-3 ind la inhibicibn de Evil se
asocia claramente con un incremento en la sensibilidad al tratamiento con
clorofarabina (=50%). Estos resultados sugieren un papel para Evil en los
procesos de sobrevivencia y resistencia o susceptibilidad a la apoptosis. Esta

observacion concuerda con estudios previos en los que se ha demostrado que
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EVI1 inhibe la apoptosis mediados por el TGF-p mediante un proceso que
involucra la activacion de la via PI3BK/AKT. En estos estudios se demostré que la
inhibicion de EVI1 por ARNi inhibe la fosforilacion de AKT e incrementa la
sensibilidad de las células tratadas a la apoptosis’®. Igualmente se ha demostrado

que EVI1 bloque los efectos apoptéticos del IFNa1°®.

Adicionalmente, cuando se evalud la expresion relativa de Evil en las diferentes
lineas celulares se observo que las células DA-3 ind tratadas con el vector vacio
(DA-3 ind pRSP), presentan una sobre-expresion mayor de Evil, en comparacion
con las células DA-3 ind sin modificar. En estas células, se observa una mayor
resistencia al tratamiento con clorofarabina. Esta observacion sugiere que, en
concordancia con los datos clinicos de pacientes con LMA-EVI1*, la sobre-
expresion del oncogén EVI1 confiere resistencia al tratamiento antileucémico®**’.
Si bien es cierto que los niveles de Evil y la resistencia al tratamiento de estas
células, estan de acuerdo a lo esperado, los niveles de sobre-expresion de Evil
tiene gran variabilidad y esta observacion requiere mas experimentos
confirmatorios. No obstante, los niveles de Evil incrementados en estas células
pudieran ser explicados como efecto secundario producido durante la seleccién
con puromicina para la generacion de lineas estables durante la cual se pudo

ocasionar la seleccidon de clonas con niveles mas altos de Evil.

Finalmente tomando en su conjunto estas observaciones nuestros resultados
sugieren que una inhibicién cercana al 50% de la oncoproteina Evil en una linea
celular mieloide murina parental preleucémica Evil® y en su descendiente con
fenotipo leucémico completo no afecta los mecanismos de proliferacion y por lo
tanto no tiene un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento irrestricto de
las células, pero si afecta la susceptibilidad de las mismas a las drogas citotoxicas

probablemente debido a un incremento en la sensibilidad a la apoptosis.
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Debido a las limitaciones técnicas expuestas a lo largo de la discusion, creemos
gue nuestros resultados deben considerarse como datos muy preliminares con
respecto al papel protagénico sugerido para Evil en la patogénesis de la LMA-
Evil®. El desarrollo de un vector eficiente para la liberacion inducible de las
moléculas de ARNi contra Evil permitiria hacer un andlisis confiable sobre los

efectos de la inhibicion de Evil en este tipo de modelos.
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7. CONCLUSIONES.

Nosotros generamos secuencias ARNi contra Evil con diferentes niveles de
eficiencia, estas pueden ser utilizadas para efectos dosis-respuesta en estudios de

inhibicion de Evil en modelos tumorales Evil®

Se generaron lineas DA-3 preleucémicas dependientes de GM-CSF y DA-3
totalmente leucémicas independientes de factores de crecimiento expresando
constitutivamente siARN contra Evil. Se obtuvo una reduccion en los niveles de

Evil cercano al 50% en comparacion a las lineas parentales.

Las células DA-3 preleucémicas muestran una leve dependencia de Evil para su
crecimiento y proliferacion en comparacion con las DA-3 leucémicas. El proceso
de transformacién tumoral inducido en las DA-3 independientes a factores de
crecimiento pudo hacer estimulado la ocurrencia de vias alternas a Evil para

mantener el crecimiento irrestricto caracteristico de estas células.

La inhibicién de la expresion de Evil en niveles aproximados del 50% no afecta
significativamente los patrones de proliferacién de estas lineas pero confiere un
incremento en la susceptibilidad al efecto citotoxicé causado por los analogos de
nucledsidos. Estas observaciones sugieren un incremento de la sensibilidad de

estas lineas celulares a la via de la apoptosis mediada por el dafio de ADN.

La recuperacion después de la seleccion de lineas DA-3 dependientes e
independientes de GM-CSF estables para la expresion de shRNA contra Evil,
pese a la alta eficiencia de las secuencias siARN utilizadas vy los niveles de
reduccion de Evil entre el 50 y 60% en comparacion con los niveles originales
podrian sugerir que niveles mas bajos de esta oncoproteina son letales para este

tipo de lineas celulares.
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Los resultados obtenidos sugieren que EVI1 puede ser una causa directa de la
resistencia al tratamiento caracteristico de las LMA-EVI1® y sefialan a este

oncogén como un posible blanco terapéutico.
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8. PERSPECTIVAS

Conseguir un efecto inhibitorio inducible nos permitiria silenciar a Evil en forma
temporal y apreciar de forma directa la respuesta de la inhibicion de Evil sobre el
crecimiento y susceptibilidad a las drogas de las células DA-3 dep y DA-3 ind. En
la actualidad, han sido validados satisfactoriamente varios sistemas de inhibicion

por ARNi inducible por diferentes tipo de moléculas.

Luego de poder garantizar un efecto inhibitorio condicional, directo y efectivo
valdria la pena realizar la evaluacion del efecto inhibitorio de Evil in vivo en
nuestro modelo de LMA-Evil®. Intentar desarrollar nuevamente el modelo con el
mismo protocolo a partir de las mismas células preleucémicas DA-3 dep pero con
una expresion de Evil silenciada, podria determinar si Evil es relevante o0 no en

los proceso de leucogénesis.

Es importante investigar sobre cuales de los mecanismos de muerte celular son
los afectados por Evil, de esta manera se comprenderia mejor porqué las LMA-

EVIL1" son resistentes a los tratamientos antileucémicos convencionales.

A futuro, queremos evaluar el efecto sinérgico de la inhibicion de Evil junto con
blancos terapéuticos alternativos. Recientemente, los inhibidores de proteosomas
han sido utilizados como una nueva aproximacion para el tratamiento de tumores.
Datos preliminares de experimentos in vitro muestran que Bortezomib, un inhibidor
de proteosoma, tiene un efecto inhibitorio sobre la proliferaciébn de las lineas
celulares DA-3 dep y DA-3 ind. Estas observaciones abren la posibilidad de
encontrar un mayor efecto sinergistico al obtenido con la clorofarabina evaluando
farmacos inhibidores de NF-kB junto con el silenciamiento de Evi1 como

tratamiento para la LMA-Evil®.
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Por ultimo, nosotros proponemos que un analisis comparativo de los perfiles de
expresion génica de las células DA-3 dependientes y DA-3 independientes de GM-
CSF generadas a partir del modelo murino de LMA-Evil®, con y sin expresion de
ARNi contra Evil, nos permitiria: i) construir un mapa de interacciones
moleculares de Evil para este modelo, ii) identificar posibles alteraciones
moleculares conducentes a LMA aun no descritas y iii) acercarnos a la dilucidacién

del rol de Evil en la génesis de la LMA-Evil®.
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