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Resumen

El gen WT1 codifica un factor de transcripcién del tipo “dedos de
zinc” implicado en el desarrolio de diferentes 6rganos (fundamen-
talmente rifion y gonadas) y en tumorogénesis. Se ha comproba-
do experimentalmente que la proteina WT1 en unos casos reprime
y en otros activa la transcripcion de numerosos genes, pero sus
dianas fisiologicas son poco conocidas, Existen dos tipos funda-
mentales de isoformas de la proteina que se caracterizan, res-
pectivamente por la presencia y ausencia de la insercion KTS
(lisina-treonina-serina) entre el tercero y cuarto dedos de zinc.
Estos dos tipos de isoformas parecen desempefar funciones
diferentes, ya que las isoformas QT1-(-KTS) muestran mayor
afinidad por secuencias promotoras en el DNA, mientras que las
isoformas QT1 (+KTS) probablemente estén implicadas en el pro-
cesamiento del RNA mensajero. La capacidad de la proteina WT1
para unirse a otras proteinas modulando su actividad configura
un tercer nivel de actuacion. En este articulo revisamos los Ulti-
mos descubrimientos que han sido publicados en las revistas
biomédicas acerca de las funciones de WT1 y describimos como
las anomalias en la expresion de este gen estan implicadas en
patologias variadas que van desde el tumor de Wilms hasta diver-
sos tipos de leucemias agudas, pasando por los sindromes WAGR,
Denys-Drash y Frasier.

Palabras clave: Gen WT 1. tumor de Wilms, leucemia, desarrollo
renat.

introduccion

Etgen WT1 fue localizado en el curso de unas investigacio-
nes que trataban de poncr de manifiesto las bases genéticas
del tumor de Wilms'. Esta forma de cancer renal es una de
las mas frecuentes en pediatria; afecta a un nifio de cada
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Abstract

WT1 encodes a zinc-finger transcription factor involved in the
development of several organs (mainly kidney and gonads) and in
tumorigenesis. It has been experimentally demonstrated that WTH1
is able to activate and repress the transcription of many genes,
but its physiological targets are uncertain. There are two types of
protein isoforms, characterized respectively, by the variable
insertion of the sequence KTS (lysine- threonine-serine) between
the third and fourth zinc-fingers. These two types of isoforms
seem to play different roles, since the isoforms WT1-(-KTS) show
a higher affinity to bind specific sequences in DNA promoters,
while the isoforms WT1 (+KTS) are probably implicated in mRNA
splicing. The ability of WT1 to bind to other proteins and to modulate
their function configures a third layer of activity. In this paper we
review a number of recent reports of the functions of WT1 and
we describe how the anomalies in its expression are implicated in
pathologies such as Wilms tumor, acute leukemias and the WAGR,
Denys-Drash and Frasier syndromes.

Key words: WT1 gen, Wilms tumor, leukemia, kidney development.

10,000: es el tumor sélido intraabdominal mas comun en la
infancia *. El gen WTI fue descubierto a partir de las evi-
dencias de delecion en el brazo corto del cromosoma 1]
asociadas al sindrome WAGR, una anomalia congénita ca-
racterizada por aniridia, retraso mental, malformacion
genitourinaria y tumor de Wilms ¥4, Ellocus WT1 se Jocalizd
en posicion 11pl3 y su secuenciacion mostrd que el pro-
ducto de dicho gen era una proteina dotada, en su extremo
C-terminal, de cuatro regiones del tipo “dedos de zinc”,
dominios con capacidad para interaccionar con secuencias
ricas en GC del DNA. Dado que esta estructura era similar a
la descrita para los factores de transcripeién de la familia de
los EGR (carly growth response) sc atribuyo a la proteina
WT1 la funcion de un factor de transcripeion.
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Otras probables dianas fisiologicas que fueron revela-
das por WT] (-KTS) en este ensayo son la chapcrona Hsp70,
el ya comentado regutador del ciclo celular p21¢%!, FGF-1
(FGF acido), cistatina-A y la interleucina-11. Todas estas
moléculas fueron transcripcionalmente activadas, aunque
el aumento de expresion de las dos ultimas no pudo ser
confirmado por Northern blot. Sorprendentemente, no sc¢
detectd represion de la expresion de ningun gen cntre las
6.800 secucncias ensayadas, lo que esté en abierta contra-
diccidn con las presuntas funciones represoras de WT1
manifestadas en numerosos ensayos in vitro, cComo antes
dc ha descrito. Finalmente, la expresion inducida de WTI
(+KTS) no produjo alteracion detectable en los niveles de
expresion de los genes ensayados, un resultado acorde con
las propiedades propuestas para esta isoforima, sobre las
que volveremos mas adelante.

