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Introduccién

1. LA FAMILIA DE PROTEINAS DE LOS FILAMENTOS INTERMEDIOS

El citoplasma de las células eucariotas incluye numerosos filamentos cuyo didmetro,
comprendido entre 30 A y 100 A, depende de la naturaleza de las protefnas (globulares o
fibrosas) que los componen. Algunos de estos filamentos constituyen un esqueleto
endocelular.

La existencia de los Filamentos Intermedios (FI), se conoce desde hace casi un siglo,
cuando por primera vez se observaron, en tinciones de plata de neuronas unas estructuras
fibrilares del citoesqueleto (los neurofilamentos). Los primeros datos de la estructura de los
FI se obtuvieron por difraccién de rayos X de fibras de lana (Crick, 1953). Con el uso
extendido de la microscopia electrénica, se conocid su ubicuidad en las células eucaridticas.

Los FI reciben este nombre por el tamafio de su didmetro (8-10 nm), que hace
referencia al tamano de didmetro intermedio entre los microfilamentos de actina (6nm) y los
microtibulos de tubulina (23nm). Microfilamentos, microtiibulos y FI forman los tres
sistemas citoesqueléticos de las células eucariotas. De ellos el grupo constituido por los FI
es el que presenta una mayor diversidad de proteinas, mayor especificidad de tipo celular y
mds complejos patrones de expresion.(Revisado en Steinert y Roop, 1988; Fuchs y Weber,
1994).

En la actualidad se conocen en humanos unas 50 protefnas de FI. Estas se agrupan
en cinco tipos principales, basdndose en la homologia de secuencia y de estructura génica.
Existen dos proteinas (nestina y filensina) de la familia de los FI, que, por €l momento se
consideran aparte de los cinco grupos :

-Tipo I: son las queratinas dcidas; queratinas epiteliales 9 a 20 del catdlogo de Moll
(Moll, 1982) y queratinas de pelo Hal a Ha4 (Heid 1986; 1988; revisado en Rogers y
Powell, 1993). Su peso molecular oscila entre 40-62 kDa y su punto isoeléctrico pKi entre
4y6.

-Tipo 1I: son las queratinas neutro-bdsicas (pKi entre 6 y 8), comprende las
queratinas epiteliales 1 a 8, y queratinas de pelo Hbl-Hb4. Su peso molecular oscila entre
53-67 kDa.

Las queratinas son los FI caracteristicos de las células epiteliales, se caracterizan por
ser heteropolimeros obligados, lo que implica que, para la formacidn de filamentos se
requieren cantidades equimolares de una combinacion de una queratina de tipo I con una de
tipo II.
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-Tipo III: formada por la vimentina, (53 kDa), se expresa principalmente en células
de origen mesenquimal (endotelio vascular, células sanguineas, fibroblastos); la desmina,
(52 kDa), su expresion queda restringida a las células del misculo esquelético y cardiaco,
donde se concentra en las bandas Z; la proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP), (51
KDa) de expresion limitada a astrocitos y células de glia del sistema nervioso central; y Ia
periferina, localizada en determinadas poblaciones de neuronas del sistema nervioso
periférico, (con tres isoformas de 56, 58 y 61 kDa).

-Tipo IV: constituido por los neurofilamentos y la o-internexina. Los
neurofilamentos (NFs) estdn compuestos por tres proteinas; NF-L (68 kDa), NF-M (160
kDa) y NF-H (200kDa) que se expresan en neuronas en diferentes momentos del desarrollo:
la expresion de NF-L y NF-M comienza en el feto, mientras que no se detecta expresién de
NF-H hasta el periodo postnatal.

La «-internexina recibe su nombre de su capacidad para asociarse in vitro con otros
FI (vimentina, GFAP, NF-L). Esta proteina, de 66 kDa, se expresa de forma especifica en
neuronas.

-Tipo V: son las laminas, protefnas que forman un entramado fibroso, la ldmina
nuclear, en la superficie interna de la membrana nuclear. De 60-80 kDa, se clasifican en dos
tipos: laminas A (Adcidas), y laminas B (neutras). Las laminas B se expresan en todos los
tipos celulares, sin embargo, no se encuentran laminas A en embriones tempranos de
vertebrados.

-En iltimo lugar, se han descubierto recientemente proteinas que, en base a su
estructura y secuencia, forman parte de la familia de los FI, sin embargo no quedan
clasificadas dentro de algunos de los grupos anteriores: éstas son la nestina (240 KDa), que
se expresa en las células madre (srem) del sistema nervioso central y miisculo esquelético
durante el desarrollo (Lendahl y cols., 1990) , y la filensina (54 kDa) de las células
epiteliales de la diferenciacién del cristalino (Gounari y cols., 1993).

2. ESTRUCTURA DE LAS QUERATINAS

Como todas las cadenas proteicas de FI, las queratinas presentan un dominio central
helicoidal a-hélice o "rod", constituido en el caso de las queratinas por aproximadamente
310 amino4cidos, de secuencia y estructura secundaria muy conservada, interrumpido por
tres segmentos cortos no helicoidales. Los extremos de estos dominios centrales constituyen
las zonas mds conservadas, y en ellos se han detectado mutaciones (por sustituciones de
aminodcidos, o deleciones) que producen graves perturbaciones funcionales y estructurales
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en las células. El dominio central generalmente estd flanqueado por dominios terminales no
helicoidales, los extremos amino y carboxi-terminal, que se ordenan segin patrones
caracteristicos que permiten su clasificacién en subdominios (H, V y E) en funcidén de su
grado de homologia, repeticiones de péptidos o carga. Estos extremos son variables tanto en
secuencia como en longitud, siendo los responsables de las diferencias de peso molecular en
las distintas queratinas.

Los polipéptidos de queratinas se ensamblan formando inicialmente dfmeros
constituidos por una molécula de queratina de tipo I y otra de tipo II; estos dimeros se
asocian de forma antiparalela y forman tetrdmeros; los tetrimeros se asocian entre s para
formar los filamentos, estructuras muy complejas que configuran proteinas muy estables. La
formacién de filamentos se realiza en ausencia de factores proteicos auxiliares (Steinert y
cols., 1976). Para una revisién ver Steinert y Roop, 1988; Steinert, 1993; Fuchs y Weber,
1994; Steinert y cols., 1994,

3. EPITELIOS: CARACTERISTICAS DE LA DIFERENCIACION EPIDERMICA, SU
REGULACION, PATRONES DE EXPRESION ESPECIFICA DE QUERATINAS EN
LOS DISTINTOS TIPOS CELULARES EPITELIALES

3.1 Epitelios: algunas caracteristicas generales

Las células epiteliales cubren como epitelios de revestimiento todas las superficies
internas y externas de los animales. Dada esta localizacién, sufren la pérdida continua de las
células més superficiales, de ahf que se renueven constantemente. Los epitelios proporcionan
un recubrimiento protectivo flexible, por lo que las células que los constituyen presentan una
gran cohesién gracias a la existencia de uniones celulares especializadas (desmosomas)
(Cowin y cols., 1985). Estos tejidos se especializan en funciones diversas como secrecidn,
absorcién, excrecién, transporte, o recepcion sensorial. Llegan a diferenciarse hasta producir
apéndices cutdneos como pelos, plumas, ufias y cuernas.

Los tejidos epiteliales se caracterizan morfoldgicamente segin la forma de las células
y segiin el tipo de estratificacion. Se subdividen en diferentes tipos en funcién del nimero
de capas celulares que los constituyen (simples o estratificados, si las células epiteliales se
disponen en una o varias capas respectivamente), o la forma de sus células (pavimentosos,
cibicos o prismaticos). Los epitelios estratificados pueden ser queratinizados, si presentan
células muertas ricas en queratina (piel), o no queratinizados (lengua, esofago, cérnea)
(Poirier, 1978; Bloom y Fawcett, 1981; Stenn y cols., 1992).
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Una de las funciones que desempeiian los epitelios consiste en proporcionar una
cobertura flexible aunque resistente, al organismo. Parte de la flexibilidad necesaria en los
epitelios de revestimiento viene proporcionada gracias a la existencia de un complejo
citoesqueleto de FI de queratinas en el citoplasma celular. Estos FI de queratinas son
estructuras muy dindmicas, continuamente intercambiando proteinas a lo largo del filamento
en respuesta a las diferentes fases del ciclo celular, movimiento de células en la epidermis
y diferenciacién epitelial (Steinert y Liem, 1990).

La epidermis es un tipo de epitelio estratificado que se estructura en varias capas
(representadas en la figura 1): el estrato germinativo o basal, en contacto con la membrana
basal, es el tnico con capacidad proliferativa, los estratos espinoso y granuloso forman las
capas suprabasales de células vivas y el estrato cérneo, formado por células muertas de
aspecto escamoso en la superficie externa expuesta. En 4dreas proliferativas como la planta
del pie y la palma de la mano se distingue ademds el estrato licido, que se interpone entre
las capas granulosa y cdrnea, formado por células sin nicleo, eosindfilas, aplanadas y
densamente apretadas.

s
e
—
e // o~ //
Cas- S s Estrato Cérneo
— Loricri = //// =
oricrtna @ Corr
g Estrato Granuloso

Filagrina

K1, K10 Estrato Espinoso

Capa Basal

Ks, K14

AR Membrana Basal

Figura 1. Esquema de un epitelio estratificado. Se representan los gradientes, los marcadores y los estratos
representativos,
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3.2 La diferenciacién epidérmica; expresién especifica de queratinas

El proceso de diferenciacién epidérmica es un proceso altamente coordinado y
regulado de cambios graduales asociados a la evolucién que sufren las células basales
proliferativas hasta convertirse en las células muertas del estrato cérneo: la diferenciacién
terminal comienza con la migracién de células de las capas basales al compartimiento
suprabasal, continda con la progresién de células a través de los estratos espinoso y
granuloso, y termina con la deposicién de escamas en el estrato cdrneo, que van siendo
reemplazadas por las sucesivas capas celulares en continuo proceso de diferenciacion. Este
proceso dura aproximadamente tres semanas en la epidermis humana y va acompaiiado de
profundos cambios en la expresién genética, siendo las queratinas las proteinas cuya
expresién diferencial mejor se conoce.

La epidermis dedica una gran parte de su capacidad de sintesis proteica a la sintesis
de queratinas (> 80% del contenido proteico en las células diferenciadas). Las células basales
de epidermis expresan de forma mayoritaria las queratinas K5 y K14 (Fuchs y Green 1980;
Nelson y Sun 1983; Byrne y Fuchs 1994). Uno de los primeros cambios asociados al proceso
de diferenciacién y migracidn al estrato espinoso, es la induccion de las queratinas K1 y
K10, que reemplazan a K5 y K14, y constituyen las proteinas mayoritarias de las capas
suprabasales de epidermis en la mayoria de las localizaciones epidérmicas (Fuchs y Green
1980; Roop y cols., 1987; Schweizer y cols., 1988; Stellmach y cols., 1991). En la fase
terminal de maduracién, en el estrato granuloso comienza la sintesis de proteinas no
filamentosas: loricrina y filagrina, componentes esenciales en esta localizacién (Mehrel y
cols., 1990; Steven y cols., 1990); la filagrina se asocia con las queratinas para formar los
caracteristicos granulos de queratohialina. Estas proteinas, tras ser modificadas por la
transglutaminasa epidérmica, forman una envuelta cornificada altamente resistente e insoluble
caracteristica del estrato corneo (Rice y Green, 1977),

Como se ha mencionado, las queratinas son heteropolimeros obligados: la mayorfa
de los tipos celulares epiteliales expresan un tipo particular de queratina del tipo I que se
asocia de forma especifica con otra queratina del tipo II (Eichner y cols., 1986),
representados en la figura 2; se habla asi de "pares de queratinas” en referencia a las parejas
de queratinas que son coexpresadas en diferentes rutas de diferenciacién epitelial (Sun y
cols., 1984). Asi, K5 y K14 forman un par caracteristico de células basales, estas células
expresan también K15 (Leube y cols., 1988; Lloyd y cols., 1995). El par K1/K10 se expresa
en capas suprabasales de epitelios estratificados queratinizados junto a menores cantidades
de K2e, K2p (Collin y cols., 1992), K11 (Moll y cols., 1982), y K9 en determinadas
localizaciones como epidermis plantar y palmar (Schweizer y cols., 1989, Langbein y cols.,
1993},
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Figura 2. Resumen de los principales pares de queratinas expresados en los distintos tipos de epitelios. Los niimeros
hacen referencia a la clasificacion de las queratinas humanas (Moll y cols., 1982},

K1/K10 son las proteinas mayoritarias en las capas diferenciadas de epidermis, donde
su transcripcidon se cifie al estrato espinoso, aunque también estd presente en células
suprabasales de otros epitelios, tales como el tracto genital o estémago aglandular del ratén;
sin embargo en epitelios estratificados no queratinizados de drganos internos como eséfago
o lengua, K4/K13 constituye el par mayoritario caracteristico de diferenciacion (Grace y
cols., 1985; Rentrop y cols., 1986; Van Muijen y cols., 1986). En el epitelio de cérnea
K3/K12 son los componentes principales de las capas suprabasales {(Schermer y cols., 1986;
1989; Wu y cols., 1994).

El par K8/K18 se expresa en el embridn temprano, y es especifico de epitelios
simples, junto con el par K7/K19 que aparecen en glindulas de origen epitelial (Franke y
cols., 1981; Moll y cols., 1982; Oshima y cols., 1983).
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K6 y K16 se expresan de forma natural en algunos epitelios estratificados como
lengua, paladar, eséfago, exocérvix, glandulas sebdceas, en la vaina radicular externa (VRE)
de foliculos pilosos, también en dreas de la piel sometidas a hiperproliferaciéon como la planta
del pie (Moll y cols., 1982; Quinlan y cols., 1985; Rentrop y cols., 1986; Stark y cols.,
1987); y se inducen en la capa suprabasal de epidermis interfolicular en estado de
hiperproliferacién como consecuencia de diversos estimulos que alteran la biologia normal
del queratinocito: procesos de cicatrizacion de heridas (Mansbridge y Knapp 1987),
tratamientos con &4cido retinoico (AR) o ésteres de forbol (Schweizer y Winter, 1982;
Schweizer y cols, 1987; Stellmach y Fuchs, 1989 ), expresion del factor de crecimiento
transformante o (TGFea) (Vassar y Fuchs, 1991; Dominey y cols., 1993), TGF#8 (Sellheyer
y cols., 1993), factor de crecimiento epidérmico (EGF), (Jiang y cols., 1993), factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF), (Guo y cols., 1993}, BNLF-1, la proteina latente de
membrana del virus de Epstein-Barr (Wilson y cols., 1990), formas mutadas de hK14
(Vassar y cols., 1991), hK10 (Fuchs y cols., 1992), v-ras"* (Greenhalgh y cols., 1993 a),
fos (Greenhalgh y cols., 1993 b), expresién de un mutante del receptor de AR (Imakado y
cols., 1995).

K17 tiene un patrén de expresion caracteristico, similar a K16, pero no idéntico; se
expresa de forma transitoria en capas basales de epitelios estratificados durante el desarrollo,
en foliculos pilosos, se induce junto con K6 y K16, y se localiza en determinados tumores,
ademds es una proteina abundante en células basales de epitelios complejos, gldndulas y
epitelios de transicién (Troyanovsky y cols., 1992).

K20 se expresa de forma especifica en células de la mucosa intestinal y géstrica,
incluyendo tumores y lineas celulares que de ellos se derivan. El patrén durante el desarrollo
embrionario es muy similar al de adultos (Mol! y cols., 1993)

La organizacién en el genoma de los genes de queratinas es similar a la de otras
familias de genes, que se ordenan ligados en grupos. Este agrupamiento no parece estar
relacionado con la expresion tan especifica que hemos visto, sino que probablemente sea el
resultado de numerosas duplicaciones ocurridas a lo la largo de la evolucién, En humanos,
la mayoria de los genes de las queratinas de tipo I se localizan en el cromosoma 17, mientras
que en el cromosoma 12 se encuentran la mayorfa de los genes de las de tipo II.En el mismo
cromosoma se localizan también pseudogenes que no se transcriben (Rosenberg y cols.,
1988; Romano y cols., 1988; Savtchenko y cols., 1990, Waasem y cols., 1990 a y b).

3.3 Regulacién de la diferenciacién epidérmica

La regulacion del crecimiento y la diferenciacién epidérmica es un proceso complejo
que implica tanto factores que se producen localmente como factores circulantes que actian
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de forma paracrina (revisado en Fuchs, 1990): EGF, TGFa, KGF, FGF, bajas
concentraciones de retinoides, las interleuquinas IL-la e IL-6, estimulan el crecimiento de
queratinocitos; TGF-8 estd relacionado con el control de la proliferacién de células basales,
la proteina BMP-6 parece inhibir el crecimiento celular previo a la diferenciacién (Drozdoff
y cols., 1994); la actividad de la fosfolipasa C aumenta durante la maduracién hacia el
estrato cérneo (Punnonen y cols., 1993), determinadas isoformas de proteina-quinasa C estin
implicadas en la fase terminal de maduracién de los queratinocitos (Dlugosz y Yuspa, 1993);
la integrina o684 media en la interaccién de las células basales con la membrana basal,
habiéndose recientemente puesto de manifiesto un importante papel en la sefializacién celular
(Mainjero y cols., 1995), otras integrinas mantienen la estratificacién por interacciones
célula-célula (Hertle y cols., 1991); un cambio en la expresién de las conexinas seguido de
una modificacion selectiva de la permeabilidad de membrana altera el control del proceso
coordinado de diferenciacién (Brissette y cols., 1994). Se han descrito otro tipo de factores
capaces de inducir la diferenciacion en medios de cultivo, como la densidad celular (Poumay
y Pittelkow, 1995).

Varios estudios realizados tanto in vitro como in vive consideran al calcio como el
principal modulador de la diferenciacion epidérmica. En la epidermis, se ha identificado un
gradiente de calcio con los niveles mds bajos en las capas basales, y crecientes a medida que
se avanza hacia el estrato cérneo (Menon y cols., 1985). Por el contrario, el dcido retinoico
parece reprimir la diferenciacidn; en la epidermis el gradiente de AR presenta los niveles
mds altos en la capa basal, disminuyendo progresivamente hacia el estrato cérneo (Roop y
cols., 1989). Alteraciones en la funcién de los receptores del AR conducen a defectos en la
formacion de la envuelta cornificada y en la funcién de barrera de la piel (Imakado y cols.,
1995). La vitamina D, es también un regulador de la diferenciacién; se conoce su capacidad
de inhibir la proliferacion y de promover la diferenciacién de las células de los estratos
espinoso y granuloso hacia el estrato corneo (Regnier y Darmon 1991).

El proceso de diferenciacién epitelial es considerado por algunos autores un proceso
de apoptosis (McCall y Cohen, 1991); este argumento viene apoyado por el hecho de que
las células epiteliales desprovistas de sujecidn al sustrato sufren un proceso de apoptosis que
se inhibe con la expresidn de bel-2 (Frisch y Francis, 1994), un conocido regulador de la
muerte celular programada (Hockenberry y cols., 1990). Si los niveles de bel-2 se minimizan
con la expresién de vectores virales antisentido, los queratinocitos epidérmicos aceleran el
proceso de diferenciacidén y aumentan la apoptosis (Marthinuss y cols., 1995).

3.4 Regulacion de la expresion de los genes de queratinas

La expresion especifica tan refinada de tejido, de tipo celular, de diferenciacién
epitelial y de estado del desarrollo, asi como la necesidad de expresidon de queratinas en
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pares de tipo I y II, sugiere que tengan un complejo mecanismo de regulacion.

La regulacién de la expresion de los genes de queratinas tiene lugar principalmente
a nivel de la transcripcién (Jorcano y cols., 1984; Oshima y cols., 1988; Lersch y cols.,
1989; Stellmach y cols., 1991), aunque se han descrito modificaciones post-transcripcionales
(Roop y cols., 1988; Steinert, 1988) y casos de regulacién a nivel de la traduccién (Tyner
y Fuchs, 1986).

La identificacién de elementos reguladores se ha realizado mediante experimentos in
vitro e in vivo; no siendo siempre coincidentes los resultados obtenidos por ambas
aproximaciones (Kulesh y Oshima, 1988; Vassar y cols., 1989; Navarro, 1992; Ramirez,
1993; Casatorres y cols., 1994; Ramirez y cols., 1994; Navarro y cols., 1995; Ramirez y
cols., 1995),

Los estudios in vitro han identificado secuencias especificas capaces de conferir
actividad transcripcional y secuencias de unién a protefnas nucleares importantes en la
regulacién de varios genes de queratinas: bK6B (Blessing y cols., 1989; Navarro, 1992;
Navarro y cols., 1995), hK18 (Oshima y cols., 1990), hK14 (Jiang y cols., 1990; Leask y
cols., 1990), mK8 (Takemoto y cols.,), hK1 (Leask y cols., 1991; Huff y cols., 1993; Lu
y cols., 1994), la queratina K3 de conejo (Wu y cols., 1993}, hKS (Byrne y Fuchs, 1993),
bKS (Casatorres, 1993; Casatorres y cols., 1994) y queratinas de lana (Powell y cols.,
1952).

Por otro lado, los estudios in vive han identificado zonas reguladoras capaces de
dirigir correctamente la expresién en ratones transgénicos: es el caso de hK14 (Vassar y
cols., 1989), hK19 (Bader y Franke, 1990), hK18 (Abe y Oshima, 1990), bK10 (Bailleul y
cols., 1990), hK1 (Rosentahl y cols., 1991), hKS (Byrne y Fuchs, 1993), hK8 (Casanova,
1994; Casanova y cols., 1995), queratinas de pelo (Powell y Rogers, 1990; Mc Nab y cols.,
1990), y la identificacién de los promotores de bKS y bK6R capaces de dirigir expresién
especifica de tejido y durante el desarrollo, de forma correcta a epidermis de ratones
transgénicos (Ramirez, 1993; Ramirez y cols., 1994; 1995), fundamentales en este estudio,
ya que nos hemos valido de la informacién que nos han proporcionado para elaborar nuestro
modelo animal: expresar de forma ectdpica las queratinas hK1 y hK10 dirigidas por ellos,
y evaluar los efectos. Las secuencias reguladoras de bKS, dirigen expresién a capas basales
de epitelios estratificados con especificidad de tejido, de tipo celular y durante el desarrollo
embrionario, cuya sintesis a partir del dia 13.5 de gestacién se detecta en los primordios de
la mayoria de 6rganos y epitelios en los que tendrd una posterior expresién en adultos. Para
bK68, las secuencias reguladoras dirigen la expresién génica a las localizaciones que
reproducen con fidelidad el complejo patr6n de expresion de la queratina K6, en sus aspectos
constitutivo e inducible. Durante el desarrotlo embrionario, su expresién comienza a partir
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del dia 13.5 de gestacién en los epitelios de la zona oral del embrién,
3.5 K1/K10: el par caracteristico de la diferenciaciéon epidérmica

Desde el punto de vista estructural, las queratinas K1 y K10 tienen grandes dominios
amino y carboxi-terminales, ricos en glicina y serina; secuencias que no se encuentran en las
queratinas de epitelios simples, ni en la mayoria de las otras queratinas (Jorcano y cols.,
1984; Steinert y cols., 1985, Zhou y cols., 1988). Como se ha mencionado, se sintetizan en
las capas suprabasales {postmitéticas) de epidermis y se han de integrar en un citoesqueleto
preexistente de queratinas K5 y K14. In vitro se ha descrito un efecto similar: los genes de
K1 y K10 transfectados en fibroblastos son incapaces de formar una red de FI; necesitan una
red de FI de células basales previa, que expresen K5 y K14. Ademds, en las transfecciones,
K10 forma agregados de aspecto redondeado en el citoplasma (Kartasova y cols., 1993;
Paramio y Jorcano, 1994). Sin embargo, en contraposicion a estos datos, estudios in vivo
denotan la capacidad de K1 y K10 de formar redes de filamentos en un paciente que carece
de la queratina K14 (Chan y cols., 1994), y en ratones con el gen de K14 inactivado por
recombinacién homdloga (Lloyd y cols., 1995).

Se conocen dos alelos para cada uno de los genes de K1 y K10, que se diferencian
entre si por una delecién en los dominios carboxi-terminales ricos en glicina, y constituyen
importantes marcadores polimdrficos en los cromosomas 12 y 17 de humanos
respectivamente (Korge y cols., 1992 a; Korge y cols., 1992 b).

La expresion de K1 antecede a la de K10, y es uno de los primeros eventos de la
diferenciacion epidérmica. Es posible observar K1 de forma ocasional en células basales que
estdn a punto de migrar a las capas superiores de epidermis (Huitfield y cols., 1991). La
expresion del ARNm de estas queratinas estd estrechamente regulada y restringida al estrato
espinoso de la epidermis. En el estrato granuloso, estas queratinas se asocian con la filagrina,
que las agrega en los grdnulos de queratohialina, que son los que dan la apariencia
caracteristica, y el nombre a este estrato. Posteriormente sufren fuertes modificaciones en
el estrato corneo.

