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Introducción

Desde que en 1981 las técnicas de transferencia génica permitieron el

aislamientodel primer oncogéncelular humano hasta la actualidad, una intensa

actividad investigadoradirigida haciala búsquedade las basesmolecularesdel cáncer

ha permitido la identificaciónde másde un centenarde genescuyaalteraciónha sido

asociadadirecta o indirectamentecon el desarrolloneoplásico.

Estos geneshan sido divididos en dos categorías,dependiendodel tipo de

control que ejercensobrelos mecanismosde regulaciónde la proliferacióncelular: los

oncogenes.inductores y mediadores positivos de la respuestamitogénica, y los genes

supresoresde tumores, efectoresnegativos de la división celular. Aunque las posibles

repercusionesque los recientesprogresossobrela caracterizaciónmolecularde estos

genespuedanteneren relación con la terapiadel cáncerson aún dificiles de evaluar,

sí puedeafirmarse quehancontribuidoa un mejor entendimientode unade las áreas

más importantesde la biología celular y molecular: la referentea los mecanismosque

gobiernanel crecimientoy la diferenciacióncelular.
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Introducción

1.- Carcinogénesisexperimentaly transformacióncelular.

1.1. Conceptode carcinogénesisexperimental.

La carcinogénesisse entiendecomo el procesoque, partiendode una célula

normal, conducea la formación de una poblaciónde célulastumorales,poseedorasde

un fenotipo transformado. Se trata de un fenómeno progresivo y multifactorial

provocadotanto por alteracionesgenéticas(resultadode la interaccióndel ADN con

agentescarcinogénicos).como epigenéticas(aquellasque no provocandañodirecto al

ADNYCoheny Ellwein, 199Q). La conversiónde una célula normal en una célula

maligna implica una desregulaciónen los sistemasde control del crecimiento y la

división celular, proporcionandoa la célula transformadaunaventajaen su capacidad

de proliferación con respectoa las células normales. Este hecho es difícilmente

explicablecomoconsecuenciade unaúnicaalteraciónpuntual. Por el contrario, parece

respondera unaacumulaciónde alteracionesqueconducena la adquisióndel fenotipo

transformadoa través de distintosestadiosque sesucedende forma escalonada.

El estudiode los mecanismosresponsablesde la transformacióncelular ha sido

realizadomediantetécnicasde carcinogénesisexperimental, en las que la acciónde

distintos agentescarcinogénicoses evaluada tanto en modelos animales como en

sistemas ‘ in vitro. Los primeroshanpermitido reproducir prácticamentela totalidad

de las formas de cáncerhumanoen especiesanimalesmedianteel tratamientocon

diversosagentescarcinogénicos,contribuyendoal conocimientode las basesbiológicas

de la susceptibilidad al cáncer y de los mecanismossubyacentesa los procesos

metastáticos (Yuspa y Poirier, I988~. Sin embargo, el estudio de los procesos

biológicos a nivel celular y molecularen sistemasanimalesestá limitado por el largo

periodonecesarioparael desarrollotumoral “in vivo’, así comopor la imposibilidad

de obtenermuestrasde los distintos estadiosdel desarrollotumoral en la mayoríade

los tumores, que generalmenteno representanuna población celular única. El

desarrollode sistemas in vitro medianteel empleo de células en cultivo constituye

un sistemade análisis a más corto plazo y ha sido uno de los métodosmásutilizados
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Introducción

parael estudiode los procesosy mecanismosimplicadosen el desarrollotumoral. Los

sistemas“in vitro’ ofrecenla posibilidaddeanalizarpoblacionescelulareshomogéneas,

realizarestudioscuantitativosy aislarclonescon un fenotipoconcreto (Harris y cois.,

1992).

Los procesosde carcinogénesispuedenser inducidos por agentesde distinta

naturaleza.De acuerdoconPitot y Dragan (1991), los agentescarcinogénicospueden

serclasificadosen cuatrocategorías,comose representaen la Tabla 1.

TABLA 1: Clasificacióngeneralde los agentescarcinogénicos*

Categoría Ejemplos

QUIMtCOS Hidrocarburospolicíclicos, aminasaromáticas

II. FISICOS Radiacióngamma, rayesX

[U. BIOLOGICOS Virus (papilomavirus,herpesvirus)

IV. GENETICOS Elementosgenéticosmóviles,regionesconaltafrecuencia
de recombinación

* Modificado de Pito! u Drogcn, (1991)

Las categoríasIII y IV implican la participaciónde moléculasportadorasdel

material hereditariocomoefectoresdel desarrolloneoplásico.El conocimientode los

carcinógenosbiológicos se remonta a principios de siglo, cuandofue descubiertala

capacidadde ciertosretrovirusde inducir la formaciónde tumoresen animales(Rous,

1911). Como carcínógenosgenéticos.de descubrimientomás reciente, se incluyen

elementospresentesen la propia célula que sufreel procesoneoplásico:la existencia

de elementosmóviles en el genoma,secuenciasamplificadoraso regiones con alta

probabilidadde recombinaciónhan sido frecuentementeasociadascon el desarrollo

tumoral (Thibodeaux cols., 1993; Uchida y cols., 1994).

La carcinogénesisinducida medianteagentesfísicos se produce bien como
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Introduccion

consecuenciade la interacción directa de las partículas radiactivas con el ADN

genómico (Haseltine. 1983~ o, de manera indirecta, afectandoa algunos de los

mecanismosquecontrolanla división celular y la transducciónde señalesextracelulares

al interior celular (Uckun y cok., /993; Hallahan y tuIs., 1991;Avila y tuIs., /993).

En cuantoa la carcinogénesisinducidaquímicamente,los primerostrabajosque

describenla inducciónde transformaciónneoplásicaencultivo mediantecarcinógenos

químicos se iniciaron hace treinta años (Berwald y Sachs, 1965). Dichos estudios

incluyerontanto agentesqueproducenalteracionesa nivel genéticocomoaquellosque

aparentementeno interaccionanconel ADN. Los primeros,denominadoscarcinógenos

genotóxicos.han sido estudiadoscon más detalle.La mayoríade ellos sonmoléculas

electrófilas que interaccionancon el ADN de forma directa. Como consecuenciade

dicha interacción, el carcinógeno produce mutaciones puntuales, deleciones.

inserciones, e incluso reorganizacionesy cambios en la estructura de algunos

cromosomas(Coheny Ellwein, 1990).Como sedescribeenpáginasposterioresde esta

introducción, las alteracionesa nivel genéticopuedenafectana genesreguladoresdel

crecimiento y la proliferación celular (protooncogenesy genes supresores),cuyas

formas alteradasson los determinantesdirectosdel procesotumoral.

Los mecanismosde carcinogénesismediados por agentes no genotóxicos

(también denominadosepigenéticos),son aquellosque no implican una interacción

directa con el ADN, sino que afectan al control de la expresióngénica mediante

alteraciones a nivel transcripcional y/o traduccional (Weisburger, 1994). Su

identificación se produjo como consecuenciade la observaciónde que algunos

carcinógenosteníanescasareactividadcon el ADN. Tal esel casode la sacarina,el

ácido nitrilotriacético. ácido12-O- tetradecanoilforbol-13-acético(TPA) o el 2,4,7,8 -

tetraclorodibenzo-p-dioxina(TCDD). El mecanismode acción de estoscarcinógenos

está mediado frecuentementepor receptoresespecíficos, en algunos casos bien

identificados.La unión del carcinógenoal receptorprovocaalteracionesen el control

de la expresióngénica. La mayoríade los procesosneoplásicosprovocadospor este

tipo de agentesrequiere una exposición continuadaal carcinógenoy periodos de

incubaciónmás prolongadosque aquellosmediadospor agentesgenotóxicos~Shawy

Jones,1994).
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Introducción

Los distintos modelosde carcinogénesisexperimentalen célulashumanasy de

roedoreshan permitido definir una serie de eventoscuya sucesióndesembocaen la

transformaciónde una célulanormal en neoplásica.En fasestempranasposterioresal

tratamientocon un carcinógenose observantanto “in vivo” como “in vitro” célulasque

aunquemuestranalteracionesfenotípicasno estancompletamentetransformadas.Estas

células son consideradaspreneoplásicasy requieren cambios adicionales para su

conversiónmalignacompleta.Porrazonesdidácticas,estoseventoshansido agrupados

en tres fases,denominadasiniciación, promoción y progresióntumoral ~‘Farber,

1984). Aunqueen ocasioneslos límites entreellas no estánperfectamentedefinidos y

constituyenuna simplificación artificial a la horadeabordarla complejidaddel proceso

neoplásico. existen una serie de característicasy marcadoresque permiten su

distinción. Durantela iniciación, en la mayoríade las célulastratadasseproduceuna

alteracióngenéticairreversiblecomoconsecuenciade la exposiciónal carcinógeno.Sin

embargo,esta alteración no es suficiente para inducir el fenotipo maligno. En los

modelosexperimentales“in vitro” estaetapase correlacionacon una transformación

morfológica, primer marcador fenotípico observable en la carcinogénesis.La

promociónsuponeunaetapareversibleenla queseproducela expansiónde las células

“iniciadas” neoplásicamentesiendo la inmortalizaciónel marcadormás característico

de esta fase. La inmortalizaciónse define como la propiedadde algunascélulas en

cultivo de dividirse indefinidamente. Mientras las células primarias (aquellas

procedentesde tejidos animaleso embriones)crecen en cultivo duranteun número

limitado degeneraciones(entre50 y 100 divisiones,dependiendodel tipo celular), las

células inmortalesescapande los mecanismosnaturalesdesenescenciay se dividen de

maneraindefinida. Sin embargo,mantienenla inhibición por contacto,cualidadpropia

de las células primarias. Finalmente, la progresiónviene definida por un acúmulo

irreversiblede alteracionesque provocanel pasode la poblacióncelularde un estado

premalignoal neoplásico.Estascélulasmalignaspierdenla inhibición por contactoy

soncapacesdecreceren mediossemisólidos,así comode formar tumorescuandoson

inyectadasen ratonesinmunodeficientes.

En los modelos animales ‘in vivo” también se han definido otra serie de

marcadoresquehan contribuidoa determinarconmayorexactitudla existenciadeestas
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Introducción

tres fases del desarrollo tumoral. Concretamente mediante el análisis de

hepatocarcinomasinducidosquímicamenteen ratas, Pitot y cols. (1991), han definido

un buennúmerode marcadoresbioquímicose histológicoscaracterísticosde cadauna

de las times.

1.2. Transformaciónneoplásicade célulasen cultivo.

La validez del estudiode la transformaciónneoplásica“in vitro” se basaen la

observaciónde que las células en cultivo tratadascon carcinógenosy mantenidas

duranteun númerode divisionesadquierenla propiedadde formar tumorescuandoson

inyectadasen animalesinmunodeficientes.Este hechosignifica que han alcanzadoel

fenotipo neoplásicocompletoen un modeloexperimentalrelativamentemás simple y

cuyasvariables son más fácilmentecontrolablesque en los sistemas“in vivo”.

En los experimentosde carcinogénesis‘in vitro” sehan utilizado tanto células

de roedorescomohumanas,demostrandoque ambostipos celularesson similares en

muchosaspectos.permitiendola extrapolaciónde los resultadosobtenidosenmodelos

animales al cáncer humano. Sin embargolas células humanasson intrínsecamente

resistentes a la transformaciónpor carcinógenosquímicos, debido a su mayor

estabilidadgenética,presumiblementerelacionadacon una mayor eficiencia de sus

mecanismosde reparacióndel ADN. Mito y DiPaolo (1980) handescritoun protocolo

para la transformaciónde célulashumanasque requiere la sincronizacióndel cultivo

antes del tratamientocon el carcinógeno, así como la selección de las células

transformadasen medios ricos en vitaminas y aminoácidos.A pesar del éxito de

conseguirla transformaciónde célulashumanas,la complejidadexperimentalde dicho

protocolo ha llevado al desarrollo de otros sistemasalternativos. Entre ellos, la

conversiónneoplásicade fibroblastosembrionariosdehámsteren cultivo haconstituido

uno de los modelosmás utilizados.Este tipo celular ofrecevariasventajassobreotras

líneas celulares: (1>. son células diploides con una gran estabilidadgenética; (2),

muestranun índice de transformaciónespontáneamuy bajo: (3), senescenal cabo de

un número limitado de generacionesy (4>, su conversiónal estado neoplásicose

produceen un corto periodode tiempo (7 a 10 días).
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La acción de un carcinógenosobre estas células primarias de hámsterse

determinamedianteel ensayode transformaciónrepresentadoesquemáticamenteen la

Figura 1. Las células procedentes del embrión de hámster, de naturaleza

fizndamentalmnentefibroblástica,sonsembradasencultivo. Transcurridas24 horas, las

células son sometidas a un tratamiento único con el carcinógeno y mantenidas

posteriormenteen cultivo durante varios días. En estascondicionesse produce la

formación de colonias de células transformadascaracterizadaspor un crecimiento

apilado y entrecruzado,opuestoal de las célulasnormales,dispuestasordenadamente

e inhibidas por contacto. El númerode coloniastransformadases dependientede la

naturalezay la dosis del carcinógenoasí comodel númerode célulassusceptiblesa la

transformación.El análisis estadísticode los resultadosindica que en estesistema el

procesoneoplásicoseproducecomoconsecuenciade la inducciónde la transformación

provocada por el carcinógeno y no por la selección de células en estadios

preneoplásicospreviosal tratamiento.Los estudiosde dosis-respuestaindican también

que el procesode transformaciónestá iniciado por un único evento(la exposiciónal

carcinógeno)aunqueello no signifique que unasucesiónde alteracionesposterioresno

estétambiénimplicadaen el procesode transformación.Este sistemahapermitido no

sólo evaluar la capacidadde determinadosagentescarcinógenospara provocar la

transformacióncelular, sino también profundizar en los mecanismosmoleculares

responsablesde dichatransformación.
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EMBRION DE
HAMSTER

Kr~

DíaO

CARCINOGENO

Día 6

Determinaciónde la
eficienciade transformación

Y
a 4’ -

células
transformadas

célulasno
transformadas

Figura 1: Representaciónesquemáticadel ensayode transformación
de células embrionariasde hámster.Despuésdel tratamientocon el
carcinógeno,las célulassonmantenidasen cultivo durantesietea diez
días, transcurridoslos cuáles la aparición de colonias de células
transformadasse determinamedianteJa observaciónal microscopio
óptico.

r

Día 1

‘ji

x
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2.- Bases moleculares de la carcinogénesis:Oncogenesy genes

supresoresde tumores.

2.1. Análisis de las basesmolecularesdel cáncermediantetransfección.

El conocimiento de los mecanismos implicados en los procesos de

carcinogénesisse ha ampliadoenormementegraciasal desarrollode las técnicasde

biología molecularasí comoal descubrimientode los métodosde transferenciagénica

o transfección. La aplicación de ambas técnicas al campo de la carcinogénesis

experimentalhapermitidodeterminarque las alteracionesde los distintos carcinógenos

sobreel ADN afectana dos tipos de genes reguladoresdel crecimiento:por un lado

los protooncogenes.efectorespositivosde la división celular cuyas formas alteradas

u oncogenesson responsablesde la transformacióncelular; por otro lado, los genes

supresoresde tumores,reguladoresdel control de la proliferaciónmedianteseñales

negativasdel crecimientoy cuyapérdidade función conduceigualmenteal crecimiento

celular desordenado.Antes del descubrimientode estos dos grupos de genes

reguladoresexistían tan sólo evidenciasindirectasde que el ADN era el blancode los

procesosde transformación,basadasen la capacidadde algunoscarcinógenosdeactuar

comomutágenoso provocarreorganizacionescromosómicas.

La primera demostración directa de que la transformación mediante

carcinógenosquímicos implica la activaciónde oncogenesseprodujo al comprobarse

que la transfección de ADN procedentede varias lineas tumorales iniciadas

químicamentepodía inducir la conversiónneoplásicade fibrobiastos en cultivo,

provocando la aparición de ‘focos’ de células transformadas,resultado de la

adquisicióndel oncogénactivadoen el procesode transferenciagénica ~Shihy colÉ.,

1979,). Si estosfocoseranexpandidosen nuevoscultivos y el ADN extraídoa partir

de ellos se utilizaba nuevamenteen ensayosde transfección sobre fibroblastos

normales,seproducíala aparicióndenuevosfocosdecélulastransformadas,indicando

que la secuenciaresponsabledel fenotipo neoplásicose transferíaa lo largo de los

ciclos de transfecciónconsecutivos(Figura2).
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LINFA CELULAR
TRANSFORMADA
QUíMICAMENTE

ADN

ADN»

er ciclo

ADN~

20 ciclo

3er ciclo

Figura 2: Transmisióndel fenotiponeoplásicomediantetransfección.
El ADN procedentede la línea celular iniciada químicamentees
precipitadocon fosfato cálcicoy añadidoa un cultivo de fibroblastos
NIH/3T3. La adquisición de secuenciastransformantesproduce la
apariciónde “focos”, cuyo ADN puedeserutilizado paratransformar
nuevoscultivos en ciclos de transfecciónsucesivos.
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La posibilidadde transferirfragmentosde ADN acélulascucarióticassuperiores

[be descrita inicialmente por Wigler y colÉ., (1977), mediante la utilización de

fragmentospurificadosdel genomadel herpesvirus,portadoresdel gen de la timidina

quinasa(¡k). Cuandoestos fragmentoseranprecipitadoscon fosfatocálcicoy añadidos

a un cultivo celular de fibroblastosde ratóncarentesde dicho enzima, incapacespor

tanto de sintetizartrifosfato de timidina (TTP), el genviral se internalizabaen algunas

células, integrándoseeficientementey comenzandosu replicación con el resto del

genoma. Este gen era igualmente reconocido por la maquinariatranscripcional y

traduccionalde las células receptoras,de modo que éstaspodíancrecer en medios

carentesde TTP. EJ ADN integradopodíatransmitirsedurantegeneracioneso incluso

de maneraindefinidasiempreque el cultivo se mantuvieraencondicionesde selección

(Pellicer y cok., 1980).

Experimentossimilares fueronrealizadosutilizando ADN de diversosorigenes

y transfiriéndolosadistintostiposcelulares,comprobándosequeteóricamentecualquier

gen podía ser transferidoy expresadosatisfactoriamenteen cultivo (Wigler y cok.,

1980). Estas técnicas fueron aplicadas al ámbito de la investigacióndel cáncer,

considerandoque si la adquisición del fenotipo neoplásicoestabaproducidapor la

activaciónde determinadosoncogenesdentrodei genoma,la transfecciónde éstea una

línea celular normaldeberíaconducira la apariciónde célulasneoplásicas,receptoras

del oncogénactivado. Estehechofue confirmadoen aproximadamenteun 30% de las

líneascelularestransformadaso tumorescuyo ADN fue ensayadoen experimentosde

transfección,demostrandola existenciade oncogenescelularesactivadoscapacesde

inducir la transformación.

La identificacióndel primeroncogénhumanomediantetécnicasde transferencia

génica se produjo a principios de la décadade los ochenta,cuando los grupos de

Weinberg,Wigler y Barbacid,partiendodedos líneascelularesde carcinomade vejiga

(denominadasEJ y T24) aislaron la secuenciatransformante responsablede la

adquisicióndel fenotipo transformadoa lo largo desucesivosciclos de transfecciónde

fibroblastos en cultivo tShih y Weinberg, 1982; Goldjárd y coL.. 1982; Pulciani y

cols., 1982). La caracterizacióndedicha secuenciapusode manifiestoque se trataba

del gen homólogoal oncogénras del virus del sarcomade Harvey (Parada y cok.,
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1982; Santosy cols., 1982), un retrovirus que infectacélulasde roedoresy que había

sido caracterizadopocosañosatras.Posteriormente,a partir de una líneade carcinoma

de pulmón se detectóotra secuenciatransformante,muy similar a la ya descrita y

tambiénhomólogaa otro oncogéndeorigenviral, el retrovirusdel sarcomade Kirsten

(Der y cok., 1982). Las investigacionesde virus oncogénicosy la detecciónde los

primeros oncogenesmediantetransfecciónconvergíanen el conceptode que genes

celulares,alteradosen tumoresprimarioso lineastransformadas,eranlos responsables

del fenotipotransformadoasociadoa la transformaciónneoplásicay quedichofenotipo

podía sertransferidode unascélulasa otrasmediantetransfección.

Ese mismo año fue definido e! mecanismo que confería la capacidad

transformanteal oncogenras. Comparandola secuenciade los genesprocedentesde

la línea celular original y el de las células normales, se comprobó que la única

diferenciaentreambassecuenciaseraunamutaciónpuntual, concretamenteG-T. Dicha

mutaciónproducíala sustitucióndel aminoácidoGly por Val en la posición 12 de la

secuenciade la proteínacodificadapor ras, confiriendo supotencialoncogénico(Tabin

y cok., 1982: Santosy cok., /982;Reddvy cols., 1982). Mutacionessimilaresfueron

detectadasen el aminoácido61, conduciendonuevamentea formasoncogénicasde la

proteína. La importancia de tales mutacionespuntualesen el procesoneoplásicose

demostróexperimentalmenteal comprobarseque la inducciónde mutacionespuntuales

podía reproducirseempleandotécnicasde carcinogénesisexperimental, medianteel

tratamientode ratascon N-metil-N-nitrosourea<‘Sukumar y cok., 1983).