Por ultimo, es muy poco lo que se sabe de la regulacion de
la expresionde WT1. Quiza el dato mas interesante es el que
apunta la existencia de un fenémeno de autorregulacion, es
decir, que la proteina actie sobre el promotor de su propio
gen probablemente reprimiendo su expresion . Se ha obser-
vado también una disminucién de la expresion de WT1 aso-
ciada ala pérdida de funcion de Pax-2 en células embrionarias
del parénquima mamario, asi como la colocalizacion de Pax-2
con WT1 en células mamarias tumorales *. No obstante, otras
evidencias indican que Pax-2 podria ser diana, mas que
activador transcripcional de WT1 .

WT1 y procesamiento de RNA

La proteina WT1 es capaz de unirse a RNA con alta afini-
dad, e incluso se han identificado secuencias especificas
reconocidas por este factor 2, Esta union puede producirse
a través de los mismos dedos de zinc de la regién carboxi-
terminal que median en la unién a DNA ' aunque también
se ha descrito la existencia de un motivo de reconocimicnto
dc RNA en la region amino-terminal, similar a la existente en
otras proteinas que se unen a RNA *'. WT1 fue cl primer
factor de transcripeion de tipo dedos de zinc (zinc-finger)
en ¢l que se identifico un motivo de reconocimiento de RNA,
aunque posteriormente sc ha identificado una familia de
proteinas que también mucstran esta doble faceta *.

WTI (en particular las isoformas +KTS) colocaliza, en
ensayos de sedimentacion, con factores de corte y empalime
de exoncs (splicing) tales como U1-70K, U2B”, coilina-p80"!
y U2AF65 . Se ha mostrado también que un tratamiento con
actinomicina D o con ribonucleasas relocaliza la isoforma WT1

(+KTS) que pasa de estar localizada en pequenas particulas
perinucleares a distribuirse difusamente en el citoplasma ',
Sin embargo, otros estudios han mostrado sccuencias diana
en el RNA a las que se unc preferentementne la isoforma
WTI (-KTS) a través de los dedos de zinc *.

Interacciones de la proteina WT1 con otras
proteinas

Ademas de las interacciones de WT1 con DNA y mRNA, se
han reunido numerosas evidencias de que WT1 se une direc-
tamente a algunas proteinas, modulando su actividad. En
concreto, y ademas de las relaciones antes descritas con pro-
teinas del corte y empalme de exones (splicing), WTI
interacciona con el supresor tumoral p53 y con cl factor par-
4 a través de los dedos de zinc 7
mediante un dominio N-terminal. Esc es el caso de las protei-
nas Ciaol *, el propio factor WT1 %2
Hsp70 % Esnotable que WT1 sea un probable activador de la
transcripcion de esta chaperona y que lucgo interactie direc-
tamente con ella en un segundo nivel de regulacion. Se ha
mostrado que esta interaccion facilita la inhibicion del creci-
miento mediado por la isoforma WT1 (-KTS) y que ambas
proteinas colocalizan en los podocitos durante el desarrollo
33, Sobre los efectos fisioldgicos de las otras interacciones es
poco lo que conocemos. La union a p53 promueve la union
de este factor a regiones promotoras del DNA y la isoforma
WT1 (-KTS)inhibe la apoptosis mediada por p53 ¥. Launién
a par-4 parece activar las funciones represoras de WTI,
inhibiendo las funciones transactivadoras *. Cia-1 no afecta
la capacidad de unién a DNA de WTH1, pero suprime su papel