El conocimiento de los factores de transcripcidn que regulan genes especificos de la
diferenciacion epidérmica es bastante limitado, siendo el gen de K1 el mejor estudiado: se
han identificado los elementos de control que median en la expresién especifica de la
diferenciacion (Huff y cols., 1993); se ha identificado un elemento de respuesta al calcio en
un fragmento de 249 pb situado a 7.9 Kb del inicio de la transcripcién (Rothnagel y cols.,
1993), un factor AP-1en la zona 5°, que media en la respuesta al calcio, y un elemento de
respuesta a hormonas esteroides que modula la respuesta al calcio via AR y vitamina D, (Lu
y cols., 1994). Estos datos sugieren que la transcripcion del gen de hK1, al igual que se ha
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descrito para otras queratinas (Leask y cols., 1990), necesita de elementos tanto proximales
como distales al promotor, y que el elemento de respuesta al calcio situado en 3 (3 °-CaRE)
tiene una importancia funcional en la transcripcién de este gen. Se ha utilizado un fragmento
de 10.8 Kb con 1.2 y 3.3 Kb de elementos flanqueantes al gen en 5 y 3” respectivamente,
del gen de K1 para dirigir su expresién a epidermis de ratones transgénicos (Rosenthal y
cols., 1991; Chung y cols., 1994).

Durante el desarrollo embrionario, 1a induccién de K1 y K10 es posterior a la de K5
y K14, y se detecta la expresién de ambos genes en el momento en que la epidermis
diferencia, destacindose un gran paralelismo entre la epidermis adulta y la embrionaria
(Byme y cols., 1994). No todos los autores coinciden en el momento mds temprano de
deteccién de expresion de K1 y K10 en el embridn: Quellet y cols., (1990) detectan ARNm
de K1 en el dia 10 del desarrollo embrionario de ratén, mientras que no detectan ARNm
de K10 antes del dfa 12, sugiriendo una regulacién independiente en €l desarrollo; Byrne y
cols. (1994) detectan la expresién de K1 y K10 mediante hibridaciones in situ en el dfa 13.5
a medida que las células epidérmicas diferencian en estratos granuloso y espinoso. Las
proteinas de ambos genes se visualizan en inmunoblot a partir del dia 15, segin una
secuencia temporal de cambios morfoldgicos criticos en la formacidn de una barrera
epidérmica funcional durante el desarrollo (Bickenbach y cols., 1995).

4. FUNCION DE LOS FILAMENTOS INTERMEDIOS

El desarrollo, diferenciacidn, expresién especifica de tejido y tipo celular de las
queratinas y el resto de los FI, su ubicuidad en las células eucariotas, la amplia conservacién
de secuencias y estructura entre distintas especies, sugiere una importante funcién para estas
proteinas en las células y tejidos. Durante mucho tiempo se ha pensado que desempefian un
papel en la integridad mecdnica de las células. Sin embargo, el conocimiento que se tiene
de este aspecto de las queratinas y del resto de los FI es todavia relativamente limitado,
habiéndose producido recientemente los avances mds interesantes. Se comienza a tener
evidencia de que las proteinas de la familia de los FI desempeiian papeles importantes en
procesos tales como gastrulacion, embriogénesis, organizacién nuclear, replicacién del ADN,
resistencia mecdnica, ensamblaje de la envoltura nuclear, y regulacién del calibre axonal.

Los datos aportados por los experimentos realizados con cultivos celulares no han
supuesto una gran contribucién para dilucidar el papel de los FI, en parte debido a que las
células en cultivo soportan bastante bien alteraciones en su citoesqueleto (Franke y cols.,
1984; Giudice y Fuchs, 1987; Paulin-Levasseur y cols., 1988). Estudios realizados utilizando
células transfectadas con varios clones de genes de queratinas, o induciendo su expresién por
tratamientos con drogas, han mostrado que la expresién ectdpica de queratinas en células
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epiteliales (y también no epiteliales) no es capaz de alterar la morfologfa o la supervivencia
celular (Albers y Fuchs 1987, 1989; Doumenjoud y cols., 1988,; Kulesh y Oshima, 1988§;
Lersch y cols., 1989; Blessing y cols., 1989; Lu y Lane, 1990; Bader y cols., 1991; Albers
y cols., 1995); dada la existencia de datos contradictorios obtenidos segiin aproximacion
experimental, sugiere que la funcién de los FI debe demostrarse a nivel de tejido, érgano,
o dentro del contexto de un organismo completo, por lo que los avances en este campo, han
venido de la mano de la tecnologfa del uso de células embrionarias totipotentes (células ES,
iniciales del inglés "Embryonic Stem"), de animales transgénicos, y del andlisis de
mutaciones en los genes de queratinas causantes de ciertas patologfas humanas.

4.1 Andlisis de la funcién de queratinas por animales transgénicos

Experimentos realizados con embriones de Xenopus leavis sugieren un importante
papel para las queratinas en la embriogénesis, ya que la inyeccién de oligonucleétidos
antisentido inhibe la gastrulacidn (Torpey y cols., 1992), o el uso de anticuerpos especificos
produce defectos en este estadio del desarrollo embrionario (Klymkovsky y cols., 1992).

Como se menciond anteriormente, las queratinas K8 y K18 son los primeros FI que
aparecen durante la embriogénesis, encontrdndose tanto en el endodermo como en el
ectodermo embrionario, por lo que se ha pensado que estas proteinas podrfan estar jugando
un papel en estos momentos criticos de la embriogénesis. Baribault y Oshima (1991},
demuestran que la inactivacién de los dos alelos de mK8 por recombinacién homdloga, no
impide la formacién de un endodermo extraembrionario en cuerpos embrionarios
desarrollados in vitro. Sin embargo, esta misma inactivacién en ratones transgénicos tiene
como resultado la letalidad embrionaria en una proporcion de los mutantes homocigotos
(Baribault y cols., 1993), proporcién que varia dependiendo del fondo genético de los
animales usados. Los ratones de la cepa FVB/N deficientes para este gen desarrollan
hiperplasia colorectal (Baribault y cols., 1994), presentando un aumento anémalo en el
nimero de células epiteliales en el intestino grueso. Este fenotipo contrasta con el
rompimiento celular que se observa en los ratones que expresan la mutacién dominante
negativa del gen de K14 (Vassar y cols 1991; ver mds adelante}, sugiriendo para las
queratinas de epitelio simple una funcién adicional a la meramente estructural.

En otros experimentos, la informacién obtenida de la sobreexpresion o expresién
ectopica de genes de queratinas ha contribuido a dilucidar su funcién. Enumeramos aqui
algunos de ellos:

- la sobreexpresidn de la queratina 8 humana tiene efectos fisiopatolégicos; los ratones

transgénicos que integran un alto nimero de copias del transgén, y por tanto expresan
elevadas cantidades de proteina humana, presentan un fenotipo de pequefic tamafio y pelo
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erizado, alteraciones en la hipdfisis y disfuncién pancreética (Casanova, 1994; Casanova y
cols., 1995).

- expresion ectdpica de la queratina hK1 (pero no hK10) en las células 8 de pancreas
conduce a una forma especial de diabetes. En estos ratones hK10 se aloja en las células
pancredticas y es compatible con la funcién celular, mientras que los ratones que expresan
hK1 séla o en combinacién con hK10 desarrollan una forma de diabetes caracterizada por
una drdstica reduccidn de las células productoras de insulina (Blessing y cols., 1993).

- la sobreexpresién de hK16 en ratones transgénicos tiene como consecuencia la
queratinizacion aberrante de la VRE y epidermis proximal, asi como hiperproliferacién,
acantosis e hiperqueratosis de la epidermis interfolicular (Takahashi y cols., 1994).

- Albers y colaboradores utilizan un modelo animal de ratones transgénicos, en €l que
la expresidn ectdpica de la queratina epidérmica hK14 en hepatocitos provoca una alteracién
de la red de filamentos enddgenos de K8/K18, y conduce a anomalias histopatoldgicas y
funcionales en el higado (Albers y cols., 1995).

- la sobreexpresion de una queratina de tipo 11 de pelo en los foliculos pilosos produce
cambios en la estructura del pelo, pelo frigil y quebradizo y ciclos de caida y nuevo
crecimiento (Powell y Rogers 1990}. En este caso la expresidn de una queratina de tipo II,
en gran exceso en relacion a su pareja de tipo I, produce una agregacién de proteina que
interfiere con la organizacién normal de los FI.

- la expresién de formas mutadas de hK14 y hK10 , que impiden la formacién del
citoesqueleto de FI, en las regiones basal y suprabasal, respectivamente, de la piel de ratones
transgénicos conduce a fragilidad celular y rotura de la epidermis a nivel del estrato afectado.
Este fenotipo es muy similar al de pacientes que sufren mutaciones en estas queratinas (ver
mas adelante) (Coulombe y cols., 1991b; Vassar y cols., 1991; Fuchs y cols., 1992). En
funcion de estos dltimos resultados se ha sugerido que en epidermis, y probablemente en el
resto de los epitelios, la funcién de las queratinas podria ser conferir resistencia a las células
e integridad mecdnica al tejido. Admitido esto, sin embargo, otros experimentos tales como
los ratones transgénicos que tienen inactivado el gen de K8 o sobreexpresando K16 en piel,
sugieren que las queratinas podrian estar implicadas en procesos relacionados con la
proliferacion y diferenciacién celulares y que, por lo tanto, transcienden la mera resistencia
mecénica.

4.2 Patologias humanas causadas por mutaciones en genes de queratinas

Este es un campo en el que han tenido lugar los avances mds espectaculares en los
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iiltimos afios. La funcidn de las queratinas permanecia sin demostrar fehacientemente hasta
los recientes descubrimientos de mutaciones en genes de queratinas que conducen a
enfermedades caracterizadas por fragilidad epidérmica. La integridad de la piel se altera por
sustituciones de un dnico aminodcido en las moléculas de queratinas {revisado en Steinert y
Bale 1993; Fuchs 1994; Fuchs y cols., 1994).

Hasta el momento se han identificado mutaciones en varios genes diferentes de
queratinas causantes de enfermedades genéticas de la piel: las mutaciones en los genes de K5
y K14 son causantes de epidermdlisis ampollosa simple (EBS) caracterizada por la formacién
de ampollas seguida de la ruptura de las células basales en respuesta a una agresién fisica
suave (Bonifas y cols., 1991; Coulombe y cols., 1991 b; Lane y cols., 1992). De forma
parecida, en la eritrodermia ictiosiforme ampollosa congénita (BCIE) mutaciones en las
queratinas K1 y K10 producen citolisis suprabasal e hiperqueratosis epidermolitica (Cheng
y cols., 1992; Chipev y cols., 1992; Rothnagel y cols., 1992); mutaciones en el gen de la
queratina K9 son responsables de la queratoderma palmoplantar epidermolitica (EPPK) (Reis
y cols., 1994; Torchard y cols., 1994; Navsaria y cols., 1995; Rothnagel y cols., 1995); la
ictiosis ampollosa de Siemens (IBS) es causada por mutaciones en el gen de la queratina K2e
(Kremer y cols., 1994; McLean y cols., 1994; Rothnagel y cols., 1994); y mutaciones en
los genes de las queratinas K6, K16 y K17 producen paquioniquia congénita (PC) (Bowden
y cols., 1995; Mc Lean y cols., 1995).

Es posible que mutaciones en otras queratinas todavia no descritas sean responsables
asi mismo de enfermedades genéticas de la piel: aproximadamente la mitad de las familias
con EPPK estudiadas no tienen mutaciones en el gen de K9, no se ha identificado todavia
una pareja natural para K9, pero serfa razonable pensar en mutaciones de genes mds ubicuos
como K1 y K2e, como responsables de EPPK. Recientemente se ha descrito una mutacién
en el dominio variable V1 de la queratina K1 que conduce a una forma de queratoderma
palmoplantar no epidermolitica (Kimonis y cols., 1994).

Todas estas enfermedades se transmiten de forma autosdmica dominante, manifiestan
degeneracidn celular y alteraciones en la red de filamentos de queratina de las células que
expresan el gen mutante; se caracterizan desde el punto de vista ultraestructural por la
presencia de agregados de queratinas que se correlacionan en el caso mds frecuente con
mutaciones en el comienzo o el final de la alfa-hélice. Las mutaciones originadas en otras
posiciones quebrantan menos la organizacién del filamento (Letai y cols., 1993). La
gravedad de la enfermedad se correlaciona con el grado con el que estas mutaciones alteran
el ensamblaje de los FI (Coulombe y cols., 1991a; Cheng y cols., 1992; Chipev y cols.,
1992; Letai y cols., 1993).
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Los ratones transgénicos han sido fundamentales en la prediccién y posterior
descubrimiento de estas mutaciones en los distintos genes de queratinas y en la confirmacién
de las mismas como causa directa de la enfermedad genética correspondiente (Coulombe y
cols., 1991b; Vassar y cols., 1991; Fuchs y cols., 1992).

Recientemente se han descrito dos casos separados de pacientes diagnosticados de
EBS en los que una mutacién espontdnea en el gen de K14 impide la sintesis de esta proteina
(Chan y cols., 1994; Rugg y cols., 1994). En estos individuos se observa una ausencia total
de K14, sin que esta deficiencia se vea compensada con la expresion de otras queratinas. Son
dos casos en los que una pérdida de funcién asociada a la ausencia de una protefna de FI
produce lesiones epidérmicas severas, pero no letales. Ratones con el gen de la queratina
K14 inactivado, presentan un fenotipo muy similar al de los pacientes de EBS, en estos
ratones, en ausencia de K14, K5 y K15 forman un red de filamentos residual sobre la que
se sintetizan los filamentos de los pares caracteristicos de diferenciacién (Lloyd y cols.,
1995).

4.3 Funcién de otros FI

La sobreexpresidn, expresidn ectépica o inactivacién por mutagénesis dirigida de otras
proteinas de la familia de los FI ha llevado a conocer aspectos sobre su funcion.

Los NF se encuentran implicados en la etiologia de patologias del sistema nervioso
por lo que ¢l estudio de animales transgénicos sobreexpresando proteinas de los NF puede
proporcionar modelos de estudio de neuropatologias. La sobreexpresién en ratones
transgénicos de NF-L (Xu y cols., 1993) o NF-H (Cété y cols., 1993) conduce a la
aparicién de sintomas de esclerosis amiotrépica, con la consiguiente degeneracién axonal y
atrofia del misculo esquelético. Una mutacion espontdnea sin sentido en el gen de NF-L
conduce a una reduccién del calibre axonal y temblor generalizado en un mutante tembloroso
de la codorniz japonesa (Ohara y cols., 1993). La sobreexpresiéon de NF-M en ratones
transgénicos, pone de manifiesto su papel en la regulacién de los niveles de NF-L (Tu y
cols., 1995), NF-H y en la determinacidn del calibre axonal (Wong y cols., 1995).

Los ratones que carecen de la protefna GFAP se desarrollan con normalidad, tanto
en la fase embrionaria como postnatal, llegan a adultos, se reproducen normalmente y no
muestran sintomas de anomalias psicomotoras. Aparentemente, los filamentos intermedios
de GFAP no son necesarios para el desarrolio del sistema nervioso (Pekny y cols., 1995).

La inactivacién del gen de la vimentina por mutagénesis dirigida en ratones

transgénicos permite su desarrollo y reproduccién con normalidad, sin aparente fenotipo. La
ausencia de vimentina en estos ratones no parece inducir a la sintesis de otros FI que
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pudieran tener un efecto compensatorio en la funcién bioldgica desempeiiada por la vimentina
(Colucci-Guyon y cols., 1994). Previamente, Capetanaki y cols., 1989, habian descrito la
formacidn de cataratas por sobreexpresion del gen de vimentina; sin embargo no parece ser
un efecto especifico de este gen.

5. ALTERACIONES EN LA EXPRESION DE QUERATINAS. EL PROCESO DE
CARCINOGENESIS EN PIEL DE RATON

Los patrones de expresion diferencial y especifica de las queratinas (fendmeno que,
como se ha indicado requiere una gran coordinacidn y una compleja regulacién) se pueden
ver alterados en determinadas condiciones:

- en condiciones experimentales en las que se modifica la composicién del medio de
cultivo, variando 1a concentracién de calcio; un aumento en la concentracién de calcio en el
medio de cultivo de queratinocitos induce [a diferenciacion terminal: cesan la proliferacion,
se estratifican, expresan los marcadores suprabasales de diferenciacién, cornifican y se
descaman (Hennings y cols., 1980; Yuspa y cols., 1989). El proceso es de alguna forma
reversible si se afiaden al medio de cultivo AR , TPA o v-ras™: desaparecen los marcadores
de la diferenciacién terminal incluso a nivel de ARNm (Roop y cols., 1987; Lichti y Yuspa
1988; Cheng y cols., 1991}, Recientemente se ha descrito la capacidad del AR de provocar
una metaplasia de queratinocitos epidérmicos en aquellos con caracteristicas de la cavidad
oral (Asselineau y Darmon, 1995).

- la expresién de ciertas protefnas virales es capaz de alterar la diferenciacién
epitelial: BNLF-1, la proteina oncogénica del virus EBV (Wilson y cols., 1990); BHRF1,
un homdlogo del oncogén bel-2 (Dawson y cols., 1995); BZLF1, una proteina también del
virus EBV que se asocia a la diferenciacién terminal aberrante en las células del epitelio
lingual de las leucoplasias orales (Young y cols., 1991) .

- el proceso de carcinogénesis de piel lleva asociados fuertes cambios en la expresion
de los genes de queratinas en los distintos pasos de la progresién tumoral.

5.1 El proceso de carcinogénesis de piel de ratén
La carcinogénesis de piel, constituye un proceso gradual en el que se pueden
distinguir las siguientes etapas: iniciacién, promocién, progresién premaligna y conversién

a malignidad (revisado en Slaga, 1989; DiGiovanni 1992; Yuspa, 1994). En el protocolo mds
comiin, la carcinogénesis quimica en dos etapas (iniciacion/promocién), la aplicacién tépica
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de una dosis de carcindgeno, generalmente DMBA (fase de iniciacidén), seguida de
consecutivas dosis de un promotor tumoral, generalmente TPA (fase de promocién) inducen
la aparicién de tumores de piel (fases de progresién y conversion). Este protocolo conduce
a la aparicién de tumores benignos en la piel de los ratones (papilomas) una parte de los
cuales regresa espontdneamente (papilomas de bajo riesgo) y otra maligniza a carcinomas
(papilomas de alto riesgo). Otro protocolo de carcinogénesis (carcinogénesis completa)
consiste en la aplicacidn repetida de dosis de un carcindgeno (con frecuencia DMBA). Este
protocolo conduce a una aparicion mayoritaria de carcinomas directamente. El modelo
experimental de carcinogénesis de piel nos permite conocer diversos aspectos importantes
en la biologfa, bioquimica, genética, farmacologfa, etc... de la tumorigénesis, resume la
patogénesis del cdncer en tejidos humanos y sirve como prototipo para el estudio y
comprension de determinados tipos de carcinomas, sus alteraciones genéticas y bioldgicas.

La fase de iniciacidn, necesita de una séla aplicacidn de carcindgeno, produce una
lesion genética, una mutacién, y es esencialmente irreversible. La fase de promocién es
inicialmente reversible, convirtiéndose mds tarde en un proceso irreversible. Tanto los
mecanismos genéticos, como epigenéticos son importantes en el modelo de carcinogénesis
de piel (Yuspa 1991). Los carcinomas escamoso-celulares que aparecen en la piel de los
animales tratados se clasifican en distintos grados atendiendo a criterios histolégicos (Klein-
Szanto, 1989; Lever, 1990).

El desarrollo de cada estadio va acompafiado de cambios bioquimicos, morfoldgicos
y genéticos. En general, no se conocen las bases genéticas de estas transformaciones
progresivas, se cree que implican mutaciones y/o (in)activaciones de proto-oncogenes ©
genes supresores de tumores (Bowden y cols., 1994); sin embargo, si se han dilucidado
algunos de los cambios genéticos asociados a estadios particulares de la carcinogénesis: se
han identificado mutaciones en el gen c-ras™ asociadas a la formacién de papilomas
(Quintanilla y cols., 1986), otros cambios asociados al locus del cromosoma 7 de ratén
donde se localiza c-ras' incluyen trisomfas para el alelo mutado y/o pérdida del alelo normal
(Bianchi y cols., 1990, Bremmer y Balmain, 1990), la trisomfa del cromosoma 6 es
significativa en la progresion premaligna de los papilomas (Aldaz y cols., 1989), se han
descrito también alteraciones cromosdmicas en el cromosoma 11 que implican al gen
supresor p53 en carcinomas, pero no en papilomas (Ruggeri y cols., 1991), tratamientos
tépicos con carcindgenos quimicos a ratones que tienen inactivado un alelo de p53, tienen
como resultado una progresién muy rdpida de papiloma a carcinoma (Kemp y cols., 1993).
En la conversién a malignidad se ha implicado la expresién de ciertos genes como c-ras™
(Pelling y cols., 1986), proteasas (Matrisian y cols 1986, Ostroswski y cols., 1988),
integrinas (Tennenbaum y cols., 1992), y de ciertos factores de transcripcion capaces de
regular la expresién de estos genes. Se ha sugerido recientemente un papel para TGFB en
estos (ltimos estadios de conversion a malignidad (Caulin y cols., 1995).
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En el modelo de carcinogénesis de piel se producen varios cambios en la expresién
de queratinas durante la formacion de tumores (Nelson y Slaga, 1982; Roop y cols., 1989;
Huitfeld y cols., 1991): los papilomas tempranos expresan ademds de las queratinas K1,
K10, K5 y K14, el par K6/K16 (asociado a condiciones de hiperproliferacién) y K17,
mientras que en los tumores malignos la sintesis de K1 y K10 sufre un dramético descenso,
Hegando casi a desaparecer, a la vez que se mantiene la expresion de las otras queratinas
mencionadas, de forma que se considera la ausencia de expresién detectable de las queratinas
K1 y K10 como marcador de conversién a malignidad (Winter y cols., 1980; Roop y cols.,
1988; Roop y cols 1989). La expresién de K13 se modula durante la carcinogénesis de forma
contraria al par especifico de diferenciacién K1/K10, detectdndose en los iltimos estadios
de la formacién de papilomas; su presencia constituye un marcador de progresién (Nischt
y cols., 1988). K8 se expresa en los ultimos estadios de la progresién a carcinoma (Markey
y cols., 1991; Larcher y cols., 1992), por lo que se considera un marcador de malignizacién,
Los carcinomas completamente indiferenciados, los mds agresivos, presentan células
fusiformes que han perdido todas las queratinas de su citoplasma.

También en humanos, K1 y K10 sufren un fuerte descenso (o desaparecen) en todos
los tumores foliculares, carcinomas escamoso-celulares, carcinomas escamoso-celulares
pobremente diferenciados, (queratosis actinica y epidermis psoridtica) {Yoshikawa y cols.,
1995).

De esta forma, los anticuerpos monoclonales frente a queratinas especificas se utilizan
en la subclasificacién de los carcinomas. Algunos patSlogos consideran la expresién de
queratinas en distintos carcinomas de importancia clinica similar a la subdivision
inmunohistolégica de las leucemias (Lane y Alexander, 1990).

Se conocen numerosos factores que afectan a la progresion tumoral: factores
dietéticos, quimicos, exposicion a radiacién ultravioleta, edad, estado inmunolégico... etc;
el fondo genético influye en el riesgo de progresion premaligna (Giménez-Conti, 1992,
Henings y cols., 1993; Imamoto y cols., 1993). En general la piel del ratén se considera mas
sensible a la aplicacién de un protocolo de carcinogénesis completa, que a un protocolo de
iniciacidn-progresion (Naito y DiGiovanni, 1989; Iversen, 1991); otras especies como rata,
hamster y conejo son menos sensibles, y la cobaya muy resistente. Ademds hay diferencias
marcadas entre las distintas cepas de ratdn, considerindose los ratones SENCAR los mds
sensibles a los protocolos de carcinogénesis, seguidos de los ratones de la cepa DBA-2; la
cepas C57BL/6, y BAIBc figuran entre las mds resistentes (revisado en Naito y DiGiovanni,
1989; DiGiovanni, 1992). Los genes que determinan la susceptibilidad hereditaria a los
carcinégenos se desconocen en su mayor parte, y la susceptibilidad parece ser multigénica,
con distintos loci genéticos responsables del desarrollo de tumores benignos o malignos
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(Naito y cols., 1988; Bangrazi y cols., 1990; Nagase y cols., 1995).