2.2. Detecciónde oncogenescelularesmediantetransferenciagénica.

Aunqueen numerosasocasionesla transformacióncelularmediantetransfección.

partiendodel ADN de tumoresde diversosorígenes,estáproducidapor la activación

de genes pertenecientesa la familia ras, un número significativo de genes

transformantesno relacionadoscon los genes ras han sido aisladosutilizando las

mismastécnicas. En la Tabla II apareceuna relaciónde algunosde ellos, indicando

la fuentede donde fueron aisladosy la naturalezade la proteínaque codifican.

13



Introducción

TABLA II: Clasificaciónde oncogenesaisladosmedianteensayosde transfección,
en función de su mecanismode activación’

Gen Origen Proteína Referencia

- Oncogenesactivadospor mutacionespuntuales

:

H-ras carcinomade vejiga GTP-asa Paraday cols. 1982

K-ras carcinomade pulmón GTP-asa Ocr y cok, 982

N-ros neuroblastoma GTP-asa Shimizu y cok, 983

neu neuroblastomay glioblastoma receptortirosmaquinasa Bargmannycois. 1986

- Activación por reorganizacióngénica

:

rnet célulastransformadasquímicamente receptortirosina quinasa Coopery cok. 1984

trk carcinomade colon receptortirosmaquinasa Martín-Zarx~y col,1986

ret linfoma no definida Fakahashiy cols, 1985

ros línea celular de cáncerde mama proteínatirosina quinasa Birchrneierycols. 1986

raf cáncerde estómago serina-treonínaquinasa SI-úmizu y cois. 1985

raJ’R sarcomaEwing serína-treoninaquinasa Ikawa y cols. 1988

dbl linfoma unión a GTP E~a y Aaronson. 1985

vav carcinomade esófago unióna GTP CoppoLay cois. 1991

ect2 queratinocitosde ratón unión a GTP Miki y cols, 1993

lisí carcinomade estómago factorde crecimiento Tan y cok, 1987

J~f25 carcinomade vejiga factor de crecimiento zhany cok, 1988

mas carcinomaepidermoide proteínatransmembranar Young y cok. 1986

lhc célulasderivadasde leucemia reguladorde proteínasGTP ToksozyWilliarns,l~4

cot carcinomade tiroides sermaquinasa Mivosh¡ y cok. 1991

-. Capacidadtransformantepor sobreexpresíon

:

eps15 queratinocitosde ratón sustratotirosina quinasa Fazioli y cok. 1993

est sarcomaEwing sermaquinasa Chany cok. 1993a

- Procesamientoalternativodel ARN

:

ox! leucemia receptortirosina quinasa O’Bryan y cok. 1991

Mecanismode activaciónno determinado

:

UFO leucemiamielocítica tirosina quinasa iansseny cols. 1991

T!M células de mama inmortalizadas unión a GTP Chany cok, 1994

tEsta tabla pretenderecopilar la mayoríade oncogenesdetectadosmediantetransfeccion
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La prácticatotalidad de estosoncogenesha sido aisladamediantela utilización

de los fibroblastos de ratón denominadosNIH/3T3 como receptores del ADN

transformante.Esta línea celular ofrecedos ventajasfundamentalesquejustifican su

utilización frecuente:(1) setrata deunalínea celular inmortalizada,lo que la convierte

en extremadamentesensible a la transformación, de acuerdo con el modelo

multiescalonadode desarrolloneoplásicopreviamenteexpuesto,y (2) soncélulasque

muestranuna elevadaeficiencia en la internalizacióne integraciónde ADN exógeno

(Cooper, 1990).

La existenciade ADNs con capacidadtrasformanteseha detectadoen diversos

tipos de tumoresprimarios así como en líneas celularestransformadas.De especial

interésen el campode la carcinogénesisexperimentalson los descubrimientosde los

oncogenesmety neu (Coopery cols., 1984; Bargmanny cok., 1986)aisladosa partir

de líneas celularestransformadasmediantecarcinógenosquímicos (met) y tumores

inducidosquímicamente(neu).

La caracterizaciónmolecular de los oncogenesdetectadospor ensayosde

transfecciónha indicado que existen tres mecanismosfundamentalesde activación,

responsablesdel potencial oncogénicode estas secuencias:mutacionespuntuales,

reorganizacionesy sobreexpresióngénica. La existenciade mutacionespuntuales,

demostradaspara los oncogenesras, ha sido tambiéndeterminadaen el casode neu,

un oncogénaisladoa partir deneuroblastomasy glioblastomasinducidosquímicamente

en ratas; neu, que codifica un receptor con actividad tirosina quinasa,adoptauna

conformación activada constitutivamente mediante la sustitución de un único

aminoácidoen el dominio transmembranar(Bargmanny cols, 1986). Por otra parte.

la inducción de mutacionespuntualesmedianteexperimentosde mutagénesisdirigida

ha puestodemanitiestola capacidadtransformantedealgunosgenesya descritos,como

es el caso de MAPK-K, mediador de las señalesmitogénicas,demostrandoque la

activación constitutiva de esta proteínaes suficiente para transformarNII-I/3T3 en

experimentosde transfección(Cowlev y cols., 1994).

Las reorganizacionessonla causamás frecuentede activaciónoncogénicaentre

los genes detectadospor transfección. Estas reorganizacionespueden conducir a

dejeejonesen tino de los dosextremosdeun gen, provocandola apariciónde proteínas
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con el extremoaminoo carboxiterminaltruncado(vav. dhO(Coppolay cok., 1991;Eva

y cok., 1988)., La reorganizaciónpuedeprovocarquedos genesindependientesqueden

alineadosproduciendouna proteínade fusión comoconsecuenciade la transcripción

de un “locus artificial”. Estasreorganizacionespuedentenerlugaren el tumor o línea

celular transformada(trk, met) (Martin-Zancay cok.. 1986; Park y cok., 1986),o por

el contrario ocurrir duranteel procesode transfección(ret, var) (Takahashiy cok.,

1985; Coppola ‘o cok., 1991). La adquisición de la capacidadtransformantepor

sobreexpresiónestambiénel resultadode procesosde reorganizacióno recombinación,

no en la regióncodificadoradel gensino en suselementosreguladores;estees el caso

del oncogénmas, activadocomo consecuenciade un incrementoen la transcripción

génicaprovocadopor un procesode reorganizaciónen la región 5’ no codificantedel

gen (Young y cok.. 1986). La activación oncogénicapor sobreexpresiónha sido

analizadarecientementemediantetransfecciónde genotecasde expresión,en lugar de

ADN genómico. En estos casos, en que los ADN complementarios(ADNc) son

expresadosbajo el control de un fuertepromotor,se hacomprobadoque genescomo

epsl5 y est puedentransformarcélulas NIH/3T3 si su transcripciónestápor encima

de los niveles basales(Fazioli y cok., 1993; Chan y colÉ., 1 993a). Experimentos

similares han puesto de manifiesto que genes como G~12, que codifica para un

transductor de señales extracelulares. puede actuar como oncogén cuando es

sobreexpresado(Chan y cok., 1993b).

2.3. Implicación de los genessupresoresde tumoresen la carcinogenesis.

Mientrasque los oncogenesactúan comogenesdominantesy son, por tanto,

capacesdeprovocarla transformacióncuandosontransferidosde unacélulaaotra, los

genes supresoresde tumoresse comportancomo genesrecesivosy no puedenser

detectadosmedianteel mismo tipo de análisis. Sin embargo. la implicación de los

genessupresoresen una proporciónelevadade tumoreshumanoslos ha convertidoen

uno de los gruposde genesmás estudiadosen los últimos años.

La participaciónde los genessupresoresen el desarrolloneoplásicoexplicaen

parte el hecho de que el ADN procedentede muchos tumores no sea capaz de
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transformarcélulas NIH/3T3 en experimentosde transfección.La presenciaen las

células NIH/3T3 de formas normales de estos genes inhibidores de la proliferación

puedeenmascararla alteración de esemismo locus u otros relacionadosen el AUN

donador.

La detecciónde los genessupresoresde tumoresseprodujocomoconsecuencia

del análisis de híbridos formados por la fusión de células normalescon células

tumorales.Esta fusión producíaen muchos casosla reversiónde estasúltimas, de

maneraque el híbrido no mostrabafenotipo neoplásico.Este hechoindicabaque la

célula normal aportabauno o varios genesque actuabannegativamenteinhibiendo la

proliferacióncelular descontrolada.La confirmaciónde la función de estos genesse

produjo al observar que los “híbridos normales” revertían a menudo al fenotipo

maligno, y que este fenómenoiba asociadoa la pérdida de cromosomasconcretos

(Stantridge, 1990).

El estudio de la transmisión hereditaria de ciertos tumores también ha

contribuido al conocimientode los genes supresoresde tumores. En concreto, el

estudio del retinoblastoma, un tumor ocular que se desarrolla en niños

aproximadamentea los cinco años de edad condujo a la identificación de un gen

localizadoen el cromosoma13. La propensióna contraerretinoblastomase transmitía

de padresa hijos de forma hereditaria,de acuerdocon la transmisiónmendelianade

un solo locus. Medianteanálisis cariotípicosse comprobóque dicha transmisión iba

asociadaa una deleciónen el cromosoma13, concretamentela región 13q14, donde

posteriormentese ha localizadoel gen del retinoblastoma(Rb)(Weinberg, 1991).

Otro de los genessupresoresde tumoresmejor caracterizadosesel denominado

pS3. Descubiertopor su capacidadde unirse a la proteína T del virus SV4O, fue

catalogadoinicialmentecomooncogéndebido a su propiedadde cooperarcon ras en

la transformación de fibroblastos primarios (Hollingsworth ‘o Lee, 1991).

Posteriormentese comprobó que dichos experimentoshabían sido realizadoscon

formas mutadasde pS3 que le aportabancapacidadoncogénica.De hecho,pS3es el

único gen bifuncional para el que se ha definido tanto una actividad oncogénica

dominantecausadapor mutacionespuntuales,comounaactividadefectoranegativadel

crecimiento (Levine ‘o cok.. 1991). Identificado recientementecomo un factor de
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transcripcióncon capacidaddeunirse al ADN <‘Kern y cok., 1991), pS3se constituye

comoel gen más comunmentemutadoen el cáncerhumano.

El estudio de los genes supresoresde tumores también ha sido abordado

mediantela utilización de técnicasde transferenciagénica.En estecaso,el objetivo no

es provocar la transformación de células normales, sino revertir el fenotipo

transformadode las células neoplásicas.Este tipo de experimentosha permitido a

Schafer y cok. (1991) identificar el gen supresorNTS-l. partiendo de fibroblastos

transformadoscon el oncogén 1-1-ras. Cultivos celulares de estos fibroblastos se

transfectaronconADN total de placentanormalhumana,acompañadode un plásmido

para la selección de recombinantescon higromicina. La población de células

transfectadas,seleccionadasen dicho antibiótico fue tratadacon ouabaina,una droga

que destruyelas célulasendivisión activa <‘Schafery cok., 1988),obteniendocolonias

que aún expresandora~, no se multiplicaban de manera activa y por lo tanto

sobrevivíana la acción de la droga. Este fenómenopudo ser reproducidoen un

segundociclo, partiendo de ADN de estascolonias, lo que permitió obtenernuevas

poblaciones de células no transformadasa pesar de poseer el oncogén H-ras

constitutivamenteactivado.Estosresultadosindicabanquelaadquisióndedeterminados

genes procendentesdel ADN humano transfectadoconfería a algunas células un

fenotiponormal. Experimentossimilares,partiendodecélulastransformadasconK-ras

y mediante la transferenciade genotecasde ADNc realizadasa partir de células

normales han llevado a la caracterizaciónde K-rei’- 1, un gen supresorcapaz de

bloqueartambién la actividadtransformantede ras (Kitayamay cols., 1989,).
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3.- Oncogenesy carcinogénesisquímica.

La mayoría de los sistemasanimalesde carcinogénesisquímica resultanen la

detecciónde oncogenesactivadospertenecientesa la familia ras. Así por ejemplo, la

inducción de carcinomasen la glándula mamariade ratasmediantetratamientocon

nitroso-metilureaproduce la activación de H-ras en casi un 90% de los casos

analizados(Sukumary cok., 1983).En otros estudiosen hepatomasde ratainducidos

mediantenitroso-dietilamina,la activacióndeH- y K-rasseproduceen másdeun50%

de las muestras,En algunos casos,como los publicadospor Ochiai y cok., (1985)

sobrehepatocarcinomasiniciados mediantedistintoscarcinógenos,la incidenciade H-

ras ha sido demostradaen la totalidadde las muestrasanalizadas.La Tabla III recoge

los resultadosde los análisis de distintos tumoresreproducidosen ratas y ratones

medianteel tratamientocon distintos carcinógenosquímicos, indicandoel porcentaje

de casosen los que se han descritoalteracionesde los distintos miembrosde esta

familia de oncogenes.

Sin embargo, la activación de ras no es suficiente para la transformación

celular, sino que hande producirsealteracionesadicionales,bien genéticas(alteración

deotrosoncogeneso genessupresoresde tumores)o epigenéticas,en lasdistintasfases

de iniciación, promocióny progresión.La definición de la función de ras en cadauna

deestasetapasdel desarrolloneoplásicoescontrovertida:existenteoríasquedefienden

que ras actuaríacomo iniciador, mientras que otras predicen que su activación se

produciríacomoconsecuenciade la inducciónneoplásica.Así, algunosexperimentos

sugierenque ras se altera en aquellascélulas que ya han desarrolladodeterminadas

propiedadespreneoplásicas(LuyArcher, /992), mientrasque otros resultadosindican

que esta familia de oncogenesparticiparíaen la iniciación del desarrollotumoral

(Harris, 1991). Estaúltima posibilidadestáapoyadapor las característicasmutagénicas

de muchos carcinógenos,en consonanciacon los mecanismosde activación de los

oncogenesras a travésde mutacionespuntuales.
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Tabla ¡II: Incidenciade la activaciónde oncogenesras en tumoresanimalesinducidos
mediantetratamientocon distintoscarcinógenos

Especie Carcinógeno Tumor Oncogén Incidencia

Rata NMU carcinomade mama H-ras-1 80%
DMBA carcinomade mama H-ras-1 23%
l)MN carcinomade riñón K-ras-2 40%
TNM carcinomade pulmón K-ras-2 74%

Ratón DMBA carcinomade piel H-ras-l 90%
DBACR carcinomade piel H-ras-1 80%
DMBA carcinomade mama H-ras-l 100%
NMU linfoma N-K-ras-2 85%
MCA linfonia tímico K-ras-2 83%
MCA fibrosarcoma K-ras-2 50%
HOAAF carcinomahepático H-ras-l 100%
VC carcinomahepático H-ras-1 100%
¡JODE carcinomahepático H-ras-1 100%
Furfural carcinomahepático H-ras-1 85%
TNM carcinomade pulmón K-ras-2 100%

Abreviaturas: NM ti, nitroso-meiilurea; DMBA, dimeíil-benzo-antraceno4 DMN,
metil(metoxtmetil)nitrosamma:TNM, tetranitrometano;DBACR, dibenzo-acridina:MCA, 3-

metiicolaníreno;HOAAF, fluoruro de N-hidroxi-2-aceúlaminttVC, vinilcarbamato:1-JODE. 1’-
hidroxi-2-3’-dihidroestragol.Datosmodificadosde Barbacid (1987f

A pesaresta alta incidenciade alteracionesde ras en los modelosanimalesde

rata y ratón, un alto porcentajede tumoreshumanosno han sido asociadosa ningún

oncogén conocido. De hecho, la función de la mayoría de los oncogenesen el

desarrollodel cáncerhumanoes desconociday tansólo algunosgenestransformantes

como mt myc y erhB2, ademásdel propio ras, han sido asociadosdirectamenteal

cáncerhumano Wrooksy cok., 1987; Kasid y cok., 1987; Slamony cok., 1987,). En

consecuencia, la determinación de las alteraciones genéticas responsablesde la

transformaciónneoplásicarequierela creacciónde modelosexperimentalesen los que

la función de otros oncogenesno relacionadoscon ras puedaser analizada.

Entreellos, la transformaciónde célulasprimariasde hámstermediantedistintos
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carcinógenosha sido uno de los modelos más utilizados debido, como hemos

comentadoen el apartado 1.2., a la estabilidadgenéticade estetipo celular y a la

posibilidadde correlacionarlos resultados‘in vitro” con los procesos“in vivo”. Dicho

modelo ha permitido en nuestro laboratorioanalizar tanto la función de oncogenes

(Notario y cok., 1990), comode genessupresoresde tumores (Albor y cok., 1994)en

distintosestadiosdel desarrolloneoplásico.

En este sistema, que se exponecon detalleen el capítulo siguiente de esta

introducción, se ha encontradoque las alteraciones de ras ocurren de manera

infrecuente.Estosresultadosestánde acuerdocon los obtenidosenotros laboratorios,

utilizando el mismo tipo celular, tanto con carcinógenosquímicos (Gilmer y cok.,

1988) comotísicos (Borek ‘o cols., 1987).
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4.- Detecciónde secuenciastransformantesen fibroblastosde hámster

iniciados con carcinógenosquímicos.

Mediante la utilización de técnicas de transferenciagénica similares a las

descritasen páginasanterioresde esta introducción se ha detectadola presenciade

secuenciastranslbrmantesactivadasen el genomade líneas celulares de hámster

iniciadasneoplásicamentemedianteel tratamientocon distintoscarcinógenosquímicos

<‘Notario ‘o cok., 1990).

Este estudio incluyó 22 líneas celulares neoplásicasgeneradaspartiendode

fibroblastosprimariosde hámster,denominados84-3, medianteuna únicadosisde los

siguientes carcinógenos:bisulfito sódico (BS), N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina

(MNNG), benzo(a)-pireno (BP), 3-metilcolantreno (MCA), 7,12-dimetil-

benzo(a)antraceno(DMBA), propanosulfona(PS) o N-acetoxi-tluorenil-acetamida

(3AF). Todas ellas provocaronla aparición de colonias en medio semisólido y/o

tumoresen ratonesinmunodeprimidos.

La presenciadesecuenciastransformantesdominantesen el genomaseconfirmó

en 12 de las 22 líneas celulares, medianteextraccióndel ADN y transfecciónen

fibrob]astosNIH/3T3. Estas doce líneaspositivas en Ja primera transfecciónfueron

subsecuentementeanalizadasmedianteun segundociclo de transfección,partiendodel

ADN de los focos obtenidosen el primer ciclo. Todasellas resultaronpositivasen la

segundatransfeccióncon una eficiencia de transformaciónsuperior a la obtenida

partiendodel ADN original, productodel enriquecimientoen ADN transformantede

las preparacionesen los sucesivosciclos. En la Tabla IV aparecerepresentadala

actividadtransformantedel ADN de estas12 lineascelulares,indicandoel carcinógeno

con que fueron iniciadas.

Una vez comprobadala activacióndesecuenciastransformantesen estaslíneas

celulares (denominadastransfectantes)se evaluó la posibilidad de que éstasfueran

miembros de la familia ras, teniendo en cuenta la elevada frecuencia con que

alteracionesen estosoncogeneshan sido descritasen otros modelosde carcinogénesis

experimental.Paraello se llevarona cabodostipos de análisisen los transfectantesdel
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segundociclo. Por una partese determinó la movilidad electroforéticade la proteína

p21ro~. inmunoprecipitadaconanticuerposmonoclonalesa partir de extractosmarcados,

análisis que de acuerdocon Srivastavay cok., (1985) permitedistinguir la estructara

nativa de p21rÚ~, respectoa la de las formas mutadas.Por otra partese procedióa la

hibridación del ADN genómico de las líneas celulares transformadascon sondas

especificasde los distintos miembros de la familia ras. Mediante ambosanálisis se

determinóla existenciade ras activadotan sólo en tres de las docelíneasanalizadas,

todasellas iniciadas con bisulfito sódico.

