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Introduccién: El analisis de la expresion génica mediante microarrays ha demostrado
que el factor de crecimiento hepatocitico (HGF) presenta una expresion
significativamente aumentada en las leucemias agudas promielociticas (LAP), de
manera exclusiva respecto a los otros subtipos de leucemias agudas mieloblasticas.

Objetivo: Investigar la funcién de HGF en los blastos promielociticos mediante la
tecnologia de RNA interferente.

Material y métodos: Los experimentos se realizaron sobre la linea NB4 (DMSZ n°
ACC 207) derivada de una LAP. Las células se cultivaron en suspension en el medio
RPMI 1640 suplementado con SBF al 10% y antibidticos, a 37°C en una estufa de CO,
al 5%. Para silenciar HGF se utilizé el siRNA “ON-TARGETplus SMARTpool’
correspondiente de Dharmacon. La transfeccion se llevé a cabo mediante el sistema
de nucleofeccion de Amaxa. Se transfectaron un total de 2 x 10° celulas con 5mg de
siRNA frente a HGF utilizando el programa X-01 y el reactivo “Cell Line Nucleofector
Solution V”. Para comprobar la eficiencia de la electroporacion se utilizé el vector
pmaxGFP. El nivel de silenciamiento alcanzado se examiné mediante RT-PCR
cuantitativa (TagMan) en las células recogidas a las 6, 9, 12, 24, 36 y 48 horas de la
transfeccion (experimentos en duplicado). Con el fin de conocer las repercusiones del
silenciamiento de la expresion del gen HGF sobre el transcriptoma de los blastos
promielociticos, se llevaron a cabo microarrays de expresion con el chip Human
Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix).

Resultados: La eficiencia de la transfeccion en los blastos de la linea NB4 fue del
85%. El silenciamiento maximo del gen HGF valorado mediante RT-PCR se consiguio
a las 6 h: se observo una reduccién en la expresiéon de HGF superior al 90%, que se
mantenia hasta las 24 h en todos los experimentos. El andlisis de la expresion génica
mediante microarrays confirmé la disminucion en los niveles de expresion de HGF
hasta valores minimos. Ademas, el silenciamiento de HGF provocd cambios en la
expresion de 82 genes: la mayoria de estos genes tenian funciones relacionadas con
el crecimiento y proliferacion celular, con la génesis del cancer y con el desarrollo del
sistema hematopoyético. Diecisiete de los genes desregulados después de silenciar
HGF forman parte de las rutas bioldgicas en las que participa este factor de
crecimiento: entre ellos destacan THBS1 (trombospondina), RHOQ (miembro de la
superfamilia de RAS), CXCL2 (quemoquina) y FOSL2 (miembro de la familia FOS).

Conclusiones: El bloqueo de la accion de HGF en los blastos de la LAP origina
cambios de expresidn en genes relacionados con el desarrollo tumoral. Estos
hallazgos preliminares apuntan a que la desregulacion de la via de senalizacion
HGF/MET, pieza clave en la génesis de diversos tumores, también puede estar
implicada en la patogenia de la LAP.
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