La epidermis es un tejido ideal para desarrollar modelos animales, ya que se puede
utilizar como modelo general de los tumores epiteliales, Su accesibilidad permite el
seguimiento de las lesiones neopldsicas por simple observacién macroscépica, y es posible
la obtencion de biopsias de los tumores sin necesidad de sacrificar al animal. El modelo de
carcinogénesis en piel de ratén es particularmente adecuado para dirigir la expresion de
transgenes de interés; modelos experimentales animales se han utilizado para definir e
identificar bases genéticas responsables de la susceptibilidad a la iniciacién, promocién,
progresion premaligna y conversion a malignidad (Bailléul y cols., 1990; Vassar y Fuchs,
1991; Dominey y cols., 1993; Greenhalgh y cols., 1993 a, b, ¢; Lambert y cols., 1993 ;
Auewarakul y cols 1994; ; Wang y cols., 1995; Greenhalgh y cols., 1995; para una revisién
ver Greenhalgh y Roop, 1994).

Desconocemos el significado funcional del dramdtico descenso que sufren las
queratinas K1 y K10 en la conversidn a malignidad durante la progresién tumoral, o la
posibilidad de que su presencia obligada impida el desarrollo de los carcinomas. Por ello nos
planteamos elaborar un modelo animal capaz de mantener la expresion de las queratinas K1
y K10 durante todo el proceso de la carcinogénesis de piel de ratén, con el fin de analizar
su papel en la misma y los efectos producidos.
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OBJETIVOS

A pesar de la ubicuidad de los filamentos intermedios en el citoplasma de las células
eucariotas, se ha destacado la complejidad de la expresion tan sumamente especifica de las
queratinas. Estas proteinas se expresan exclusivamente en epitelios, dentro de estos epitelios
cada tipo celular expresa una distinta combinacién de queratinas que le son especificas, de
tal forma que en epitelios estratificados las queratinas son diferentes en las diferentes capas;
ademés el patrén de expresion varia con el desarrollo del animal y en diferentes situaciones
patol6gicas. Esta particular caracteristica de especificidad de expresion, y el conocimiento
todavia relativamente limitado que se tiene de su funcidén hace de la familia de genes de los
filamentos intermedios de queratinas un modelo ideal para el estudio de la funcidn(es) que
desempeiia(n) utilizando la expresién ectdpica (expresidn en otras localizaciones diferentes
a la habitual) en ratones transgénicos como aproximacion experimental.

No sélo los procesos normales de desarrollo y diferenciacion epidérmica presentan una
gran complejidad en la expresion de queratinas; el proceso de carcinogénesis en la piel de
ratén lleva asociados importantes cambios en la expresion de los genes de las queratinas, que
se corresponden con distintos estadios de malignizacién durante la formacion de tumores.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de los efectos debidos a la expresién
ectdpica de los genes de las queratinas humanas K1 y K10 (caracteristicas de las capas
suprabasales de epidermis) en ratones transgénicos. Las localizaciones a las que se ha dirigido
la expresién de K1 y K10 son precisamente la de las queratinas K5 (capas basales de
epidermis) y K6 (expresiéon de forma constitutiva en las capas suprabasales de diferentes
epitelios estratificados, y de forma inducible en capas suprabasales de piel en situaciones de
hiperproliferacién). Ademds, el hecho de que K1 y K10 desaparecen en la conversion a
malignidad, mientras que KS y K6 se expresan durante todo el proceso de carcinogénesis, nos
permite estudiar el efecto de la expresion forzada de estas proteinas durante el desarrollo
turnoral.

Por tanto, nos hemos valido de esta aproximacién experimental (uso de ratones
transgénicos para dirigir la expresién de las queratinas K1 y K10 bajo el control de las
secuencias reguladoras de las queratinas K5 y K6) con el fin de conocer el significado
funcional de tan compleja especificidad de expresion, es decir, analizar in vive si la
composiciéon especifica de filamentos intermedios de queratinas en las células es de
importancia crucial en los procesos de diferenciacion epidérmica y/o para el cumplimiento
de las funciones celulares.
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Este objetivo se desglosé en dos fases desde el punto de vista experimental:

1- analizar el efecto de la presencia de queratinas suprabasales en capas basales del
mismo tejido; efecto sobre la diferenciacién epidérmica, y efecto sobre el propio
tejido.

2- analizar el efecto de la expresion de queratinas suprabasales (K1 y K10) en el lugar
de expresion de otras queratinas suprabasales (K6); efecto sobre la diferenciacién
epidérmica, y efecto sobre el propio tejido.

Por otro lado, dados los cambios significativos que tienen lugar en la expresién de
los genes de queratinas en condiciones de hiperproliferacion y durante los distintos pasos de
la progresién tumoral en el proceso de carcinogénesis de la piel de ratén y basandonos en la
posibilidad de manipulacién de la presencia de estas queratinas (inducibilidad de K6,
distribucién de K5 y K6), nos propusimos:

3- analizar las consecuencias de la expresion de K1/K10 in vivo en células sometidas
a condiciones de hiperproliferacion y tumores malignos; conocer el efecto de la
expresion forzada de las queratinas K1 y K10 durante los diferentes estadios de la
progresién tumoral que culminan en la formacién de carcinomas y sobre el
desarrollo de los mismos.

La eleccién de genes de queratinas humanos (K1 y K10) se debe principalmente a la
posibilidad de disponer de anticuerpos especificos que permiten la deteccién precisa del
producto del transgén en cada tipo celular dentro del tejido a analizar.

Esperamos, con todo ello, haber conseguido conocer algin aspecto més de la
inagotable fuente de estudio que supone la familia de genes de las queratinas.
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Materiales y métodos

NOTA PRELIMINAR. En este trabajo hK se utilizard para designar a las queratinas
humanas, bK a las queratinas bovinas y mK a las queratinas de ratén. bKS se utiliza para
designar a la queratina bovina equivalente a la 5 humana, que antes se conocia como III (o
58KDa en referencias mds antiguas), y bK68 corresponde a la queratina bovina IV* 0 56KDa,
hK1 a la queratina 1 humana (67KDa) y hK10 designa a la queratina 10 humana (56.5KDa)

1. PLASMIDOS RECOMBINANTES
1.1. Aislamiento de ADN plasmidico y purificacién de fragmentos de restriccién

El aislamiento de pldsmidos a partir de cultivos crecidos en medio LB en pequeiio
volumen (3 ml), o grande (250 ¢ 500 ml), se realiz6 por el método de lisis alcalina {con
precipitacién con polietilénglicol en el segundo caso), segiin se describe en Sambrook y cols.
(1989).

Los fragmentos de restriccién de ADN clonado se purificaron de geles de agarosa de

bajo punto de fusidn por calentamiento a 65°C, y extracciones con fenol en presencia de
NaCl 200 mM.

1.2. Clonaje de plismidos recombinantes

Las distintas modificaciones de las moléculas de ADN que se hicieron para el clonaje
de las construcciones génicas utilizadas en la generacién de ratones transgénicos, han
implicado Ia realizacién de cortes con enzimas de restriccién, defosforilacién, rellenado de
extremos 5’ protuberantes con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I o con la ADN
polimerasa de T4, ligacién de fragmentos de restriccién con ADN ligasa de T4, adicién de
linkers sintéticos, etc. que se llevaron a cabo en las condiciones descritas en Sambrook y cols.
(1989), con las modificaciones recomendadas en cada caso por el fabricante (Biolabs,
Boehringer o BRL). Los pasos seguidos se indican a continuacion:
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- Clonaje del plismido pbK5-hK10

El pldsmido H10-BKS (donado por Manfred Blessing) contiene el gen de la hK10
desde el codon de iniciacién ATG, hasta unas 0,5 Kb 3 del lugar de poliadenilacién (inserto
de 5,2 Kb) en Bluescript (Stratagene). 5.2 Kb de secuencias reguladoras 5° de gen de bKS5,
obtenidas por digestién Sall-Nrul del plasmido BKSZ (Ramirez y cols., 1994) se introdujeron
en el pldsmido H10-BKS (abierto Sall-HindIII).

- Clonaje del plismido pbKS-hK1

Se utiliz6 el clon genémico AKH1 que contiene el gen de la queratina 1 completo, y
varias Kb de regiones flanqueantes (Johnson y cols., 1985). Se cloné un fragmento de 9 Kb
generado mediante digestiones parciales con Sall que abarca desde el segundo codon hasta
unas 3Kb 3 del lugar de poliadenilacién en pUCR (Yanish-Perron y cols., 1985) con el
sitio PstI modificado. La modificacién de pUCS en el lugar de corte de Pstl consistia en la
destruccidn del mismo tratindolo con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa 1, y la
creacién de un sitio Clal mediante un linker Clal, de forma que al introducir el fragmento de
la queratina hK1 en la orientacién correcta, se restaura el codon de iniciacion ATG en fase
(Manfred Blessing, comunicacién personal). En el pldsmido resultante (HIMC), el codon de
serina (AGT) que sigue al codon de iniciacién queda sustituido por un codon de glicina
(GGT).

El fragmento de 9 Kb HindIII-EcoRI de HIMC, se cloné en el vector pBKS
(Stratagene) abierto con HindIII y EcoRI, obteniéndose el pldsmido H1-BKS.

5.3 Kb de secuencias reguladoras 5 del gen de bKS, obtenidas por digestién Sall-
Nrul del pldsmido BKSZ (Ramirez y cols., 1994) se clonaron en el pldsmido H1-BKS (abierto
con HindIII).

- Obtencién del plismido pbK66(-9)

Las 9 Kb de secuencias reguladoras 5 “del gen de la queratina bovina 68 se obtuvieron
en dos fases:

1- Del pldsmido que contiene el fragmento BamHI-Kpnl del fago AK6 (Blessing y
cols., 1987) en pUCI18, se obtuve un fragmento de 4 Kb de secuencias 5° obtenidas por
digestién BamHI-parcial BglIl y se cloné en el vector pJ3 (Morgensten y Land, 1990) abierto
con BamHI. El sitio de inicio de la transcripcidn se ve modificado en un nucleétido al clonar
Bglll (que contiene el origen de la transcripcidon) en un sitio de restriccion BamHI.

2- De este ultimo pldsmido se saca el inserto (4Kb de secuencias 5 “flanqueantes al gen
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de bK6) mediante digestiéon BamHI-parcial Bglll y se clona en un pldsmido obtenido del fago
AK6 (Blessing y cols., 1987) que contiene el fragmento Eco RI-BamHI desde ~ -8.8 a -
4.0Kb de secuencias 5 “en pBKS, abierto con BamHI,

- Clonaje del plasmido pbKé6B-hK10

Se sacaron las 9Kb de secuencias 5 “del gen de bK68 del pldsmido pbK68(-9) mediante
digestion Asp718 y se clonaron en H10-BKS abierto con Asp718.

- Clonaje del pldsmido pbK6B-hK1

De pbK6B(-9), se obtuvo el inserto mediante digestién Clal, y se cloné en H1-BKS
(abierto con Clal).

2. CELULAS EUCARIOTAS
2.1. Cultivo y conservacién

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las células fue DMEM (medio de
Eagle modificado por Dulbecco), de Flow, suplementado con penicilina (75 u/ml),
estreptomicina (75 ug/ul), ambos de Sigma; glutamina (2 mM final, Sigma) y suero fetal
bovino (FBS, de Gibco). Las células se subcultivaron a partir de placas en fase exponencial
de crecimiento, mediante tripsinizacién controlada, con una solucidn de tripsina-EDTA (1
mM EDTA y 0,025% peso/volumen) en PBS. Se crecieron a 37°C, en atmdsfera de CO, al
5% y 95% de humedad.

Para su preservacion, se mantuvieron congelados en N, liquido, en criotubos Nunc,
en DMEM con 10% de FBS y 10% de dimetilsulféxido.

Se han utilizado células BMGE+H (Schmid y cols., 1983), derivadas de gldndula
mamaria de vaca, y células MCA3D, cultivos primarios de queratinocitos de ratén
inmortalizados con metilcolantreno (Kulesz-Martin y cols., 1983).

2.2. Transfecciones transitorias
La transferencia de genes a c€lulas en cultivo se realizé mediante transfecciones

transitorias. Estas transfecciones se realizaron mediante precipitados de ADN con fosfato
cdlcico y posterior choque con glicerol, como se describe en Sambrook y cols., (1989). Se
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transfectaron monocapas de 3x10° células BMGE+H y MCA 3D (que estaban en fase
exponencial de crecimiento), en placas de 6 cm de didmetro con 10 ug de los plasmidos que
se utilizaron en la obtencién de ratones transgénicos (estos pldsmidos, no digeridos, fueron
previamente purificados en gradiente de CICs); 48 h después se lavaban los cultivos con PBS
y se determinaba la presencia de células positivas para hK1 o hK10 segiin el caso, mediante
inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos K, 8.60 y AE2 | en las condiciones
descritas en el apartado 4.3.1.

2.3. Cultivos primarios

Los cultivos primarios de queratinocitos se obtuvieron a partir de la piel de lomo de
ratones recién nacidos, transgénicos y controles, bdsicamente como se describe en Hennings
y cols. (1980). Se utiliz6 medio minimo de Eagle (sin Ca** ni Mg**), suplementado con
suero de ternera fetal (FCS), ambos de Gibco, al 8% previamente tratado con chelex (Bio-
Rad) y una solucion de penicilina y estreptomicina.

3. GENERACION E IDENTIFICACION DE RATONES TRANSGENICOS
3.1, Preparacién del ADN para microinyeccién

Las construcciones inyectadas se separaron de las secuencias plasmidicas mediante
digestion parcial o total, con las enzimas de restriccién adecuadas segin los casos,
electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusién (0,4-1%) y purificacién del
fragmento de ADN de interés a partir del gel, mediante columnas de intercambio i6nico
Elutip-d (Schleicher & Schuell). Se inyecté ADN a concentraciones entre 2 y 10 ug/ml, en
un tampoén conteniendo Tris-HC1 10 mM pH 7,5 y EDTA 0,1 mM.

3.2. Obtencién de ratones transgénicos

Los ratones transgénicos se obtuvieron mediante microinyeccién del ADN
correspondiente en pronlcleos de embriones F, C57Bl/6xBalb/C, o lo que es lo mismo
B6CF, y C57Bl/6xDBA/2 (también llamados B6D2F,), con resultados similares en la
obtencién de animales transgénicos. La obtencidn, cultivo, microinyeccién y transferencia de
embriones, asi como vasectomias y superovulaciones inducidas con hormonas se realizaron
como se describe en Hogan y cols. (1986; 1994) y se resume en la figura 3; la
microinyeccién de los embriones se hizo en un microscopio Nikon Diaphot provisto de dptica
Nomarski y micromanipuladores Narishige. Los embriones se transfirieron en estado de 1 o
2 células, sin apreciar diferencias entre ambos, a hembras B6CF,, o B6D2F, de 6 a 8
semanas de edad.
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Figura 3. Obtencién de ratones transgénicos por microinyeccién directa del ADN en pronicleos de embriones
fertilizados

En los casos en que fue posible, se mantuvieron lineas de ratones transgénicos
mediante cruzamientos con animales B6CF,, o B6D2F,, segiin la cepa a la que perteneciera
el fundador.

En esta memoria se consideraran a los ratones transgénicos nacidos de microinyeccién
fundadores F; a los hijos de éstos, obtenidos por cruzamientos con ratones no transgénicos,
lineas de ratones F, hemicigotos; y a los transgénicos obtenidos por cruzamientos de los F,,
F,, (en este ultimo caso se incluirian los homocigotos, obtenidos por cruzamientos entre padre
y madre transgénicos F,).
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3.3. Obtencién del ADN gendmico

De los animales nacidos tras las microinyecciones, se obtuvo una biopsia de cola de
ratones entre 8 y 12 dias de edad; de los animales analizados antes de que el desarrollo
embrionario llegara a término, se extrajo la membrana de Reichert a los 13.5 6 15.5 dias de
gestacion; a partir de estas muestras, se aisi6 ADN genémico empleando extracciones con
disolventes orgénicos (como se describe en Hogan y cols., 1986), o sin ellas {Laird y cols.,
1991); en este (ltimo caso se realizaron las modificaciones siguientes: la lisis se realizé en
700 ul de Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS 1%, 0,5 mg/ml
proteinasa K (Boehringer); el lisado se mezcla exhaustivamente con 250 ul de NaCl saturado
y tras centrifugacién (5 min, 12000 rpm) se precipitan los dcidos nucleicos del sobrenadante
con 500 ul de isopropanol.

3.4. Identificacién de ratones transgénicos mediante andlisis de Southern blot

Los animales transgénicos se identificaron mediante Southern blot o transferencia del
ADN a soporte sélido (Southern, 1975) y posterior hibridacién con una sonda marcada
radioactivamente. Para su realizacidn, se digerian 5 ug de ADN genémico con BamHI, en
presencia de espermidina 5 mM; tras electroforesis en geles de agarosa al 0,8-1%, se
transferian a membranas de nylon (Gene Screen Plus, Dupont) en condiciones alcalinas
(Sambrook y cols., 1989) durante 3 a 14 horas. Se prehibridaban de 1 a 3 horas a 42°C con
una solucién que contenia 5 X Denhardt, formamida 50%, SDS 1%, 5X SSC, Tris-HCI 10
mM pH 7,5, y se hibridaban de 8 a 14 horas con la misma solucién que contenfa, ademds,
10% sulfato de dextrano y 100 ug/ml de ADN de esperma de trucha, todo ello en estufa de
hibridacién (Bachofer). Los lavados finales fueron de 30 minutos a 65°C, con SDS 0,1% y
0,1X SSC y se expusieron en peliculas Kodak X-OMAT, Kodak AR o Hyperfilm-MP de
Amersham con pantallas intensificadoras (Dupont) a -70°C.

Se emplearon las siguientes sondas:
- para detectar los transgenes bK5-hK10 y bK68-hK10: fragmento BamHI de I Kb del
extremo 3° de H10-BKS; contiene 0.5 Kb de regién codificante y 0.5 Kb de regién
flanqueante 3 °, denominada hK10,BamHI.
- para detectar los transgenes bK5-hK1 y bK6B-hK1: fragmento BamHI de 4 Kb del extremo
3° de H1-BKS; contiene 1 Kb de regién codificante y 3 Kb de regién flanqueante 3°,
denominada hK1.BamHI.

El marcaje radiactivo se hizo con «*?P-dCTP (actividad especifica 3000 Ci/mmol;
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Amersham, New England Nuclear o ICN) por la técnica de cebado al azar o random priming
usando oligonucledtidos 6-mer (Amersham o Boehringer Mannheim), segin se describe en
Feinberg y Vogelstein, (1983); los nucleétidos no incorporados se eliminaron por
cromatografia de exclusidn en columnas de Sephadex G-50 (Pharmacia).

4, ANALISIS DE RATONES TRANSGENICOS

4.1. Obtencién y tratamiento de las muestras

Los animales eran sacrificados por dislocacién cervical o inhalacién de éter etilico;
se diseccionaban los tejidos o los tumores a analizar, y se conservaban de uno u otro modo
en funcidn del destino que se fuera a dar a las muestras:

- se congelaban en medio OCT (Jiing; Leica Instruments) a -20°C, conservandose
a esta temperatura hasta el momento de posteriores andlisis

- se fijaban en formol 10% en PBS o en alcohol 70%, y se conservaban a 4°C

- algunos animales se perfundieron, cuando su estado de debilidad era notorio, con
formol 10% en PBS, conservindose enteros en formol hasta su andlisis

- las muestras utilizadas en la microscopia electrénica se trataron segiin se describe
en el apartado 4.4.

4.2. Andlisis histolégico

Para el andlisis histologico, las muestras fijadas se deshidrataron e incluyeron en
parafina Gurr o Vogel con punto de fusidn 56-57°C. Se obtuvieron cortes seriados de 5 a7
pm de los diferentes tejidos o tumores en un microtomo 1140 Autocut (Reichert-Jiing) o
1512 (Leitz), y se adhirieron a portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma).

Las secciones se tifieron con hematoxilina-eosina montdndose con EuKitt (Kindler) o
DPX (BDH)

Las preparaciones se visualizaron en microscopios Nikon Labophot o Diaphot,
fotografidndose en este 1iltimo con pelicula Kodak Ektar 25 ASA,
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4.3. Andlisis inmunohistoquimico

4.3.1. Inmunofluorescencias indirectas

Se obtuvieron secciones de 6 a 8 um de los diferentes tejidos en un criostato Frigocut
2800N o Cryocut 3000 (Reichert-Jiing), colocdndose en cristales portaobjetos previamente
tratados con poli-L-lisina (Sigma). Las secciones se conservaban a -20°C hasta su andlisis.

Una vez atemperados los portacbjetos, se suprimieron los restos de OCT mediante dos
lavados a temperatura ambiente en PBS; se fijaron a -20°C durante 10 minutos en acetona.
Tras 5 minutos de secado, se repitieron los lavados en PBS y se incubé 2 horas a 37°C con
el anticuerpo primario correspondiente.Tras tres lavados de 10 minutos en PBS, se incubd
1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario. Las preparaciones se lavaron
durante un total de 30 min en PBS, se montaron con Moviol (Hoechst), y se visualizaron y
fotografiaron en un microscopio Axiophot de Carl Zeiss, equipado con sistema de
epifluorescencia; ia pelicula empleada fue HPS plus (400 ASA), de Ilford.

Los anticuerpos primarios se resumen en la tabla I. Se utilizaron anticuerpos
secundarios dirigidos contra las inmunoglobulinas en las que se obtuvieron los primarios
(raton, conejo, rata y cobaya) conjugados a isotiocianato de fluoresceina o rojo Texas
(Jackson Immunoresearch Laboratories).
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Nombre Cariicter/especie antigeno reconocido procedencia
AE2 mo/M hK1,hK10 ICN
K,8.60 mo/M K10,K11,(K1) Sigma
LH1 mo/M K10 E.B.Lane
LH2 mo/M K10 E.B.Lane
LH3 mo/M K10 E.B.Lane
RKSES60 mo/M K10 ICN
EAB904 mo/M hKl Enzo
KAS mo/M hKl R.Nagle
TROMA-1 mo/R K8 R.Kemler
GPCK mo/Gp Ks epidérmicas Sigma
RK5 po/Rb K5 D.R.Roop
RK6 po/Rb K6 D.R.Roop
RK1 po/Rb K1 D.R.Roop
RK10 po/Rb Ki0 D.R.Roop
RK13 po/Rb K13 D.R.Roop
LLo02 mo/M K14 E.B.Lane
a-BrdU mo/R 5-bromodeoxiuridina S.Mittnacht
a-loricrina po/Rb loricrina S.H.Yuspa

Tabla I, Resumen de los anticuerpos primarios utilizados. imo:monoclonal, po:policlonal, M:ratén, R:rata, Rb:conejo,
Gp:cobaya.

4.3.2. Inmunoperoxidasas. Técnica de avidina-biotina

Se analizaron secciones histoldgicas incluidas en parafina mediante tincién por
inmunoperoxidasa. Se lavaron en PBS y se incubaron 2 horas con el anticuerpo primario
correspondiente a temperatura ambiente; tras tres lavados de 10 minutos en PBS, se incubaron
1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario, dirigido contra las
inmunoglobulinas del animal a partir del cual se obtuvo el primario, biotinilado (Vector
Laboratories, Inc.). Las preparaciones se lavaron durante un total de 30 minutos en PBS y
se le afiadio el complejo avidina-peroxidasa (Vectastain, ABC kit, Vector Laboratories Inc.),
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se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente; se hicieron dos lavados en PBS de 5
minutos cada uno, por tltimo se afadid el sustrato cromégeno, (diaminobencidina y H,0,)
y se controld la reaccién al microscopio éptico, pardndose la misma en H,O. Posteriormente
se realiz6 una contratincién con hematoxilina, se montaron con Eukitt (Kindler) o DPX
(BDH) y se visualizaron en microscopios Nikon Labophot o Diaphot, fotografidndose en éste
iltimo con pelicula Kodak Ektar 25 ASA.

4.4. Anilisis ultraestructural por microscopia electrénica

Para la observacion de la piel del lomo en cortes semifinos y ultrafinos, se tallaron
pequeiios bloques. Estas muestras se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en tampdn 0.1 M pH
7.4-7.6, durante media hora a 4°C, realizdndose posteriormente tres lavados de 30 minutos
con solucién tampdn y una postfijacion en tetréxido de osmio al 1% en tampén fosfato
Sorensen 1 h a 4°C, se deshidrataron en una serie creciente de alcoholes y se incluyeron en
resina Epon 812.

Para la realizacién de los cortes semifinos y ultrafinos se utilizé un ultramicrotomo
LKB V. Las cuchillas de vidrio, de 45°, fueron confeccionadas en un Knifemarker (LKB)
y los bloques fueron tallados en un aparato tallador Tm 60 (Reichert-Jiing).