TABLA IV: Actividad transformantede los ADNs procedentesde las doce líneas
celularesiniciadas con distintoscaremógenosquímicos

Primer ciclo

Eficiencia Tiempo

Segundo

Eficiencia

ciclo

Tiempo
<toc’>tgg AÚN) (semanas) <focos/ggAUN) (semanas)

BS-B2A2 0.012 3.5-4.0 0.13 3.5-4.0
BS-B2D1 0362 2.5-3.0 1.88 2.5-3.0
BS-BSE[ 0.713 2.0-2.5 8.73 1.5-2.0
BS-821-Il 0.087 3.5-4.0 0.34 3.0-3.5

BP-0BP 0.051 3.0-3.5 0.61 3.0-3.5
BP-7997 0.072 3.0-3.5 0.84 3.0-3.5

MC-SIClO 0.037 3.0-3.5 0.47 3.0-3.5
MC-81C33 0.102 3.0-3.5 0.94 3.0-3.5
MC-81C39 0.450 3.0-3.5 3.87 2.5-3.0
MC-81C47 0.427 3.0-3.5 2.98 2.5-3.0
MC-81C52 0.025 3.5-4.0 0.39 3.5-4.0

AF-84-I0 0.462 2.5-3.5 4.56 2.5-3.0

FI nombre de las distintas lineas celulares (columna de la izquierda) va precedido por las iniciales del
carcinogeooutilizado parasu obtención:B5. bisulfito sódico: HP. benzo-pireno: MCA, 3-•melilcolanrreno:AV
N-aceíoxi—fluoreni 1 -acetamida . La eficiencia de transformación se define como el numero de focos de células
tranformadas por ~w de ADN lotal . El ñempo secontabilizó desde el Tilomenlo de la transíeccián basta el día

en que los focos fue ron visibles macroscopícamente. Tomada de Notario .. <1990).
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Estos resultadossignificaban la activación de secuenciastransformantesno

relacionadascon ras en un 75% de los casosanalizados,demostrandoque la activación

de este oncogénes un fenomenopoco frecuenteen la transformaciónde fibroblastos

embrionariosde hámstermediantecarcinógenosquímicos, convirtiendo estemétodo

experimentalen un sistemaválido parael estudiode otros oncogenesen el procesode

transformacióncelular.

La línea celular 81C39 (iniciada neoplásicamentecon 3-metilcolantreno>fue

elegidaparael aislamientoy caracterizaciónla secuenciatransformanteresponsablede

su fenotipo neoplásico. Esta línea celular fue seleccionadarespectoa las demás

basándoseen suscaracterísticasfenotípicasy en la alta eficienciade transformaciónen

los ciclos de transfección consecutivos. Para ello, partiendo de ADN de los

transfectantesde segundoy tercer ciclo, generadosde acuerdocon el modelo

experimental representadoen la Figura 3, se realizó un extensivo análisis de

hibridación con más de medio centenarde sondas correspondientesa oncogenes

descritos hasta el momento. En todos los casos se detectaronlos patrones de

hibridación característicosdel proto-oncogéncorrespondientepresenteen las células

NIH/3T3. Estos resultadosapoyabansólidamentela posibilidad de que las secuencias

transformantesactivadasen la línea celular 81C39 y transferidasa los fibroblastos

NIH/3T3, constituyeranun nuevo oncogénno descritopreviamente.
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Fibroblastos84-3

1 3-metilcolantreno

Línea celular
81 C39

*
ADN

‘gv
FibroblastosNIH/3T3 icr ciclo de transfectantes

ADN

FibroblastosNIH/3T3
TI

2” ciclo de n~ansfectantes

ADN

Hibridación con sequencias
repetitivas

Análisis de hibridación con
sondasdeoncogenesdescritos

Figura 3: Esquemadel procesode detecciónde la secuenciatransformante
activadaen el genomade la línea celular 81C39, mediantetratamientode
fibroblastosdehámster84-3con 3-metilcolantreno.La presenciadesecuencias
activadas fue detectada mediante ciclos de transfección sucesivos en
fibroblastosinmortalizadosNIH/3T3. La presenciadeADN dehámsteren las
distintas lineas celulares transformadas(transfectantes)fue determinada
mediantehibridación del ADN con sondascorrespondientesa secuencias
repetitivas especificas de hámster. Análisis de hibridación posteriores
utilizando sondas correspondientesa oncogenes descritos sugerían la
posibilidadde que un nuevotipo desecuenciatransformanteera la responsable
de la transtérmaciónneoplásica.
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Ob/ehvos

El planteamientodel presentetrabajo partede la hipótesisde que un tipo de

secuenciatransformanteno caracterizadaconanterioridadesla responsabledel fenotipo

tumoral de la línea celular 81C39. Como se describió en la introducción, esta línea

celular fue iniciada neoplásicamentemedianteun único tratamientoa fibroblastos

embrionariosde hámster(84-3) con 3-metilcolantreno(Notario y cok., 1990,), y se

seleccionóparaesteproyectoporpresentarunaaltaeficienciade transformación,entre

otras ventajasexperimentales.

La presenciade un oncogénactivado fue detectadamediantedos ciclos de

transfecciónen fibroblastosNIH¡3T3, partiendodel ADN de alto pesomolecular de

las células 81C39. En consecuencia,distintas lineascelulares(transfectantes),fueron

generadasa partir de los focosde células transformadasen los ciclos de transfección

sucesivos,activadaspor la adquisiciónde ADN de hámster.

Utilizando estesistemaexperimentalnos propusimoslos siguientesobjetivos:

Aislar la secuenciatransformante,activadaen las células81C39 y responsable

de la transformaciónde los fibroblastosNIH/3T3. Paraello se construyóuna

genotecaen cósmidopartiendodel ADN total de un transfectantedel segundo

ciclo, procediendodespuésde acuerdocon el siguientediseñoexperimental:

- Transfeccióndel ADN total de la genotecaen células NIH/3T3 para la

obtenciónde focosdecerníastransformadas,inducidospor la integración

(le cósmidosportadoresde ADN de hámster.

- Rescatede los cósmidoscapacesde provocar la apariciónde focos de

célulastransformadasen los fibroblastosde ratón.

Análisis de los cósmidosrescatados,determinaciónde su capacidad

transtbrmantey de la presenciadeADN de hámsteren sus insertos.

2.- Caracterizarmoleculary biológicamentela nuevasecuenciatransformante.Este

objetivo consistió en determinarsi las secuenciasrescatadasconteníanun gen

no descrito hastala actualidad, confirmandola hipótesis inicial, ParaeRo se

procediócomosigue:

- Identificacióndeunaunidadtranscripcionalen los fragmentosgenómicos

de hámsterobtenidosmedianteel rescatede cósmidosrecombinantes.
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Selecciónde subfragmentosgenómicoscapacesde reconocermensajeros

específicosal ser utilizados como sondasen análisis de “Northern”,

partiendode ARNm de las lineascelularesde hámster84-3 y 81C39.

Clonajede los subfragmentosparasusecuenciación.Comparaciónde la

secuencíaobtenida con las basesde datos de secuenciaGeneBanky

EMBL paradeterminarla existenciade geneshomólogosya descritos.

3.- Aislamientodel ADNc derivadodel locus 2enómico.partiendodel ARNm de

la línea celular81C39. Paraello seprocedióa la construcciónde una genoteca

de ADNc, en la que se determinóla existenciade clonespositivos utilizando

fragmentosgenómicoscomo sondasen ensayosde hibridación. Estos clones

fueron analizadosmediante:

- Secuenciacióndel ADNc y determinaciónde la naturalezade la proteína

deducidade la secuenciadel ADNc.

- Comprobaciónde la existenciade la proteínadeducidaapartir del ADNc

medianteexperimentosde transcripcióny traducción“in vitro”.

Duranteel desarrollode los experimentosy a medida que se fue teniendoun

mejor conocimiento del fragmento genómico poseedor de la nueva secuencia

transformante,se realizarondiversosexperimentospara caracterizarcon más detalle

la actividady la relevanciabiológica del nuevooncogén.Entreellos, la determinación

del grado de conservaciónevolutiva así como su comportamientoen ensayosde

transfeccióncon el oncogénH-ras han sido incluidos en el presentetrabajo.
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Materiales y métodos

1.- Material biológico y reactivos.

1.1. Líneascelulares.

Fibroblastos 84-3: Células primarias de hámsterprocedentesde embriones

completosen el día 9 del desarrollo.

Líneacelular 8 1C39: originadamedianteel tratamientode fibroblastos84-3 con

3-metilcolantreno.

Línea celular NIH/3T3: obtenidadel Dr. Stuart A. Aaronson,del laboratorio

de Biología Celular y Molecular del NCI (“National CancerInstitute”, USA).

1.2. Vectoresde clonaje.

pCV1O8: cósmidopara la construcciónde genotecas(Lau y Kan, 1983)

X-ZAP: vectorderivadodel bacteriófagolambda,utilizadopara la construcción

de genotecasde ADNc (Stratagene,USA).

pBluescript SK+ (Stratagene)y pUC18 (Pharmacia,USA), utilizados para el

subclonajey secuenciaciónde fragmentosgenómicos.

1.3. Cepasbacterianasderivadasde Escherichiacoli.

VNC-l para la infección de cósmidosrecombinantes;estacepabacterianafue

derivadade la cepa490A por el Dr. Notario mediantemutagénesisquímicay

seleccionadapor su elevada eficiencia para la replicación de cósmidos

recombinates.

C-600. HB-1O1, SURE(Promega),XL-1 blue (Stratagene),parala propagación

de plásmidos.

SOER(Stratagene),parala escisióndel plásmidocontenidoen la secuenciadel

bacteriófagoX-ZAP,
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1.4. Compuestosradiactivos.

- [355]dATP(1000 Ci/mniol) obtenidode New EnglandNuclear

- [32P]dCTP(3000 Ci/mmol) “ “ “

- WPIdATP (3000Ci/mmol)

- [355]Metionina(1000 Ci/mmol) “ “ Amersham.

1.5. Medios de cultivo.

- Medio FaglemodificadosegúnDulbecco(DMEM). suerofetal bovino (FBS)

y antibióticos seobtuvieronde Gibco-BRL.

- Medios LB y NZY para el cultivo bacterianose obtuvieronde Gibco-BRL.

Todos los demásreactivos empleadosfueron de un gradode purezaadecuadoa las

técnicasde biología moleculary se adquirieronde las siguientescompañías:Sigma,

Fluka, BoehringerMannheim,Fishery Baxter.

2.- Cultivo de líneascelulares.

Los fibroblastosembrionariosde hámster84-3 y la línea celular transformada

81C39 fueron cultivados en medio DMEM suplementadocon 1 mg/ml de piruvato

sódico, glutamina (5 mM), 10% suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina y 100

~íg/ml de estreptomicina,a 370C en una atmósferahúmedacon CO, al 5%. Los

cultivos fueronexpandidosenplacasde 15 cm dediámetro,a fin de reducirel número

de pasescelularesde una placa a otra, crítico paralas células84-3, y fueron lisadas

al 80% de confluencia con las solucionesadecuadaspara la extracciónde ácidos

nucleicos. Los fibroblastos NIH/3T3 se cultivaron en medio DMEM, suplementado

igualmenteconsueroy antibióticosen la mismaconcentración.El contenidodeglucosa

en el medio de redujo de 4,5 a 1,0 mg/l en los periodos de seleccióndespuésde la

transfección.a fin de favorecerel crecimientode las células transformadas.
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3.- Construcciónde una genotecade transformantesdel segundociclo.

3.1. Extraccióndel ADN de alto pesomolecular.

El tamañomoleculardel ADN esunade las principalesconsideracionespara la

preparación de una genoteca cuando se utilizan cósmidos como vectores de

propagación.El ADN de partida ha de tenerun tamañomedio muy superiora 50 kb,

a fin de que despuésde ser digerido parcialmentecon el enzima de restricción

apropiado,los fragmentosobtenidososcilenentre40 y 50 kb.

Partiendode cultivos de células NII-1/3T3 transformantesdel segundociclo,

aproximadamenteal 90% de confluencia, se procedió a la extracción del ADN

mediantelisis con SDS y posteriorpurificación con disolventesorgánicos,siguiendo

el protocolodescritoa continuacion:

- Resuspenderlas células (recogidasporcentrifugación)en 10 ml de la solución
de lisis (Tris 10 mM. EDTA 1 mM, NaCí 150 mM, SDS 0,5%, pH 7,5).

- Añadir pronasahastauna concentraciónfinal de 200 ¡íg/ml e incubardurante
16 h a 370C.

- Extraerel ADN con un volumende fenol (equilibradoconuna soluciónde Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5), medianteagitaciónsuavey centrifugacion.

- Extraer el ADN de la fase superior con una solución de fenol (50%) y
cloroformo-alcoholisoamílico 24:1(50%)(CIA).

- Repetir la extraccióncon 1 volumende CIA, y recogerla fase superior.
- Añadir 2 volúmenesde etanolabsoluto a -200C y agitar cuidadosamentea fin

de precipitarel ADN que es finalmenterecuperadoy secadoen el liofilizador.
- Resuspenderel ADN en T

10E1 (Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM).

3.2. Digestión parcial y fraccionamiento del ADN.

La integridad y el tamaño medio del ADN de alto pesomolecularobtenidofue

comprobadamedianteelectroforesisen geles de agarosaal 0,7%. A continuación,

distintas alícuotasde la preparaciónde ADN fuerondigeridascon un númerovariable

de unidades de la endonucleasade restricción BamH 1, por periodos de tiempo

variables. Los productos de la digestión fueron igualmente analizadosmediante

electroforesis,hastaconseguirlas condicionesóptimasparala obtenciónde un tamaño
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medio de 40 a 50 kb. Las alícuotasde ADN se cortaroncomosigue:

- 20 p.g de ADN de alto pesomolecular
- NaCí 150 mM, MgCI2 6 mM, Tris 6 mM pH 7,5
- BSA 100 gg/ml
-DTT1mM
- 1 unidadde la endonucleasade restricciónBamH 1

La reacciónse incubódurante20 mm a 37
0C, en un volumen final de 60 M1

Finalizadala reacciónde restricción,el ADN fue extraídoconfenol, fenol-CIA y CIA,

y precipitadocon etanol a -200C.

A fin de purificar la fracciónde ADN deun tamañocomprendidoentre40 y 50

kb, el ADN digerido parcialmentese sometió a centrifugaciónen un gradientede

sacarosa(sacarosa10%-40%en NaCí 1 M. EDTA 1 mM, Tris 20 mM. pH 8,0, en

tubosdeultracentrífugaSW2S).Sobrelos tubos conteniendoel gradientesedepositaron

250 Mg de la preparaciónde ADN parcialmente fraccionado, y se sometió a

ultracentrifugacióna 27.000 rpm durante22 h. Durante este tiempo el ADN se

distribuyeen el gradientede sacarosade acuerdocon su tamañomolecular, quedando

las moléculasmás grandesenel fondo del tubo y las de menortamañomás próximas

a la superficie.

Un total de 36 fraccionesde 1 ml fueron recogidasinsertandouna agujaen la

parte inferior del tubo sin distorsionar el gradiente. Dichas fracciones fueron

posteriormentediluidas con TíuEí hasta conseguir una concentraciónde sacarosa

inferior al 10%. A continuación,el ADN se precipitó con etanol y se resuspendió

nuevamenteen T~
0E1. El tamaño medio de las distintas fracciones fue finalmente

analizadomedianteelectroforesis.

3.3. Preparación de la genotecay aislamiento de cósmidosrecombinantes.

El vectorutilizado para la construcciónde la genotecafue el cósmidopCV1O8

(Lau y Kan, 1983). Estevectorposeela secuencíade reconocimientocosquepermite

el empaquetamientodel ADN en partículasvirales, las cualespuedenser fácilmente

transducidasen bacterias.
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Figura4: Mapa del vectorpCV1O8

El vector pCV1O8 posee el gen que confiere resistenciaa ampicilina (¡3-

lactamasa),permitiendosu selecciónen bacterias Amp-, e incluye ademásel gen

APH3’-II enel sitio de restricciónBgl II, cuyaexpresiónestareguladaporel promotor

del virus SV4O. Estegencodificael enzimaaminoglicosil3-fosfotransferasa(Neo), que

permitela selecciónde las célulasde mamíferotransfectadasconpCV1O8 en presencia

de neomicina (G-418), ademásde proporcionarresistenciaa kanamicinacuando la

construcciónes propagadaen E. coY.

La ligación de la fracción de ADN seleccionadadel gradientey el vector se

realizó en el sitio único de clonajeBamH 1 de pCV1OS. Paraello, lO~ig del cósmido

fueron linearizadoscon 20 unidadesdel enzimaBamHl. A continuaciónseprocedióa

la defosforilacióndel vector (a fin de evitar la ligacióndel cósmidoconsigomismo),

incubandola reaccióna 650C durante1 h con 150 unidadesdel enzimaBAP (fosfatasa

alcalina bacteriana).Despuésde linearizadoy defosforilado,el vector fue purificado

medianteextraccióncon fenol y CIA.

Sai 1
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La ligación se llevó a cabocombinando100 ng de la fracción de ADN con 300

ng de pCVIO8. utilizando 2 unidades del enzima T4 ligasa en las condicionesde

reacciónadecuadas(Tris 50 mM pH 7,6, MgCI. LO mM. DII LO mM, 50 gg/ml BSA,

ATP 1 mM). en un volúmen final de 20 M
1~ En estascondicionesse favorece la

formaciónde concatémeros,alternandolas secuenciasvector-inserto-vector,quedando

por lo tanto las secuenciasde reconocimientocos separadasalrededorde 40-50 kb,

distanciaapropiadapara el empaquetamiento“in vitro” en bacteriófagosX. Este se

realizó utilizando el sistemacomercialGigapackll-XL (Siratagene).El sistemaconsta

de un primer extracto(1) quecontienelas proteínasqueconstituyenla cabezadel fago,

y un segundoextracto(II) queproporcionael resto de componentesnecesariosparala

formacióndel bacteriófagocompleto. El protocoloutilizado fue el siguiente:

- Combinarel extracto1 con 2 M1 de la reacciónde ligación
- Añadir 15 M’ del extractoII
- Incubara temperaturaambientedurante2 h.
- Añadir 0,5 ml del tampónSM (Tris 50 mM pH 7.5, NaCí 100 mM, MgSO

4 10
mM, gelatina0,01%) y 20 M

1 de cloroformo

La mezclade reacciónsecentrifugóbrevementepararecogerel sobrenadante

portadorde las partículasviralespara su titulación. Esta serealizó infectando200 M1

de uncultivo estacionariodeE. coli VNC-1 conalícuotasde 1,5 y 15 M1 de la solución

de fagos durante 15 mm a 370C y sembrandola reacciónen placasde agar con

ampicilina(100 ng/ml) y kanamicina(25 ng/ml). E] ADN introducidoen las bacterias

comienza su replicación en forma de cósmido confiriendo resistencia a ambos

antibióticos, Una vez que la solución de bacteriófagosfue titulada, se calculó el

volumen de ésta necesariopara la obtenciónde 2,5x106 recombinantes,procediendo

de nuevoa infectar la mismaestirpebacteriana.Los cósmidosfueron extraídosde las

bacteriasmediante la utilización de columnascomercialesde purificación de ADN

(Qiagen), partiendode cultivos líquidosde 250 ml.
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4.-. Transfecciónde cósmidos recombinantesen fibroblastosde ratón

(NII-I/3T3).

4.1. Precipitacióndel ADN con fosfato cálcico.

El ADN cosmídicototal procedentede la genotecacompletapreparadaapartir

de los transfectantesdel segundociclo fue introducido en células NJH/3T3 mediante

la técnicade precipitacióncon fosfato cálcico (Wigler y cok., 1977,). La transfección

se realizó en placas de cultivo con 2,5x105 células, de acuerdocon el siguiente

protocolo:

- Combinar 1/2 volumende tampón2xHBS [HEPES50 mM (ácido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfónico), NaCí 0,25 M, Na,HPO

40,3
mM. pH 7,11 con 9/20 volumen de la preparaciónde ADN (desde2
hasta20 gg).

- Añadir gotaa gota 1/20 volumendc 2 M CaCI2, manteniendola solución
cíe ADN en agitación constante. Mantener a temperatura ambiente
durante30 mm.

- Añadir la preparaciónADN-2xHBS-CaCI2 a las placasde cultivo, de
maneraque la proporción de ésta con el medio de cultivo sea 1:7.
Incubara 37

0C durante18 h.
- Aspirar el medio, lavar las células con PBS y añadir medio fresco.

Transcurridauna hora, las células son tripsinizadasy sembradasen
nuevasplacas.

4.2. Aislamientode focos de célulastransformadas.

Despuésde la transfecciónlas placasfueronmantenidasen el incubadora 370C.

El medio de cultivo fue reemplazadoperiódicamentecada tres días. En estas

condicioneslas células NIH/3T3 sedividen hastaformar unamonocapa,momentoen

que la división se inhibe por contacto. Sin embargo, las células receptorasde

secuencias transformantes prosiguen su división formando focos de células

transformadas,que continúansu multiplicación apilándoseunassobreotras.

A fin deoriginar líneascelularesa partirde los focosdecélulas transformadas,

éstossontripsinizadosindividualmenteconla ayudade unospequeñoscilindros huecos
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estériles, fijados a la placade cultivo mediantevaselina. Las célulasdespegadasson

transvasadasa nuevasplacasde cultivo parasu propagación.

Alternativamente puede determinarse el número de focos de células

transformadasen cadaplaca de transfecciónmedianterinción con coloranteGiemsa

durante20 mm. despuésde fijar las célulascon metanolabsolutodurante20 mm.

5.- Rescatede las secuenciastransformantes.