1%,

y con otras proteinas

y lachaperona inducible

como activador transcripciona

Otra interesante interaccion de WT1 a través de un do-
minio N-terminal es la que establece con SF-1 (factor
esteroidogénico-1), un receptor nuclear cuyo ligando es des-
conocido *. Esta interaccion facilita la expresion de facto-
res relacionados con la determinacién del sexo masculino,
tales como la Sustancia Inhibidora Mullerina (MIS) que in-
duce la regresion del conducto de Muller. SF-1 activa la
expresion de MIS cuando se une a la isoforma WT1 (-KTS)
(la isoforma +KTS no se une a este receptor). Es interesante
que Dax-1, un factor codificado cn el cromosoma X, también
se una de forma competitiva a SF-1. Asi, la dosificacion de
Dax-1y WTI (-KTS) podria desempeflar un papel clave en
el desarrollo de determinados caracteres sexuales masculi-
nos, y esto podria explicar la disgenesia gonadal y los ca-
sos de seudohermafroditismo XY asociados a mutaciones
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en el locus WT'/ (véase mas adelante el aparato dedicado al
papel de WT1 en el sindrome de Denys-Drash).

Expresion de WT1 en el desarrollo.
Fenotipo de ratones WT1-"
A diferencia de otros genes supresores tumorales que se
expresan de forma muy amplia en el desarrollo y en tejidos
adultos, la expresion de WT1 muestra un patrén espacial y
temporal muy preciso tanto en el embrién de ratén >? como
en el de ave ®. Dicha expresién comienza en el embrion de
raton, a partir del dia 9.5. Tanto el mRNA de WT1 como su
proteina se localizan primero en la pared del celoma, de for-
ma especifica en el mesotelio y en las células mesenquimaticas
subyacentes. Mds adelante, la expresién de WT1 se localiza
en el blastema de las crestas nefrogénicas, crestas genitales,
mesénquima perivisceral, epicardio, esclerotomo, miembros
pares y en una poblacién de células de la médula espinal. La
expresién de WT'1 va disminuyendo a lo largo del desarrollo,
aunque permanece en el adulto, a nivel reducido, en el
mesotelio celémico y en los podocitos renales.

De forma sorprendente para lo que cabria esperar de un
supresor tumoral, los ratones deficientes en WT1 no sélo no
desarrollan tumores, sino que muestran agenesia de rifién y

¢ bazo ® y glandulas suprarrenales *. Estos em-

go6nadas
briones mueren hacia el dia 13.5 del desarrollo, probable-
mente debido a insuficiencia cardiaca ®'. De hecho, los rato-
nes WT1- muestran un fuerte adelgazamiento del miocardio
ventricular (el llamado sindrome del miocardio delgado) a
pesar de que WT'1 no se expresa en el miocardio.

La ausencia de desarrollo renal muestra que la expresién
de WTI es esencial para la nefrogénesis. Esto ha llevado a
proponer un papel para WT1 en la supresidn de la apoptosis
del blastema renal, en la transformacién mesénquima-epite-
lio o ambos hechos, que contribuye a la diferenciacién de
los conductos renales y el glomérulo, una transformacién
mediada por la expresion de E-cadherina, como ya se ha
descrito . De hecho, en los ratones WT17 se detectan
abundantes células apoptdticas en las crestas nefrogénicas y
ausencia de crecimiento de las yemas uretéricas .

Mis recientemente se ha comprobado que WT1 también
es esencial para el desarrollo de la retina © (Wagner et al.,
2002). Los embriones de ratones mutantes WT 17 muestran
retinas mas delgadas que los embriones normales. Buena parte
de las células ganglionares retinianas desaparecen por
apoptosis y el crecimiento del nervio 6ptico se ve fuertemente
perjudicado. También se ha comprobado la ausencia de

expresion del factor transcripcional Poudf2 que es esencial
para la supervivencia de dichas células ganglionares %. Di-
versos ensayos in vitro sugieren que WT1 es esencial para la
expresioén de Poudf2.