Los cortes semifinos de 0.5-1 um de espesor se depositaron sobre gotas de agua
bidestilada, colocadas en un portaobjetos, y se extendieron con ayuda de una platina caliente
(90°C). Los cortes ultrafinos, de aproximadamente 70nm (interferencia plateada-dorada), se
montaron sobre rejillas de cobre de 150 mesh, o bien 100 mesh con pelicula soporte de
formvar al 0.025%.

Los cortes semifinos fueron tefiidos en caliente, con solucién acuosa de azul de
toluidina al 1%. Para los cortes ultrafinos se realizé una doble tincién positiva con acetato
de uranilo y citrato de plomo.

Los estudios ultraestructurales se llevaron a cabo en un microscopio electrdnico de

transmision JEOL 100 CX, del Servicio de Microscopia electrénica de la Facultad de
Veterinaria de Leon,

4.5. Analisis de ARN por Northern blot

Se extrajo ARN de secciones de aproximadamente 3 c¢cm de piel de la cola,
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congeladas en N, liquido. Para la obtencién de ARN se utilizé el método del fenol 4cido,
descrito en Chomczynski y Sacchi, (1987), con las siguientes modificaciones: se emplearon
5 mi de solucién D, homogeneizando durante 1 min en Ultra-Turrax; tras la obtencién del
ultimo precipitado se traté con proteinasa K (100 pg/ml) durante 1 h a 37°C en acetato sédico
0,3 M pH6, EDTA 1| mM, SDS 0,1%; se hicieron dos extracciones con fenol: cloroformo
y se precipitd con etanol y acetato sédico.

De los ARNs aislados, 7 ug se separaron como se describe en Lehrach y cols. (1977)
en geles de agarosa con tamp6én MOPS (Sigma) y 6% formaldehido. La transferencia se hizo
por capilaridad durante la noche con 20X SSC a membranas de nylon (Gene Screen Plus,
Dupont); la membrana fue irradiada 2 minutos con luz ultravioleta y se tuvo 2 horas a 70°C;
la tincién del ARN en la membrana se realizé con azul de metileno, como se describe en
Sambrook y cols. (1989). La hibridacion se realizé en las mismas condiciones descritas para
el Southern blot.

Las sondas que se han empleado son:
- para hK10; un fragmento Clal de 600 pb del extremo 5’ del gen de hK10,
especifica de hK10, para detectar la expresién del transgén
- para f3-actina; el fragmento EcoRI- HindIIl de 280 pb del gen S-actina de rata
(procedente del pldsmido pSPB-act72, de A. Alonso) como control del ARN
realmente cargado en cada pocillo.

El mismo ARN, se hibrida con mds de una sonda, utilizando el mismo filtro,
retirdindose el ADN anteriormente hibridado, mediante 3 lavados de 2 min en SDS 0,01% y
0,01 SSC a ebullicién.

Las autorradiografias eran densitometradas (mediante un sistema general de proceso
digital y andlisis de imagen MICROM-IP 2.0, Microm Espafia ) y normalizadas por el valor
de B-actina.

4.6. Extraccién de FI y geles de proteinas

La extraccién de queratinas epidérmicas se realizé bdsicamente como se describe en
Achtstitter y cols.(1986). Consiste en la homogeneizacién del tejido en 4 ml de tampén de
baja concentracidon salina en presencia de detergentes e inhibidores de proteasas (NaCl
150mM, ditiotreitol (DTT) 1mM, tritén X-100 0.1%, Tris-HCI 10mM pH 7.5 y
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1mM}); posteriormente, se recoge la fraccidn insoluble
mediante centrifugacién de 10 minutos a 4°C Y 1200 rpm en rotor JA20 (Beckman); tras
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repetir el proceso un total de 4 veces (las dos dltimas se utiliza un tampén de alta
concentracion salina, con KCl 1.5 M y NaCl 10 mM). La fraccién insoluble, que contiene
las queratinas se resuspende en tampon de Laemli y se guarda a -20°C.

El andlisis de las fracciones asi aisladas se realizé, fundamentalmente por
electroforesis en geles de acrilamida al 8.5% en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS)
(Laemmli, 1970). Algunas muestras se sometieron a andlisis por electroforesis bidimensional,
siguiendo el método descrito por O’Farrell y cols. (1977).

Las proteinas resueltas en geles se transfirieron a filtros de nitrocelulosa (Schleider
& Schuell) en tampdn fosfato. Para la deteccién de las queratinas fijadas a estos filtros, se
incubaron durante lh a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo diluido en
TTBS (0.1M Tris-HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1% Tween 20). Los filtros fueron
posteriormente incubados con el anticuerpo secundario, que fue anti-IgG de congjo o ratén
biotinilado (Vector Laboratories, Inc.) durante 30 minutos en el mismo tampén. Después se
anadié el complejo avidina-peroxidasa (Vectastain, ABC kit, Vector Laboratories Inc.).Los
complejos inmunes se revelaron utilizando diaminobencidina como sustrato (Harlow y Lane,
1988).

4.7. Analisis de la actividad mitética

Se inyecta a los ratones (inyeccién intraperitoneal) con BrdU (Sigma) 100mg/Kg de
peso en NaCl 0.9% 1h antes de sacrificarlos. Las muestras se fijan en etanol 70% a 4°C
durante 3 dias, y se incluyen en parafina. Los cortes histolégicos se desparafinan, se
deshidratan y se tratan con HCI IN durante 40 minutos a 37°C. Se lavan en PBS (6 lavados
de PBS) y se procesan como el resto de las inmunofluorescencias indirectas descrito en el
apartado 4.3.1.

4.8, Tratamientos tépicos con AR y TPA

AR: se aplicaron diariamente en la piel de la cola 30 ug de 4cido retinoico todo trans
(AR; Sigma) durante 14 dias.

TPA: los tratamientos con TPA (Sigma) en la piel de la cola de los animales se
realizaron aplicando 7 dosis de 20 nmoles en dias alternos; en la piel del lomo se aplicaron
dos dosis de 20 nmoles a dfas alternos. Para analizar la actividad mitdtica en piel del lomo
de animales tratados con TPA, se aplic6 una dosis de 20 nmol en 200 pl de acetona 12h antes
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de la inyeccidn con BrdU,

Todas las soluciones se conservan a -20°C en la oscuridad. Tanto el AR como el TPA
se disuelven en acetona; 100 ul extendidos a lo largo de la cola, y 200 ul extendidos en la
piel del lomo del dorso del animal en cada dosis.

4.9. Protocolo de carcinogénesis quimica en piel de ratén. Andlisis de los tumores

Se inician los protocolos de carcinogénesis en ratones con 7 semanas de edad. A esta
edad, todos los foliculos pilosos se encuentran en anagén. En este momento, (que se asocia
a la proliferacién de las células stem del foliculo piloso, consideradas por algunos como las
células blanco de los carcindgenos) son mds sensibles a los carcinégenos quimicos (Miller y
cols., 1993).

Se desarrollé un protocolo de carcinogénesis completa que consistia en la
administracién tépica de 7,12-dimetil-benzantraceno, DMBA (Sigma) a ratones transgénicos
F, C57BL/6xBalb/C y hermanos de camada no transgénicos con las siguientes dosis:

Iniciacién: 400 nmol a las 7 semanas de edad

Progresién: 40 nmol 2 veces por semana hasta 14 semanas

80 nmol 2 veces por semana desde ]a semana 14 hasta 18 semanas

Los tumores se revisaban semanalmente, y se sacrificaban los animales cuando el
tamafio de la lesidn desarrollada era de 1.5 cm®. A las 30 semanas se sacrificaron los dltimos
animales. Las dosis de carcinégeno administradas en este protocolo son dosis muy altas, y
durante tiempos largos (Naito y DiGiovanni 1989; DiGiovanni 1992).

El DMBA se disuelve en acetona y se guarda a -20°C preservdndolo de la luz. Se
administra cada dosis en 200 ul sobre la piel del lomo de los animales.

El aspecto macroscépico de los carcinomas consiste en una tlcera superficial con un
borde ancho, a menudo recubierto por una costra. En el carcinoma de células escamosas se
distinguen cuatro grados de severidad de acuerdo con la proporcidn de células maduras (Lever
y Schaumburg-Lever, 1990). En el grado 1 las células diferenciadas superan el 75%, se
mantienen los puentes intercelulares, y se observan abundantes perlas cérneas; en el grado
2 se estima un 50% de células maduras, con perlas c6rneas menos abundantes; en el grado
3 (25% de células diferenciadas) los niicleos de las células tumorales muestran atipia, muchas
dreas carecen de queratinizacién, y no se observan perlas cérneas; en el grado 4 las células
maduras no superan el 25%, casi todas son atipicas, la queratinizacién es minima o nula.
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El procesado de las muestras para la obtencion de secciones histolégicas se realizé
como se describe en los apartados 4.1., 4.2., y 4.3.2.

Los diagnésticos los realizé el Dr. Claudio Ballestin del Departamento de Anatomia
Patolégica del Hospital 12 de Octubre de Madrid.
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Resultados

1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE K1 Y K10 EN QUERATINOCITOS BASALES

Con el fin de estudiar la sintesis, ensamblaje, posible funcién y efecto de la expresién
de las queratinas humanas K1 y K10, caracteristicas de la diferenciacién epidérmica, en las
capas basales de epitelios estratificados en ratones transgénicos, los ADNs gendmicos
humanos que codifican para estas proteinas (Johnson y cols. 1985; Rieger y Franke 1988) se
pusieron bajo el control de las secuencias reguladoras de la queratina bovina bXS capaces de
dirigir expresion especifica a estos tipos celulares (Ramirez 1993; Ramirez y cols. 1994).

Esta estrategia permite dirigir la expresion de las queratinas K1 y K10 a diversos
tejidos en los que habitualmente sf se expresan, pero a distinto tipo celular dentro del tejido
a analizar. Nos basamos en la expresién ectépica de los genes de queratinas para conocer la
importancia del patrén especifico celular de las queratinas, y estudiar su papel en la estructura
y funcién celular.

1.1. CONSTRUCCIONES GENICAS EMPLEADAS Y SU EXPRESION EN CELULAS
EN CULTIVO

Se utilizé el promotor de la queratina 5 bovina para dirigir la expresion de las
queratinas humanas K1 y K10 hacia capas basales de epidermis. La figura 4a muestra ¢l gen
de la hK10 (desde el origen de la transcripcidn) y 0.5 Kb de secuencias flanqueantes 3’ bajo
el control de las 5.2 Kb de secuencias reguladoras del gen de la queratina bovina bKS. En
la figura 4b se muestra €l mismo promotor situado en 5' respecto al gen de hK1, y 3Kb de
secuencias 3’ flanqueantes.

Para comprobar la funcionalidad de los genes clonados, se realizaron transfecciones
transitorias de los pldsmidos anteriormente mencionados en células BMGE+H y MCA3D
(transfecciones con cada uno de los plismidos por separado). A las 48h se analizé por
tinciones de inmunofluorescencia indirecta la presencia de las queratinas K1 y K10 usando
los anticuerpos K, 8.60 y AE2, comprobandose la existencia de células transfectadas
expresando el producto derivado del correspondiente transgén, integrado en el citoesqueleto
formando filamentos (figura 5). De esta forma se comprobé que las construcciones tienen
capacidad de sintetizar las proteinas transgénicas (al menos en células en cultivo), y que, por
lo tanto, son funcionales.
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Figura 4. Construcciones génicas que contienen los genes de la queratinas humanas hK10 (a) y hK1 (b) bajo el
control del promotor de bK5. Los rectingulos rayados corresponden a las secuencias reguladoras del gen de la
queratina bovina bK5. Los rectdngulos negros indican los exones y las lineas horizontales indican los intrones y
secuencias 3’ de los genes humanos. Las flechas seiialan el origen de la transcripcion.

Figura 5. Transfecciones transitorias en células BMGE+H (a) y MCA3D (b) con los transgenes de bK5-hK10 (a)
y bK5-hK1 (b). Inmunofluorescencias indirectas con los anticuerpos monocionales K, 8.60 (a) y AE2 (b) que
reconocen de forma especifica las queratinas K1 y K10. Barra, 7um.
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1.2. GENERACION E IDENTIFICACION DE ANIMALES TRANSGENICOS.
CARACTERIZACION DE LAS LINEAS TRANSGENICAS

1.2.1. Construccién bK5-hK10

De la microinyeccién con la construccién bK5-hK10 se obtuvieron 234 animales. La
identificacion de los ratones transgénicos se realizd por andlisis de Southern blot de ADN
gendémico, extraido de la cola de estos animales a los 10-12 dfas de edad, digerido con
BamHI e hibridado con un fragmento BamHI de ~ 1Kb del extremo 3° del gen de K10
(sonda hK10.BamHI, figura 6a). La presencia de una banda de 1Kb indica la presencia del
transgén, y se obtuvo sélo en 5 de los animales (figura 6b), revelando que solamente 35 de los
animales nacidos, eran transgénicos, lo que significa un porcentaje de transgénicos respecto
al total de nacidos del 2.3%, muy inferior al 10-15% esperable, en principio, para un
transgén neutro. De estos fundadores se originaron lineas transgénicas (que en adelante se
nombrardn con el nimero del fundador que las originé). El cdlculo del mimero de copias
integrado en cada uno de los casos se realizé por comparacion de la intensidad de bandas
obtenidas en las distintas lfneas transgénicas con diferentes cantidades del transgén, que
equivalen a diferente nimero de copias, obteniéndose un total aproximado de 5, 5, 50, 75
y 100 copias por célula para las lineas 665, 825,1213,821 y 1227 respectivamente (figura 6b).
El mismo filtro, se rehibridé con la sonda Thyl (gen de copia tinica en el genoma del ratén
(Grosveld, 1987), que se utilizaba como control del ADN realmente cargado en cada pocillo
(no mostrado).

Para comprobar que la estructura del transgén era correcta en todos los casos, y no
se habian integrado copias reordenadas del mismo, se hibridé ADN genémico de las 5 lineas
transgénicas, digerido con EcoRI, con un fragmento Sall-Nrul que abarca la secuencia
reguladora bovina (sonda bKS5, figura 6a). Se obtuvo para todos los casos una integracién de
las copias del transgén en orientacién cabeza-cola, sin detectarse reordenaciones en las copias
integradas (figura 6c).
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Figura 6. Estructura y n°® de copias del transgén en lineas portadoras de bK5-hK10. a) Esquema de los transgenes
integrados en orientacién cabeza-cola. B:BamHI, E:EcoRI. b) Andlisis por Southern blot de 5 ug de ADN genémico
de ratones transgénicos digeridos con BamHI en el siguiente orden: lineas 665,821,825,1213,1227, no transgénico
(NT), cantidades crecientes del transgén; en 1, 5, 15, 50, 100, 150 hay respectivamente 5, 25, 75, 250, 500, 750
pg del transgén que representan 1, S, 15, 50, 100, 150 copias por célula. Se utilizé la sonda hK10.BamHI, del
extremo 3’ de la queratina hK10. La aparicién de una banda de ~ 1Kb indica la presencia del transgén (flecha). ¢)
Southern blot de ADN genémico de ratones transgénicos de las lineas 665,825,1227,821,1213 digerido con EcoRL
Como sonda se utilizé bK5 (fragmento Sall-Nrul que contiene el promotor completo). La aparicién de una banda de
~1.8 Kb es indicativa de las uniones cabeza-cola (flecha). No se han producido reordenaciones detectables en el
transgén, ya que se observa el patrén de bandas esperado en todos los casos.
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No se observé ninguna anomalfa, ni alteracién fenotipica en ninguno de los fundadores
de las lineas que albergaban el transgén de la queratina K10; sin embargo al generar lineas
de ratones descendientes de los fundadores se observaron marcadas diferencias dependiendo
del mimero de copias integrado:

a)los ratones generados a partir de los fundadores que habian integrado un nimero reducido
de copias (en torno a 5 copias, lineas 665, y 825), eran sanos y presentaban una duracién
media de vida normal, tanto para los heterocigotos como para los homocigotos (doble nimero
de copias, ya que se obtienen a partir de cruces entre heterocigotos).

b) los ratones generados a partir de los fundadores 821, 1213, y 1227, con alto nimero de
copias, presentaban claras anomalfas y alteraciones fenotipicas que se manifestaban a partir
de la tercera semana de vida y consistian en tamafio pequefio, temblor fino, paresia en las
extremidades posteriores y viabilidad reducida, no superando en ningdn caso los tres meses
de vida. Ademds, la transmisién del transgén a la descendencia de la fundadora 1213, era de
un 16%, y de un 29% para el fundador 1227, inferior al 50% esperado segin la herencia
mendeliana del transgén, lo que sugiere un mosaicismo en estos fundadores. Dada la debilidad
manifiesta que presentaban los individuos transgénicos de estas lineas y su escasa viabitidad,
en ninguno de los casos fueron posibles cruzamientos entre transgénicos para obtener
homocigotos. Tampoco fueron posibles cruzamientos con animales no transgénicos para el
mantenimiento de lineas, por lo que los animales de que se dispuso fueron exclusivamente
descendientes directos de los fundadores.

La fundadora 821 murid tras criar una séla camada con tres descendientes
transgénicos, por lo que los datos que se tienen de esta linea y el material susceptible de
andlisis es, lamentablemente, muy escaso.

Estos datos se resumen en la tabla II.

linea n°copias alteraciones fenotfpicas
665 ~3 -
825 ~5 -
1213 ~50 +
821 ~75 +
1227 ~ 100 +

Tabla I1. Caracterizacidn de las lineas transgénicas bK5-hK10,
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1.2.2. Construccion bK5-hK1

De la microinyeccién en proniicleos de embriones de ratén con la construccion bK5-
hK1 nacieron 180 animales. La identificacién de los ratones transgénicos por Southern blot
se realizé hibridando ADN gendémico de todos los animales nacidos, digerido con BamHI,
con un fragmento BamHI de 4 Kb del extremo 3 del gen de K1 (sonda hK1.BamHI, figura
7a). La presencia del transgén se revela por la aparicién de una banda de 4Kb. El andlisis
realizado puso de manifiesto que s6lo 5 animales eran transgénicos (figura 7b). En tres de las
lineas obtenidas (lineas 508, 868,y 878), algunas copias del transgén se integraban de forma
reordenada, como lo sugiere la presencia de bandas extra en el andlisis por Southern Blot. Lo
mds frecuente es que las copias del transgén se integren en un sélo punto cromosémico, y se
ordenen en disposicién cabeza-cola (Palmiter y Brinster, 1986), aunque se han descrito

bK5-hK1

d e -

ATG

sonda 1. BamH|

L - ¢ KD

Figura 7. Identificacién por Southern blot de ratones transgénicos bKS-hK1. a) Esquema del transgén y la sonda
utilizada en el Southern blot. b) Se digirieron 5 ug de ADN gendémico procedente de cola con BamHI. Para detectar
el transgén se utilizé la sonda bK1.BamHI. La aparicién de una banda de ~4Kb indica la presencia del transgén
(flecha). Los carriles 878, 868, 508, 870, 871 corresponden a las lineas 878, 868, 508, 870, 871 respectivamente,

NT; ADN de ratén no transgénico; en los carriles 1, 5 hay cargadas 1 y 5 copias respectivamente del transgén por
célula.
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excepcionalmente secuencias de ADN que presentan inestabilidad estructural en ratones
transgénicos (Collick y cols. 1994). En nuestros animales con copias reordenadas,
principalmente en la linea 878, la mayoria de las copias se integraban completas en
disposicién cabeza-cola, y algunas se integraban reordenadas o parcialmente delecionadas
{comprobado al hibridar con una sonda del transgén completo el ADN digerido con BamHI,
no mostrado).

Ninguno de los fundadores transgénicos para el gen de la queratina K1, ni de sus
descendientes presentaba anomalia fenotipica alguna o caracteristica morfolégica que los
distinguiese de sus hermanos no transgénicos, ni reduccion en la duracién media de vida.

1.3. EXPRESION DE K10 EN TEJIDOS DE ANIMALES bK5-hK10 ADULTOS

Como se ha mencionado, nos basamos en la expresion ectopica en ratones
transgénicos, es decir, expresion en otro lugar distinto al de expresion habitual, para dirigir
la expresion de la queratina humana hK10 a 6rganos y tejidos en los que normalmente si se
expresa, pero a distinto tipo celular. En la situacién in vivo la sintesis de las queratinas de
capas basales (K5/K14) y especificas de diferenciacion (K1/K10) son excluyentes, por lo que
los epitelios estratificados expresan todas las queratinas antes mencionadas, si bien en tipos
celulares distintos.

Con el fin de conocer y examinar el patron de distribucién del producto del transgén
bK5-hK 10 en diferentes tejidos de animales transgénicos adultos, e identificar en qué células
se localiza la proteina transgénica, se realizaron inmunofluorescencias indirectas con el
anticuerpo AE2, especifico de las queratinas K1 y K10 humanas {ver Materiales y Métodos)
en todas las lineas. Criosecciones de ratones no transgénicos usados como control, no
reaccionaron con este anticuerpo (no mostrado). Se realizaron, ademds, tinciones con otros
anticuerpos que reconocen la queratina K1Q. De todos los anticuerpos ensayados en el analisis
de los ratones transgénicos, (recopilados en la tabla I), solo fue posible el reconocimiento
absolutamente especifico de la queratina humana hK 10 en los tejidos de ratdn, en las tinciones
realizadas utilizando el anticuerpo monoclonal AE2, ya que el resto de los anticuerpos
ensayados (monoclonales obtenidos en raton), reconocen ademas de la proteina humana, la
queratina murina mK 10, siendo por lo tanto inespecificos en los tejidos en los que se expresa
esta proteina.
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1.3.1. Expresién del transgén coincidente con mK5

Los ratones transgénicos bKS-hK10 son portadores de un transgén en el que las
secuencias reguladoras de la queratina bKS dirigen la expresidn de la queratina hK10 a los
tipos celulares que expresan la queratina KS. La queratina K5 se localiza en las capas basales
de los epitelios estratificados de diferentes especies (Moll y cols. 1982; Byrne y Fuchs 1993;
Ramirez 1993; Ramirez y cols. 1994); por lo tanto, el patrén de distribucién esperado para
la protefna K10 transgénica corresponderia a aquel que se conoce para la queratina K5, es
decir, principalmente los estratos basales de epitelios estratificados. Como se detallard a
continuacién, éste no ha sido estrictamente el patrén de expresién de la queratina hK10
transgénica en todas las lineas de ratones transgénicos analizadas, ya que ademds de en los
lugares de expresién de la queratina K3, se ha constatado la presencia del transgén en otros
tipos celulares en los que no se detecta expresion de K5 (fenémeno que designamos como
expresidn genuinamente ectdpica). En la tabla III, se presenta un resumen del andlisis de la
expresion por inmunofluorescencia de las 5 lineas transgénicas, y en la figura 8 diversos
ejemplos representativos de los tejidos en los que las queratinas hKI0 y mK5 son
coincidentes; es decir, en los tejidos en que se ha detectado la expresién de ambas queratinas
(hK10 y mk5), o la ausencia de las mismas. La expresién de la queratina basal endégena
mKS no parece haber sido afectada por la ganancia de expresién de hK10 en las células
basales, al menos por lo que se puede detectar por experimentos de inmunofluorescencias
indirectas (resultados no mostrados).
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TEJIDO LINEA
665" 825 821" 1213 1227 l mK3
EPIDERMIS:
lomo + + - ++ +++ +++ +
plantar + + ++ +++ +++ +
cola + + ++ +++ +++ +
FOLICULOS +(VRE) | +(VRE) | +(VRE) | ++(VRE) | ++(VRE) +(VRE)
EPITELIOS INTERNOS:
lengua + + ++ +++ +++ +
paladar + + ++ +++ +++ +
epit. pasal + + + ++ ++ +
eséfago + + ++ +++ +++ +
estémago aglandular + + NA ++ ++! +
GLANDULAS:
salivales + + 4+ 42 + 442 442 +2
sebaceas + + + + + +
plantares + NA + ++ ++ +
OTROS:
vejiga NA NA + + + +
timo +4 +4 + o oS + 4+ 46 +3
traguea NA NA NA +4+4+ 4+ 44 +
rifién - - +7 + 49 + 48 +7
bazo - - - - - -
corazén - - - - - -
musculo - - - - - -

Tabla II. Resumen de la expresidn del transgén hK10 y de la queratina endégena mKS en ratones transgénicos bKS5-
hK10 y de la queratina mKS5 en ratones control. Deteccidén por imnunofluorescencia de hK10 y mKS con los
anticuerpos AE2 y RKS, respectivamente.

arintensidad de tincién por inmunofluorescencia percibida con el anticuerpo monoclonal AE2
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En la columna mKS35, se seiialan los tejidos en los que se detecta expresién de la queratina mK5 (+), o ausencia de
la misma (-), tanto en los transgénicos bK5-hK 10, como en ratones control

NA: no analizado, VRE:vaina radicular externa, 1:expresién también en serosa, 2:conductos, 3:conductos y algunas
células secretoras (grdnulos), 4:pocas células, 5:células reticulares de la regién medular, 6:todas las células reticulares
{corticales y medulares), 7:pelvis renal, 8:pelvis renal y tubos colectores

La proteina transgénica se detecté en las capas basales de epitelios estratificados,
coincidente con la queratina K5 enddgena, con un patrén de distribucién esperable segrin el
obtenido al caracterizar las 5.2Kb de secuencias reguladoras bovinas que utilizamos como
promotor en el transgén (Ramirez, 1993, Ramirez y cols. 1994). En general, en todos estos
epitelios la expresi6n es continua. La figura 8 muestra resultados representativos de tinciones
por inmunofluorescencias de tejidos transgénicos de distintas lineas con anticuerpos que
reconocen la queratina K10 humana. Hay algunas excepciones a la coincidencia de hK10 y
mKS$: la queratina endégena mK35 se localiza en los conductos de las gldndulas salivales ,
mientras que en la linea 1227, se encontraron células positivas para el anticuerpo AE2 en
conductos y células secretoras (ne mostrado), también en esta linea se observd expresién en
la serosa de estémago (figura 8h) sin detectarse expresion de mKS3; es interesante resaltar que
en el timo mKS se circunscribe a las células reticulares de la region medular (figura 9a),
mientras que en las lineas 1213, y 1227, se detectd la presencia del transgén en células
corticales y medulares (figura 9b), en estas mismas lineas se detecto la presencia de queratina
humana en pelvis renal y tubos colectores del rifidén (figura 8j), encontrdndose la endégena
tan s6lo en pelvis renal.
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Figura 8. Expresion de la protefna transgénicahK 10 en ratones transgénicos bK5-hK 10 (expresion coincidente con mKS). Deteccién
por inmunofluorescencia de la proteina hK10 en piel del lomo (a), epitelio plantar (b), piet de 1a cola (¢}, lengua (d). paladar (e),
epitelio nasal (f), es6fago (g), estdmago aglandular (agl) y serosa (s) (h), tréquea (D), rifién (§). Obsérvese en el rifidn expresién en
pelvis renal (p) y tubos colectores (ic). a, b, ¢, f, g, linca 821; d linea 825; e, j linea 1227; h, i, linea 1213. d y g con el anticuerpo

monocional RKSEG0, el resto con el anticuerpo monoclonai AE2. Barra, 30 um.
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1.3.2. Expresion genuinamente ectopica

El anélisis de expresion del transgén bKS5-hK10 es, en general, bastante coincidente
con el de mKS5 (tabla III, figura 8); sin embargo varios tejidos reaccionaron con el anticuerpo
monoclonal AE2 (reconoce de forma especifica hK10), sin detectarse en ellos queratina K5
murina. Este patron sorprendente de expresion no coincidente sélo se observaba en las lineas
que integraban mayor niimero de copias, que, a su vez, eran las que manifestaban alteraciones
fenotipicas. La tabla IV recoge un resumen de estos patrones de expresion inesperados en las
distintas lineas.