El rescatede las secuenciastransformantesde los focos obtenidosdespuésde

la transfecciónserealizó medianteel empaquetamientodel ADN en partículasvirales

X. En este caso. el ADN de alto peso molecular extraído de las líneas celulares

generadasa partir de los focos fue utilizado directamentecomosustratoen reacciones

de empaquetamiento“in vitro”. La introducción de ADN en las partículas virales

requiere la existenciade las secuenciasde reconocimientocos, de maneraque los

fragmentosde ADN de un tamañoapropiadoflanqueadospor estas secuenciasson

encapsidadosutilizando un protocolo similar al descrito en el apartado3.3 de esta

sección.El ADN extraídode los fibroblastosNIH/3T3. carentededichassecuencias,

fue utilizado como control negativo. Alícuotasde 1 ~ígde ADN procedentesde doce

lineascelularesfueronempaquetadasenpartículasvirales.EstaspreparacionesdeADN

poseenlas secuenciascus, procedentesdel vector pCVLO8 de modo que el rescate

puedeefectuarsesiemprey cuando la integraciónen el genomade los fibroblastos

NIH/3T3 se hayaproducidomanteniendodos sitios cosseparadospor unadistanciade

aproximadamente40-50 kb. El extracto empaquetadofue mantenidoen tampón SM

(Tris 50 mM pH 7,5. NaCí 100 mM, MgSO4 8 mM, gelatina0,01%)a 4
0C hastaque

distintas alícuotas de esta solución se utilizaron para transducircélulas bacterianas

VNC-l. Una vez que el ADN es inyectadoen el hospedador,éste se replica en forma

de plásmido,proporcionandoresistenciaa antibióticosy permitiendola formaciónde

coloniasenplacasdeagarsuplementadasconampicilina (100 hg/ml) y kanamicina(25

ng/ml). Una muestrarepresentativade dichas colonias fue inoculada en cultivos

liquidos parala extracciónde ADN cosmídicoy su posterioranálisis.
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6.- Caracterizaciónde las secuenciastransformantes.

6.1. Subclonaje de fragmentos de ADN genómico.

El subelonaje de fragmentos de ADN procedente de los cósmidos se realizó

mediante ligación de éstos en los plásmidos pBluescript y pUC 18, generando

construcciones apropiadas para la secuenciacióny la obtención de sondas para

posteriores análisis de hibridación. Para ello, los cósmidos fueron digeridos con

distintosenzimasde restricciónhastaobtenerfragmentosde un tamaño óptimo (entre

2 y 5 kb) parasu introducciónenplásmidos.Unavez definida el enzimade restricción

apropiada,50 Mg del cósmidofuerondigeridoscon 200unidadesdedicho enzima. El

ADN cosmídicocortadofue sometidoa electroforesisen gelespreparativosy después

de ésta, las bandasde agarosaconteniendolos fragmentosde ADN de interés fueron

cortadasdel gel.

La extracciónde los fragmentosde ADN de la agarosase realizó disolviendo

ésta en una solución de Nal 6 M a 50”C. A continuaciónel ADN se extrajo de la

agarosafundidamediantela adición de una solucióncompuestade partículasde sílice

(GeneCleanII. BiolOl), matriz a la que el ADN se une con gran afinidad. Tras una

breve incubaciónde 5 a 10 mm el complejo sílice-ADN es centrifugadodurante5

segundos.Despuésde dos lavadosen una solución de Tris 10 mM pH 7,5, NaCí 50

mM. etanol 50%, el ADN fue separadode la matriz de sílice en presenciade T10E1 a

55
0C durante3 ruin. Finalmente,las partículasde sílice fueron precipitadasmediante

centrifugacióny el ADN fue recogidoen el sobrenadante.

Los fragmentospurificados fueron ligados al vector plasmídico. previamente

digerido con el mismo enzima de restricción y defosforilado. En las ligaciones se

utilizaron 300 ng de ADN total, con una relación molar vector:insertode 1:3 y 1

unidadde ligasa T4 en el tampónadecuado(Tris 50 mM pH7,6, MgCI
1 10 mM, DTT

10 mM, BSA 500 pg/ml). Todaslas reaccionesde ligación se incubaronduranteal

menos 16 h a 8
0C.

La obtención de plásmidos recoinbinantesportadoresde insertos se realizó
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mediantetransformaciónde bacteriasE. cotí con alícuotasde la reacciónde ligación

y posteriorextraccióndel plásmido a partir de cultivos bacterianos.

El protocoloparala transformaciónde E. cotí fue el siguiente

- Paracadareacciónde transformación,preparar5 ml de cultivo de E. cali C600
en LB, a unadensidadópticade 0,3 unidadesa 560 nm.

- Centrifugary resuspenderlas bacteriasen 1/3 del volumen final de tampónde
transformación(RbCI 100 mM, MnCI2 45 mM. acetatopotásico35 mM, CaCE
10 mM, MgCI. 5 mM, LiCI 0,5 mM, sacarosa15%, pH 5,8); manteneren
hielo durante5 tnin,

- Centrifugary resuspenderen 200 ji
1 de tampónde transformación.Manteneren

hielo durante15 mm.
- Añadir 7 ji1 de dimetil sulfóxido (DMSO), mezclary manteneren hielo durante

15 mm, agitandocada5 mm.
- Añadir el ADN (1-50 ng), procedentede la reacciónde ligación, y manteneren

hielo durante25 mm, agitandocada5 mm.
- Incubar durante 100 segundosa -500C (baño de hielo seco e isopropanol).

Descongelara temperaturaambientey mantenerla reacciónen hielo durante5
mm.

- Incubar durante90 segundosa 420C y transvasarlas muestraa un baño de
hielo.

- Añadir 800 ji1 de LB y mantenera 370C durante1 h.

Distintas alícuotas de la reacción de transformación(100 y 200 ¡sI) fueron

sembradasen placasde agarcon ampicilina (100 ¡sg/mí) y mantenidasa 370C durante

16 a 20 h. En estascondiciones,las bacteriasreceptorasde plásmidos,Amp’, forman

coloniassobrela capade agar.Mediantela adición a las placasde X-Gal (5-bromo-4-

cloro-3-indolil-B-D-galactósido,50 mg/ml dedimetil-formamida)e IPTG (isopropil-tio-

B-galactósido,250 mM), puedendiferenciarselas colonias portadorasde plásmidos

recombinantes,decolor blanco,de las bacteriasreceptorasde plásmidossin insertoque

formancoloniasde color azul. Este fenómenosedebea la capacidadde las célulasen

las coloniasbacterianasazulesdedegradarel X-gal medianteel enzima¡3-galactosidasa.

El gen que codifica para este enzima está intacto en las moleculasde plásmido no

recombinantes.mientrasque la insercióndel fragmentode ADN provocala ruptura

del genen los plásmidosrecombinantesen la mayoríade los casos.

La existencia de insertos en los plásmidos de las colonias blancas fue

reconfirmada mediante la extracción de ADN plasmidico. Para ello, cultivos

bacterianosde 2 ml procedentesde coloniasindividualesfueron lisadosen unasolución
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NaOH 200 mM, SDS 1 ~ y precipitadoscon 0,7 volúmenesde isopropanol.Después

de centrifugar, el precipitadode ADN es resuspendidoen T~~Ei.

Conel fin de obtenercantidadessuficientesde plásmidoparala purificación de sondas

y la secuenciaciónde los insertosseprepararoncultivos de 250 ó 500 mí, partiendo

de inóculosde los cultivos iniciales. El ADN fue extraídoconel mismo procedimiento

descritoparala purificaciónde cósmidos.Alícuotasde estosnuevoscultivos portadores

del plásmido de interés fueron preservadasmediantela adición de 2 volúmenesde

glicerol al 80% y mantenidasa -800C.

6.2. Análisis del ADN engelesde agarosa,transferenciaehibridacion.

Las muestras de ADN (plásmidos, cósmidos y ADN genómico) fueron

analizadasmediante electroforesis en geles de agarosa. Las condiciones de la

electroforesis (porcentajede agarosa,voltaje, etc.) dependieronde la muestra a

analizar. Todasse llevaron a caboen tampónTAE (Tris 4OmM, acetatosódico5 mM,

EDTA 1 mM, pH 7.7), conteniendo10 ¡sg/ml de bromurodeetidio a fin de visualizar

las muestras de ADN y permitir la obtención de fotografias. Finalizada la

electroforesis.el ADN en los gelesde agarosafue desnaturalizadomedianteinmersión

de éstosen unasolución de HCI 0,25 M durante30 mm, seguidode un tratamientoen

NaOH 0,5M NaCí 1M durante30 mm más. Finalmenteel gel esequilibradodurante

1 h en una solución de Tris 1M pH 7,5 y NaCí 0,6 M procediéndosedespuésa la

transferenciadel ADN a filtros de nitrocelulosa.La transferenciase llevó a cabopor

capilaridaden un tampón 6xSSC (SSC: NaCí 150 mM, citrato sódico 15 mM). Los

filtros sedejaronsecary el ADN sefijó a la nitrocelulosaen un hornode vacíoa 850C

durante2 h.

Antes de procedera la hibridación, los filtros fueron prehibridadosdurante6

h a 420C, en una solución compuestapor formamidaaL 50%. SxSSC, Na,HPO
450

mM, glicina 1%, IX Denhardts (ficoil 400 0,1%, polivinilpirrolidona 0,1%, BSA

0,1%), y 250 ¡sg/ml de ARN transferente(ARNt) de levadura.

El marcajede sondasradiactivasse llevó a cabo mediantela técnicaconocida

como “random primer”. Tras desnaturalizarel fragmento de ADN que va a ser
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utilizado como sondaa 1000C durante5 mm, se procedióal anillamiento de las dos

cadenasde ADN con una mezclade hexanucleátidosde secuenciaarbitraria, que al

unirse en distintos puntosa las cadenasmolde actúancomocebadoresparala síntesis

de las cadenascomplementarias.Estasíntesises llevadaa caboutilizando el fragmento

“Klenow” de el enzimaADN polimerasa,queposeeactividad polimerasa5’-3’ y no

presentaactividad exonucleasa.La mezcla de reacción incluye los nucleótidos

precursoresdATP. dGTP, dTTP y un excesode a-32P-dCTP.Finalizadala reacción

(5 mm a 370C), el fragmentode ADN marcadoradiactivamentesepurificó del resto

de nucícótidosno incorporadoshaciendopasarla mezclade reacciónporuna columna

de Sephadex G-50 que retiene en su matriz oligonucleótidos, mientras que los

fragmentosde un tamaño superiora 50 pares de basesatraviesanla columna y son

recogidos por centrifugación. La actividad especifica de la sonda previamente

combinadacon liquido de centelleosedeterminómedianteun contadorde partículas

Sondascon unaactividad específicasuperiora 10~ cpm/gg fueronutilizadasen

los experimentos de hibridación, en los que el líquido de prehibridación fue

reemplazadopor la misma solución conteniendoentre 1-2x106 cpm/ml de sonda

marcada.La hibridaciónsemantuvo20 h a420C,al cabode las cualesla radiactividad

no específicase eliminó de los filtros mediantetres lavados sucesivoscon 2 x SSC y

0,1% SDS a temperaturaambienteseguidosde dos lavadoscon 0,1 x SSC y 0,1 %

SDS a 420C. Una vez secos,los filtros fueronexpuestosa películasde rayos X.

6.3. Aislamientode ARN total y purificación del ARN mensajero.

El ARN total fue obtenido de las líneas celulares 84-3, 81C39 y NIH/3T3

sl2uiendounamodificacióndel métododescritopor Chomczynskíy Sacehí<‘1987,). Las

células procedentesde cultivos aproximadamenteen un 80% de confluenciafueron

lisadasen una solución de isotiocianatode guanidinio 4M, citrato sódico25mM pH

7,0, sarcosil0,5% y 2-mercaptoetanol0,1 M. El lisado fue brevementesonicadopara

reducir su viscosidady sometidoaultracentrifugaciónsobreuna solución de cloruro

de cesio 5,7 M pH 7,0. Tras 18 h de centrifugacióna 28.000 rpm se obtieneun
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precipitadocorrespondienteal ARN, mientrasqueel ADN y las proteínaspermanecen

en la interfase.El ARN seresuspendióenaguatratadacondietilpirocarbonato(DEPC),

que es un potente inhibidor de las ribonucleasas.La preparaciónde ARN fue

finalmentesometidaa una extraccióncon fenol-CIA (24:1) y precipitacióncon etanol.

La purificación del ARN mensajero se llevó a cabo mediante columnas

comercialesde oligo dT-celulosa.La muestrade ARN total sepasópor una columna

previamenteequilibradaen el tampón adecuado(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCí

0,5M, pH 7,4). La cadenade adeninaspresenteen el extremo3’ de la mayoríade los

ARN mensajerosse une a la matriz de celulosa,portadorade oligonucleótidosde

timina. Despuésde sucesivosciclos de lavado,el ARNm fue eluido de la columnaen

unasolucióncompuestapor Tris 10 mM, EDTA 1 mM. pH 7,4 a 650C. La muestra

se precipitó con 2,5 volúmenesde etanol a -200C y fue finalmenteresuspendidaen

H,O tratadacon DEPC.

6.4. Análisis del ARN en geles de agarosa-fonnaldehido,transferenciae

hibridación.

Tras la determinaciónde la concentracióndel ARNm mediantela absorbancia

de la solución final a 260 nm, 2,5 ¡sg de ARNm decadatipo celular fueronsometidos

a electroforesis en geles de agarosa al 1% en MOPS (ácido 3-morfolino-

propanosulfónico0,1 M pH 7,0, acetatosódico 40 mM. EDTA 5mM) con 1.1% de

formaldehido. El ARN calentadoa 65’C en una solución de MOPS. formamida al

40%. formaldehido al 6%, azul de bromofenolal 0.02% y 10 ¡sg/ml de bromurode

etidio fue aplicado en los pocillos del gel, donde fue separado durante

aproximadamente16 h conunacorrientede 25 voltios. Finalizadala electroforesis,el

ARN fue transferidoa filtros de nitrocelulosapor capilaridaden un tampón 20 x SSC

(citrato sódico0,3 M, cloruro sódico 3 M pH 7,0). Los filtros fueron procesadosde

igual forma que en las hibridacionesde ADN, descritasen el apartado6.2.
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6.5. Secuenciacióny análisisinformático del ADN.

Las reaccionesde secuenciaciónse realizaron a partir del ADN plasmidico

(pBluescriptSK+ y pUC18), siguiendoel métodode terminaciónde la cadenadescrito

inicialmente por Sanger x cols., 1977. La técnicaestá basadaen la utilización de la

ADN polimerasadel bacteriófagoY, para llevar a cabo la síntesisde ADN que,

comenzandoen un punto común, se extiende a lo largo del molde generandouna

colecciónde fragmentosde longitud variable, al incorporarnucleótidosmodificados

que detienen la reacción. Dichos fragmentosson finalmente separadosmediante

electroforesis.

Los cebadoresutilizados inicialmentecorrespondierona secuenciaslocalizadas

en los vectoresplasmídicos:T3 y T7 para el vector pBluescripty M-13 directo e

inverso parapUC18. La secuenciacompletade los insertosfue determinadaenambas

direccionesmediante la utilización de cebadoresinternos(obtenidoscomercialmente)

complementariosa las regionesdel insertopreviamentesecuenciadas.

Las reaccionesde secuenciaciónse llevarona cabo medianteel uso del sistema

“Sequenase”versión2.0 (United StatesBiochemical). Una reacciónde secuenciación

típica se llevó a cabodesnaturalizando2 ¡sg de plásmido,en combinacióncon 10 ng

de cebadoren presenciade NaOH 100 mM a 68
0C, en un volumen de 10 pl. El

anillamiento serealizó despuesde añadir4 pl de tampónde reacción(Tris 200 mM,

pH 7,5, MgCI. 100 mM, NaCí 250 mM). La polimerizaciónse realizó como se

describea continuación:

- dGTP 7,5 ¡sM, dCTP 7,5 ¡sM, UTTP 7,5 gM
- y-355 ATP 7,5 ¡sM (1000 Ci/mmol, 12,5mCi¿’ml)
- Tris 10 mM pH7,5, DTT 5mM, BSA 50 mg/ml
- 13 unidadesADN polimerasaT

7

Eswreacciónseincubódurante5 minutosa temperaturaambiente,transcurridos

los cuales,la reacciónsedividió en cuatroalícuotas,cadaunade las cualesse incubó

en presenciade cadaddNTPSmM durantediez minutos mas.

Los fragmentosasí generadosfueron separadosmedianteelectroforesisen geles

de poliacrilamida-ureaal 6%, a 2500 voltios durante4 a 6 horas.El gel fije secadoal

vacíoa 75
0C y expuestoa continuaciónsobreuna películaKodak BioMax MR-l.
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Las secuenciasobtenidasen las distintas autorradiografíasseanalizaroncon la

ayudadel programainformático “GCG PackageDNA software”. Todaslas búsquedas

para la determinaciónde posibles homologías se realizaron en las basesde datos

‘GeneBank’ (Bilofslcv y Burks, 1988,) y “EMBL (Hammy Cameron, 1986), con la

ayudadel programaFASTA (Pearsony Lipman, 1988). El análisisdepautasde lectura

capacesdedirigir la síntesisdeproteínasse realizóutilizando los métodosdescritospor

Fickett (1982) y Sheperd(1990).

7.- Construcciónde genotecasde ADN complementario(ADNc).

7.1. Síntesisde ADN complementario.

La genotecade ADN complementario(ADNc) fue generadaa partir de ARN

mensajerode la línea celular transformada81C39. La primera hebra de ADN se

sintetizó enzimáticamenteutilizando la cadena de ARNm como molde, la cual

incorporauna cola de nucícótidosde adenina.Un oligonucleótidopoli-T sirvió como

cebadorpara la transcriprasainversadel retrovirus M-MuLV (cepaMoloney del virus

de la leucemiamurina). Esteoligonucleótidoposeeademásun sitio de restricciónXho

1 que permite la ligacióndireccionaldel ADNc en el vector.

La síntesis de la segundahebra requiere la generaciónprevia de pequeñas

rupturas en la cadenade ARN (nicks), medianteel enzima ARNasa 1-1. La cadena

complementariade ADN se sintetizó entonces mediante la incubación con ADN

polimerasa1. Ambas reaccionesfueron monitorizadasmedianteel uso de nucleótidos

marcadosradiactivamentecon 32P, a fin de comprobartanto la integridad como el

tamañomedio del ADNc sintetizado.

Una vez que ambascadenasfueron sintetizadas,el ADNc se incubócon ADN

polimerasaT
4 en presenciadenucleótidosa fin de generarextremosromos, a los que

posteriormentese ligaron unos adaptadoresEcoR 1. Finalmente, la digestión con el

enzimaXho 1 generóuna poblaciónde ADNc con un extremo cohesivoEcoR 1 en

posición 5’, y un sitio Xho 1 inmediatamentea continuaciónde la cola de adeninasen
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posición 3’. El protocolo detalladopara la síntesisde ambascadenasse describea

continuación.

- Síntesisde la primerahebrade ADN

:

Condicionesde reacción:

- Tris 50 mM pH 7,5, KCI 70 mM
- DTT lOmM
- dATP, dCTP, dGTP,dTTP0,6 mM
- Cebador(SOng)
- Inhibidor de ARNasas(RNasin, 40 unidades)

ARN mensajero(5 jig)
- H~() estéril, hastaun volumen de 50 ¡sí

Incubar 10 minutos a temperaturaambienteparafavorecerla unión del cebador

a la cadenade adeninasdel ARN mensajero.Añadir 50 unidadesde transcriptasa

inversae incubardurante1 hora a 370C. En estepunto. 1/10 del volumenfinal de la

reacciónse incuba en presenciade 0,5 ¡sí de dATP marcadoradiactivamentecon

a fin de monitorizar la síntesisde la primerahebra.

-Síntesisde la segundacadenade ADNc

:

A los 45 ji1 de la reacciónanteriorseañaden:

Tris 0,5 M pH ‘7,4, MgCI
2 50 mM

(NH4tSO4 10 mM 40,0 ¡sí
- IOOmMDTT 15,0 ¡sí
- Mezcla de nucícótidos(10 mM cadauno) 3,0 ji

1

- H
20 estéril 280.6 ¡sí

- ~ (800 Ci/mmol, 10 ¡sCi/¡sl) 2,0 ¡sí
ARNasaH <1U/gl) 4,5 ¡si

- ADN polimerasa1(3.2 U/¡sl) 6,9 ¡sí

Incubardurante2,5 horasa 16
0C

Extraerel ADNc con fenol-CIA (1:1) y CIA. Añadir 1/10 del volumenfinal de

acetatosódico3 M y precipitarcon2,5 volúmenesde etanol.

Centrifugar, lavar el precipitadoconetanolal 70% y liofilizar. Resuspenderen

aguadestilada(43,5 jil).