Aunque no existen pruebas directas de ello, todo indica
que los ratones deficientes en WT1 mueren de insuficiencia
cardiaca provocada por lafalta de compactacién del miocardio
ventricular, Dado que WT1 no se expresa en el miocardio
pero si en el pericardio, hemos propuesto un modelo en el que
la compactacién del miocardio ventricular es dependiente de
su invasién por parte de células derivadas del epicardio que si
expresan WT1 (Figura 2). Estas células WT1* invaden el
miocardio ventricular, pero no el atrial, y expresan el enzima
retinaldehido deshidrogenasa-2 (RALDH?2), indicando una
probable produccion y liberacién de dcido retinoico, la forma

activa de la vitamina A 64,

Figura2 . Localizacion de WT1 mediante microscopia confocal en
el corazén de embrién de pollo (estadio HH32). Aparecen marca-
dos los nucleos de las células epicardicas y del mesénquima
subepicardico, especialmente en el subepicardio del surco
atrioventricular (SE). También aparecen células marcadas en el
interior del miocardio del ventriculo (V) pero no en el atrio (A).
Es bien sabido que la formacién de la capa compacta
ventricular es dependiente del acido retinoico. Esto queda
ilustrado por la aparicién de miocardio delgado en condicio-
nes de deprivacién de acido retinoico durante la gestacién y
también por la presencia del mismo fenotipo en ratones defi-
cientes en el receptor del 4cido retinoico RXRa®. Cabria
especular que el 4cido retinoico liberado por células deriva-
das del epicardio sea una sefial paracrina esencial para la
formacién del miocardio compacto, pero la realidad proba-
blemente es mucho més compleja. Por ejemplo, la mutacién
condicionada de RXR@ en el miocardio no produce ningtin
genotipo anormal “. Por ello, nuestro grupo ha sugerido
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que las células derivadas de epicardio producen una se-
nal, de naturaleza desconocida, que provoca la prolifera-
cion y compactacion de los miocardiocitos ventriculares.
La produccion de dicha sefial serfa dependiente de la acti-
vacion por dcido retinoico, que actuaria de forma autocrina
manteniendo a las células derivadas del epicardio, invaso-
ras del ventriculo, en un estado indiferenciado *. El papel
de WTI en cste contexto podria estar relacionado con el
mantenimiento de la produccidn de dcido retinoico, quiza
activando la expresion de RALDH2, aunque esto no estd
probado.

Cabe la posibilidad de que un mecanismo simtilar al pro-
puesto pueda estar implicado en el desarrolio de otros
organos. En este sentido nuestro grupo ha mostrado que,
en embriones de pollo, se produce una invasion por parte
de células WT1", probablemente derivadas del epitelio
celomico, de aquellos drganos que no se desarrollan en
ratones deficientes para WT1 (rifiones, gonadas, bazo y
adrenales) . La expresion de WT1 en el epitelio celomico y
en células invasivas derivadas del mismo podria estar rela-
cionada con insospechadas funciones sefializadoras que
podria explicar en parte el fenotipo provocado por la ausen-
cia de cxpresion de WTH.,

Un descubrimiento muy reciente, cuyo alcancce es dificil
precisar, es la expresion de WT1 en las arterias coronarias
después de un infarto del miocardio ¢'. Esta expresion se
detecta 24 horas después de la induccion experimental del
infarto y se registra en el endotelio y en la musculatura
coronaria de la zona isquémica, pero no en otras partes del
corazon. La simple exposicion de ratas a condiciones de
hipoxia es suficiente para provocar la expresion vascular de
WTI. Esta observacion abre la posibilidad de que WTI
esté implicado en angiogénesis reparativa, posiblemente par-
ticipando en la respuesta proliferativa o quiza promoviendo
la adquisicion de un estado indiferenciado por parte de las
células vasculares. Por otro lado la activacion de WT1 en
condiciones de hipoxia sugiere que el factor de transcrip-
cién HIF-1 (factor inducible por hipoxia) podria ser un can-
didato a activador transcripcional de WTH.

Implicaciones de WT1 en patologias
renales y genitales

Como hemos dicho, se han localizado mutaciones en cl locus
WT1 asociadas a un porcentaje relativamente reducido de
tumores de Wilms * y a la totalidad de los casos de sindromes
WAGR, Denys-Drash ® y Frassier ™.