TEADO LINEA
665" 825 821* 1213 1227 mK3
estomago glandular - - + ++ ++! -
higado - - +2 ++2 + 422 -
pulmén - . +* +44 + o+ -
cerebro - NA NA + 4+ +b 47 -
pancreas NA NA NA ++57 ++5 -
tiroides NA NA NA ++ ++ -

Tabhla IV. Resumen de la expresién del transgén hK10 y de la queratina enddgena mK35 en ratones transgénicos bK5-hK10 (hK10
y mK35) y controles (mKS5). Deteccién por inmunofluorescenciade hK10 y mKS$ con los anticuerpos AE2 y RKS, respectivamente.
aintensidad de tincion percibida por inmunofleorescenciacon ¢l anticuerpo monoclonal AE2, 1:expresidn también en serosa {(que
es negativa para mKS5), 2:epiteliosde los conductos biliares extralobulillares, 3:epitelio y serosa de la vesicula biliar, 4:s6lo alveolos,

5:plexos coroideos, 6:conductos de secrecion, 7:células secretoras.

La figura 9, muestra una serie de tejidos representativos de no coincidencia entre la
proteina transgénica (K10), y la proteina endbgena codificada por el gen homoélogo del
promotor (mKS5). No parece que en ninguno de los casos observados la expresion del transgén
sea debida a efecto de posicion, reflejando los efectos de algin posible elemento actuando en
cis en el sitio de integracién; mais bien al contrario, la reproducibilidad de los datos de
expresion para la mayoria de lineas y tejidos indica que esta expresion sea independiente del
sitio de integracion.

Estos datos indican que, en los epitelios de ratones transgénicos adultos con un nimero
reducido de copias del transgén, el gen de la queratina humana hK10 bajo el control de bK5
se regula fundamentalmente de forma especifica celular y de tejido. Por el contrario, en los
ratones que han integrado un nimero mayor de copias del transgén, la expresion de la
proteina
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Figura 9. Inmunolocalizacién de la proteina transgénica hK 10 en ratones transgénicos bk5-hK10 de las lineas 1213,
1227 (expresién no coincidente con mKS5). a) y b) muestra una doble inmunofluorescencia de timo de la linea 1227:
a) tefido con RKS5 (expresion endégena) y b) con AE2 (expresion transgénica). El resto, deteccién por
inmunofluorescencia con el anticuerpo monoclonal AE2 en criosecciones de estémago (aglandular, agl y glandular,
gh) (¢), higado (d), pulmén (e), plexos coroideos (f), pancreas (g), tiroides (h). Obsérvese la expresién en granulos
en los plexos coroideos (flechas); en pulmén hay expresién del transgén en los alveolos (a), pero no en bronquiolos
(b) ni endotelio vascular (e). a,b, c, d, f, g, linea 1227; e, h, linea 1213. Barra, 30pm (a-e); 18um (f-h).
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transgénica se visualiza de forma inesperada en células y tejidos en los que no se detecta la
K5 endégena. Una situacién similar, en la que se ha observado expresion inadecuada del
transgén proporcional al nimero de copias integrado, se ha descrito para las queratinas hK16
(Takahashi y cols. 1994) y hK8 (Casanova y cols. 1995).

Cuando se observa la proteina transgénica a grandes aumentos al microscopio, tanto
en los tejidos en los que hK10 y mKS coinciden, como en los que se detecta expresién
genuinamente ectépica del transgén, se aprecian formaciones con aspecto de filamentos, por
lo que presumiblemente la queratina humana ha formado estructuras filamentosas con alguna
queratina enddgena. Esto no se cumple para todos los érganos, ya que en las células
secretoras de las gldndulas salivales de la linea 1227, y en las lineas en que se ha observado
expresion ectopica en los plexos coroideos, se observa el transgén en forma de granulos
(figura 9f), lo que podria deberse a un exceso de queratina transgénica, en relacién a las
queratinas endégenas de tipo II, produciendo una agregacién de proteina que interfiere con
la organizacién normal del citoesqueleto.

De los tejidos donde se expresa K10 (tincidén con AE2) no coincidente con K5 , se
observa colocalizacién con K8 (tincién con TROMA 1) en estémago glandular, higado,
pulmén, y los tubos colectores del rinén, todos ellos epitelios simples, sugiriendo que ambas
queratinas copolimerizan en un unico citoesqueleto formando filamentos (no mostrado).

Se ha analizado la expresién de otras queratinas endégenas (K14, K1, K10, K6) por
inmunofluorescencias indirectas en epidermis {piel de lomo, cola y plantar) y epitelios
internos (lengua, paladar, eséfago y epitelio nasal), encontrdindose un patrén de expresidn
normal para estas proteinas en criosecciones de animales transgénicos (resultados no
mostrados). Esto demuestra que la expresién del transgén no parece interferir con las
queratinas enddgenas.

La expresién detectada mediante inmunofluorescencias indirectas de la loricrina,
componente esencial en la fase de maduracion del epitelio, se localiza en capas
inmediatamente superiores a la capa basal que expresa el transgén.

1.3.3. Expresion proporcional al mimero de copias
Aungque la tincidn por inmunofluorescencia no es un método cuantitativo, si es posible
apreciar una tincién diferencial, mds o menos intensa, en las distintas lineas de animales

transgénicos; en las tablas III y 1V se representan por simbolos que en orden creciente de
intensidad percibida van de -+ a + 4. De los datos resumidos en las tablas III y IV se
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infiere que, por esta aproximacién no cuantitativa, en las lineas 1213 y 1227 se observa una
mayor expresién del transgén que en las lineas 665 y 825. Precisamente las lineas 1213 y
1227 integran un numero elevado de copias del transgén y manifiestan alteraciones
fenotipicas, mientras que las lineas 665 y 825 son las que integran el menor niimero de copias
(en torno a 5 copias por célula) y no manifiestan alteraciones fenotipicas. Cabria esperar una
correlacion entre el nimero de copias integrado, los niveles de expresién y la severidad
fenotipica.

Para confirmar esta hipétesis se realiz6 el andlisis de la expresién del transgén por
ARNm en pieles de cola de todas las lineas transgénicas y se cuantificaron los niveles de
ARNm mediante densitometria del Northern blot.

La figura 10 muestra la expresion de ARNm del transgén en el Northern blot; se
observa que los animales con mayor nimero de copias del transgén son también los que
presentan mayor expresiéon de ARN de hK10. Las sondas que se utilizaron fueron: un
fragmento Clal del extremo 5’ del gen de hK10 para detectar la expresién del transgén y 8-
actina como control de carga, para conocer la cantidad de ARN que realmente hay en cada
pocillo. Esta figura, y la tabla V ponen de manifiesto que existe una correlacién entre nimero
de copias, niveles de expresién y efecto fenotipico.

G585 821 825 1213 1227

hK10

3-actina

Figura 10. Anilisis por Northern blot de la expresidn del transgén en diferentes lineas de ratones transgénicos bKS5-
hK10 a) Se corrieron 7 ug de ARN de piel de la cola de animales transgénicos de la linea arriba indicada, y piel
de lomo y piel de la cola de un ratén control y se hibridaron con un fragmento Clal de 600 pb del extremo 5 del
gen de hK10 que reconoce de forma especifica la queratina K10 humana; b) El mismo filtro hibridado con 8-actina,

como control de carga.
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La tabla V recoge los valores obtenidos de la densitometria del Northern blot del
ARN aislado de piel de la cola de las diferentes lineas

linea 665 linea 825 linea 821 linea 1213 linea 1227

hK10 0.7 2.8 5.2 7.01 9.3

Tabla V. Valores de densitometria (en unidades arbitrarias) de la expresién de ARN de la piel de la cola de las
lineas transgénicas 665, 825, 821, 1213, 1227, Los datos estdn normalizados por el valor de B-actina. En ambas
hibridaciones se ha utilizado el mismo filtro,

Estos valores coinciden con las intensidades relativas de expresién observadas por
inmunofluorescencias indirectas (tabla TII), salvo la linea 825, para la que quiz4 se hubiera
esperado un valor menor.

1.4. EFECTO DE LA EXPRESION DE K10 EN CAPAS BASALES: ALTERACIONES
FENOTIPICAS PRODUCIDAS EN LINEAS DE RATONES TRANSGENICOS bK5-
hK10

Las lineas 665 y 825 no presentan alteraciones fenotipicas, ni caracteristicas
morfolégicas que las distingan de sus hermanos no transgénicos, son ratones sanos con una
duracién media de vida normal. Estas lineas son las que han integrado un niimero bajo de
copias, presentan niveles menores de expresion del transgén y en ellas no se ha detectado
expresion del transgén en ningiin tejido no coincidente con mKS.

La caracteristica fenotipica mds llamativa de los ratones de las lineas 821, 1213 y 1227
es su pequefio tamafio: el crecimiento de estos ratones transgénicos es muy similar al de sus
hermanos de camada durante las tres primeras semanas de vida, a partir de este momento las
curvas de crecimiento divergen (de forma mds acentuada para los machos), ya que apenas se
observa un aumento de peso en los ratones transgénicos, que alcanzan como maximo un 50%
del peso al que llegan sus hermanos no transgénicos (figuras 1la y 12). Ademds, estos
animales manifiestan un temblor fino, que se agudiza si se les somete a estrés, se observa una
paresia que afecta a las extremidades posteriores (figura 11b), y presentan una viabilidad muy
reducida: las hembras de la linea 1227 que son las m4s longevas no superan en ningin caso
el tercer mes de vida (figura 12a). Estas diferencias morfolégicas externas se empiezan a
manifiestar a partir de la tercera o cuarta semana de vida. Esta edad es significativa para el
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Figura 11. Ratones transgénicos bK5-hK10 de las lineas 1213 (a) y 1227 (b). (a): ratones de la misma camadaf
transgénico (izquierda), y no transgénico (derecha); obsérvese en (b) la paresia en las extremidades posteriores.
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desarrolio del ratén ya que en este momento se produce el destete de los animales, cambiando
de alimentacién, también es el momento de la mielinizacién, y €l momento en que el timo
finaliza su crecimiento.

El andlisis histoldgico de los drganos de estos animales reveld serias alteraciones en
algunos de ellos, que se detallan a continuacién:

Alteraciones en epidermis:

En la piel de los animales de las lineas 1213 y 1227 existe una marcada
hiperqueratosis (engrosamiento del estrato cérneo) ortoqueratdtica. El aumento excesivo del
estrato cérneo acelular se asocia con una atrofia del resto de los estratos celulares de tal
forma que la epidermis, con 2 6 3 capas de células habitualmente en el ratén (figura 13 ay
¢}, se transforma en los transgénicos en una unica capa, constituida por células muy
aplanadas, incluso endoteliformes, de niicleo muy picnético, unas veces perpendicular y otras
paralelo a la membrana basal (figura 13 b y d). Ademds, la piel muestra una papilomatosis
difusa por protusién de las papilas dérmicas hacia la superficie, provocando una ondulacién
irregular y muy marcada de la epidermis (figura 13 b y d).

_ En la figura 13 (a y b) se observan ademds los foliculos pilosos en fase de telogén,
tanto en los controles como en los transgénicos pero, en estos Ultimos se evidencia también
una atrofia de la vaina radicular externa, con células de niicleos picndticos, arrugados y de
pequefio tamafio (figura 13a control, y 13b transgénico). Sin embargo, aunque no se ha
realizado un estudio detallado, no se han observado alteraciones ni en la apariencia ni en el
crecimiento del pelo.

En uno de los transgénicos analizados de la linea 1213 , con un mes de edad, se
observaron miiltiples costras blanquecinas, duras, haciendo prominencia y con una
distribucién simétrica en el cuello, mejillas, flancos, dorso y regién perineal.
Microscépicamente, la epidermis, que no mostraba lesiones macroscépicas, presentaba las
caracteristicas ya descritas para los transgénicos, mientras que las regiones correspondientes
a las costras se caracterizaban por la presencia de una dermatitis intersticial asociada a una
hiperplasia irregular del epitelio: por un lado existian proyecciones digitiformes de
hiperqueratosis, con una marcada hiperqueratosis ortoqueratdtica y formacién de multiples
tapones de queratina bloqueando la apertura de los foliculos pilosos (figura 13f) y, por otro
lado, una hiperplasia epidérmica psoriasiforme, con un epitelio acantdsico (con el estrato
espinoso engrosado), hiperqueratdtico y con hipergranulosis, multiples foliculos pilosos
displdsicos, sin pelo ni diferenciacion de gldndulas sebdceas, ademds de una acantolisis difusa
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intrabasal (figura 13e).
Alteraciones en epitelios internos:

En el estomago de todos los transgénicos existe hiperqueratosis ortoqueratética, de
moderada a intensa, en el epitelio plano estratificado queratinizado de la porcién aglandular
(figura 13i). Ademds del aumento claro en el espesor de la capa cérnea acelular, en muchos
casos se observa un estrato licido muy evidente, homogéneo y eosinéfilo (figura 13h), en
comparacién con los controles (figura 13g). Estos estratos licidos ensanchados, muy
eosinofilos, se observan ademds en el esdfago (figura 13k), mds caracteristicos en los
transgénicos de la linea 1213. A pesar de la presencia de la hiperqueratosis, estos epitelios
no presentan las profundas alteraciones de las capas de celulas vivas observadas en la piel del
lomo.

Del conjunto de estos datos se concluye que tanto en algunos de los epitelios internos
estratificados, como en la piel del lomo (que expresan la queratina K10 transgénica en las
capas basales (figura 8), se produce un fuerte aumento de los estratos de la epidermis
caracteristicos de la diferenciacidn terminal (estrato cdrneo), o estratos caracteristicos de los
epitelios en dreas muy queratinizadas como la planta del pie (estrato licido), lo que sugiere,
unido a los datos aportados por la ultraestructura que se detallardn mds adelante, una
diferenciacién anémala, con un trdnsito muy rdpido de la célula basal, que expresa K10
transgénica, a las capas diferenciadas de epitelios.

Se han observado ademds, alteraciones en otros drganos internos, no encontrandose
siempre una correlacion directa entre la expresion del transgén y la lesidon observada. Cabe
destacar las siguientes alteraciones histopatoldgicas:

Alteraciones en otros drganos:

Las orejas de muchos de los transgénicos analizados, (pertenecientes a las lineas 1213
y 1227), presentan de forma progresiva gangrena seca de las porciones distales de ambas
orejas, con la consecuente pérdida de estas porciones y su posterior cicatrizacion. Al estudiar
microscépicamente los pabellones auriculares, se observa la presencia de un tejido conjuntivo
joven en el extremo distal, apenas cubierto de epitelio, asi como de miiltiples trombos en fase
regenerativa, afectando a los capilares terminales (figura 14h). La gangrena seca como
consecuencia de una trombosis miltiple en la circulacién terminal de érganos distales puede
tener su origen en vasoconstriccion sostenida, lesiones del endotelio vascular, coagulacién
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intravascular diseminada, estasis sanguineo o infeccidén sistémica que lesionan el endotelio
vascular.

En el pdncreas de los transgénicos analizados (de las dos lineas) existe una gran
hipertrofia de los acinos pancredticos que circundan a los islotes de Langerhans, presentando
el resto del pdncreas un aspecto histoldgico normal (figura 14a, b). En los acinos
hipertrofiados que rodean a los islotes, el nicleo aparece desplazado periféricamente hacia
la membrana basal; y el citoplasma estd muy dilatado y aciddfilo por la presencia de gran
cantidad de granulos de zimégeno. Como se ha descrito anteriormente, se observa expresién
genuinamente ectdpica de filamentos de hK10 en las células acinares y pequefios conductos.
Planteamos la hipdtesis de que esta hipertrofia limitada a las regiones alrededor de los islotes
podria deberse a una hiperactividad inducida por la expresion del transgén hK10, que se
manifiesta morfolégicamente en la region mejor vascularizada del pdncreas que limita a los
islotes.

Referente al sistema nerviose destacamos las siguientes alteraciones en las dos lineas:
en los adultos transgénicos analizados, existe una despoblacién de neuronas motoras en el asta
anterior de la médula espinal. Esta despoblacién se debe a un proceso de atrofia de neuronas
y posterior fagocitosis de las mismas por parte de las células de microglfa. La atrofia
neuronal se caracteriza por la presencia de cuerpos celulares arrugados, (tefiidos de forma
basdfila difusa), con pérdida de los detalles intracelulares. Se observa también una intensa
vacuolizacién de las neuronas motoras y células de neuroglia en la sustancia gris de la médula
espinal, caracterizada por la presencia de multiples vesiculas, intracitoplasmdticas, que dan
un aspecto esponjoso a la sustancia gris (figura 14d). No se ha observado expresién del
transgén en estos tipos celulares.

Los plexos coroideos de los transgénicos, muestran una atrofia en las células que los
constituyen, con niicleo pequefio y citoplasma intensamente eosinéfilo y muy escaso (figura
14f) que los diferencian de sus hermanos no transgénicos (figura 14¢). Los plexos coroideos
producen el liquido cefalorraquideo, que bafia todo el sistema nervioso central, y se encargan
de su constante renovacién. Se ha mencionado la expresién inesperada de la queratina
transgénica en forma de grdnulos en los plexos coroideos (figura 9f); es posible que la
presencia anémala de esta proteina impida el desarrollo normal de las células epiteliales que
componen los plexos coroideos pudiendo alterar su normal funcionamiento. Las fibras
nerviosas del nervio cidtico presentan tumefaccién de la vaina de mielina de forma
segmentaria entre los nédulos de Ranvier. Este proceso degenerativo puede ser consecuente
a procesos degenerativos y muerte del cuerpo neuronal presente en las astas anteriores de la
médula espinal (figura 14g).
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En cortes transversales de los miisculos de las extremidades posteriores se observan
paquetes completos de fibras musculares esqueléticas atréficas, con citoplasma escaso, y de
forma irregular, angulosa (figura 14j). Probablemente la atrofia sea debida a la inactividad
del misculo originada por la deficiente inervacién motora debida a los trastornos ya descritos
en el nervio cidtico manifestindose clinicamente en forma de pardlisis parcial en las
extremidades posteriores de los ratones transgénicos de las lineas 1213 y 1227.

Algunos de los transgénicos muertos espontineamente presentaron un cuadro de
encefalitis purulenta, asociado a una deplecién de linfocitos en la regién cortical del timo
(figura 141), sugiriendo un proceso de inmunodeficiencia. Para su confirmacién se llevé a
cabo un andlisis mediante citometrfa de flujo y determinacion de la férmula leucocitaria, en
otros hermanos transgénicos vivos, para determinar las poblaciones de linfocitos T y B en
sangre periférica, obteniéndose como resultado una linfocitopenia para ambas poblaciones,
revelando un estado de inmunodeficiencia muy evidente en estos animales. Dado que en el
timo se produce la maduracién de los linfocitos T, no podemos descartar el hecho de que la
presencia andmala de queratina K10 humana en las células epiteliales corticales de este érgano
esté implicada en la deplecién linfocitaria tfmica y en la linfocitopenia en sangre periférica
observadas en estos animales transgénicos. Este estado de inmunodeficiencia hace que sean
muy susceptibles a infecciones por agentes externos y les cause la muerte a edades tempranas.

En algunos epitelios simples (estémago glandular, higado, pulmdn, rifiién), la queratina
K10 transgénica se integra en el citoesqueleto formando filamentos con la queratina K8
enddgena, sin presentar alteraciones histoldgicas, ni indicios que hagan sospechar una
disfuncién hepdtica, respiratoria o renal. Blessing y cols. (1993) detectaron en animales
transgénicos colocalizacion de la queratina humana hK10 con la endégena mK8 en estructuras
fibrilares del pancreas de ratones transgénicos, sin que la fisiologia normal del pdncreas se
viera alterada.

A pesar de las variaciones en la severidad fenotipica individual, resultados
esencialmente idénticos se obtuvieron para las dos lineas de la construccion bK5-hK10 que
integraron un nimero elevado de copias y se pudieron analizar, lo que demuestra que los
fenotipos observados son consecuencia directa de la expresién del transgén.
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Figura 13. Alteraciones morfoldgicas de érganos de ratones transgénicos de las lineas 1213 y 1227. Figuras
representativas de piel lomo (a, ¢, control; b, d, transgénico; las flechas en d) indican la papilomatosis), hiperplasia
epidérmica psoriasiforme en uno de los animales transgénicos (e; las flechas sefialan la acantolisis), proyecciones de
hiperqueratosis con tapones de queratina (flechas) bloqueando el foliculo (f), estémago (g, control; h, i, transgénico),
eséfago (j, control; k, transgénico). SC: estrato cérneo; SL: estrato licido; VRE: vaina radicular externa.
HO:hiperqueratosis ortoqueratética, AC: acantosis a-d, linea 1227; e-k, linea 1213. Barra c¢,d 33um; el resto 13 pm.
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Figura 4. Alteraciones morfoldgicas en drganos de ratones transgénicos de las lineas 1213 y 1227. Figuras

representativas de pancreas (a y b, las flechas en b, seifalan los adendmeros hipertrofiados con células cargadas de

granslos de zimégeno), médula espinal (¢ y d), plexos coroideos (e y f), nervio cidtico (g), oreja (h, las flechas

sefalan los trombos en fase regenerativa, las flechas gruesas el tejido conjuntivo joven), seccion transversal del
misculo de las extremidades posteriores (i y j), timo (k y 1, ndtese la ausencia de linfocitos en 1). a:adenémeros, il:
islotes de Langerhans, n:neuronas degeneradas, vi: vesiculas intracitoplasmaticas, nR: nédulo de Ranvier, M:médula,
C:corteza. a,b, c-e, i-l: linea 1213; ¢,d,h: linea 1227. a, ¢, e, i, k, corresponden a Grganos controles. Barra, g 33um;

h 13 jum,; el resto 20um.