Rellenar los extremosdel ADNc a fin de generarextremos romos en las

siguientescondicionesdc reaccion:
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- Tris 60 mM pH 8,2, MgCI. 6 mM, (NH4SSO4 10 mM,
2-mercaptoetanol10 mM

dATP, dCTP, dGTP, dTTP l25mM
- ADN polimerasaT4 (150 unidades)

Incubar 30 minutos a 37
0C. Extraer con fenol-CIA y precipitar. Resuspender

el ADNc en 7 ¡sí de unasoluciónque contieneadaptadoresEcoR 1 (1 ¡sM) y añadir

- Tampónde ligasa lOx (apartado3.3) 1 ¡sí
- ATPLOmM Igl
- ADN ligasaT

4 1 ¡si

Incubar durante 18 horas a 8
0C, inactivar la ligasa (70W, 30 mm). A

continuaciónseprocedea fosforilar los extremosparapermitir la ligaciónconel vector

así como a la restricción con Xho 1 para producir ADNc 5’-EcoR I-Xho 1-3’. Las

condicionesde reacciónfueron:

- Tampónde ligasa iOx (apartado3.3) 1 ¡sI
ATP 10 mM 2 ¡sí

- 1-LO estéril 6 ¡sí
- PolinucleótidoquinasaT

4 (10 U/jI) 1 ¡sí

Incubardurante30 minutosa 37W. Inactivar posteriormenteel enzimaa 70W

durante30 minutos y añadir 120 unidadesde Xho 1. A continuación,incubardurante

2 horas a 37W. Extraer con fenol-CIA y precipitar. Resuspenderel ADNc en agua

estéril (10 ¡sí). En estepunto, si no sedesearealizarningún fraccionamientosegúnel

tamañomoleculardel ADNc, ésteestá listo para la ligación en el vector.

7.2. Construcciónde la genotecade ADNc.

El ADNc sintetizadocomo sedescribióanteriormentefue ligadoen el vector 2v

ZAP II, un derivadodel fago lambda que permite la orientacióndireccional de los

clones. Ademásde la alta eficienciade los vectoresderivadosdel fago X, el sistema

permite la posibilidad de recuperar los ADN donados en forma de plásmido

(pBluescript SK+>, a través de un proceso de escisión “in vivo” llevado a cabo

mediantela coinfeccióndel vector X-ZAP y un bacteriófagofilamentoso (fi) en la

estirpe bacterianaadecuada(SORL). Este sistema de clonaje ofrece también la

posibilidad seleccionarlos clonesrecombinantesmediantecoloraciónde las placasde
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lisis mediantela utilizaciónde X-Gal e IPTG. La Figura5 muestraun mapadel vector

utilizado así comoel esquemadel mecanismodeescision.

T3.. ~ ¡ 3 3

T3 ~

Ti

4 TI

Figura 5: Mapa del bacteriófagoX-ZAP II y del plásmidopBluescript-

SK(±),obtenidomedianteescisión“in vivo’.

La ligación del ADNc y los brazosdel fago puederealizarsedirectamentesi el

sido adquirido predigerido con EcoR 1 y Xho 1, y posteriormente

defosforilado. La reacciónse llevó a caboligando 1 ¡sg de vector y 100 ng de inserto

(ADNc). Debido a la limitada cantidadde insertodisponibley a la necesidadde ajustar

‘o.

1. constricción de La biblioteca de AflNc
2 aislamiento de clones positivos

¿ 3 escssion ‘os vsvo~ del plástoido pBluescript

Bluescript 5K

vector ha
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la concentraciónlo mejor posible.ésta sedeterminómediantela utilización de placas

de agarosacon bromurode etidio. Paraello seprepararonplacasPetri con unamezcla

de agarosa0,8% en Tris-acetato40 mM, EDTA 1 mM con unaconcentraciónfinal de

bromuro de etidio de 10 ¡sg/ml. Sobre la placa solidificada se depositó un rango

conocidode concentracionespatrón (desde500 hasta 10 ng de ADN del bacteriófago

\ en 10 ¡sí); a la vez sedepositóla muestray se fotografié bajo la luz ultravioleta. La

comparaciónde la intensidadde la fluorescenciapermitió estimar la concentraciónde

ADN conbastanteexactitud.Despuésde mantenerla ligacióndurante16 horasa 10W,

la genotecaestabalista paraser empaquetada.

- Empanuetamientode la genoteca

:

El protocolo seguido para introducir el ADN en partículas virales fue

fundamentalmenteel descritoen el apartado3.3.,partiendode 1/10 del volumen total

de ligación. En estecasoseutilizó la estirpeSUREdeE.coli, quecuentaconun indice

muy bajo de recombinaciónespontánea.

La genotecaempaquetadafue titulada, a fin de determinarel númerode placas

de lisis por ¡sí de la soluciónde fagos.Paraello, 200pl de células SURE precrecidas

en medio LB conteniendomaltosa0,2% y MgSO4 10 mM fueroninfectadasdurante15

minutosa 37
0C con 1 ji1 de la soluciónde fagos. A continuaciónseañadieron3 ml de

medio NZY con un 0.8% de agarprecalentadoa 480C, y rápidamentela mezclase

extendiósobre placascon medio NZY con un 2% de agar.

El medio NZY-0,8% agarfue suplementadocon X-Gal e IPTG paradeterminar

el porcentajede fagos recombinantesmediantela formaciónde placasde lisis blancas,

en contraposicióna las placasazulesproducidaspor los no recombinantes.

La determinacióndel título, corregido de acuerdo con el porcentaje de

recombinantes,permitió calcular el volumen de la solución de fagos que debía

utilizarseparaconseguirel númerodeseadode placasde lisis parasuposterioranálisis.

Si el título de ¡a solución es muy bajo o si se deseaanalizar un elevado númerode

placases necesarioamplificar la genotecaa fin de obtenerun título masalto. El título

obtenidoen la genotecade ADNc de la línea 81C39 fue de 200.000placasde lisis por

¡sí de soluciónde fagos. en un volumen final de 500 ji1, por lo que no fue necesario
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amplificar la genoteca.evitandolos múltiples problemasasociadosa los procesosde

amplificación.

Con el fin de analizar500.000placasde lisis, 240 jil de la soluciónde lagosse

utilizaron en un total de 24 reaccionesde infecciónen célulasSURE.precrecidasa una

densidadóptica de 0,5 U a 600 nm. Las reaccionesse combinaroncon 7,5 ml de

medio NZY-0.8% agar,precalentadoa 48W y fueronextendidasen placasde cultivo

de 15 cm. Todaslas placasse incubarona 39W durante6 h, despuésde las cuálesse

mantuvierona 4W hastala mañanasiguienteparala transferenciaa nitrocelulosa.

- Transferenciade los bacteriófagosa filtros de nitrocelulosa

:

Los bacteriófagosfueron transferidosa filtros de nitrocelulosa, previamente

saturadosenunasolución 6 x SCC.Los filtros fueroncuidadosamentedispuestossobre

las placas, manteniéndolosdurante 4 mm. Transcurrido este tiempo, los fagos

transferidosse desnaturalizaronmediantela inmersión de los filtros en una solución

alcalina de NaOH 0,5 M y NaCí 1,5 M durante 2 mm. Finalmente los filtros se

sumergieronen unasoluciónneutralizanteNaCí 1,5 M Tris 0,5 M pH 7,5 durante15

mm, con objeto de prevenirla degradacióndel ADN transferido.

7.3. Detección y aislamientode clonespositivos.

Lascondicionesdeprehibridacióne hibridaciónfueronbásicamentelas descritas

en el apartado5. 1, utilizando una fragmento obtenido del cósmido rescatadocomo

sonda.Despuésde lavadossucesivos,los filtros marcadosse expusierondurante48 h

a películas de rayos X. Al cabo de este tiempo se pudieron identificar los clones

positivos. Sin embargo,dadala casi saturaciónde las placasde lisis. resultó imposible

aislar fagos individuales en un primer ciclo de hibridación. Por ello, una población

heterogéneade fagos conteniendoel clon de interésfue extraídade las placasde agar

utilizando pequeños cilindros huecos, alineados con la señal positiva de las

autorradiografiasy las placasPetri. Las distintasmuestrasde bacteriófagossedejaron

difundir de los bloquesde agaren 500 ¡sí de tampón SM. Estasuspensiónde fagos se

utilizó en un segundociclo de infección, extendientode nuevola reacciónsobrenuevas
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placasPetri paraaislar clonesindividuales.

El ADN de los fagos que formaron placas de lisis bien individualizadasfue

transpasadonuevamentea papelde nitrocelulosae hibridadocon la misma sonda.Así

se consiguiópor una parteobtenerclonesde bacteriófagoscon un insertoúnico y por

otra parterecontirmarla autenticidadde la señalde hibridacióna travésde un segundo

ciclo.

- Conversióndel bacteriófaRoX en plásmidonBluescriptmediante

escisión“in vivo”

:

El vectorde clonaje utilizado permite la recuperaciónde los clonesaisladosen

forma de plásmido,de más fácil manejo que los vectoresderivadosdel fago X. El

procesodeescisiónse realizómediantela coinfeccióndeestirpesbacterianasadecuadas

con el vector X-ZAP y con un bacteriófagofilamentoso ( ExAssist”). Este último

produceunaserie de proteínasquesólo reconocenseñalesde iniciación y terminación

de la replicación. estratégicamentedispuestasflanqueandoel insertodonado,que es

de esta manera escindidodel fago X, replicado y encapsuladoen forma de virus

filamentoso.

La coinfecciónse realizó a 37W durante15 ruin combinando:

- 200 ¡sí E. cotí XL- 1 blue (cultivo saturado)
- 100 ¡sí soluciónde fagos X-ZAP
- 1 ¡sí bacteriófagofilamentosofi (“ExAssist”)

la mezclase incubódurante2 h másen 3 ml de medio YT y despuéssecalentó

a 700C durante20 mm. a fin de destruirla bacteriay obtenerunasuspensiónde fagos

filamentosos.Estasnuevaspartículasvirales fueronutilizadasparainfectar unaestirpe

no supresorade E. cotí (SORL). El bacteriófagofilamentoso “ExAssist” es portador

de unamutaciónámbary no puedereplicarseen la bacteria,mientrasque las nuevas

partículas virales portadorasdel vector plasmídico sí pueden hacerlo, formando

moléculascircularesdel plásmidopBluescript.Las coloniasbacterianasportadorasdel

plásmido fueron seleccionadas finalmente en placas de agar con ampicilina.

Preparacionesconvencionalesde ADN permitieronla obtencióndel plásmidoportador

del ADNc direccionalmenteorientadoen los sitios de restricción EcoR 1 y Xho 1.
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8.- Análisis de la proteínaproductodel ADNc mediantetranscripcióny

traducción “in viflo”.

La construcciónformadapor el ADNc en el vectorpBluescriptfue utilizadaen

experimentosde transcripcióny traducción“in vitro” utilizando un lisado comercialde

reticulocito de conejo(Promega),conel fin deconfirmar la existenciade unapautade

lectura capazde dirigir la síntesisde una proteína. En una reacciónen un solo paso

partiendo de ADN circularizado, el sistema generauna cadenade ARN mensajero

transcribiendola construcciónpartiendode la secuenciadel promotorde la polimerasa

T3, localizadaen el plásmido inmediatamenteanterior al comienzo del ADNc. El

ARNm sintetizadoes utilizado inmediatamentepor los componentesdel lisado de

reticulocitos paradirigir la síntesisde proteínascodificadaspor el ADNc. Estasíntesis

se realizaen presenciade metioninamarcadacon
35S, lo quepermite la identificación

de la proteínamedianteautorradiografía,despuésde ser sometidaa electroforesisen

gelesde poliacrilamiday SDS.

Las condicionesde reacciónparaun volumen de 50 ¡sí fueron las siguientes:

- 25 ¡si de lisado de reticulocitos
- tampónde reacción(Tris 4OmM, pH ‘7,5, MgCI

2 6 mM,
espermidina2 mM, NaCí lOmM)

- mezclade ribonucleótidos(ATP, GTP, CTP, UTP) 2,5 mM
- 20 unidadesde ARN polimerasaT3
- mezclade aminoácidossin metionina200 ¡sM
- 40 ¡sCi de ~

5S-metionina(1000 Ci/mmol)
- 40 unidadesde inhibidor de ribonucleasas(“RNasin”)
- 1 ¡sg de ADN

La reacción se incubó durante 90 mm a 300C. A continuación, 1/10 del

volumenfinal fue analizadomedianteelectroforesisen gelesde poliacrilamiday SDS.

La muestra se combinó con 5 volúmenesde tampón de muestrade electroforesis

(g]icerol 10%. SDS 2%, Tris 50 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,1%, 2-

mercaptoetanol350mM). y seaplicó en un ge! de poliacrilamidaal 12,5%,preparado

segúnla técnicadescritapor Laemmli, (1970).
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1 . - Aislamientode secuenciastransformantesactivadasen la líneacelular

81C39.

La estrategia empleada para el aislamiento y rescate de las secuencias

responsablesdel fenotipo transformantede la línea celular 81C39aparecerepresentada

esquemáticamenteen la Figura 6. Inicialmentese procedióa la construcciónde una

genotecaa partir del ADN genómico total de una línea celular procedentede un

segundociclo de transtbrmación. La correlación entre la aparición del fenotipo

transformantey la adquisicióne integraciónde ADN de hámsterprocedentede la línea

original 81C39 se había establecidopreviamenteen estos transformantesde segundo

ciclo (Notario y coK, 1990).

Parala construcciónde la genotecaseprocedióa la extraccióndel ADN de alto

pesomoleculardedichalínea celular. Estefue digeridoparcialmentecon el enzimade

restricción BamH 1 y fraccionadoposteriormenteen un gradientede sacarosa.La

fracción enriquecidaen ADN de un tamaño comprendidoentre 40 y 50 kb fue

seleccionadapara la ligación en el sitio único BamH 1 del cósmido pCVLO8 <Lau y

Kan, /983).

El producto de la reacción de ligación, compuestomayoritariamentepor

concatémerosen los que cadafragmentode ADN genómicoapareceflanqueadopor

secuenciascos, fue utilizado en protocolosde empaquetamiento“in vitro” enpartículas

viralesX. El ADN empaquetadose utilizó para infectaruna cepade E. cotí lisogénica

amfr kan; dondeunavez transducidodentrode la bacteriacomienzasu replicaciónen

tbrma de plásmido,proporcionandoresistenciaa ambosantibióticos.

Inicialmentela solución de bacteriófagosfue titulada paradeterminarel número

de recombinantes,mediante la infección de una pequeñaalícuota en un cultivo

bacteriano. Despuésde la infección, dicho cultivo se sembró en placas de agar

suplementadascon antibiótico y se procedió al contaje de colonias resistentes

portadorasde cósmidosrecombinantes.Una vez determinadoel título, se calcularon

las condiciones para una nueva infección a mayor escala y obtener 2,5x105

recombinantes.Dicha poblaciónde cósmidosseextrajo posteriormentemediante
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técnicasconvencíonales.y el ADN cosmídicoprocedentede la genotecaasí obtenido

se utilizó en ensayosde íransfecciónen célulasNIH/3T3.

Cuatro semanasdespuésde la transfección se aislaron 12 focos de células

transformadascapacesde creceren presenciade neomicina,conel fin de rescatarlas

secuenciastransformantesresponsablesde la alteración morfológica de las células

NIH/3T3, mediante la técnicade rescatede cósmidos (La,, y Kan, /983). El AUN

extraídode las 12 lineascelularesobtenidasdespuésde la transfecciónde la genoteca

se utilizó nuevamenteen protocolosde empaquetamiento“in vitro” utilizando AUN de

las células NIH/3T3 como control negativo. Solamenteel ADN flanqueadopor los

sítios de reconocimiento cos puede ser detectado y encapsidado en forma de

bacteriófagoX. En estecaso, el únicoADN con capacidadtransformanteflanqueado

por secuenciascosha de provenir de la genotecade transformantedel segundociclo.

Alícuotasde todas las reaccionesde empaquetamientoseutilizaronpara infectar

cultivos de E. coli VNC-l. especialmentedesarrolladasparaconseguirunaalto indice

de replicación de cósmidos recombinantes.Las bacterias infectadas con AUN

cosmídico fueron seleccionadasen placas con ampicilina y kanamicina.En las doce

reaccionesde rescatepartiendode AUN de las células transformadasse aislaron 171

colonias, mientras que no se detectó ninguna colonia partiendo del ADN de los

fibroblastosNIH/3T3 utilizados como control negativo.

El análisis de todos los cósmidos obtenidosen el rescate se llevó a cabo

mediantetres tipos de técnicasdistintas:análisisde restricción,hibridacióncon sondas

específicasde secuenciasrepetitivasde hámstery transfección.

- Análisis de restricción:Todoslos cósmidosobtenidospresentaroninsertoscon

un tamañomolecular comprendidoentre 37 y 45 kb. La digestióncon el enzimade

restricción BamH 1 y posteriorelectroforesisde los fragmentosobtenidospuso de

manifiestola existenciade 11 patronesde restriccióndistintos,que fuerondenominados

desdeel tipo A hastael K. La mayoríade ellos (115de los 171)poseíanel denominado

“prototipo de restricción”C, consistentecon la apariciónde 5 fragmentosde restricción

BamH [(denominados desdeB-l hastaB-5). tal y comoseobservaen la Figura7. El

restode los cósmidospresentaronpatronesde restricciónbastantesimilaresal tipo C,

aunque la presencia de fragmentos adicionales sugería la posibilidad de
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reorganizacionesproducidasduranteel rescate.

- Hibridación con sondasespecíficasdesecuenciasrepetitivasdehámster.Con

cl fin de confirmar el origen del ADN en los insertosde los cósmidos,éstos fueron

hibridadoscon una sondaespecíficade secuenciasrepetitivasde hámsterdenominada

HRS (“hamster repetitive sequence”).Los 115 clones del tipo C resultaronpositivos

en el experimentode hibridación, determinándoseen todos ellos la existenciade

secuenciasespecíficasde hámsteren el fragmento B-4 <Figura 7). Se puso así de

manifiestoque los cósmidosrecuperadosde los transformantesNIH/3T3 del segundo

cíclo conteníanADN de hámster,que presumiblementehabía sido el responsablede

la transformaciónde estos fibroblastos.

- Ueterminaciónde la capacidadtransformantede los cósmidos rescatados

mediantetransfección,Dos clonesde cadauno de los onceprototiposfueronutilizados

nuevamenteen ensayosde transfecciónparadeterminarsu capacidadtransformante.

Cuatro semanasdespuésde la transfección,sólamentelos cósmidosdel tipo C fueron

capacesde producir focos de células transformadasen fibroblastos NIH/3T3. Los

cosmidosC-1 y C-5. seleccionadosal azarentretodos los clonesdel tipo C, produjeron

32 y 46 focos de células transformadaspor ensayo(10 ¡sg). respectivamente.La

autenticidadde los focosobtenidosfue verificadamedianteselecciónconG-418, yaque

en supresencialos focosde transformaciónespontáneosno puedensobrevivir. En estos

ensayosse comprobóque más del 80% dc los focos obtenidos eran resistentesa

neomicina,demostrandode esta forma que la transformaciónera el resultadode la

adquisicióndel AUN de hámstercontenidoen los cósmidos.

El clon C-5 fue elegido de entre los cósmidos del prototipo O para su

caracterizaciónmoleculary funcional, a fin de definir el fragmentode AUN genómico

responsabledel efecto biológico transformante.
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2.- Caracterizaciónmoleculardel clon C-5.

La primera aproximaciónpara el análisis de las 42 kb de ADN genómicode

hámstercontenidasen el cósmido C-5 fue tratar de identificar la existenciade uno o

varios genes, transcrípcionalmenteactivos, y que pudieran por tanto detectarse

medianteanálisis de hibridaciónde ARN (“Northern” }. Paraello, despuésde ensayar

diferentesenzimas de restricción, C-5 fue digerido con BamH 1 y los fragmentos

obtenidos,(denominadosdesdeB-1 hastaB-5, de mayor a menor tamañomolecular),

fueronpurificadosa partir de los gelesde agarosa.Los cinco fragmentosy el cósmido

completofueronmarcadosradiactivamentecon32P y utilizadoscomosondasenanálisis

de hibridación sobre filtros de nitrocelulosa con ARNm de la línea celular no

transformada84-3. así comode la línea tumoral original 81C39. Corno se observaen

la Figura 8, sólo el fragmento B-1 produjo una señal positiva en el ensayo de

hibridación, igual a la producidapor e! cósmido C-5. Ninguno de los otros cuatro

fragmentosanalizados reconoció ningún ARNm. Tras una corta exposiciónde los

filtros hibridados con el fragmento B-l (19 kb) se detectó la presenciade varias

bandas,unade las cuales(de un tamañoaproximadode 2,0 kb, tantoen la líneacelular

normalcomoen la transformada)presentómayor intensidad.Esteresultadodelimitaba

la existenciade una posibleunidadcranscripcionalen el fragmentoB-1.