El tumor de Wilms se caracteriza por una proliferacién
de células indiferenciadas del blastoma renal que normal-
mentc deberfan diferenciarse o morir. Se distinguen tres
tipos de tumor, el trifasico, en el que ¢l blastema aparece
asociado a tejido epitelial y estromal, una variante funda-
mentalmente estromal, a la que pertenceen la mayor parte de
los que presentan mutacioncs en WT1 y una variante con
tejidos ectdpicos, fundamentalmente musculo esquelético,
pero también cartilago y hueso. Resulta interesante que la ex-
presion de genes miogénicos, inductores de la diferenciacién
muscular, tales como Myf5 o MyoD, s6lo sc produce en tumor
de Wilms en los casos en que hay pérdida de funcion de
WTT1 #. Esto es consistente con un papel represor de la
diferenciacidn desempeiiado por WT1 y en concreto con
la represion de MyoD constatada in vitro.

El'sindrome WAGR esta causado por una delecion en el
cromosoma |1 que afecta al locus WT1 y aciertos loci cer-
canos, causantes del tumor de Wilms, aniridia, anomalias
genitales y retraso mental. La aniridia se atribuye a la delecion
de pax-6 localizado en el locus 11p13, es decir, muy proximo
al locus WT1 y por tanto susceptible de ser afectado por la
misma delecion. De hecho, en los pacientes con aniridia es
posible predecir, por hibridacion in situ fluorescente (FISH),
el riesgo de desarrollar tumor de Wilms, utilizando sondas
que rcconocen la llamada region critica WT1/Pax-67".

El sindrome de Denys-Drash (DDS) se caracteriza por
una nefropatia temprana (secundaria a esclerosis mesangial)
asociada a seudohermafroditismo y a predisposicidn a
desarrollar tumor de Wilms. Esta causado por mutaciones
puntuales intragénicas, normalmente en los dominios co-
rrespondientes a los dedos de zine, que modifican la
capacidad de la proteina para unirse al DNA 72 Por
consiguicnte, tanto las mutaciones que causan DDS como
las que producen WAGR se caracterizan por un alelo nor-
mal, pero solo las primeras causan insuficiencia renal. Esto
ilustra claramente la diversidad de las funciones de WT1y
la complejidad de su regulacion. En el caso del sindrome
WAGR no existe copia mutada, ya que la delecién
cromosomicaen | 1p impide la transcripeidn. En cambio, la
proteina mutada en el sindrome DDS ¢s todavia capaz de
interaccionar con otras proteinas, inciuida la proteina WT1
normal, modulando su funcidn y actuando como un verda-
dero “dominante negativo”. Es importante sefialar que se
ha conseguido un modelo animal del sindrome DDS, con-
sistente en un ratén portador de una mutacion que afecta al
tercer dedo de zine (zinc finger) de WTI1. Estos ratones
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desarrollan también esclerosis mesangial v anomalias
genitales ™,

El sindrome de Frasier se caracteriza por disgencsia
gonadal masculina y nefropatia severa causada por cs-
clerosis mesangial focal, de aparicion mas tardia que la
debida al sindrome de Denys-Drash. Se han observado
defectos a nivel ultraestructural en Jos podocitos, uno de los
pocos tipos celulares gue mantienen la expresion de WT] en
adultos ™. Se obscrva también una predisposicion al desa-
rrollo de gonadoblastoma mds que al de tumor de Wilms, Se
ha comprobado que la mutacion de WT1 no implica una
pérdida de funcidn, sino que causa la ausencia de produc-
cionde laisoforma +KTS por el alelo mutado, mientras que
¢l otro alelo produce ambas formas ™. La simple alteracion
del equilibrio hacia un predominio de la isoforma +KTS
tiene por tanto efectos muy graves. demostrando como la
exacta dosificacidn de las diferentes isoformas de la protei-
na es de una importancia capital. De todas formas sc ha
sefialado que es posible que los dos sindromes. Denys-Drash
y Frasier, sean extremos de un espectro continuo de altera-
ciones debidas a mutaciones diversas en el locus WT1 7,