Resultados

»>

1.4.1. Ultraestructura

Dadas las caracteristicas fenotipicas tan peculiares observadas en el estudio

histoldgico, se llevd a cabo un estudio ultraestructural de la piel del lomo en las lineas 1213
y 1227:

En los cortes ultrafinos de la piel de los ratones transgénicos, observamos la epidermis
constituida por una capa y media de células que mostraban un marcado polimorfismo nuclear,
con nicleos redondeados, otros irregulares, ‘alargados..., y de diferente tamafio (figura 15a).
Las células basales presentaban tumefaccién de las mitocondrias con desorganizacién de las
crestas mitocondriales, abundantes ribosomas libres y haces de filamentos de queratina
dispuestos entre los organoides citoplasmdticos, y también anclados en los desmosomas y
hemidesmosomas presentes en la superficie de la membrana plasmdtica (figura 15b). Sobre
las c€lulas basales se observaban, de forma aislada, células muy aplanadas con citoplasma
electrodenso, a modo de placa discontinua, sobre la cual se evidenciaba el estrato cérneo muy
abundante, en el que ya se han perdido las uniones intercelulares (figura 15a). Destacé la
ausencia de grdnulos de queratohialina electrodensos en las porciones citoplasméticas de las
células suprabasales que se podian observar bajo el estrato cérneo (figura 15a).

Figura 15. Microscopfa electrénica de la piel del lomo en transgénicos de la linea 1227: epidermis (a) y detalle de
las células basales, filamentos y desmosomas (b). CB: célula basal, CL: célula de Langerhans, EC: estrato c6rneo,
D: desmosoma, F: tonofilamento, R: ribosoma, M: mitocondria, N:micleo, NU: nucleolo, MB: membrana basal.
La flecha en a) sefiala una célula aplanada sin grdnulos de queratohialina. Las lineas discontinuas en b) sefialan la
membrana basal (MB) y el espacio intercelular (ES). Barra, 2um (a); 500nm (b).
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La falta de estrato granuloso sorprende, a la vista de un bien desarrollado estrato
cdrneo ortoqueratdtico, para el que se supone necesaria la existencia de un estrato granuloso
en el que la filagrina se encuentra agregada con los tonofilamentos en los caracteristicos
granulos de queratohialina. La transiciéon de las células basales hacia el estrato cérneo
superficial caracteristico de un epitelio plano estratificado queratinizado en su uGltima fase de
diferenciacién, sin apenas existir estados celulares intermedios en el proceso de
queratinizacién (no se observa estrato granuloso), indica que el proceso de diferenciacién de
estas células es andmalo, y que esta diferenciacién especifica de la epidermis se estd
produciendo de forma muy acelerada.

1.4.2. Andlisis de Ia actividad mitédtica

Dadas las alteraciones observadas en diferentes epitelios de los animales transgénicos,
se analizé su capacidad de proliferar a través de experimentos de incorporacién de BrdU.

Ratones transgénicos de las lineas 665, 825, 1213 y 1227 fueron inyectados via
intraperitoneal con BrdU, y una hora después se tomaron muestras de los mismos. En el caso
de las lineas 1213 y 1227, se realizé el mismo andlisis a hermanos no transgénicos de la
misma camada y jaula, siendo por tanto de la misma edad y llevando igual alimentacién. Para
estas lineas se tomaron muestras de piel de lomo sin tratar, y tratada con TPA (conocido
estimulador de la actividad mitética de la epidermis), estémago aglandular y lengua.

Las secciones histolégicas se analizaron por dobles inmunofluorescencias indirectas,
usando un anticuerpo anti-BrdU (amablemente cedido por S. Mittnatch) y AE2 (figura 16).
Los resultados obtenidos se resumen en la tabla VI :

TG 1213 NT 1213 TG 1227 NT 1227 TG 825 TG 665
piel 12.7% 6.1% 10.1% 4.8% NA NA
piel TPA 22.8% 123% 18.1% 14.3% 17.6% 16.7%
estémago 31.5% 17% 27.7% 17.3% NA NA
lengua 10.9% 12.6% 10% 10.9% NA NA

Tabla VI. Incorporacién de BrdU en las capas basales de diferentes érganos de ratones transgénicos y hermanos de
camada controles. NA: no analizado. Los porcentajes se refieren al nimero de células basales positivas con el
anticuerpo anti-BrdU.
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-

Los resultados demuestran que, aunque la expresién de K10 pueda ser un resultado
de la pérdida de capacidad proliferativa en la células suprabasales de epitelios estratificados,
no inhibe la proliferacién al menos en/o por si misma. Se observa un aumento en la
incorporacién de BrdU, y por consiguiente en la actividad mitdtica de las células basales, en
los tejidos en los que se manifiesta un fenotipo de hiperqueratosis (piel y estémago de los
animales transgénicos de las lineas 1213 y 1227) lo que puede ser un indicio de un aumento
en el grado de proliferacién de las células basales en los tejidos con hiperqueratosis.

Figura 16. Andlisis de la actividad mitética. Se realizaron dobles inmunofluorescencias en secciones de piel (a y a’),
estémago (b y b’) y lengua (¢ y ¢’) de ratones transgénicos bK5-hK 10 con el anticuerpo AE2 (a, b y ¢) y anti-BrdU
@, b’ yc’). ayc linea 1213; b, linea 1227. Barra, 30 um. Las flechas indican las células que estdn incorporando
BrdU.
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1.5. NO SE DETECTA EXPRESION DE K1 EN NINGUNA DE LAS LINEAS
PORTADORAS DEL TRANSGEN bK5-hK1

De forma similar al andlisis de expresién de los transgenes bK5-hK10, se analizé la
localizacién de la proteina transgénica en tejidos de los animales transgénicos portadores de
la construccién bKS5-hK1 por inmunofluorescencias indirectas con anticuerpos especificos, en
criosecciones de diferentes érganos de todas las lineas de animales transgénicos.

No se detectd expresion de la protefna transgénica en ninguna de las lineas (no
mostrado). Todas ellas se analizaron utilizando los siguientes anticuerpos monoclonales que
reconocen hK1: KAS, EAB904, AE2, k,8.60, y el anticuerpo policlonal RK1 (amablemente
cedido por el Dr. Roop). Algunos de estos anticuerpos no son especificos de la(s) queratina(s)
humanas K1 (y K10, segun el caso), sino que reaccionan también con las queratinas K1 (y
K10) murinas; tal es el caso de K,8.60 y RK1. Sin embargo, al esperar la localizacién de la
K1 transgénica principalmente en las capas basales de epidermis, hubiera sido posible su
deteccidn, en caso de que ésta se expresara, también con estos anticuerpos. Otros autores han
detectado la expresién de hK1 con los anticuerpos monoclonales EAB904, y k. 8.60 en tejidos
de ratones transgénicos (Blessing y cols. 1993), portadores del mismo clon genémico de hK1
que se ha utilizado en este trabajo. Ademds, la presencia de hK1 ha sido detectada en células
BMGE+H y MCA3D transfectadas con este mismo transgén (figura 5b), usando anticuerpos,
¥y, por otro lado, todos los anticuerpos usados para detectar la queratina humana reaccionaron
positivamente en cortes de epidermis humana usados como control (no mostrado).

Para evitar un reconocimiento inespecifico de los anticuerpos por reaccionar con la(s)
queratina(s) K1 (y K10) endégenas en tejidos de ratén, o un posible problema de deteccion
del transgén porque los niveles de expresién del mismo fueran muy bajos, incluso por debajo
del limite de deteccién por inmunofluorescencia, se realizaron cultivos primarios de
queratinocitos de piel de lomo de ratones transgénicos recién nacidos de las lineas 868, 871
y 878, no detectdndose en ninguno de ellos la presencia del transgén, ni en tinciones por
inmunofluorescencia, ni por inmunoperoxidasas, utilizando diaminobenzidina como
cromégeno (no mostrado).

Por todas las razones anteriormente citadas, se concluye que la queratina transgénica
hK1 no se expresa en ninguna de las lineas transgénicas obtenidas.

1.6, LETALIDAD EN LOS RATONES bK5-hK10 Y bK5-hKl. ANALISIS DE
EMBRIONES PORTADORES DEL TRANSGEN bK5-hK10

Lo mds llamativo al recopilar los datos de la generacién de ratones transgénicos con
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las construcciones bKS5-hK10 y bK5-hK1 (tabla VII) es la baja eficacia de obtencién de los
mismos: un 2.3% de los ratones adultos nacidos de microinyeccién con el ADN de bK5-hK10
eran transgénicos y un 2.7% de los nacidos de la microinyeccion con bK5-hK1, ambas cifras
muy inferiores al 10-15% esperable en general para cualquier transgén neutro. Se hicieron
controles con los factores que se sabe afectan a la integracidn del transgén: concentracion del
ADN a inyectar, linearizacién del transgén separdndolo de las secuencias plasmidicas
bacterianas mediante enzimas que realizan cortes romos y protuberantes, diferentes métodos
de purificacién del ADN a inyectar... (Brinster y cols. 1986) sin conseguir mejorar estas
cifras.

En cuanto a los animales nacidos se refiere, los fundadores de las lineas 821, 1213
y 1227 son mosaicos de células normales y transgénicas; ellos no presentan ningun fenotipo
mientras que toda su progenie transgénica s lo manifiesta. La transmisién del transgén a la
descendencia es inferior al 50%, especialmente para la linea 1213, con una transmisién del
16%, mientras que en el caso de la linea 1227 un 29% de la descendencia hereda el transgén;
s6lo se tuvo una camada de la fundadora 821, con 3 animales transgénicos de un total de 7
nacidos. El fenotipo de estas lineas es severo: escasa viabilidad para los transgénicos, con
algunos animales fértiles, pero incapaces de dar descendencia. En el caso de los transgenes
de K1, ni siquiera fue posible detectar la presencia del producto del transgén en las lineas que
fueron generadas. Todos estos datos sugieren que la expresion de estos transgenes puede ser
letal para los animales durante el desarrollo embrionario.

El fondo genético no parece influir en el efecto de la expresion de los transgenes y el
desarrollo de los fenotipos, ya que los animales pertenecen a dos cepas hibridas diferentes:
en el caso de los transgenes bKS-hK10, las lineas 665, 825, y 821 pertenecen a la cepa
B6CF, mientras que las lineas 1213 y 1227 son B6D2F; la linea 508, transgénica bK5-hK1
es BOCF,, y las otras 4 lineas con la misma construccién son B6D2F,.

Para conocer el efecto que pudieran tener los transgenes durante el desarrollo
embrionario se realizaron microinyecciones con la construccién bKS-hK10 sin dejar que la
gestacion de las hembras transferidas llegara a término; se extrajeron los embriones del ttero
materne a los 13.5 y 15.5 dias de desarrollo. De las membranas de Reichert se extrajo ADN
para analizar la presencia del transgén.

Las fechas en que se interrumpieron las gestaciones se eligieron por su importancia
tanto en el desarrollo embrionario del ratén como en la expresién de la queratina mKS5:

A los 13.5 d.p.c. ya se han formado todos los 6rganos y ocupan posiciones relativas
similares a las del adulto. A los 15.5 d.p.c. se forma el estrato germinativo (Rugh 1950).

Respecto a la expresion de K5, a partir de los 13.5 d.p.c. el promotor bK5 es capaz
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de dirigir la expresién del gen marcador lacZ a epitelios de lengua, paladar, epitelio oral,
lomo, hocico (aunque no en todas las lineas analizadas); a partir de los 15.5 d.p.c. todas las
lineas analizadas presentan una expresién continua en los epitelios de la cavidad oral, capa
basal del peridermo y VRE de la vibrisas mds avanzadas. Esencialmente, salvo alguna
excepcién observada en el tracto respiratorio y en el timo, la expresién observada para los
transgenes de lacZ se correlaciona con la queratina endégena mK5 (Ramirez, 1993; Ramirez
y cols. 1994).

Los datos obtenidos del estudio de los embriones transgénicos se resumen en la tabla
VII: la eficacia de generacion de transgénicos aumentd hasta un 24% al analizar embriones
de 13.5 dias y descendia a un 7.8% cuando se analizaban embriones de 15.5 dias. Ambas
cifras (aunque obtenidas de un total no muy numeroso de embriones) son muy superiores al
2.3% obtenido al analizar animales adultos,y diferentes entre si; con un descenso del 24%
al 7.8% del dia 13.5 al dia 15.5 de gestacién, sugiriendo que parte de los embriones
transgénicos no sobrevivian al desarrollo embrionario, lo que apoya la hipétesis anteriormente
expuesta-de que la expresion del transgén pueda ser causa de letalidad embrionaria. El paso
entre los dias 13.5 y 15.5 podria ser critico para el desarrollo de los transgénicos.

construccién n° hembras tamaiio | transgénicos | eficacia lineas | expresién
individuos | transferidas | medio de
camada
embriones: L
bk5-hk10 37 7 5.2% 9 24% - NA
13.5d
bkS-hk10 33 10 3.8* 3 7.8% - NA
15.5d
L adultos:
bk5-hk10 234 30 7.8 5 2.1% 5 5
bk5-hk1 180 27 7.2 5 2.7% 5 0

Tabla VII. Obtencién de ratones transgénicos con las construcciones bK5-hK10 (adultos y embriones obtenidos a
13.5 y 15.5 dias del periodo de gestacion y bK5-hK1 {animales adultos). NA: no analizado
*.Todas las camadas obtenidas en el Servicio Animalario del CIEMAT en el periodo durante el cual

se realizaron estas microinyecciones fueron de tamafio pequefio (4-6 animales), debido a las obras realizadas en el
servicio contiguo al Servicio Animalario, que alteraron la gestacién y cria de todos los animales.

En la actualidad se llevan a cabo los andlisis histol6gicos y de la expresién del
transgén en estos embriones para tratar de identificar la causa de la letalidad.
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2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE K1 Y K10 BAJO EL CONTROL DE bK68

Para conocer el efecto de la expresién de los genes de las queratinas K1 y K10 en los
tipos celulares en que se expresa la queratina K6, los ADNs genémicos de los genes de hK1
y hK10 se colocaron en posicién 3° de un fragmento de 8.8 Kb que contiene elementos
reguladores del gen de la queratina bovina bK6f capaces de conferir tanto expresién
especifica de tejido como inducible en situaciones de hiperproliferacién (Ramirez 1993;
Ramirez y cols. 1995). Estas construcciones se microinyectaron en proniicleos de ratén para
analizar del efecto de su expresién en ratones transgénicos.

Como ya se ha mencionado, la queratina K6 tiene la particularidad de expresarse de
forma constitutiva en células suprabasales de algunos epitelios, como lengua, paladar, vagina,
VRE de foliculos pilosos, etc... y de inducirse en epidermis interfolicular por estimulos
(mecdnicos, quimicos...) que producen hiperproliferacién . Es posible de esta forma, ademds
de expresar las queratinas KI y K10 en las zonas en que de forma natural se expresa la
queratina K6 (estas queratinas no son coincidentes en ningin epitelio, con la excepcién del
epitelio del canal anal y exocérvix (Moll y cols. 1982}, inducir la expresién de la protefna
transgénica en condiciones tales como formacién de tumores, cicatrizacién de heridas,
agresiones mecdnicas, tratamientos con TPA, 4cido retinoico, etc...

2.1. CONSTRUCCIONES GENICAS EMPLEADAS Y SU EXPRESION EN CELULAS
EN CULTIVO

La figura 17 muestra las construcciones génicas empleadas, en las que los fragmentos
genémicos que codifican para las queratinas humanas K1 y K10 se hallan bajo el control de
las secuencias reguladoras de la queratina bovina bK68.

Estas construcciones (bK68-hK1 y bK68-hK10) son funcionales, y las proteinas que
codifican son capaces de integrarse en un citoesqueleto celular y formar filamentos en células
en cultivo, como lo demuestran las transfecciones transitorias realizadas en las lineas celulares
epiteliales BMGE+H y MCA3D (figura 18). La deteccién de la proteina transgénica se
realizé por inmunofluorescencias indirectas utilizando los anticuerpos monoclonales K, 8.60
y AE2 . Con esta informacién, que demuestra la funcionalidad de los transgenes ensayados,
se prepararon los ADNs para la microinyeccidn en proniicleos de embriones de ratén.
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Figura 17. Esquema de las construcciones génicas que contienen los genes de las queratinas humanas hK10 (a) y hK!
(b) bajo el control del promotor de bK6B. Los rectangulos rayados corresponden a las secuencias reguladoras del gen
de la queratina bovina bK68, los rectingulos negros a los exones, las lineas horizontales indican intrones y secuencias
flanqueantes 3 . Las flechas sefialan el origen de la transcripcién. -

Figura 18. La expresion de los transgenes de hK10 (a) y hK1 (b) se visualiza en células MCA3D (a) y BMGE+H
(b) transfectadas con las construcciones bK6B-hK10 (a) y bK6B-hK1 (b), mediante inmunofluorescencias indirectas
utilizando el anticuerpo monoclonal K,8.60. Barra, 7um.
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2.2. GENERACION E IDENTIFICACION DE ANIMALES TRANSGENICOS.
CARACTERIZACION DE LAS LINEAS TRANSGENICAS

2.2.1. Construccién hK6B-hK10

De las hembras transferidas con embriones microinyectados con el ADN de bK68-
hK10, nacieron 169 ratones que llegaron a edad adulta. El Southern blot realizado para
identificar aquellos de ios ratones que habian integrado el transgén en su genoma reveld que
s6lo 6 de todos los ratones, de los que se obtuvo muestras de ADN genémico de los tejidos
de la cola, eran portadores del transgén. Como sonda se utiliz6 hK10.BamHI (figura 19a).
El cdlculo del mimero de copias integrado en cada uno de los casos se realizé por
comparacién de la intensidad de las bandas obtenidas en las distintas lineas transgénicas con
diferentes cantidades del transgén, equivalentes a diferente mimero de copias (figura 19b).

De 6 fundadores obtenidos con la construccién bK6B-hK10, (5 con la integracién
correcta del transgén, es decir, varias copias integradas de forma que se ordenan unidas
cabeza con cola, sin detectarse reordenaciones en la estructura (figura 19¢), sélo ha sido
posible el establecimiento de lineas de ratones transgénicos con dos de ellos. En otras dos de
las lineas analizadas, los descendientes transgénicos mueren selectivamente entre el tercer y
cuarto dia de vida. Los datos referentes al nimero de copias del transgén integrados en cada
caso y a los problemas de viabilidad de las distintas lineas se resumen en la tabla VIII.

linea n® copias viabilidad

176 ~25 normal

1357 ~25 normal

221 ~ 100 d fundader muere sin descendencia con 3 meses
1295 ~ 100 | hijos TG mmueren entre 3-4 dias

1358 > 150 hijos TG mueren entre 3-4 dias.

Tabla VII, Caracterizacion de las lineas transgénicas bK68-hK10.
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Figura 19. Estructura y n°® de copias del transgén en lineas portadoras de bK6B-hK10. a) Esquema de los transgenes
integrados en orientacién cabeza-cola. B:BamHI. b) Andlisis por Southern blot de 5 pug de ADN gendmico de ratones
transgénicos y no transgénicos digeridos con BamHI en el siguiente orden: los carriles sefialados como 1, 5, 15, 50,
100, 150 contienen respectivamente 5, 25, 75, 250, 500, 750 pg del transgén que representan 1, 5, 15, 50, 100,
150 copias por célula, fundador 221, lineas 176, 1295,1357,1358, no transgénico (NT). Se utilizé la sonda
hK10.BamHI, del extremo 3’ de la queratina hK10. La aparicién de una banda de ~ 1 Kb indica la presencia del
transgén (flecha) c¢) Southern blot de ADN gendmico de ratones transgénicos de las lineas 176, fundador 221,lineas
1295,1357,1358 digerido con BamHI. Como sonda se utilizé el transgén completo. La aparicién de una banda de
~5 Kb es indicativa de las uniones cabeza-cola (flecha). No se han producido reordenaciones detectables en el
transgén, ya que se observa el patrén de bandas esperado en todos los casos. La banda de ~1Kb no se aprecia en
la figura para la linea 176, en virtud de la cantidad de ADN cargado, la digestién enzimética y las pocas copias del

transgén integradas.
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2.2.2. Construccién bK68-hK1

Se microinyect6 el ADN de la construccién bK68-hK1 en proniicleos de embriones
de ratén y nacieron 180 animales. La identificacién de los ratones transgénicos por Southern
blot mostr6 la aparicién de una banda correspondiente a la integracién del transgén en el
genoma de ratén en tan sélo 5 de los animales nacidos (4 con al menos algunas copias con
la integraci6n correcta). Como sonda se utilizé hK1.BamHI (figura 20a). De forma similar
a lo observado en algunas de las lineas de la construccién bK5-hK1 (ver apartado 2.2.2,
pdgina 41), en dos de las lineas obtenidas (lineas 798 y 1055), varias de las copias del
transgén se integraban de forma reordenada o parcialmente delecionada. Este fenémeno se
ha descrito en transgenes de otras queratinas, sin impedir la expresién correcta del transgén
(Neznanov y cols. 1993), sin embargo no se especifica que ocurra en otros transgenes con
hK1 (Blessing y cols. 1993; Chung y cols. 1994), por lo que no podemos concluir que sea
un efecto intrinseco del transgén. A pesar ello, la mayorfa de las copias en cada linea se
integraban completas (comprobado al hibridar con una sonda del transgén completo el ADN
digerido con SnaBI, no mostrado). Las distintas lineas integraron un nimero variable de
copias por célula (figura 20b).

bK6*-hK1
q = s
ATG [ ]

sonda hK1.BamHi

= 4 Kb

Figura 20, Identificacién por Southern blot de ratones transgénicos bK68-hK1. a) Esquema del transgén y la sonda
utilizada en el Southern blot (b). b) Se digirieron 5 ug de ADN genémico procedente de cola con BamHI. Para
detectar el transgén se utilizé la sonda hK1.BamHI. La banda ~4 Kb indica la presencia del transgén (flecha). Los
carriles 798, 1055, 322, 333 corresponden a las lineas 798, 1055,322,333 respectivamente, NT: ADN de ratén
no transgénico; en los carriles 1, 5 hay cargadas 1 y 5 copias respectivamente del transgén por célula. Las lineas 322
y 333 no integran copias reordenadas.
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Todos los fundadores transgénicos se cruzaron con normalidad, estableciéndose lineas
de animales transgénicos con todos ellos en las proporciones mendelianas esperables; los
ratones asf generados no presentaban rasgos morfolégicos o fenotipicos que los distinguieran
de ratones control, o de sus hermanos no transgénicos, ni reduccion en su duracién media
de vida.

2.3. EXPRESION DE K10 EN ANIMALES TRANSGENICOS: LOCALIZACION DE
LA PROTEINA TRANSGENICA

2.3.1. Expresion en animales adultos

Con el fin de conocer el patrén de distribucién de la proteina humana en los ratones
transgénicos, se sacrificaron animales adultos F, hemicigotos y F, homocigotos de las lineas
176 y 1357, se prepararon criosecciones de diferentes tejidos, y se analizaron por
inmunofluorescencias indirectas con anticuerpos especificos de 1a queratina K10 humana, (ver
Materiales y Métodos), principalmente AE2, con el que se obtuvieron mejores resultados .
El patrén de expresién de la construccién bK6B-hK10 coincide con el patrén de tincidn
observado para la expresién constitutiva de la queratina K6, cuyo promotor dirige la
expresién del transgén (Ramirez, 1993; Ramirez y cols. 1995;). La tabla IX y la figura 21
resumen la expresién de K10 bajo el control de bK6B. La epidermis interfolicular es negativa
para el anticuerpo AE2, que reconoce de forma especifica el producto del transgén, y positiva
en la vaina radicular externa de los foliculos pilosos. También se detecta expresién en capas
suprabasales de otros epitelios de la cavidad bucal y el tracto digestivo. El patrén de
expresidn para homocigotos de las lineas 176 y 1357 es similar al obtenido para animales
heterocigotos.
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LINEA
TENDO
176 1357

EPIDERMIS

lomo + (foliculos) +(foliculos)

plantar - -

cola +{foliculos) +{foliculos)
FoLicUuLOoS +(VRE) +(VRE)
EPITELIOS INTERNOS

lengua + +

paladar + +

epit. nasal - +

esofago - +

estémago aglandular + +
OTROS! - -

Tabla IX. Anilisis de expresién del transgén bK6B-hK 10 en las lineas 176 y 1357.
1:estémago glandular, higado, pulmdn, vejiga, rifidn, corazdn, cerebre, bazo, timo.