Una vez identificadoB-l como la regiónde C-5 activa transcripcionalmentese

procedióa la realizaciónde un mapade restriccióndetalladoy a la identificaciónde

subfragmentosquede nuevodetectasenbandasen análisisde ARN de las líneas 84-3

y 81C39. Paraello C-5 fue digerido con los enzimasBamH 1, Sac 1, EcoR 1 y Pvu 11

individualmentey en digestionesdobles,a fin de determinarel mapade restriccióny

poder identificar fragmentosparaanálisisde “Nortbern”. La Figura 9 muestradicho

mapade restricción,con la localizacióndel fragmentoB- 1 comopartedel cósmidoC-5

y la disposiciónde los fragmentosinternosde B-l.

Los subfragmenrosdenominadosP4, S5P2, 56 y PB, cuya situación en B-l

apareceseñaladaen ¡a Figura9 fueronpurificadosy utilizados comosondasen análisis

de “Northern”. En los cuatrocasos,se obtuvieronpatronesde hibridaciónsimilares,
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su2iriendola existenciadc una unidad dc transcripciónúnica quecomprendíala casi

totalidad del fragmento B- 1. Cuandoel mismo análisis se llevó a cabo partiendode

ARNm de fibroblastos NIH/3T3 no se detecté banda alguna, demostrandola

especificidadde las sondasparareconocersecuenciaspropiasde hámster.La Figura

10 ¡nuestraun ejemplode dicho patrónde hibridaciónutilizando la sonda86 en filtros

conteniendoARN de las líneasde hámster84-3 y 81C39.Una vez probadala actividad

transcripcionalde los subfragmentosde B-l. éstos fueron subclonadosen plásmidos

digeridos con Sma 1, Sac 1. y Sma I¡Sac 1, y su secuenciade nucleótidos fue

determinada. La totalidad de las regiones secuenciadasno mostró homologías

significativascon ningunasecuenciadepositadaen las basesde datosde~’~”GeneBank~

y “EMBL”, confirmando la idea de que C-5 conteníasecuenciastransformantesno

descritascon anterioridad.

Una vez determinadala existenciade un patrón similar de hibridaciónen los

análisis de “Northern” se procedióa utilizar las mismassondasen experimentosde

Southern, con el objetivo de determinar posibles alteraciones de las secuencias

transformantesa nivel genómico.La Figura 11 muestrael resultadode dicho análisis

(utilizandoAUN de las lineascelulares84-3 y 81C39)enel que no seobservaninguna

reorganizacióngenéticautilizando la sondaS6. Análisis similareshan sido realizados

conotrassondasprocedentesdel fragmentoB- 1 y digiriendoel AUN total condistintos

enzimasde restricción. En todos los casosse ha obtenido el mismo patrónde bandas

en el AUN de ambaslíneascelulares,sugiriendola ausenciade reor2anizacionesen el

locus correspondientea las nuevassecuenciastransformantes.

61







Resultados

3.- Actividad biológica del clon C-5: definición de cph como oncogén.

Paralelamentea la caracterizaciónmolecular del clon C-5, se realizaron

diferentesensayosde transfeccióna fin de determinarla capacidadtransformantedel

fragmento genomicodonadoy definir por tanto su naturalezaoncogénica.Paraello,

5 ¡sg de C-5 fueron precipitados con fosfato cálcico y transfectadosen células

NIH/3T3. Despuésde un periodo de aproximadamente4 semanas,alrededorde una

veintena de focos de células transformadasse distinguieron perfectamentesobre la

monocapade fibroblastosnormalesencadaplacade transfección.La Figura12 (panel

inferior), muestrala morfología típica de uno de estosfocos, en comparacióncon la

aparienciade un cultivo control de fibroblastosNIH/3T3 despuésde cuatrosemanas.

Debido al largo periodo transcurridodesdela transfecciónhastala apariciónde los

focos, y a fin dedescartarla posibilidadde fenómenosde transformaciónespontánea,

las células transformadasfueron crecidas en medio suplementadocon neomicina,

confirmandola adquisiciónde ADN C-5 comoresponsablede la transformación.

Ademásde los experimentosde transfecciónutilizandoC-5 intacto,serealizaron

experimentossimilaresutilizando C-5 previamentedigeridocon BamH 1 o Sac 1, a fin

de correlacionarlos datosobtenidosa nivel molecularcon la actividadbiológica. Los

primeros habíandelimitado la localización de la unidad transcripcionaldentro del

fragmentoB— 1. sobreel que habíansido localizadoshastacuatro sitios de restricción

Sac 1. La Tabla V muestralos resultadosobtenidosen estosensayosde transfección.

En varios experimentos.5 ¡sg de C-5 intacto produjeron alrededorde 25 focos de

células transformadasen cadaplaca de cultivo de fibroblastosNIH/3T3. Cuandolos

mismos experimentosse realizaroncon C-5 digerido con BamH 1 se reprodujo la

capacidadoncogénicadel cósmidocompleto,obteniendoeficienciasde transformación

muy similares. Sin embargo,cuandoC-5 fue cortado previamentecon Sac 1 (que

produce la ruptura del fragmento B-l) no se detectó ningún foco de células

transformadas.

Una vez determinadala actividad biólogica del clon C-5. demostradasu

capacidadoncogénicaen ensayosde transfección,y comprobadala ausenciade
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homologíassignificativasentrela secuenciade nucícótidosde las regionesanalizadas

y ¡as basesde datos, la secuenciatransformantepresenteenC-5 sedenominócomoel

oncogéncpb (Velascoy mIs., 1994), utilizando las iniciales en inglés del sistemade

Progresión Carcinó2enica en células embrionarias de Hámster (“§arcinogenic

Progressionin Harustercelís”), al ser éste el modelo experimentalque permitió su

detección.

TABLA V: Actividad transformantedel oncogéncpb

Eficiencia Periodode aparición
AUN transfectado de transformaciónt (semanas)

C-5 (5¡sg) 20-27 31/2-4

C-5/BamHI 17-22 31/2-4

C-5/Sacl 0 5

H-rasipT24)(2.Spg) 30-36 11/2-2

C—5(2pg) + H-ra5 38454 2

s FI-ras 87-212 1

C-5( ¡Opg> d- H-ras 286-303 2

pCVIOS (lOfxg) 0 5

tLa eficiencia de transtormacion se determinó corno el número de tk,cos en cada piaca de transfección
**El periodo de aparición fue contabilizado desde el día de la iransfección hasta el día en que las colonias

ttjeron teñidas para el coní=sjede tocos.

La actividad biológica del nuevo oncogén fue caracterizadacon más detalle

medianteexperimentosde cotransfecciónutilizando cpb y el onco2én1-1-ras, con la

intenciónde evaluarla presenciade rutasde transformaciónsinergísticas,previamente

descritasparaotros oncogenes(Weinberg, 1989). Cuando5 ¡sg de cpb y 2,5 ¡sg de H-

ras se transtectaronen célulasNIH/3T3, el númerode focosde célulastransformadas
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en cadaplacade ensayoascendiópor encimade 180 coloniasenunperiodode tansólo

dossemanas,indicando un potenteefectocooperativoen la actividad transformantede

ambosoncogenes.De hecho,cpb incrementóla capacidadtransformantede ras en 6

veces, y por otro lado, la presencia de ras indujo un aumento en la capacidad

transformantede cph de más de 18 veces.Cuandose realizaronexperimentosen los

que una cantidad constantede ras se tranfectó en combinación con cantidades

crecientesde cpb (desde 2 hasta 10 ¡sg). se observóun incrementoparalelo en el

número de túcos de células transformadas(Tabla Vft Un ejemplo representativode

estosexperimentosapareceen la Figura 13.

La adquisiciónde la secuenciacpb en los focosobtenidosde la cotransfección

fue comprobada inicialmente mediante selección con neomicina. Además se

seleccionaronal azar varios focos que fueron expandidosen líneas celulares para

determinarla integraciónde cpb en el genomade las célulascotransfectadascon cpb

y ras. Para ello, el AUN de alto pesomolecular extraído de 4 de estas líneas, fue

di2erido con BamH 1. separadomedianteelectroforesisy posteriormentetransferidoa

nitrocelulosae hibridadocon la sondaS6. La detecciónmedianteautorradiografíade

una bandade 19 kb. correspondienteal tamañomoleculardel fragmentoB-l. pusode

manifiesto la integraciónde cpb de manera intacta(Figura 14).
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4.- Conservaciónevolutivadel locus cph.

Con el propósitode determinarel gradode conservaciónevolutivadel locus cpb

en la escalafilogenéticase realizaronexperimentosdc hibridaciónpartiendode ADN

de diferentes organismos. Se eligieron dos especiesde levaduras.Saccharornyces

cerevisiaey Schizosaccharonzycespombe,como representantesmás significativos de

cucariotasunicelulares.El aislamientodel ADN de estas levadurasse realizóa partir

deprotoplastosobtenidosmediantedigestiónenzimáticade la paredcelular,deacuerdo

con las condiciones rutinariamenteutilizadas en nuestro laboratorio (Avila y cois.,

1994).Tambiénseutilizó ADN genómicode riñón de rata(Rattusnorvergícus)y ratón

<Mus musculus),así comoADN genómicohumanoobtenido de placenta.

LasdistintasmuestrasdeADN de diversosorígenesfuerondigeridascon varios

enzimasde restriccióny sometidasa electroforesis.Despuésde transferir el ADN a

filtros de nitrocelulosa se procedió a la hibridación de éstos con diferentes sondas

genómicas procedentesde la región B-l. Las condicionesde hibridación Iteron

modificadasdisminuyendola proporciónde formamida en la soluciónde hibridación

por debajo del 50%. a fin de facilitar la detecciónde secuenciasrelacionadas.Los

niveles moderadosy bajos de estringenciase obtuvieron mediante la utilización de

solucionesde hibridaciónal 35% y 20% de formamida,respectivamente.

La Figura 15 muestraalgunosejemplos representativosde estosexperimentos

de Southern. En todos los ADNs analizadosse detectaronfragmentosde distinto

tamañomolecular, indicando la existenciade fragmentoshomológosal locus cpb de

hámsterdesdelevadurashastahumanos.En la hibridacióncon AUN de S. cerev¡s¡ae

se detectarondos bandasde aproximadamente10 y 3 kb utilizando como sondael

fragmento56, mientrasque estamisma sondareconocióunabandaúnica de 8 kb en

el genomade S. pombe. En las dos especiesde roedoresanalizadasse observaron

fragmentoshomólogosde aproximadamente5 kb. En cuantoa los análisis de AUN

humano,sedeterminéla existenciadeuna bandade 20 kb, utilizando el fragmentoB-1

comosondaen condicionesmoderadasde hibridación. Cuandoel mismo experimento

serepitió en condicionesmás relajadas,seobservóuna bandaadicionalde unas25 kb.
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5.- Deteccióny aislamientodel ADN complementario(ADNc) derivado

del locus cpb.

La presenciade varias bandasen los análisis de ARN constituíauna de las

principales dificultades para la caracterizaciónde cpb. El patrón obtenido en los

análisis de “Northern” podía significar [a existenciade distintos elementosde una

familia de genesrelacionados,o podríaobedecera distintas formasde procesamiento

procedentesde un gen unico.

La identificación y caracterizaciónde los ADNc asociadosal locus cpb fue

llevadaa cabomediantela construcciónde una genotecade ADNc partiendode ARN

mensajeroobtenido a partir de la línea celular transformada81C39.comosedescribe

en el apartado7 de la secciónde métodos.La detecciónde clonespositivosse realizó

analizandoaproximadamente25x105placasde lisis transferidasa filtros denitrocelulosa

hibridadosposteriormentecon la sondaS6. La elecciónde estasorida parael clonaje

de los ADNc se basóen su patrón de hibridación en análisis de “Northern” y en la

ausenciade elementosrepetitivosque pudieranprovocarhibridacionesinespecíficas.

Despuésde una exposicióncorta de los filtros se detectaronun total de 20

clonespositivosen las autorradiografías.Todosellos fueron seleccionadosy sonietidos

a un segundociclo de hibridaciónque permitiera el aislamientode placasde lisis

individuales que contuviesenclones únicos. De los 20 clonesobtenidosen la primera

hibridación. 15 resultarontambiénpositivosen el segundociclo de hibridación. Estos

15 clonespositivosfueronconvertidosen AUN plasmídicomedianteescisión“in vivo”,

generandomoléculasde pBluescriptque conteníanADNc en forma de inserto. Todos

los clonesfueronamplificadosen E. cotí de dondese realizaronpreparacionesde ADN

plasmídicopara su posterioranálisis.

La caracterizacióninicial de los clones sellevó a cabomediantedigestión con

diversos enzimas de restricción, a fin de confirmar la existenciade insertos y su

tamaño molecular. Todos los clones poseíanADNs complementariosde un tamaño

comprendidoentre 1 y 4 kb. Un análisis preliminar con el enzimaBamH 1 (Figura

16A). demostróla existenciade varias poblacionesde ADNc. Ocho clonesaparecían
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como fragmentoslinearizadosen la electroloresis,indicativo de la ausenciade sitio de

restricciónBarnH 1 en los insertos (BamH 1 aparececomo sitio único en el vector

pBluescript). Los siete ADNc restantespresentaronal menosun sitio BamH 1 en su

secuencia. La autenticidad de la seña! obtenida en el proceso de clonaje fue

reconfirmadarepitiendola hibridacióncon la sondaS6. aunqueestavez sobreun filtro

de nitrocelulosaque conteníaAUN de los 15 clones. Todosellos resultaronpositivos

en el experimento(Figura 16B); sin embargo,la intensidadde la señalobtenidaen la

autorradiografíafue muy superioren tres de los quinceclones,quefuerondenominados

8. 13 y 19.

Estos resultados apoyabanla existenciade una posible familia de genes

relacionadosaisladosmediantela hibridaciónconsecuenciasgenómicasdel locus cph.

La intensaseñalobtenidaen los clones8, 13 y 19 sugirió una mayor homologíaentre

el fragmentogenómicoempleadocomo sonday el AUNe desusinsertosrespectoa los

demásclones, Estehechonos llevo a su caracterizaciónen primerainstancia.

La Figura 17 muestraun análisis de restricciónde los clones seleccionados,

utilizando la endonucleasaPvu II, pudiendoobservarseque los clones8 y 19 presentan

el mismo mapa de restricción. De hecho, posteriormentese comprobó mediante

secuenciaciónque los insertosde amboscloneseranidénticos.Por su parte,el clon 13

presentóun patrón de restriccióndiferente, con un insertode mayor tamaño(2,5 kb

frentea los algo menosdc 2 kb de los clones8 y 19). Cuandoel inserto presenteen

el clon 13 fbe secuenciadose comprobóla existenciade una reorganizaciónen el

extremo3’ del ADNc: la regióncon la secuenciaT7 habíadesaparecidoy secuencias

deADN plasmídicoaparecíanenel inserto, resultadodeunaposibleescisiónincorrecta

del bacteriófago.Como consecuencia,esteclon fue descartado.

Se procedió por tanto a secuenciarcompletamenteel inserto del clon 19

(denominadoADNc-cpb19) como el primer ADNc asociadoal oncogéncpb. Dicha

secuencia.iniciadaa partir de los extremosT3 y T7 y continuadamedianteel usode

cebadoresinternos, sedeterminóen ambascadenasdcl AUNe, y aparecerepresentada

en la Figura 18. Se trata de un ADNc de 1727 paresde bases.donadoen los sitios

de restricción EcoR 1 y Xho 1 del vector. El extremo 3’ posee una cadenade 18

adeninas.La secuenciareconfirmó la existenciadel sitio de restricciónBamH ¡ y la
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localizaciónde las dianasPvu II.

A continuación, la secuenciade nucleótidos obtenida fue analizadapara

determinarla existenciadc homologíascongenesya descritos.Paraello fue comparada

con todasaquellasdepositadasen las basesde datosdel GeneBanky e! EMEL con la

ayudadel programa ‘Fasta’ Wearsony Liprnan, 1988). El resultadode este análisis

pusodemanifiestola ausenciade secuenciashomólogasal ADNc-cph19. confirmando

los resultadosde la secuenclaciónde los fragmentosgenómicosque permitieronel

aislamiento del ADNc. y demostrandoel hecho de que cph constituía un gen no

descritohastala fecha.
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1 TCTCAGGAACAGTGCTGGACGAGCk4AGcSCTCACCGGGACATCGTCCGAA
51 GGACATSGCCAGTCCGTc3GCGTGCTGTCTTGTTGGTGCTCATGATAGCCT

MA T P WC AV E EL L MíA
101 STGGIGGCAGGACTCTGTTCTACAGACAACAGCAGACTTGGTTGGAGGGC

CAO ST VE Y RE QQ T ?< FE O
151 CTGT?GTTGTCTTGCATGTCCGGCGCTAATGTGAGTGGGAGGAGCTTTTA

VP LS SMC PAN VSA ST E Y
201 TCGAATTATGTTTGATSCGGCCAGCACGGSAAGTCCCATTGATGTTTATA

GIME DA O STO T Rl EV Y
251 CTTTCCTGCAGAAAGCAGCAGGAGAGGTGCCCTTTCTGCAAGCTGAAATT

TE V Q KA A ci QL PELE ci El
301 TTTGATTGTGTGAAOCCAGGACTTTGTGCTTTTGCAGACCAACGCAAOCA

E D SV 1< PO LS APA D Q P KQ
351 GSGTGGTGAGAGTGTTGATGGAGTCTTACASGTGCCCAAASACTCAATTG

O A Q TV HALLE VA lCD SI
401 CCACAAGTCACTGGAAAAGOACCCCAGTGGTTGTOAAAGCAAGAGCTGGA

FRS E W LCR T PV VL RATA O
451 GTGCGTTTk.CTGCCTGAACAGAAGGGGGAGCGTCTCCTCTTAGAGGTAGA

L RL L FE Q KA Q AL LLEVE
501 GGACATCTTCAAGATGTCAGCTTTCGTGCTGGGAGATGACACTGTTAGGA

El E 1CM SP E LV 2 D D 5 VS
551 TCATGGATGGGTGGTATGAAGGGATATTAQCTTGGGTCACTGTGAAGTTT

1 M DG 5 YE GIL A W V TV NF
601 GTAAGAGGTCAACTCCATGGCCACAGGCAGGAGACTATCCGGACGCTTCA

L T O QL HO ES QE T MG T L U
651 CGTGCCGGGTCGCTCGACCCAGATCACATTTGTACGGCAGTTTCGAAAAC

LO GAS T Ql TE LP Q FR K
701 GCTGGAACAAACAGCTAGGGACTACGTCACTTCCTTTGAGATGTTTAAGA

1’ W N K EL O T T SL PL R CL T
751 GGACTTTTAAGGTCTATACAGATAGTTAGTTtSGGATTT(OCATTGAAAGGT

AL LS SI iii V T W DL U *

301 GCAAGACTGCCAACCGTGGGAGGCCTGGAAAGAGAAGGGAGGGATGGACA
TACTTTTGGAAGTGCCTCTCTACGAAGATGGGTGCAAOGAGAGTGGATGT

901 TTGGGCCTGTCAAATATCAGTATGOTGGCAACCAAGAAGGGGAGATtAGGC
TTGGAGGGCTGCTATGGAGAAGTGCTCAGQGTGGTCcAAGCGAAACTGGA

1001 GCACGCGGAACAOATTGCGGGAACGTCGTTTTATGCCTTCTGGTACTATT
ATGACGCAGCTGCCGATACGCACTTGATTOATTATGAAAAGGGTCGTGTT

1101 TTAAAAGTTGAAGATTTTGAAAGAAAAGCCAGGGAAGTGTGTGATAACTT
GGAGAGCTTCACTTCAGGCAGTCGTTTCCTATGCATGCATGTGAGTTAGA

1201 TGACGCCTTTATTkAAAGATGGCTTTGGTTTTGCAGATGGGACCCTTTTA
CAGCTGACAAAOAAAGTCAAGAAGATAGAGACGGGGTSGCCTGGGGCGCA

1301 GGTTTGACCTGGTGCASTGTGTGGCCATGTGCAGCTGAGtOGTCAGCCTCC
CGTTGGAAACCTGCAGTTCTGAACTTGTTTTTACACCAACGAGAGCAGTC

1401 GCCATTTTCTGCAACTACGGTSGCCAAAGGGTGGGGTGAAACCCATTGA
TCGCTTTATTACGAGGCAOGGGGTTTATAATGACTGTTCGGCCTTCAGG

1501 ~‘AGTGATTTGGTCTTAATCAGTTTTGGACATCTAATGTGAACAGCTCCC
AACCAGTTGGCACGTGGACAGGTGGTCGCAGACTACAAATGTTTTCAGA

1501 GTTTCTATGTCACAGAGTCTGTGAAGAAAAAAGAGTAGOTTTGGAAGT
GATGTTAGATTCCGACTTCAGAGATCCGTGATTGGGAACCAAAGAAAAA

1701 mCTGATTTCAA~AAM\Z\1L4

Figura 18 Secuenciade nucleótidosdel ADNc derivadodel locus cph
(clon 19). La deducciónde la estructuraprimaria de la proteína
productoaparecealineadadebajode la pautade lectura determinada
dentro de la secuencia,y ha sido representadade acuerdocon el
códigode una sola letra.
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6.- Síntesis “in vitro” de la proteínacodificadapor el ADNc-cphl9.