WT1 y cancer
Diversas variedades de leucemia aparecen con relativa fre-
cuencia asociadas al sindrome WAGR. Esto llevé a buscar
mutaciones del locus WT1 en ¢élulas icucémicas y se com-
prob¢ de esta forma que cste gen aparece mutado en un
20% de los casos de leucemias mieloide aguda y linfoide
aguda (AML/ALL) ™ (King-Underwood et al., 1996), La
expresion de la variante normal de WT1 es también un
marcador de teucemias y sindromes mielodisplasicos 7.
Se ha sefialado que la expresion de WT1 es un indicador
de mal prondstico en leucemia mieloide ™, aunque tanto
esto como la existencia de mutaciones de WT! asociadas
a leucemias han sido cuestionados en otros trabajos 7,
En determinados casos se ha comprobado que la disminu-
ciéon de la expresidn, forzada con oligonucledtidos
antisentido, provocaba diferenciacion, apoptosis de las cé-
lulas de leucemia mieloide o ambas *'. Segim csto, WTH
promoveria proliferacion en lugar de diferenciacion en las
células leucémicas, un resultado opuesto a los modelos de
desarrollo renal en los que WTI ejerceria una funcién
inhibidora del crecimiento celular v promotora de la diferen-
clacion.

Por otro fado, es interesante sefialar la expresion de WTI
en precursores hematopoyéticos CD34+ de la médula dsea

#2. Esta expresion es muy baja, alrededor de 100 veces me-
nor que en células leucémicas. No obstante, una pequefia
proporcion de células CD34+, alrededor del 1%, cxpresa WT
a niveles comparables a los de las células leucémicas ®.
Este fendmeno se detectd tanto entre los precursores
quicscentes, no comprometidos CD34+/CD38- como entre
los comprometidos y proliferantes CD34+/CD38+. Es muy
incierto el significado de esta observacion.

Conclusiones y perspectivas

Pocos genes implicados en enfermedades humanas estan
revelando caracteristicas tan sorprendentes ¢ insospe-
chadas como WT1. Este gen juega un doble papel como
supresor tumoral (probablemente por su implicacidn en el
control del ciclo y de la supervivencia celular) y como gen
esencial cn el desarrollo de determinados drganos (rifion,
gonadas. adrenales, bazo y corazon). Los diferentes pro-
ductos polipeptidicos codificados por el gen parecen
gencrarse en proporciones exquisitamente reguladas y des-
empenan funciones precisas, cn ocasiones muy diferentes
entre si ¢ Incluso antagonistas. Estas caracteristicas pecu-
liares de WT{ tienen su reflejo en las multiples propuestas
acerca de sus funciones fisioldgicas, funciones que afectan
a aspectos variados y esenciales de la biologia celular como
crecimiento, diferenciacidn o apoptosis.

Por otro lado la proteina WTI es capaz de funcionar
como activador transcripcional uniéndose a DNA, como
regulador del procesamiento del RNA y como modulador de
la funcién de otras proteinas, a las cuales se une dirccta-
mente. Esto quiere decir que la actuacion reguladora de un
mismo factor se puedce producir a tres niveles de la expre-
sion génica, la transcripeidn del DNA, el procesamiento del
RNA mensajero y el producto de la traduccion de dicho
mensajero. La combinacion de los distintos niveles de
regulacion con las funciones de las diferentes isoformas
configura un panorama tnico de diversidad funcional, que
probablemente explica cémo estan implicadas en patolo-
glas tan diversas las anomalias de expresion de WTI,

En el futuro inmediato las nuevas técnicas de
microarreglos (microarrays) o chips de DNA permitirdn sin
duda profundizar en las funciones reales de WT1 in vivo, y
caracterizar los efectos de la expresién normal y alterada de
las diferentes isoformas. De esta forma serd posible iden-
tificar los genes regulados por WT1 y en particular, los
mecanismos que controlan su propia expresion. Esto sc
hace especialmente importante en cuanto consideramos
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que entre los gences regulados por WT1 debe haber algu-
nos esenciales en el desarrollo y en la supresion tumoral.
Por otro lado, sera fundamental conocer cudles son las fun-
ciones precisas desempefiadas por WTI en el desarrollo,
en especial en aquellos drganos que sufren agenesia o ano-
malias graves en su morfogéncsis y en procesos reparativos
tales como la angiogénesis. En un plazo breve sera publi-
cada la secuencia del gen WT2 y serd posible conocer si
las caracteristicas de este segundo gen son comparables
a las de WTI. Por ultimo, el rescate parcial del tenotipo
mutante y la expresion controlada de variantes mutantes
mediante transgénesis permitiran conocer ¢como se¢ desa-
rrollan las patologias causadas por las variantes mutadas
de WTI.
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