2.3.2. Expresion del transgén en la fundadora 1358

Se analizé la expresion del transgén en los tejidos de la fundadora 1358 (muerta de
parto), localizindose la proteina por inmunofluorescencia con €l anticuerpo AE2. En la figura
22 se muestran algunos resultados representativos de la deteccion del transgén en diferentes
tejidos: se detectd expresion en tejidos como epidermis de la cola, foliculos pilosos, epitelios
del paladar, lengua, region plantar y estomago aglandular. No se detecté expresion en otros
tejidos que expresan la queratina K6 tales como epitelio del esdfago o epitelio nasal, ni en
érganos en los que los componentes epiteliales no contienen mK6 tales como bazo, rifion,
pulmén o higado. Al contrario de lo observado en los descendientes de los fundadores 176
y 1357, en los que la expresién del transgén era continua en los epitelios analizados, en la
fundadora 1358 esta expresién era mosaico (compérese las figuras 22a y b con las figuras 21d

y ¢2 respectivamente)
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Figura 21. Expresion del transgén bK6B-hK 10 en tejidos de animales adultos. Criosecciones de tejidos de animales
adultos se analizaron por inmunofluorescencia indirecta frente al anticuerpo monoclonal AE2, especifico de la
queratina hK10; secciones de piel del lomo (a), piel de la cola (b), epitelio de la lengua dorsal (c1) y ventral (c2),
paladar (d), eséfago (e), fosas nasales (f}, estdmago aglandular (g), foliculos pilosos (h). Todas las secciones

corresponden a la linea 1357. Barra, 30 um. Criosecciones de ratones no transgénicos no reaccionaron con este
anticuerpo (no mostrado).
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Quiere esto decir que el transgén se estd expresando en sélo una parte de las células
del epitelio, cuando potencialmente deberfa expresarse en todas. Este mosaicismo en la
expresion es, probablemente, debido a que la integracién del transgén tras la microinyeccidén
tuvo lugar después de la primera divisién celular del embrién, originando una fundadora que
no porta el transgén en todas sus células, constituyendo, por tanto un case de mosaicismo
genético (Wilkie y cols. 1986; Withelaw y cols. 1993). En estos casos no hay una transmisién
del transgén a la descendencia en proporciones mendelianas, sino menor. En nuestro caso,
un 40% de los hijos de la fundadora 1358 son transgénicos, inferior al 50% esperado segin
herencia mendeliana del transgén. En el caso de la fundadora 1295, s6lo un 27% de sus hijos
eran transgénicos, 1o que sugiere que también esta fundadora es un caso de mosaicismo
genético y de expresion.

Los datos sugieren que esta expresién en mosaico, permite la viabilidad de las
fundadoras 1295 y 1358 y su fertilidad, ya que como se detallard mds adelante, los hijos
heterocigotos nacidos de ellas, con expresién continua del transgén (figura 22c, d, e, f y g),
mueren durante los tres primeros dias de vida postnatal.

2.3.3. Expresion del transgén en recién nacidos de las lineas 1295 y 1358

Los descendientes transgénicos de las lineas 1295, y 1358 mueren selectivamente entre
el tercer y cuarto dfa de vida. El andlisis de la expresién de la proteina transgénica por
inmunofluorescencia de criocortes revela que la expresién de hK10 en animales recién
nacidos de ambas lineas coincide con la de mK6 en la VRE de los foliculos pilosos, surco
labial y epitelios del paladar, lengua, regién plantar, regién oral y faringe (figura 22).

La epidermis interfolicular da una tincién continua, positiva con el anticuerpo AE2
(figura 22g), aunque dobles tinciones usando también un anticuerpo contra mK6 indican que
solo una parte de las células suprabasales de epidermis expresan K6.

El resuitado mds importante de estas inmunofluorescencias fue el revelar la existencia
de una importante lesién en el epitelio lingual de estos animales (compérense las figuras 22¢
y d con 21c1) con una fuerte expresion de la proteina transgénica, no detectada anteriormente
y que nos llevé a realizar un detallado estudio histoldgico de estos animales.

El patrén de expresidén de la proteina transgénica es el mismo en las lineas 1295 y
1358, con resultados indistinguibles para los ratones derivados de cada una de las dos lineas.
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Figura 22. Expresién del transgén bk68-hK10 en la fundadora 1358 (a y b) y en recién nacidos de las lineas 129§
y 1358 (c-g). Se ensayaron criosecciones de animales transgénicos para hK10 (mediante inmunofluorescencia
indirecta con el anticuerpo AE2); secciones de lengua (a) y paladar (b), donde se ve la expresién en mosaico (en los
tejidos en que los hijos sufren lesiones); lengua y paladar (c), detalle de la regién representada en ¢ (d), eséfago (e),
estémago (), lomo (g). Todas las secciones corresponden a la linea 1358. Barra, 75um (c); 30 um (el resto).
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2.4. EFECTO DE LA EXPRESION DE HK10 BAJO EL CONTROL DE BK68
2.4.1. Alteraciones fenotipicas producidas en las lineas 1295 y 1358

En el momento del nacimiento ninguna caracteristica macroscépica distinguia a los
ratones transgénicos de las lineas 1295 y 1358 de sus hermanos de camada no transgénicos;
sin embargo, a los dos dias los transgénicos frenaban su crecimiento, posteriormente no se
observaba ningtin contenido en su estdmago y no sobrevivian en ningiin caso al cuarto dia de
vida. Entonces su peso medio era de 1.4g frente a los 2.9g de media que pesaban sus
hermanos (figura 23a). En este momento presentaban una lesién en el dorso de la lengua
(figura 23b) de aspecto similar a las leucoplasias orales (Greenspan y cols. 1984; Lever y
Schaumburg-Lever, 1990), de crecimiento progresivo. En esta misma regién coexisten las
proteinas K6 enddgena, y K10 transgénica (figura 22c y d). La queratina K6 es una de las
queratinas m4s abundantes en la lengua de ratén (Schweizer, 1992). Los mecanismos que
regulan su expresién no son conocidos, pero dada la expresion inducible de K6 ante estimulos
mecdnicos, es posible que la friccidon del pezén sobre la lengua durante la lactacidn actie
como inductor de la expresion de mK6, y por consiguiente de hK10 en los animales
transgénicos. La presencia de hKIQ aparentemente conduce a una serie de lesiones, en
particular en la superficie dorsal de la lengua, que se describen a continuacién. La severidad
de las lesiones linguales que crece con el tiempo imposibilita fa toma de alimento en los
animales y, por consiguiente provoca su muerte por inanicién. De hecho, alimentando los
transgénicos por via subcutdnea, con suero glucosado al 5%, se consiguié que dos animales
llegaran hasta los 6 dfas de vida, y un tercero hasta los 7 dias.

El andlisis histoldgico de estos ratones revel$ las alteraciones morfoldgicas, que se
describen a continuacién:

Alteraciones en lengua:

Los recién nacidos transgénicos nacen con una placa blanquecina (leucoplasia), visible,
sobre el dorso de la lengua (figura 23b), que hasta los 3-4 dias de vida va aumentando
progresivamente y, a partir del quinto dia comienza a desprenderse (figura 23h).
Microscépicamente los tejidos que componen la lengua son histoldgicamente normales, a
excepcién del epitelio del dorso que constituye la placa. En dicho epitelio existe una clara
hiperplasia de células basales asi como un considerable aumento de las capas suprabasales,
las cuales sufren un proceso de necrosis por coagulacion de las proteinas en la que, tras la
intensa queratinolisis, todavia es posible observar los perfiles de las papilas linguales (figura
23d-g).
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Flanqueando la leucoplasia y en la punta y base de la lengua, el epitelio muestra
idénticas caracteristicas a las observadas en los controles (figura 23e), con una sola capa de
células basales, con niicleo ovoideo, basdfilo, situado perpendicularmente a la membrana
basal, formando empalizada. En cambio, en la lesién de la leucoplasia, debido a la
hiperplasia, se observan entre 6 y 8 capas de células basales, en las cuales se ha perdido la
polaridad celular (figura 23g). Esta intensa actividad mitética da como resultado un gran
aumento de las capas suprabasales en la placa, que sufren una necrosis muy rdpida, la cual
se observa como una masa homogénea, acidéfila, en que se distinguen borrosamente, los
restos basdfilos de los nicleos pertenecientes a los queratinocitos (figura 23f). En ocasiones
se observa la formacién de lagunas, multiples, en la zona de necrosis, con numerosas células
acantoliticas libres en la luz. Tampoco es rara la exocitosis, o migracién de células
inflamatorias hacia la zona de necrosis, fundamentalmente linfocitos.

A partir de los 5 dfas de edad, la placa comienza a desprenderse, hasta desprenderse
en casi su totalidad, al alcanzar los 7 dias, edad mdxima de supervivencia de los recién
nacidos transgénicos, conseguida con alimentacién parenteral de suero glucosado. Al
desprenderse hacia la cavidad bucal, en el dorso de la lengua permanecen restos de células
basales en una distribucién periddica, alternando con papilas dérmicas, patrén caracteristico
de las papilas linguales (figura 23h). Estas células basales sufrian un edema intracelular grave
que se manifiesta por espongiosis difusa con la formacién de vesiculas miltiples
subepiteliales, debido a la proyeccion de la membrana basal hacia el tejido conjuntivo
subyacente (figura 23h).

Alteraciones en encias y dientes:

En todos los transgénicos analizados, ademds de la leucoplasia constante en la lengua,
se observa necrosis por coagulacién de las capas suprabasales del epitelio gingival, afectando
en todos los casos al incisivo inferior (figura 231) y, en ocasiones, también al epitelio gingival
del incisivo superior, aunque de forma mucho mds leve. Se observa, ademds, una gran
precocidad en la denticién del incisivo inferior con respecto de sus hermanos no transgénicos
(figura 23k), encontrdndose a los 4 dias muy préximos a la erupcién.

Ademads de las lesiones descritas que presentaron todos los recién nacidos transgénicos,
algunos de ellos mostraron alteraciones secundarias en la odontogénesis tales como defectos
morfoldgicos en la posicidon de los dientes, microdoncia, asocidndose dicha microdoncia con
ausencia de dentina, procesos degenerativos en la matriz del esmalte, atrofia de la capa de
ameloblastos y falta de desarrollo dental.
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Alteraciones en paladar:

En los transgénicos analizados se observa una moderada hiperplasia del epitelio con
discreta acantosis (aumento del estrato espinoso) e hipergranulosis (aumento del estrato
granuloso), detalles indicativos de hiperproliferacién (figura 23n), en comparacién con los
controles (figura 23m). Ademds, en los transgénicos, comienzan los fenémenos degenerativos
en la superficie epitelial, con caracteristicas similares a las observadas en el epitelio de la
lengua y gingival,

Alteraciones en estémago:

En todos los transgénicos analizados se observa una hiperqueratosis ortoqueratdtica,
de moderada a severa, en el epitelio plano estratificado queratinizado de la porcién
aglandular, caracterizada por un aumento en el espesor de la capa cérnea acelular (figura
23j), en comparacién con los controles (figura 23i) mantenidos sin mamar.

Alteraciones en piel:

En todos los transgénicos analizados existe una hiperqueratosis ortoqueratética
generalmente moderada en la epidermis (figura 23p). En comparacidn con los controles
mantenidos sin mamar (figura 230), se observa un aumento del estrato granuloso y del estrato
cérneo acelular, con la formacién ocasional de tapones por aciimulo de queratina en la salida
de los foliculos pilosos. Tanto en los recién nacidos transgénicos como en los controles, la
estructura histolégica de los foliculos pilosos es la normal, correspondiendo a la fase
anagénica del crecimiento del pelo caracteristica de la edad de los individuos analizados.

En los ratones que sobrevivieron al cuarto dia mediante alimentacién parenteral, se
observaron dreas de espongiosis en la corteza cerebral, asociada en uno de ellos, a una
meningoencefalitis no purulenta, caracterizada por el acimulo de c€lulas mononucleares,
fundamentalmente linfocitos. Es posible que, estas lesiones, que sélo aparecieron en los recién
nacidos transgénicos alimentados con suero a partir del quinto dia, sean debidas a fases de
hipoglucemia, secundarias a la alimentacién parenteral.

En resumen, podemos sefialar que, al igual que ocurria para los transgenes bK5-hK10,
los ratones transgénicos descendientes de las lineas que han integrado un niimero mayor de
copias desarrollan lesiones fenotipicas severas. Estas lesiones se manifiestan por una
diferenciacién muy acelerada, con un aumento de las capas suprabasales que se traduce
rdpidamente en degeneracion y necrosis del epitelio alli donde existe una fuerte expresién
de la proteina transgénica hK10.
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Figura 23. a) ratén transgénico bK6B8-hK 10 de la Iinea 1295 (derecha) y hermano de camada (izquierda) a los 4 dias

de edad. b y ¢) aspecto macroscépico de la leucoplasia (Ip); raton transgénico de la linea 1358 (b) y hermano de

camada (c). d-p) Alteraciones morfoldgicas observadas en los recién nacidos transgénicos bK6B-hK10. d) Regién

oral de un ratén transgénico (las flechas seiialan los fenémenos de degeneracion epitelial). e-h) Epitelio lingual: e)
epitelio de la lengua de un ratén control, f) detalle de la leucoplasia, g) zona liite de la leucoplasia en el dorso de

la lengua, h) aspecto de la leucoplasia desprendida en un ratén transgénico de 7 dias de edad (flechas), b: capa basal,
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sb: capa suprabasal, p: papilas dérmicas, los asteriscos seiialan las zonas de espongiosis, la linea discontinua demarca
los perfiles de las papilas linguales, la flecha indica la direccidn hacia la faringe, las flechas gruesas en g) demarcan
Ia hiperplasia basal. i), j) Estomago. k) Incisivo inferior de un ratén control y ) transgénico, GE:epitelio gingival,
CEOQO: érgano del esmalte, A: ameloblastos, E: matriz del esmalte, D: dentina, P: pulpa del diente. m), n} Paladar.
0), p) Epidermis, SC:estrato cérneo. L: lengua, P: paladar, Ip: leucoplasia. e, i, k, m, o corresponden a érganos
controles. d-j: linea 1358; k-p: linea 1295. Barra, 3um (d); 5pm (k, 1); [3um (e}, 0, p); 20um (m,n).

2.5. NO SE DETECTA EXPRESION DE K1 EN NINGUNA DE LAS LINEAS
PORTADORAS DEL TRANSGEN bK68-hK1

De forma similar a lo que ocurria en el caso de los ratones transgénicos bK5-hK1, no
ha sido posible detectar la expresidn de la queratina K1 humana en los tejidos de lineas de
animales portadores del transgén bK6B-hK1.

Criosecciones de diversos epitelios de todas la lineas de ratones transgénicos, tefidas
por inmunofluorescencias con los anticuerpos KA5, EAB904 y AE2 no dieron ninguna seiial
positiva que los distinguiera de las tinciones realizadas en sus hermanos no transgénicos {no
mostrado).

En procesos de induccién de K6 por aplicaciones tépicas de 4cido retinoico y TPA
(ver apartado 2.7) en la piel de la cola las lineas 322 y 333 (que son las lineas que han
integrado todas las copias del transgén completas), se analizé la expresién del transgén por
inmunufluorescencias y Northern blot, no detectindose ningin producto de la transcripcion
ni traduccién de la queratina K1 humana en ninguna de las dos lineas (no mostrado).

Finalmente, se realizaron cultivos primarios de queratinocitos de piel del lomo de
recién nacidos de las lineas 333, 798, y 1055, sin detectarse tampoco la proteina transgénica
inducida en los cultivos celulares, ni cuando se realizaron tinciones por inmunoflyorescencia,
ni por inmunoperoxidasas.

Se cruzaron animales transgénicos bK6B-hK10 de la linea 176, con transgénicos bK6R-
hK1 de las lineas 322 y 333, con el fin de obtener dobles transgénicos para los genes
humanos de K1 y K10, y ver si la expresion de hK10 tenfa algiin efecto sobre los transgenes
de hK1, ya que, al menos en cultivos celulares, se sabe que la estabilidad de una queratina
es dependiente de la presencia de su pareja (Kulesh y Oshima 1988; Lersch y cols. 1989).
Los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos para transgénicos portadores de
hK10 sélo: no se detectd expresion por inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocen
hK1 de forma especifica (EABS04 y KAS5), descartando la posibilidad de una estabilizacion
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de la hK1 dependiente de la hK10 en los ratones transgénicos. Por otro lado, Rosenthal y
cols. 1991, no detectan colocalizacidn de hK1 con mK10 en dobles tinciones en los cultivos
primarios de queratinocitos de animales transgénicos para hK1 crecidos en alto calcio.

El conjunto de datos sugiere que el reducido nimeroc de ratones transgénicos
obtenido para el transgén de hK1 portan el transgén inactivo; es decir, que sélo nacen
aquellos que no tienen la capacidad de sintetizar el ARN o la protefna transgénica (al menos
en unos niveles detectables por los ensayos utilizados), lo que sugiere que la expresién de
hK1 en tipos celulares donde normalmente no est4 presente pueda tener algun efecto deletéreo
sobre el desarrollo del animal.

2.6. LETALIDAD EN LOS RATONES bK6B-hKI10 Y bK68-hKi. ANALISIS DE
EMBRIONES PORTADORES DEL TRANSGEN bK68-hK1

Los datos de generacion de ratones transgénicos con las construcciones que llevan el
promotor de bK6B se resumen en la tabla X. Igual que ocurria con los transgenes dirigidos
a capas basales de epidermis, los datos de eficacia de generacidén de animales transgénicos
son muy inferiores al 10-15% que cabe esperar: s6lo un 3.5% del total de nacidos portaban
el transgén bK6B-hK10, y un 2.7% de los nacidos portaba el transgén bK68-hK1. En este
caso, como se comentd anteriormente para los transgenes portadores del promotor bK5,
también se realizaron pruebas variando los factores que afectan a la integracién del transgén
en el genoma huésped sin obtener mejoras. El fondo genético (se utilizaron animales B6CF,
y B6D2F,) tampoco parece influir. Desconocemos la razén por la que la proporcién de
transgénicos obtenidos es tan baja; es posible que la sobreexpresion o la expresion ectépica
de los genes de hK1 y hK10 tengan efectos deletéreos durante el desarrollo embrionario del
ratdn.

Este argumento viene apoyado por Ia muerte prematura de los animales de las lineas
1295 y 1358 (las que integran un mayor nimero de copias y expresan el transgén de forma
genuinamente ectépica), mientras que las fundadoras son viables y fértiles probablemente
porque, como se ha mencionado, son mosaicos genéticos y de expresidn.

En ninguno de los transgenes de hK1 fue posible detectar ia expresion de la proteina
humana; una explicacién posible es que sélo hayan superado el desarrollo embrionario y
llegade a adultos aquellos animales que no expresaran el transgén o lo hicieran en muy pocas
células, por debajo del nivel de deteccién de las técnicas ensayadas. Con el fin de estudiar
el posible efecto deletéreo de estos transgenes, se realizaron microinyecciones con la
construccion bK68-hK1, y se extrajeron los embriones de las hembras transferidas a los dias

81



Resultados

13.5 y 15.5 de gestacion. Con el ADN obtenido de las membranas de Reichert se comprobé
los que habian integrado el transgén.

Aunque no se conoce el patréon de expresion de la queratina K6 durante la
embriogénesis de ratén, si existen datos parciales sobre la expresidn durante el desarrolio
embrionario de lacZ dirigido por las secuencias reguladoras de bK68 utilizadas en este trabajo
(Ramirez 1993) en las fechas en las que se interrumpié la gestacién. A los 13.5 d.p.c. se
detecta expresidn (tincin tenue y mosaico) en la regidn oral. A los 15.5 d.p.c esta expresion,
aunque mosaico, es mucho mds intensa y se extiende a otros epitelios tales como los foliculos
de las vibrisas, y zonas de piel de diferente localizacion.

Como se ve en la tabla X, un 15% y un 10.2% de los ratones analizados en los dias
de gestacion 13.5 y 15.5 respectivamente son transgénicos, ambas cifras muy superiores al
2.7% obtenido cuando se deja que el desarrollo embrionario llegue a término y crecen los
animales. Aunque el niimero total de embriones no es excesivamente alto, se observa que el
nimero de ratones transgénicos obtenido a dia 15.5 es inferior al obtenido a dia 13.5, de
acuerdo con la hipdtesis de un posible efecto deletéreo del transgén para estos animales
durante el desarrollo embrionario.

construccién n® hembras tamaiio transgénicos | eficacia | lineas | expresién
individuos | transferidas | medio de
camada
embriones:
bk63-hk1 60 8 7.5 9 15% - NA
13.54
bk6f-hk 1 39 7 55 4 10.2% - NA
15.5d
adultos:
bk6B-hk 1 180 31 5.8 5 2.7% 5 0
bk6B-hk1 169 26 6.5 6 3.5% ) 4

Tabla X, Obtencién de ratones transgénicos con las construcciones bK6B-hK10 (animales adultos) y bK6B-hK1
{adultos y embriones obtentdos a 13.5 y 15.5 dias del periodo de gestacidn. NA: no analizado

En la actualidad se estd llevando a cabo el andlisis de estos embriones para tratar de
encontrar anomalfas que expliquen la aparente letalidad de estos transgenes.

82



Resultados

2.7. ANALISIS DE LA EXPRESION INDUCIDA DEL TRANSGEN bK68-hK10

En situaciones de hiperproliferacion la queratina K6 se induce en los queratinocitos
epidérmicos hasta constituir una proteina mayoritaria. Su expresion se considera un marcador
de hiperproliferacién de piel (Weiss y cols. 1984), y de otras situaciones patoldgicas
(Sellheyer y cols. 1993) en las que se altera la diferenciacién del tejido.

Ramirez (1993), Ramirez y cols. (1995), demostraron la capacidad del fragmento 5’
de 9 Kb de la queratina bK68B de inducir Ia sintesis de lacZ en respuesta a diversos agentes
causantes de hiperproliferacion: aplicaciones tépicas de AR, TPA, procesos de cicatrizacidn,
procesos tumorales, también se induce su expresidn en cultivos primarios de queratinocitos.
El objeto de este estudio se centra en comprobar la inducibilidad del transgén debida a la
accion de distintos agentes con dos objetivos fundamentales: a) conocer el efecto de la sintesis
mayoritaria de proteina transgénica debida a la induccién en dreas hiperproliferativas, b)
como paso previo a Ja aplicacién de protocolos de carcinogénesis en piel de ratén, Las
queratinas mK1 y mK10 desaparecen progresivamente a lo largo de la carcinogénesis de piel,
no detectdndose en el estadio de carcinoma, lo que se ha interpretado como indicacién de que
estas queratinas pudieran ser incompatibles con estados de rdpida proliferacion. Haciendo uso
de la inducibilidad del promotor bK6B en estos tumores, es posible expresar en ellos la
queratina hK10 y estudiar los efectos de su presencia sobre la evolucién tumoral.

Se trataron tépicamente colas de animales adultos de las lineas 176 y 1357 con dosis
diarias de 30 ug de 4cido retinoico todo trans (AR) durante 14 dias, y con siete dosis a dias
alternos de 20 nmoles de 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA). Alternativamente se
aplicaron dos dosis de 20 nimoles de TPA en dias alternos en la piel del lomo. El tratamiento
continuo de la epidermis de la cola de ratdn con AR induce una hiperplasia generalizada y
conversién en ortoqueratética de la piel paraqueratética (Schweizer, 1987). El tratamiento con
TPA causa hiperplasia sin alterar el patrén alternante orto y paraqueratético caracteristico de
la cola de raton (Schweizer, 1987). En la piel del lomo, el TPA, conocido estimulador de la
actividad mitética de la epidermis, induce un aumento en la proliferacién celular y lleva a una
hiperplasia generalizada de la epidermis (DiGiovanni, 1992).

La expresidn del transgén en la piel de 1a cola y del lomo en animales no tratados
queda restringida a los foliculos pilosos (figura 21a y b). En la piel de la cola tratada con AR,
se observa expresion del transgén a lo largo de todo el epitelio (figura 24a); los tratamientos
en la piel de la cola con TPA inducen el transgén en las zonas ortoqueratoticas (figura 24b)
de forma similar a la induccidn del transgén bK6B-lacZ (Ramirez, 1993 ; Ramirez y cols.
1995). En la piel del lomo hiperplasica por efecto del TPA, se observa la proteina transgénica
a lo largo de todo el epitelio (figura 24c),
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Figura 24. Expresién inducida del transgén bK68-hK10 mediante tratamientos con 4cido retinoico en piel de cola
(@) y TPA en piel de la cola (b) y piel del lomo (c). Deteccién de la proteina transgénica hK10 mediante
inmunofluorescencias indirectas con el anticuerpo monoclonal AE2. a, b, Iinea 1357; ¢, linea 176. o: ortoqueratético;
p:paraqueratético. Barra, 30um.

Con todo ello podemos concluir que, de forma similar a lo que ocurre con la queratina
enddgena mK®o, y en el transgén derivado de lacZ, la queratina hK10 aumenta su expresion,
de forma inducible, en respuesta a diversos estimulos de origen quimico. Este dato resulta
de especial interés, al desarrollar protocolos de carcinogénesis quimica en piel de rat6n con
estos animales transgénicos (ver apartado 3).
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3. CARCINOGENESIS DE PIEL DE RATONES TRANSGENICOS QUE EXPRESAN
K10

Se ha desarrollado un modelo de ratones transgénicos, que es particularmente
adecuado para conocer los efectos de la expresién de la queratina K10 en carcinomas de
células escamosas de ratén, un tipo de tumor maligno en el que esta proteina desaparece,
convirtiéndose asi en un marcador de malignidad (Roop y cols. 1988). Basdndonos en las
caracteristicas de los promotores empleados en las construcciones microinyectadas, es posible
la induccién del transgén a lo largo de todo el proceso de malignizacion, bien en virtud de
1a inducibilidad de la queratina K6 en las condiciones de hiperproliferacién que se dan en los
tumores y por carcindgenos quimicos o promotores tumorales, o por la distribucidn de la
queratina K5 en los carcinomas de piel de ratén.