Búsquedade dominiosfuncionales

La ausenciade homologíassignificativasentre la secuenciade nucleótidosdel

ADNc contenidaen el clon 19 y los genesdepositadosen las basesde datos no nos

permitió obtenerningunainformaciónacercade la naturalezadel nuevooncogén.

Con el fin de averiuuarel posiblepape! biológico de estanuevasecuencia,se

evaluó la posibleexistenciade una proteinacodificadapor el ADNc-cph19. Paraello

su secuenciade nucícótidosseanalizóbuscandopautasde lecturacapacesde dirigir la

síntesisde cadenaspolipeptídicasmedianteel programa“Transíate” (Devereux,1989).

Este programadeterniinó la presencia de una pauta abierta de lectura desde el

nucícótidoen la posición55 hastala posición 795, iniciada por un codónde iniciación

ATO y finalizada por uno de terminación TGA. Esta región del ADNc, de 750

nucicótidosde extensión,poseíaLa informaciónparacodificarunacadenapolipeptídica

de 245 aminoácidos,conun pesomolecularteórico de 26 kDa. Estasecuenciaha sido

representadaigualmente en la Figura 18. alineando los codones del ADNc y los

aminoácidosde la cadenapolipeptídica.

Con e! fin de comprobarla existencia real de esta proteína, la construcción

portadoradel ADNc-cph19 se utilizó en reaccionesde transcripcióny traducción ‘ in

vitro’, en las cualesel ADNc del insertodirige La síntesisde un ARNm queessustrato

para la traducciónde las posiblespautasde lectura contenidasen la secuencia.Esta

técnicapermite obtenerla proteínacuyasecuenciade aminoácidosha sidodeducidade

manerateórica a partir de la secuenciade nucícótidosdel ADNc.

Paratranscribir el ADNc ensentido5’- 3’ seutilizó el enzimaARN polimerasa

T7. El control negativo se realizó en las mismas condiciones con el plásmido

pBluescript. circular y sin inserto alguno.

Como se observaen la Figura 19. el ADNc del clon 19 dirigió la síntesisde

unaproteínadeun tamañoaproximadode 26 kDa, perfectamentedistinguibley ausente

en la reacción control. El resto de las bandas, presentesen ambas reacciones,

correspondieronal procesamientode pautasde lecturaprocedentesdel plásmido
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pBluescript. Estos resultadoscorroboraronlos obtenidosen los análisis informáticos,

indicando la existenciade una cadenapolipeptídicareal del mismo tamaño.

Una vez deducidala secuenciade aminoácidosy comprobadala existenciareal

de la proteínamediantetranscripcióny traducción“in vitro” investigamosla existencia

dedominios funcionalesen dichasecuencia,que al sercomparadoscon basesdedatos

pudieran proporcionar información de las funciones biológicas de cpb. Tras la

comparacióncon las bases de datos de proteínas “Swissprot” y “Pir-protein”, se

comprobóla existenciade una homologíamoderadacon la proteínacodificadapor el

oncogéndbl, concretamentecon unaregión de ésta,denominada“dominio dbl” (Figura

20) y que comprende231 aminoácidosde la región central. E! grado de identidadde

ambassecuenciasalcanzóel 20%. Además,cuandose consideraronlas sustituciones

conservativasentre aminoácidos,la identidad entre el dominio dbl y la proteína

codificada por el ADNc-cphl9 se elevo al 46%. La existenciade otras proteínas

poseedorasde estedominio, conun nivel de homologíasimilar al encontradoentredbl

y cph ha sido descritaparaun grupode genesreguladoresdel crecimiento,entre los

que destacancdc-24 <Ron y coL., 1991), tím (Chan y cok., 1994), ect2 (Miki y cok.

1993)y vav (Adamsy cols., 1992). Los productosde estosgeneshansido encuadrados

en un grupode proteínasreguladorasde la familia de proteínascon actividadGTP-asa

o superfamilia ras.

Con objeto de identificar la zona de mayor homologíadentro de esta región

conservadase procedió a alinear la secuenciadel dominio dbl con la secuencia

deducidadel ADNc-cphl9 y los otros miembrosde estegrupode genesreguladores,

en los cualeshabía sido definido recientementela existenciade un subdominiomás

conservado(Chan y mIs., 1994). El alineamientode estos genes con cph reveló

igualmente La existencia de este subdominio en el último gen (Figura 21).

Concretamentela presenciade una secuenciaconsensodentro de este subdominio,

definida como fundamental para la actividad biológica de dbl, ha sido también

localizadaen cph.
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dbl VLNELIQTERVYVRE- - - -LYT\JLLG- -YRAEMflNPENIFDLMPPLLRNKK
¡ ¡ . . J . 1 .

•1 1~ •1•1•
cpb LLMIACAGSTLJFYPEQQTWFEGVFLSSMGFANVSASTFY

dbI DILFCNMAEIYEFHNDIFLSSLENCAHAPERVGPCFLERKDDFQMYAKYC
.. .. •1

cpb GIMED- -AGSTGTR EHVYTFVQKAAGQLPFLEGFLIFDSVKPGLSAFAD- -

clbl QNQPRSETIWRKYSEGAFFQECQRKL--KHRLRLDSYL LKPVQ
¡ ..I. ¡ —1~ ¡ ¡ 1 ¡

cpb QEKQGAQTHV ALLEVAKDSIPRSHWKRTPVVLKATAGLRLLPEQ

dbl RITKYQLLL- -RELLKYSKDGEGSALLKKALDAMLDLLKSVNDSME-IQIAI
¡.:

cpb KAQ- -ALLLEVEEIFKMSP ELVPDDSVSIMDGSYEGILAWVTV

dbi Na’ÉIGNLNELGKMIMQCGFSVWIGHKKGATKMKDLARF- KPIAQRHL
¡ .. . 1 . .. ¡ II
¡ 1~ .. 11 II

cpb NFLTGQLHGHSQETMGT LDLCGASTQITFLPQERKPWNKHL

Figura 20: Homología entre la secuenciadel dominio dbl (Ron ‘y
coL., 1991) y la proteínadeducidadel ADNc-cphl9. La comparación
se realizó medianteel programa“Fasta” <Pearson y Lípinun, 1988),
analizandola regióncentral de la proteínacodificadapor cl oncogén
dbl y la secuenciadeducidadel ADNc-cph19. Los aminoácidoshan
sido representadosde acuerdocon el código de una sola letra. La
comparaciónha sido representadade acuerdocon los siguientes
simbolos: ( >, aminoácidosidénticos; (:), sustituciones conservativas
entreaminoácidos:¼), sustitucionessemiconservativas.Los huecos
introducidos en la secuenciapara conseguircl alineamientosóptimo
han sido representadospor guiones (-).
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Figura 21: Alineamiento de las secuenciascorrespondientesal
subdominiodbl generadomedianteel programa“Pileup” <Deverewc,
1989> Las secuenciasrepresentadascorrespondenal subdominio
funcional definido paralos oncogenes¿¡ti (Ron y coL., 1991) y ect2
‘Míki y cok.. 1993)e identificadosen la secuenciade c4c24.bcr. vav
(Chan y cok., 1994) y ras-GRF(Shouy cok. 1992). La secuencia
obtenida a partir del ADNc-cphl9 ha sido alineada mediante la
introducciónde huecos(-) para conseguirla homología óptima. Los
recuadrosindican las secuenciasconsensodescritasen el subdominio
dbl e identificadosen la proteínacph19.
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1 .- Estrategiapara el aislamiento nuevassecuenciastransformantes:

clonaje del oncogén<ph.

El principal obstáculopara el aislamiento de un nuevo tipo de secuencia

transformantees la ausenciade una sondaespecíficaque permita su detección.Este

obstáculoha sido solventadomedianteel usode sondasespecificascorrespondientesa

elementosrepetitivos que, dispersospor el genoma, cosegregancon la secuencia

transformanteen los ciclos sucesivosde transfección~Shimízuy cok., 1985; Takahashi

‘y col., 1985).Estaestrategiaesparticularmenteútil parala identificaciónde oncogenes

humanosmediantetransfecciónen célulasde ratón,debidoala existenciaen e] genoma

humanode secuenciasrepetitivas denominadasAPi. Dichas secuenciasposeendos

característicasfundamentalesque han llevado a su utilización: (1), su amplia

distribución a lo largo de todo el genomahumano <aproximadamente1 millón de

copias),de maneraque todo fragmentode ADN con un tamañosuperiora 10 Kb tiene

una alta probabilidadde conteneral menosuno de estoselementos,y (2), la secuencia

Ala difiere sustancialmentede la deotros elementosrepetitivospresentesen el genoma

de roedores,permitiendopor tanto monitorizar la existenciade ADN humanoen el

genomade los fibroblastos de ratón mediantehibridación {Jurka ‘y Smith, 1988;

Korenbergy Rykowski,1988).

El aislamientode secuenciastransformantesactivadasen el genomade células

de hámsterpresentaunadificultad adicional:debidoa la proximidadevolutiva entreel

genomadel hámstery el del ratón, la mayoríade los elementosrepetitivospresentes

en hámsterestánconservadosen los demásgruposde roedores.Tal es el casode los

dos tipos de secuenciasrepetitivas más frecuentementerepresentadasen hámster,

denominadaselementosCi y B1. En ambos casos,aunquesu secuenciadifiere de La

descritaparaotros elementospresentesen ratón, seobtienehibridacióncruzadaentre

ambasespecies,impidiendosu utilización comomarcador(Miles ‘y Meuth, 1989).

Recientementeseha descritola existenciade un elementorepetitivoespecífico

del genomade hámsterque no presentahibridacióncruzadacon el ADN de células

NIH/3T3 (Diamond,datosnopublícada~,).Dicha secuencia,denominadaHRS. hasido
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utilizada para monilorizar la presencia de ADN de hámster en las sucesivas

transfecciones.Sin embargo.HRS estárepresentadatan solo varios millares decopias

por genoma,dificultando su detecciónen un tercer ciclo de transfección.

Teniendoen cuentala bajaprobabilidaddeque la secuenciatransformantey el

elementorepetitivo se localizaranpróximosy pudierapor tanto aislarsela primeracon

la ayuda de La sonda HRS, se optó por construir una genoteca a partir de un

transformantedel segundociclo, medianteligacióndel ADN de alto pesomolecularen

el cósmidopCV108. La genotecafue nuevamentetransfectadaen fibroblastosNIH/3T3

parala obtenciónde focos de células transformadas.Dicha estrategiaproporcionados

ventajasfundamentales:

(1) El cósmido poseeun marcadorde resistenciaa neomicinaque puedeser

utilizado para confirmar la autenticidadde los focos obtenidos.Estacomprobaciónes

fundamentalcuandoel periodohastala apariciónde los focos seprolongapor espacios

de tiempo superioresa tres semanas,como se ha descrito para algunos oncogenes

(Youngy coL.. 1986; O’Bryany cok., 1991; Faziolí y cok., 1993). En esteperiodo,

seproducela apariciónde focosespontáneosde transformaciónen las propiascélulas

NIH/3T3, resultadode mutacionesen el genomay no de la adquisiciónde ADN

exógenoen la transfección. Por tanto, la capacidadde los focos obtenidos en la

transfección de crecer en medio suplementado con G418 fue comprobada

sistemáticamenteen todos los experimentos.En todos los casos,másde un 80% de los

focos obtenidosresultaronresistentesa G418, consecuenciade la adquisicióndel ADN

transfectado.

(2) La secuenciatransformanteintroducidaen un vector cosmídicopuedeser

rescatadacon relativa facilidad de la línea celular. De esta térma. la presenciade

elementosrepetitivos, aunque confirmaría la identidad del ADN rescatado,no es

indispensablepara el aislamientode la secuenciatranformante.

La posibilidad de rescatar un fragmento de ADN despuésde haber sido

transfectadoestá basadaen la existenciade fenómenosde recombinaciónhomóloga

que, de acuerdocon la hipótesismásaceptada,tienen lugar despuésde la transfección

y previamentea la integracióndel ADN en el genomade la célulahospedadora~FoIger

y coL., 1982). La existenciade estosmecanismosde recombinaciónsedemostrópoco
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despuésdel descubrimientode la transfección,aprincipiosde la décadade los ochenta,

al comprobarseque las moléculasde ADN introducidasen unacélula no seintegraban

de forma aislada y al azar en el genomade la célula hospedadora.sino que por el

contrario, éstasaparecíanintegradasen unoo escasospuntos,formandoconcatémeros,

generalmentede dos moléculasde ADN dispuestascabeza-cola.Este fenómenoera

independientede la técnicaempleadapara la introduccióndel ADN, ya fueramediante

transfeccióncon fosfato cálcico (Robins y cok., 1981). fusión de protoplastos(Saint

Vincenty coL., 198/). o microinyeccióndirectadel ADN en el núcleocelular (Folger

y cok., 1982g Además,los últimos autorescitadosdemostraron(utilizando el vector

pBR322 en las microinyecciones)que la integración era independientede que las

moléculasde ADN a transfectarIterancirculareso hubieransido linearizadas.

En los experimentos que condujeron al aislamiento del oncogén mcj3,

Bírchmeíery cok., (1986) tambiéndemostraronprocesossimilaresde recombinación

homóloga en cósmidos. Este oncogén fue aislado a partir de una línea celular

transformadamedianteciclos de transíecciónen células NIH/3T3, comprobandoque

se tratabade un locus genómicode aproximadamente70 kb. Debido a su grantamaño

molecular, el gen completo no pudo ser aislado en un cósmido único y en

consecuencia,ningun clon fue capaz de reproducir el fenotipo transformanteen

experimentosde transfección.Estosmismosautorescomprobaronquela cotransfección

de tres cósmidos. cuyos insertos se expandíana lo largo de todo el locus mcJ3,

producía la aparición de focos de células transformadas.La importancia de estos

sorprendentesresultadosradicabaen el hechode que en la célula hospedadorase

producíala formación de unaunidad mcJ3 intacta, productode dos recombinaciones

homólogasen las zonasde solapamientode las tres construcciones.

Parael rescatede las secuenciastransformantespartiendode las líneascelulares

obtenidastras la transfecciónde la genotecaesnecesarioqueseproduzcala integración

de la unidadtranscripcionalintacta, y ésta ha de quedarflanqueadapor dos moléculas

de cósmido, cada una de ellas portadorade un sitio de reconocimientocos. La

probabilidad de que se produzcaeste fenómeno ha sido evaluadapor los propios

diseñadoresdel vectorpCVIO8, medianteexperimentosde transfeccióny rescatedel

gende la B-globina (previamentedonadoendicho cósmido)en célulasCOS-7 (‘Lau y
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Kant, 1983): todos los cósmidosrescatadosen las reaccionesde empaquetamientoeran

portadoresde insertosqueconteníansecuenciasrelacionadasconel gende la Il-globina.

Además, el 20% de ellos presentabaun patrón de restricción idéntico al de los

cosmidosque habíansido transfectados.El otro 80% contenía la mayoría del gen

intacto.

Los protocolosdescritospor Lau y Kan, (1983)para el rescatedel gende la 13-

globinade las célulasCOS fueronaplicadosen nuestrolaboratorioparala recuperación

del cósmido recombinanteresponsablede la transformaciónde los fibroblastos

NIH/3T3 tras la transfeccióncon el ADN de la genoteca.Paraello seextrajo el ADN

total de varias líneascelularesprocedentesde los focos de celulas transformadas.De

las líneas celularesqueresultaronpositivas en las reaccionesde empaquetamientose

obtuvieron varios tipos de cósmidosrecombinantes,un 67% de los cuálespresentó

idéntico mapa de restricción, sugiriendo la idea de que la secuenciatransformante

deberíahabersemantenidointacta. Este hechofue comprobadomediantetransfección

partiendo del ADN cosmidico, análisis que reveló la capacidadoncogénicade los

cósmidos “C”. Este resultadodescartabala posibilidad de que la transformación

hubiesesido provocadapor la integraciónde un cósmidoen un gen reguladorde las

célulasNIH/3T3 (por ejemploun gensupresor)cuya disrupciónhubiesedesembocado

en la transformacióncelular. En este hipotético caso seriaposible rescatarcósmidos

portadoresde ADN de hámsteraunqueéstos no resultaríanpositivosen transfecciones

posteriores.

Unavez comprobadala existenciade un oncogénen el cósmidoC-5 seprocedió

a la obtenciónde sondascapacesde reconocerARNm en análisisde “Northern” y cuya

secuenciaciónrevelarala identidadde la secuenciatransformante.Birchmeiery unís.,

(1986)hanutilizado aproximacionesexperimentalessimilaresparala identificacióndel

oncogén nuj3. En nuestro caso fue necesario realizar previamente un mapa de

restricciónprecisoparaeludir la presenciade secuenciasrepetitivasde hámsteren los

subfragmentosobtenidosy utilizados comosondas.

La ausencia de homologíassignificativas entre las regiones secuenciadasdel

fragmentoB 1 y las basesdedatosde secuenciaindicabaque la secuenciatransformante

donadaen el cósmidoC-5 eraun nuevo genno caracterizadohastala fecha. Una vez
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determinadasu capacidadoncogénicafue denominadocph, siguiendoel criterio más

aceptadodedenominara los oncogenescontres letras, iniciales biende la líneacelular

o del tumor del que fueron aislados, o del sistema experimentalque permitió su

identificación.

El clonaje del oncogéncph confirma las hipótesisde Borek x cok., (1987) y

Gilmer y cok., <1988) de que oncogenesdistintos de ras pueden ser activados en

fibroblastosembrionariosde hámsteriniciadosneoplásicamentemediantecarcinogénesis

experimentaly prueba la hipótesisplanteadapor Notario y cok., (199O,~ de que un

nuevotipo desecuenciatransformanteesla responsablede la transformaciónneoplásica

de los fibroblastos81C39. Recientemente,la detecciónde mutacionespuntualesen el

gen supresortumoral pS3 en el mismo modelo experimental (Albor cok., 1994)

confirma la validez del sistema de hámsterpara el análisis molecularde los genes

implicados en la carcinogénesis.

Para determinar el mecanismo de activación del oncogén cpb las sondas

procedentesde 131 fueronutilizadasen análisisde “Northern’ y Southern.La detección

de un patróncomplejoen los análisisde “Northern” pusode manifiestola posibilidad

de que cpb perteneciesea una familia de genesrelacionadosentre sí como se ha

descrito para los oncogenesras, trk o erhB (Barbacid. 1987; Barbacid, 1993;

Carraway lii y Gznilev, l994~, circunstanciaque dificulta la determinacióndel

mecanismode activación. Como se ha descrito en el capítulo correspondientea la

introducción, las causasmas frecuentesde activaciónoncogénicason la presenciade

mutacionespuntualest’Reddyy cok., 1982; Bargmanny cok., 1986), la reorganización

génica j’Eva y Aaronson, 1985; Martín-Zanca y cols., 1986) y los procesosde

amplificación (Sakamotoy coL., 1986). La detecciónde nivelessimilaresde expresión

de ARNm en la línea celular normal de hámster(84-3) y en la transformada(81C39)

sugierenque la sobreexpresióngénica no es la causade activación de cph. Además,

el hecho de que en amboscasos se detectaranlas mismas especiesde mensajeros

sugirió que no se habíanproducidorecombinacionesdel locus cpb en la conversión

neoplásicade las células 81C39. Este hecho fue confirmado mediante análisis de

Southern, y a diferenciade los casospublicadospor Martin-Zanca y cok., (1986) y

Testa y cok., (/990) (dondesedescribenalteracionesen los análisisde Southernpara
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los oncogenesitt y meO, los resultadosobtenidosen estetrabajo confirmaron que

aparentementeno se ha producidoningunareorganizaciónen el locus cp/z en la línea

celular 81C39. Por tanto, la existencia de mutaciones puntuales (no detectables

mediante“Northern” o Southern)parecela causamás probablede activación,aunque

estehechosólo podráserdemostradodespuésdel clonaje y el análisiscomparativode

todos los ADNc derivadosdel locusgenómicocpb, tanto de las célulasnormalescomo

de las neoplasicas.
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2.- Actividad biológicadel oncogéncph: cooperatividadentrecph y H-

ras en la transformaciónde fibroblastosN1H13T3.

La actividad oncogénicadel cósmido C-5 fue analizadaen experimentosde

transfección,determinandouna eficiencia de transformaciónmoderada(entre 4 y 5

focos/gg ADN}. El periodo necesariopara la apariciónde los focos (alrededorde

cuatro semanas)tite superiora la media descritapara otros oncogenes~Takahash¿y

cok., 1985, Coppola y cok., 1991; Chan y cok., 1993a). Sin embargohay que

considerar que muchos de estos resultados no han sido realizados con clones

genómicos.sino obtenidospartiendode los ADNc transformantesde mucho menor

tamaño<lo que facilita su introducciónen las células)y cuya transcripciónestádirigida

por un fuerte promotor (Jansseny cok., 1991; Chan y cok., 1993a; Chan y cois.,

1994; Toksoz y Williant~, 1994). En este sentido, las eficienciasde transformación

disminuyenmuchocuandolas transfeccionesserealizancon ADN genómico,hastael

punto que para el caso del oncogencor, cuyo ADNc posee una elevadacapacidad

transformante,no se ha podido aislar ningún clon genómicocon potencialoncogénico

(Mivoshi y cok., 1991>.

Una vez determinadala capacidadtransformantedel oncogéncph en ensayosde

transfecciónseprocedióa analizarsuposibleinteracciónconotrosoncogenes,en busca

de mecanismosde transformaciónsinergísticos.La existenciade estosmecanismosde

cooperaciónfue descritainicialmentepor Rassoulzadegany cok. (1982),al comprobar

quedos oncogenesde origen viral (denominadosMT y Li) erancapacesde provocar

la transformaciónneoplásicade fibroblastos embrionariosde rata. Sin embargo,

ninguno de ellos de forma individual producíatal efecto, lo que indicaba queambos

contribuían parcialmente a la aparición del fenotipo transformado. La misma

observaciónfue comprobadaposteriormentepara otros oncogenes,hastael punto de

proponerseun modeloquedefinía la necesidadde al menosdosoncogenespara inducir

la transformaciónde fibroblastosprimarios (Land y cok., 1983).

El casode cooperatividadmejor estudiadolo constituyeel sinergismoentre ras

y myc en la transformaciónde fibroblastos de rata. Ninguno de ellos producede
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manera individual el fenómeno observado cuando ambos son transfectadosen

combinación.De acuerdocon Latid y col. <1986), dicho comportamientosedeberíaa

la participaciónde los dos oncogenesen estadiosdiferentesdel desarrollotumoral. Así,

myc contribuiría inicialmente al procesode inmortalización de las célulasprimarias,

mientrasque ras participaríaen fasesposterioresdel procesoneoplásicofavoreciendo

la progresióntumoral. Basándoseen estasobservaciones,Weinberg(1989,> propusouna

clasificacióndeciertosoncogenesen dos categorías,dependiendode sucapacidadpara

cooperarcon ras o mg en la transformaciónde fibroblastos primarios. Un primer

grupo sería el constituido por 1-1-, N- y K-ras, sic, ros, yes y otros oncogenes

citoplásmicos.El segundogrupolo formaríanN- y L-myc,,o53 y la oncoproteinaE-7

de papilomavirus,capacesde cooperarcon elementosdel primer grupo.

La cooperatividadentre distintos oncogenestambién ha sido analizada en

fibroblastos NIH/3T3. Estascélulasinmortalizadasson susceptiblesde transformación

porun únicooncogén.Sin embargo,la transfeccióncombinadade dosoncogenespuede

provocarun aumentoen el númerode focos de células transformadas,muy superior

al producidopor cadaoncogénpor separado.De esta manerase definió la existencia

de un mecanismode cooperatividadentre cph y ras. Cadauno de ellos indujo por

separadola formación de focos de transformaciónen ensayosde transfección.Sin

embargo, mientras que los focos originadospor ras fueron visibles dos semanas

despuésde la transfección,los producidospor cph tardaronhastacuatro semanasen

aparecer.Algunos autoresdescribeneficaciasde transformaciónparael oncogénras

superioresa las obtenidasen nuestrosexperimentos(Santosy cok., 1982; Toksozy

Williams, 1994). Esta discrepanciapuededebersea la diferencia en el número de

células de la población ransfectada.Mientras en la mayoría de los protocolosde

transfección se parte de una población celular superior a 10~’ celulas, nuestras

transfeccionesse realizaronen placascontansólo 2,5x105células,conel fin de reducir

el índice de transformaciónespontáneade los propios ñbroblastosNIH/3T3.

Los resultadosde los experimentosde cooperatividadentrecphy ras mostraron

un incrementode seis órdenesde magnitud en la capacidadtransformantedel oncogén

ras cuandoescotransfectadocon cph. Además,el efecto fue claramentevisible en tan

sólo dos semanas,resultadosque suponenun incrementode la capacidadoncogénica
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de cph en presenciade ras decasi 20 ordenesde magnitud. Resultadossimilares han

sido descritospor Cuadradoy cok., (1993) en cotransfeccionesde ras y raf en las

propias células NIH/3T3. determinandoque raf multiplica en más de diez vecesel

efecto transformantede ras. Sin embargo,este efecto ha sido observadoúnicamente

cuando éste último oncogén es transfectadoen bajas concentracionesya que la

transformaciónprovocadapor altos niveles de expresiónde ras no puedellegar a ser

amplificadapor raf

Una posibleexplicaciónparaestosfenómenosdecooperaciónpuedeencontrarse

en el contexto de los mecanismosde transducciónde las señalesque producen la

respuestamitogénica. Dicha respuestase produce de manera desreguladacomo

consecuenciade un acúmulode alteracionesen diferentesestadiosde la transmisiónde

la señal.Los estudiosde cooperatividadentreoncogeneshancontribuidoa identificar

genesmediadoresde las respuestasde proliferaciónasí comolas rutas a travésde las

cualesactúan. De esta manera,Cuadradoy cok., (1993), a la vez quedefinieron el

sinergismoentre ras y raf, demostraronqueotros genesquecodifican la síntesisde

enzimasreguladoresde segundosmensajerosimplicadosen respuestasmitogénicasno

amplificabanla capacidadtransformantede ras en experimentosde transfección.Tal

es el casode la fosfolipasa C--y y proteínaquinasaC-y, demostrandola especificidad

de raf en la transmisiónde las señalesmediadaspor ras. Recientementese ha

comprobadoquedicha especificidadse producemediantela participacióndirecta de

ambosgenesen la misma ruta de transmisiónde las señalesextracelularesal núcleo

celular (Stokoe‘y cols, 1994).

Tambiénhan sidodescritoscasosde cooperatividadimplicandooncogenesque

compartenhomologíasparcialescon cph. Esteesel casode la cooperacióncon ras de

los oncogenesdbl y voy, ambos poseedoresdel denominado“dominio dbl” <‘Ron y

cok., 1991). Sin embargo,y refiriéndonosconcretamentea vav, la cooperatividadno

se producepor la participaciónde los dos oncogenesen la misma ruta de transmisión

de la señales.Este hechoha sidodemostradorecientementeporBusteloy cols., (1994),

al comprobarque la capacidadtransformantede vav es independientede la actividad

de ras, en experimentosrealizadosbloqueandola actividad de la proteínap21ras y
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determinandola capacidadtransformantede vav. Estosresultadosindican queal menos

en los fibroblastosNIH/3T3 (dondeestosexperimentoshansido realizados)la actividad

mitogénicade vax’ está mediadapor unaruta de transmisiónno dependientede ras.

La determinaciónde la ruta de transmisiónde las señalespor partede cph y la

implicación directa o indirecta de ras en dicha ruta permanecenaún sin resolver.

Busrelo y cok., (/994). handefinido una serie de criterios morfológicos paraapoyar

el hecho de que dos genesparticipeno no en la misma ruta de transmisión: así por

eiemplo, las células transformadaspor ras son fusiformes,refringentesy crecende

forma entrecruzaday desordenada.Este fenotipo es similar a! de las células

transformadaspor c4c25, gen cuyaproteínaactúacomoactivadoren la mismaruta de

transmisión. Sin embargo, las células transformadaspor el oncogén vav no son

refringentes, forman focos muy densosy se observana menudo células gigantes

multinucleadas.Tomando en consideraciónestos criterios morfológicos podemos

afirmar que las células transformadaspor cph difieren en su morfología de aquellas

trasformadaspor ras, sobretodo en el hechode que la apariciónde células gigantes

multinucleadases un fenómenorelativamentefrecuente.Sinembargo,la determinación

de la ruta de transmisión de las señalespor las que cph conduce a la respuesta

mitogénica y la explicacióndel sinergismocon el oncogénras no puedendefinirse

hasta que se realicen ensayosbioquímicos partiendo de la proteína producto del

oncogencph.
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3.- Conservaciónevolutivadel locus cph: detecciónde geneshomólogos

en levadurasy humanos.

Un alto grado de conservaciónevolutiva ha sido consideradocomo una

propiedadde aquellos genescon funcionesesencialespara la célula, frecuentemente

relacionadascon la regulacióndel ciclo celular. Numerososgenesimplicados en los

procesosde transformación han sido localizados en la escala filogenética desde

levadurashastahumanos.Tal esel casodel gen humanoeps]5, capazde transformar

fibroblastos NIH/3T3 mediante sobreexpresióndel ADNc, y al que Wong y cok.,

(1994) atribuyen un papel en la regulación del crecimiento celular debido a su

conservaciónevolutiva y a su expresióngeneralizadaen todos los tejidos.

Con el fin de determinarel gradode conservaciónevolutiva del oncogéncph.

sehanrealizadoanálisisde Southernutilizando sondasprocedentesdel locusgenómico.

encaminadosa la búsquedade genesrelacionadosen levadurasy humanos.Si bien eL

interés de determinarla presenciade geneshomólogosen humanosresultaobvio, la

detecciónde geneshomólogosen levadurastambiénes relevanteal permitiren muchas

ocasionesun mejor estudio de la función del gen, debido a la mayor facilidad que

presentanestosmicroorganismospararealizaranálisisgenéticos.La trascendenciade

la caracterizaciónde los genesreguladoresdel ciclo celularpresentesen levaduras,y

su relacióncon la biología moleculardel cáncerha sido demostradarecientementeen

el descubrimientodel gen supresorMTS1 (Kamb y cok., 1994), cuyaalteraciónpodría

constituir una de las causasmas frecuentesen la etiología del cáncerhumano. El

análisis de la secuenciade MTS1 puso de manifiestoque setratabadel gen homólogo

a un gen aisladopocos mesesantesen Schizosaccharomycespombe(Serrano y cok.,

1993), y cuyaproteína,denominadapl6, actúacomoinhibidor del ciclo celular.

Sin embargoel gradode conservaciónevolutiva tanto de oncogenescomo de

genessupresoresen levadurases muy variable. Así por ejemplo, mientrasras aparece

perfectamenteconservadoen 5. cerevisiaey 5. pombe (Barbacid, 1987), todos los

intentosde identificar geneshomólogosa pS3en estasdos especiesde levadurashan

resultado negativos (Soussi iy cok., /990). En nuestro caso, los estudios de
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conservacionevolutiva nos hanllevado a la definición de geneshomólogosal oncogén

cpb tantoenSaccharomvcescerevisiaecomoen 5. pombe.Concretamentela existencia

de un fragmentode 9 kb en el genomade 5. pombesuponela posibilidad de que la

totalidad del genhomólogopuedaser donadacon relativafacilidad. Su aislamientoy

el análisis de la función en esta levadurade fisión constituyenuna de las prioridades

en la continuacióndel presenteproyecto.Por otra partees interesanteindicar queel

mismo gen en especiesdistintas puedeteneruna función diferente. Esteesel casodel

gen ras, parael quehan sido definidosfuncionesmuy diferentesen 5. cerevisiaey 5.

pombe.Así, mientras los dos genesras caracterizadosen 5. cerevisiae(ras1 y ras2)

son esencialespara el crecimientoal estar implicados en la actividad adenilatociclasa

y por tanto en el control de los nivelesde AMPe (Toda y cok., 1985), la función del

homólogo en 5. pombe no parece regular los niveles de AMPc y aunque su

participación es esencialpara la conjugacióny la esporulación,su actividad no es

indispensableparael crecimientovegetativo<‘Nadin-Davis y cok., 1986).

Por su parte la detecciónde secuenciashomólogasen el genoma humano

reafirma la existenciade un genrelacionado.Es interesantedestacarqueen función de

las condicionesde hibridaciónpuedendetectarseuna o dos bandasfundamentalesen

el análisis de Southern, resultados que apuntan a la existencia de dos genes,

posiblementemiembrosde unamisma familia. Estacircunstancia,unida al complejo

patrón de hibridación en los análisis de ARN de hámster, apuntaa la necesidadde

caracterizaren primera instancia todos los genesasociadosal oncogén cph en el

modelode hámster(con el fin de identificar el gen transformantede la línea celular

81C39)antesde abordarel estudiode los geneshomólogosal locus cpb de hámsteren

humanos.
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4.- cph como miembrode la familia de proteínasreguladorasde

GTP-asas.

Una de las estrategiasmás comunmenteutilizadas para la caracterizaciónde

nuevosoncogenesen los últimos añosha sido el aislamientode susADNc. Mediante

el análisis del ADNc es posible obtenerinformación de la naturalezade la proteína

codificada por un determinadooncogén,así como generarlineas celularescon altos

nivelesdeexpresiónde dichaproteína.Estasdosposibilidadesson técnicamentemucho

másdifíciles de llevar a cabopartiendodel locus genómico(de muchomayor tamaño

debido a la presenciade intrones), circunstanciaque ha provocadoque paramuchos

oncogenes(entre los que podemoscitar cot, hin o Ibe) sólo se haya descrito y

caracterizadoel ADNc sin queexistanreferenciasde la estructurade sus respectivos

loci genómicos(Mivoshi y cok., 1991; Chany cok., 1994; Toksozy Witliams, 1994,>.

Despuésde la secuenciaciónde distintas regionesdel oncogéncph y de la

obtenciónde sondasgenómicasseprocedióal aislamientode los ADNc derivadosde

este nuevo locus partiendo de una genoteca de la línea celular 81C39. Como

consecuenciaha sido posibleel clonaje del primer ADNc derivadodel cpu (ADNc-

cphl9). La secuenciacióncompletade esteclon reveló una pautade lecturacapazde

codificar unaproteínade un pesomolecularteórico de 26 kDa, partiendodel primer

codónde iniciación ATO situadoen posición -4-55 (ver figura 18). La presenciade

otros codonesde iniciación en la misma pauta de lectura (concretamenteen las

posiciones91, 166 y 208) planteabala posibilidad de que la proteínareal fuera más

pequeñaque la deducidateóricamente,si alguno de estos codonesinternos era el

verdaderoiniciador de la traducción. En este sentido, Kozak (1981) ha definido la

existenciade unasecuenciaconsensolocalizadaalrededordel codónATO paraqueéste

puedaactuareficientementecomoiniciador de la traducción(xxALGxxATGG5. En el

caso de! ADNc-cphl9, una secuenciaconsensofavorable para la iniciación ha sido

determinadatan sólo alrededordel primer ATO (agGacATGQ), mientrasqueno ha

sido identificadaen los otros tres codonesinternos.

La existencia real de la proteína deducida previamente mediante análisis
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informático fue confirmadaaplicandolos protocolosde transcripcióny traducción“in

vitro”. Esta técnica ha sido aplicadaen nuestro laboratorio (Laborda y coL., J993~

Velascoy cok., 1993) y en otros muchosgrupospara la identificación de proteínas

cuya secuenciaha sido deducidade manerateórica. Mediante estas técnicasse han

sintetizadoentreotros los productosde los oncogenesco!, hmy epsl5 (Miyoshi~ cok.,

1991; Chan y <‘oL., 1994; Eazioli y cok., 1993). En nuestrocaso, la obtenciónde una

proteínade un tamañoaproximadode 26 kDa partiendodel ADNc-cph-19 reconfirmó

la existenciareal de la proteínadeducida.

La comparaciónde la secuenciade aminoácidosde la proteínacodificadapor

e! ADNc-cphl9y la búsquedade dominiosfuncionalesreveló la existenciade unazona

de homologíaentre la prácticatotalidadde la secuenciacphy unaregiónde la proteína

productodel oncogéndhl. Estaregión(denominada“dominio dbl ‘9 ha sidoencontrada

en la secuenciade los oncogenesect2, vav, tim, en la proteínadenominadaras-GRF

así como en la proteínacdc24de S. cerevisiae~‘Rony cok., 1991). Los productosde

todos estosgeneshansido encuadradosdentrode un subgrupodeproteínasreguladoras

de las denominadasproteínaspequeñascon capacidadde unión a nucleótidosde

guanina(“small GTP-bindingproteins”) (Hall, 1990,>. Estasproteínas(entre las quese

encuentranlos productosde los protooncogenesH-, W y K-ras) tienenuna función

fundamentalen la transmisiónde las señalesextracelularesen los procesosde división,

crecimientoy diferenciacióncelular (C’hardin, 1991). Su accióncomomediadoresen

estasrutasde transmisiónestá basadaen su capacidadde unir e hidrolizar nucleótidos

de guanina,alternandoentreunaconformaciónactiva (cuandoestánunidasa GTP) y

unapasiva (cuandolo estána GDP) (Satohy cols., 1992).

La regulación de estasproteínascon capacidadde unirse a nucleátidosde

guaninase realizaen la célulamedianteel control de! pasode la forma activaa pasiva

y viceversa. Este control es realizadopor tres gruposde mediadores:(1), proteínas

GAP (“GTPaseac¡iving proteins’) queestimulanla hidrólisis del GTP unido a GDP,

provocandola inactivación de una proteínaque une GTP (Downvvard, 1992); (2),

proteínasCDI (‘GDP-dissociationinhibitors”) que provocan la inactivación de una

proteínaqueune GTP en ausenciade estimulo externo, al impedir la disociacióndel

GDP y (3), GEF (“GDP/GTP exchangefactors”), quepromuevene! intercambiodel

97



Discusión

GDP unido por GTP, potenciandopor tanto la transmisiónde la señalal mantenerla

proteínaqueune OIP en su conformaciónactiva.

El productodel oncogéndbl poseeactividad GEF, al ser capaz de mantener

activadala proteínacdc42I-Is, otro miembro de la familia Rho de proteínasqueunen

GTP (Hart y cok.. 1991). Es más, recientementeha sidodemostradoqueestaactividad

estámediadapor la secuenciade la proteínacorrespondienteal subdominiodbl ff-Iart

y cok., 1994). La existenciade actividadGEF ha sido tambiéndemostradaparaect2

(Mi/ii y cols., 1993) y ras-GRF (Shouy coL., 1992). Por lo tanto, la presenciadel

dominio dbl en la secuenciade la proteínacph convierte a esta última en un claro

candidatoa pertenecera la familia de proteínasreguladorasde GTP-asasmediantesu

capacidadintercambiadorade GDP/GTP.

Sin embargo,la solapresenciadeestasecuenciaconsensodefinidacomodomino

dbl no es suficiente parademostrarsu actividad como GEF sobre ras, circunstancia

recientementedemostradapor Busteloy cok.,(1994) parael oncogénvav. Si bien la

cooperatividaddescrita entreel oncogéncpb y ras apoya la hipótesisde que ambos

participen en la misma ruta de señalización,la verdaderadefinición de cph comoun

gen implicado en la regulación de la superfamilia de proteínas ras requiere la

demostración de la capacidadftmcional de su proteína. Este y otros objetivos

constituyenlas líneas de continuidaddel presenteproyecto,encaminadofinalmente a

definir la función biológica de este nuevo gen en el complejo entramadode genes

reguladoresde la proliferacióncelular.
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Conclusiones

- Partiendode una línea celular transformadaquímicamentecon 3-metilcolantrenoha

sido aisladauna secuenciatransformantecapazdeproducir la conversiónneoplásicade

fibroblastos NIH/3T3 mediante transfección. El aislamiento de esta secuencia

transformanteha sido realizadomediantela aplicaciónde técnicasde rescatecosmidico

a partir de una genotecade transfectantesdel segundociclo.

- Mediantela secuenciaciónde regionestranscripcionalmenteactivassehadeterminado

que la secuenciatransformantedonadaen el cósmidoC-5 esun genno descritohasta

la fecha.En consecuencia,ha sido denominadocomo el oncogéncph, utilizando las

iniciales del sistemaexperimentalquepermitió sudetección(“CarcinogenicProgression.

in Hamstercelís”)

- El cósmido portador del oncogéncph es capaz de provocar la transformaciónde

fibroblastos NIH/3T3 mediantetransfección.Este oncogénposeeademásun efecto

sinergístico con el oncogén H-ras resultante en un aumento en la capacidad

transformantede ambosoncogenescuandoson transfectadosen combinación.

- Secuenciashomólogasal oncogéncph de hámsterhan sido detectadasen la escala

filogenéticaen distintasespeciesde levaduras,roedoresy humanos,demostrandosu

alto nivel de conservación evolutiva.

- Mediante el análisis de una genotecade ADNc de la línea celular 81C39 ha sido

donadoel primerADNc derivadodel locusgenómicocpb. EsteADNc poseeunapauta

de lectura de 740 nucícótidoscapazde dirigir la síntesis de una proteínade un peso

molecular de 26 kDa. La existenciade esta proteínaha sido confirmada mediante

transcripcióny traducción ‘ in vitro’.
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- La secuencia de aminoácidos deducida de la proteínacphposeeunahomologíaparcial

con el productodel oncogéndbl, concretamentecon una región de éste caracterizada

como“dominio dbl”. El hechodeque el dominio dbl hayasido definido paraun grupo

de proteínascon función reguladorade las denominadasproteínascon capacidadde

unión a GTP convierte a cph en un posible miembro de la familia de proteínas

reguladorasde GTP-asas.
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