Se utilizaron ratones transgénicos F; hemicigotos C57BL/6xBalb/C,(o lo que es Io
mismo BO6CF,) machos y hembras de las 1{neas bK6B-hK10 176 y bK5-hK10 825, utilizéndose
como controles hermanos de camada no transgénicos de cada linea. Todos los animales se
sometieron a un protocolo de carcinogénesis completa a dosis muy altas de DMBA (ver
Materiales y Métodos). En ningtin caso se desarrollaron tumores de forma espontdnea. Todos
los tumores aparecieron en la piel de!l lomo de los animales, no desarrolldndose tumores en
otras localizaciones.

La tabla XI recoge la incidencia de carcinomas desarrollados en ratones transgénicos
de las lineas 825 y 176: un 87.5% (14 de 16) de los transgénicos bKS-hK10 y un 66.6% (10
de 15) de los transgénicos bK68-hK10, frente a un 73.3% (11 de 15) y un 85.7% (12 de 14)
de sus hermanos no transgénicos, respectivamente, desarrollaron carcinomas epiteliales (de
alguno de los estadios de la clasificacion de Lever) durante las 30 semanas de seguimiento
del tratamiento. La diferencia en la incidencia de tumores entre transgénicos y controles no
es significativa para ninguna de las dos lineas transgénicas estudiadas (aplicando una prueba
de contraste de hipétesis x> con un valor de significacién P <0.01).
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construccidén
bK5-hK10 bK6B-hK10
TG 14/16 (87.5%) 10/15 (66.9%)
NT 11/15 (73.3%) 12/14 (85.7%) |

Tabla XI. Incidencia de carcinomas en ratones transgénicos de las lineas 825 bK5-hK10 y 176 bK68-hK10 y en sus
hermanos no transgénicos a las 30 semanas de tratamiento con DMBA. TG:transgénico; NT: no transgénico.

El momento de aparicién de los carcinomas, comparando transgénicos y controles para
cada linea, viene reflejado en la figura 25. En ambos casos hay un retraso en la aparicién de
los carcinomas en los transgénicos respecto a los controles, mds acusado para el transgén
bK6B-hK10, si bien todos desarrollan finalmente tumores con incidencias parecidas. El
andlisis estadistico (aplicacion de los tests de Wilcoxon y Tuckey) revelé diferencias
significativas en la cinética de aparicién de carcinomas entre transgénicos y no transgénicos
portadores de la construccién bK68-hK 10 (con valores de significacion P <0.0004 y P <0.003
respectivamente), mientras que no se encontraron diferencias significativas entre los
transgénicos bK5-hK10 y sus hermanos de camada. No se observa ninguna correlacién entre
el momento de aparicién del carcinoma y el grado histolégico del mismo. Los machos y
hembras de ambos grupos respondieron al tratamiento de forma similar.

El nimero medio de carcinomas por ratén oscila siempre en torno a 1, no
aprecidndose grandes diferencias entre las distintas lfneas, ni entre transgénicos o controles.
El indice mds alto (1.5 tumores por raton), se obtuvo en los no transgénicos hermanos de
camada de los bK5-hK10, y el mds bajo en los no transgénicos controles para bK68-hK10.

Se obtuvieron secciones histologicas de todos los tumores desarroliados en los ratones
para su andlisis, diagnéstico y clasificacién. Fundamentalmentalmente se desarrollaron
carcinomas, los papilomas obtenidos fueron minoritarios, asi como algin queratoacantoma
u otras lesiones benignas. El estudio se centré en los carcinomas, considerados los mds
informativos para el objeto de nuestro estudio.

"
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Figura 25. Momento de aparicién de carcinomas en ratones transgénicos (TG), y hermanos de camada n
transgénicos (NT) de las lineas bK6B-hK10 176 (arriba), y bK5-hK 10 825 (abajo) tratados con DMBA.
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El andlisis histélogico reveld una amplia variedad de tipos histolégicos de acuerdo con
la clasificacion de Lever (Lever y Schaumburg-Lever, 1990), tanto en los transgénicos como
en los controles, tal como se refleja en la tabla XII. Tanto los ratones transgénicos bK68-
hK10 como los hermanos no transgénicos desarrollaron una proporcién mayor de tumores de
grado 1 y 2 (muy diferenciados) frente a los de grado 3 y 4 (poco diferenciados); en la linea
con la construccién bK5-hK10, los no transgénicos desarrollaron una proporcién mayor de
carcinomas diferenciados, mientras que en los transgénicos se desarrollaron proporciones
similares de todos los grados histoldgicos.

transgén n°ratones | n°ratones n’cc | n® grado histolégico

con tumores medic

(%) tumores

/ratén
1 2|3 4
bK5-K10 TG 16 14 (87.5) 18 1.28 5 5 5 3
NT 15 11 (73.3) 17 1.54 8 6 1 2
bK6B-K10 | TG 1S 10 (66.6) 1 1.1 216 2 1
NT 14 12 (85.7) 12 1 4 6 1 0

Tabla XII. Andlisis de los carcinomas epiteliales en ratones transgénicos bK5-hK10 de la linea 825 y bK6B-hK 10
de la linea 176 y hermanos no transgénicos tratados con DMBA. TG: transgénico; NT: no transgénico.

La expresion del transgén se detecta en cortes histolégicos seriados por
inmunohistoquimica, utilizando un conjugado de avidina-biotina peroxidasa como sistema de
deteccidn (figura 26E y 27F). Igualmente se realizan andlisis inmunohistoquimicos con los
anticuerpos policlonales RK1, RKS, RK6, RK13 (cedidos por el Dr. Roop) para detectar, por
su interés, la expresién de otras queratinas (figuras 26 y 27):

a) queratina mK1 (reconocida por el anticuerpo RK1). Esta queratina es la pareja natural de
K10y, por lo tanto, ambas se expresan en cantidades similares. Dado que ¢l anticuerpo RK10
utilizado para detectar hK10 transgénica también reacciona con la queratina murina, es
necesario estimar la cantidad de queratina mK| para, a través de ella, evaluar 1a contribucién
de mK10 y hK10 a la tincién obtenida con RK10. Como se observa {figuras 26D y 27E), y
de acuerdo con los datos de otros autores acerca de tumores de piel de ratén obtenidos
mediante protocolos de carcinogénesis quimica (Roop y cols., 1988; 1989), los carcinomas
examinados tienen muy baja expresion de la queratina endégena mK1, y por consiguiente,
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también de mK10. Por lo tanto, la tincién obtenida con RK10 en los tumores (figura 26E y
27F) se atribuye a la queratina hK10 transgénica.

b) queratinas mK5 y mK6. La distribucidn de estas queratinas (puesta de manifiesto con los
anticuerpos RKS y RK6, respectivamente) debe coincidir con la de hK10 en los carcinomas
de ratones portadores del transgén bK5-hK10 y bK68-hK10, respectivamente. Como se puede
comprobar (figuras 26B y C, 27C y D), y de acuerdo con la literatura existente (Roop y
cols., 1989), ambas queratinas se expresan ampliamente en los carcinomas, cambiando K5
su localizacion basal por otra diseminada en los tumores de grado mds alto (compdrense las
figuras 26B y 27C).

¢) queratina mK13. (reconocida por el anticuerpo RK13). Se considera un marcador de
progresion tumoral en la carcinogénesis de piel de ratén (Nischt y cols., 1988), siendo su
expresion abundante en los papilomas pero muy escasa 0 ausente en carcinomas. De acuerdo
con esto, la presencia de la queratina K13 era muy escasa o nula en nuestros carcinomas

(figura 27B).

La queratina hK10 transgénica estaba presente en los carcinomas de animales
transgénicos portadores de la construccién bK5-hK10 (figura 26E) y bK68-hK 10 (figura 26F).
Se detectd la presencia tanto de las queratinas endégenas como de la hK10 transgénica en
carcinomas de grados 1 a 3, mientras que los tumores muy poco diferenciados (grado 4) han
perdido la capacidad de expresar queratinas. La distribucién de la queratina hK10 transgénica
es coincidente con la de las queratinas endégenas mK5 y mK6, segiin el transgén ensayado
(compdrense las fipuras 26E con 26C y 27F con 27D) aunque se detecta generalmente con
menos intensidad y en localizaciones mds restringidas que las endégenas homdlogas de los
promotores que dirigen su expresion.
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Figura 26. Histologia y expresion de las queratinas K5, K6, K1 y K10 en un carcinoma escamoso-celular de grado
3 de un ratén transgénico bKS-hK10. La clasificacidn histolgica se realizé siguiendo los criterios de Lever y
Schaumburg-Lever (1990) tal como se describe en Materiales y Métodos. H.E: hematoxilina-eosina. La deteccién
de las distintas queratinas (K5, K6, K1, K10) se realizé mediante técnicas inmunohistoquimicas en cortes seriados

utilizando los anticuerpos policlonales RK5, RK6, RK1 y RK10 respectivamente. Barra, 13um.

90



Resultados

Figura 27. Histologia e inmunodetecci6n de las queratinas K13, K5, K6, K1 y K10 en un carcinoma de células
escamosas celular de grado 1 de un ratén transgénico bK68-hK10. La clasificacién histoldgica se realizé tal como
se describe en Materiales y Métodos. H.E: hematoxilina-eosina. La deteccién de las distintas queratinas (K13, K5,

K6, K1, K10) se realizé6 mediante técnicas inmunohistoquimicas en cortes seriados utilizando los anticuerpos
policlonales RK13, RKS, RK6, RK1 y RK10 respectivamente. Barra, 13um.
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Para confirmar los datos aportados por la inmunohistoqufmica, se analizé por Western
blot de extractos proteicos de queratinas de tumores la presencia de la protefna transgénica.
Se detecté queratina K10 sélo en los carcinomas de animales transgénicos (figura 28).

NT 1786 MNT 825 TG 178 TG B2E

x‘l"’“ e K10

Figura 28. Andlisis por Western blot de la expresién de la proteina K10 en carcinomas de ratones transgénicos bKS-
hK10 y bK68-hK10 y hermanos de camada tratados con DMBA. La inmunodeteccién de la queratina K10 se realizé
con el anticuerpo RK10. En los distintos carriles se cargaron las siguientes muestras de extractos de queratinas: C:
cultivos primarios de queratinocitos de ratén de una linea que expresa hk10; NT 176: ratén no transgénico de la linea
176; NT 825: ratén no transgénico hermano de camada de la linea 825; TG 176: ratén transgénico de la linea 176;
TG 825: ratén transgénico de la linea 825.

Tanto los datos inmunohistoquimicos como los aportados por los Western blots
demuestran la presencia de la queratina hK10 en los carcinomas de células escamosas de los
animales transgénicos. Su presencia hasta en los estadios en que se mantienen las
citoqueratinas en el citoplasma celular no parece alterar ni el nimero ni el grado histoldgico
de los tumores obtenidos, sin embargo si es responsable en los transgénicos bK68-hK10 de
un retraso significativo en el momento de aparicién de los mismos. En los transgénicos bK5-
hK10 no se produce este fenémeno, probablemente debido a que la cantidad de protefna
transgénica expresada en estos tumores es menor que la expresada en los tumores de la
construccién bK68-hK10 (figuras 26, 27 y 28). Adem4s, hay que tener en cuenta que, debido
a su larga duracién los protocolos de carcinogénesis quimica en piel de ratén se han realizado
en lineas que portan pocas copias del transgén, lo expresan en menor cantidad que las lineas
que integran un alto niimero de copias, y no desarrollan alteraciones fenotipicas. Debido a
esto no podemos descartar que los resultados de estos experimentos no fueran diferentes en
el caso de poder usarse las lineas con mds alta expresién del transgén.
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La sobreexpresidn o expresién ectopica de una proteina en ratones transgénicos s una
herramienta util para el estudio de la funcidn de la proteina ensayada. Los estudios de funcién
pueden realizarse por ganancia de funcidn (sobreexpresién o expresion ectdpica) o por pérdida
de funcién (expresion de formas mutadas que actiian como dominantes negativos, inactivacién
del gen por recombinacién homdloga). A pesar de los avances ocurridos en los tltimos afios
en el conocimiento de la(s) funcién(es) que desempeiian las queratinas, el conocimiento de
este aspecto de estas proteinas, y del resto de los FI, es todavia limitado. La informacién de
que disponemos en la actualidad sobre el efecto de la inactivaciéon de una queratina
epidérmica por recombinacién homéloga se restringe a la queratina K14 (Lloyd y cols.,
1995), y produce en los ratones transgénicos lesiones similares a las que sufren los pacientes
de EBS. Por otra parte, la expresién de formas mutadas de genes de queratinas basales y
suprabasales en la piel de ratones transgénicos reproduce las patologias humanas causadas
por mutaciones en esos mismos genes (Vassar y cols., 1991; Fuchs y cols., 1992). Estas
observaciones han sido fundamentales para establecer que la ausencia de un citoesqueleto de
queratinas propiamente organizado causa fragilidad en las células epidérmicas y que, por lo
tanto, estas queratinas estdn implicadas en conferir resistencia mecdnica a este epitelio vy,
probablemente a otros. Sin embargo, otros datos sugieren que, a parte de esta funcién de tipo
estructural, las queratinas podrian estar implicadas en otros tipos de funciones. Asf, por
ejemplo, la inactivacién del gen de la queratina K8 por recombinacion homéloga produce
letalidad embrionaria a partir del dia 12 de desarrollo debido a la falta de una adecuada
funcién del higado fetal como 6rgano hematopoyético (Baribault y cols., 1993). Por otro lado,
la expresidon constitutiva en piel interfolicular de cantidades relativamente bajas de la
queratina K16 induce hiperproliferacién en epidermis de ratones transgénicos (Takahashi y
cols., 1994),

La realizacién de los experimentos descritos en esta memoria se decidié en funcién
de dos tipos de argumentos:

a) Al ser las queratinas K1 y K10 caracteristicas de células suprabasales diferenciando
terminalmente, su expresion forzada en tipos celulares (como las células basales, o
suprabasales de epitelios internos como lengua o eséfago) o en procesos (como la
carcinogénesis) en los que normalmente no se expresan podria aportar informacién sobre la
funcién de estas protefnas.

b) La existencia en el laboratorio de un menti de promotores de genes de queratinas
minuciosamente caracterizados en ratones transgénicos, que permitia abordar estas elaboradas
manipulaciones genéticas.

Los resultados obtenidos, que se discuten a continuacion, demuestran que la alteracién
en el patrén de expresion de estas queratinas conduce a letalidad embrionaria (total para la
queratina K1 y parcial para la queratina K10) y a graves y complejos fenotipos en los
animales nacidos. Estos fenotipos indican claramente que la queratina K10 estd implicada en
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procesos fundamentales de la funcién y diferenciacion epiteliales y sugieren que la cuidadosa
expresion diferencial de las queratinas durante la embriogénesis y en los tejidos adultos no
es un mero accidente evolutivo sino que estd asociada a la diversidad estructural y funcional
de los tejidos epiteliales.

1. EXPRESION DE LA QUERATINA K10, CARACTERISTICA DE ESTRATOS
EPITELIALES DIFERENCIADOS POST-MITOTICOS, EN CAPAS BASALES
PROLIFERATIVAS,

En este apartado se discuten los resultados obtenidos con un modelo animal en el que
se dirige la expresion de una queratina epidérmica caracteristica de capas suprabasales (K10)
al lugar de expresion de una queratina epidérmica caracteristica de capas basales (K5). In
vivo, la sintesis de las queratinas de capas basales y de aquellas especificas de diferenciacién
son fendmenos mutuamente excluyentes.

Las alteraciones observadas muestran que la expresidn correcta de las proteinas que
constituyen los FI de queratinas del citoesqueleto es de importancia critica para el
cumplimiento normal de la funcién de determinados tipos celulares. Este hecho estd en
concordancia con otras observaciones en que alteraciones en el programa de expresién normal
de queratinas tienen como resultado alteraciones en las funciones celulares de los tejidos
donde se expresan en ratones transgénicos: Asf, la expresion ectépica de la queratina hK1
(pero no hK10) en las células B de pdncreas conduce a una forma de diabetes. En estos
ratones hK10 se aloja en las células pancredticas y es compatible con la funcién celular,
mientras que los ratones que expresan hK1 sola 0 en combinacion con hK10 desarrollan una
forma de diabetes debido a la reduccidn en el tiempo de vida de las células B, y la
disminucién de su funcién secretora de insulina (Blessing y cols., 1993). La sobreexpresion
de la queratina K8 humana tiene efectos fisiopatoldgicos: los ratones transgénicos que integran
un alto nimero de copias del transgén, y por tanto expresan elevadas cantidades de proteina
humana presentan un fenotipo de pequefio tamaiio y pelo erizado, alteraciones en la hip6fisis
y disfuncién pancredtica (Casanova, 1994; Casanova y cols., 1995). La anteriormente
mencionada sobreexpresidn de hK16 tiene como consecuencia la queratinizacion aberrante de
la VRE y epidermis proximal, hiperproliferacién, acantosis e hiperqueratosis (Takahashi y
cols., 1994), La expresién ectdpica de la queratina epidérmica hK14 en hepatocitos provoca
una alteracidn de la red de filamentos enddgenos de K8/K18, conduce a acumulacién de
glucoégeno y produce lesiones histopatoldgicas en el higado (Albers y cols., 1995). Estos
resultados obtenidos in vivo, contrastan con estudios anteriores en los que la expresién de
queratinas en cultivos celulares no altera la morfologia o supervivencia celular (Albers y
Fuchs 1987, 1989; Doumenjoud y cols., 1988,; Kulesh y Oshima, 1988; Lersch y cols.,
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1989; Blessing y cols., 1989; Lu y Lane, 1990; Bader y cols., 1991). Dadas las limitaciones
de los cultivos celulares para abordar el estudio de la funcién de las queratinas, recalcamos
la necesidad del uso de ratones transgénicos para poder cumplir estos objetivos.

A diferencia de otros trabajos en los que el andlisis ultraestructural de la
sobreexpresion 0 expresion ectdpica de queratinas en ratones transgénicos revela alteraciones
en la red de FI de queratinas (Blessing y cols. (1993), describen la presencia de haces de
filamentos en el citoplasma y en el niicleo de las células B del pancreas, con frecuencia en
el caso de hK1 y, muy raras veces en el caso de hK10; Takahashi y cols. (1994) observan
en la epidermis lesionada por la presencia de hK16 una desorganizacién de la red de FI,
presencia de pequenos agregados de queratinas y ausencia de anclaje de filamentos a
desmosomas; Albers y cols. (1995) describen en los hepatocitos portadores de hKi4 la
acumulacién de glucégeno, formacién de estructuras similares a agregados de queratinas y
en algunos casos rompimiento de la red de queratinas y pérdida de los filamentos del
citoplasma), o las mutaciones en genes de queratinas causantes de determinadas patologias
caracterizadas por queratinocitos con alteraciones ultraestructurales en las redes de los
filamentos que los forman (redes de FI desorganizadas, estructural y funcionalmente
defectuosas; revisado en Fuchs, 1994; Anton-Lamprecht, 1994), no hemos encontrado
alteraciones en la red de los filamentos de queratinas en la piel del lomo de ratones
transgénicos con alteraciones fenotipicas. Si bien los estudios ultraestructurales son todavia
muy preliminares, es posible que la acumulacidn de la protefna que se expresa de forma
ectopica (hK10) en las células en las que se expresa (células del estrato germinativo),
conduzca a alteraciones en la estructura celular y en la funcién aunque no se hayan
encontrado alteraciones en la red de FI. Un andlisis mds detallado de la ultraestructura en
otros érganos en los que se expresa K10 en capas basales o de forma genuinamente ectépica
(en ausencia de expresidon de mKS5), aportard mds datos sobre las redes de FI de queratinas
en las células que expresan la proteina transgénica y su relacion con los fenotipos observados,
si es que la hubiere.

1.1. Posible papel de la queratina K10 en la diferenciacién de epitelios
estratificados

En este trabajo se muestra un modelo animal de ratones transgénicos en el que la
expresion ectdpica de una queratina epidérmica, caracteristica de capas suprabasales, en capas
basales de epidermis (y otros epitelios) altera el programa normal de la diferenciacién epitelial
y conduce a diversas anomalfas histopatoldgicas y funcionales en varios tejidos. Aunque
desconocemos las bases moleculares y/o los mecanismos celulares que las provocan, los
resultados indican que existe una relacién entre la cantidad de proteina expresada y la
severidad fenotipica observada.
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Se observa en la piel del lomo de los ratones transgénicos bK5-hK10 que integran un
alto nimero de copias una amplia proporcién de queratinocitos basales con rasgos tipicos de
c€lulas diferenciadas (morfologia de células muy aplanadas, de aspecto escamoso, incluso
fusiformes), presentando esta piel una marcada hiperqueratosis ortoqueratdtica (aumento
excesivo de la capa cdrnea acelular), asociada a una atrofia del resto del estrato espinoso y
ausencia del estrato granuloso (figura 14b, d); en los epitelios internos (es6fago, estémago},
se observa un importante engrosamiento de los estratos licidos. De estos datos se infiere que
en estos epitelios que expresan la queratina K10 transgénica en las capas basales (figura 8a,
f, ), se produce un fuerte aumento del estrato cdrneo (estrato de la epidermis caracteristico
de la diferenciacion terminal), o del estrato llicido (estrato diferenciado propio de dreas muy
queratinizadas) sin que haya, en la piel del lomo, un estrato granuloso intermedio; lo que
sugiere un trdnsito muy répido de la célula basal, que expresa la K10 transgénica, a las capas
mds diferenciadas de los epitelios. En estos epitelios no se observa ninguna alteracion en la
expresion de otras queratinas epidérmicas enddgenas (no mostrado), por lo que las
alteraciones observadas en la diferenciacién ocasionadas por la presencia de la queratina
transgénica hK10 en capas basales no interfieren en la sintesis y expresién de otras
queratinas. Aun siendo preliminares, los andlisis ultraestructurales confirman lo observado
con la microscopia Optica (ausencia de granulos de queratohialina y de un estrato granuloso).
Presumiblemente, la presencia de la queratina transgénica hK10 en las capas basales de
epidermis transmite una senal a las células que la expresan que las hace diferenciarse de
forma acelerada, sin apenas un transito en los estratos intermedios de la epidermis, sugiriendo
para la queratina K10 un papel activo en la diferenciacién epidérmica.

Durante el crecimiento y regeneracion de la epidermis una gran proporcién de células
basales proliferan en respuesta a una serie de factores de crecimiento (tales como el TGFa
entre otros muchos, véase Introduccion). A medida que estas células se diferencian, la
produccion de otros factores por las células suprabasales, como los miembros de la familia
del TGF-8, podria blogquear la proliferacién e inducir la diferenciacion de las células basales.
De esta forma se mantendria el equilibrio entre los compartimientos proliferativos y en
diferenciacién de la epidermis. (Fuchs, 1990; Drozdoff y cols., 1994). La presencia de la
queratina K10 en las capas basales no parece bloquear la proliferacién en el estrato
germinativo (figura 16), y sin embargo si parece responsable del grado de diferenciacién de
los epitelios en que se expresa, sugiriendo un papel importante en la diferenciacién. La
expresion de K10 en las células basales podria estimular la secuencia de procesos que
determinan la diferenciacién epidérmica desde las células en que se estd expresando.

Curiosamente el efecto fenotipico observado en los ratones se hace patente en la

epidermis que recubre el cuerpo de los animales, siendo la piel de cola y piel plantar
histolégicamente normales. Desconocemos las razones que subyacen a esta especificidad
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relativa. Probablemente sea debido a que existen diferencias entre estos tipos de piel:
diferencias histolégicas (nimero de capas celulares que los conforman, nimero y tipo de
gldndulas, presencia de foliculos pilosos en distinta proporcién), diferentes tipos de
queratinizacién, expresién diferencial de algunas queratinas, etc. En la epidermis, €l proceso
de diferenciacién epidérmica es responsable del mayor o menor grado de queratinizacion,
cuya funcién reconocida es la formacién de un estrato cérneo protector frente a una gran
variedad de agentes, incluyendo microorganismos patdgenos, erosiones externas y agentes
quimicos nocivos. Asf, un engrosamiento del estrato cérneo forma parte del mecanismo de
defensa natural de la epidermis, particularmente en condiciones en las que esta barrera corre
peligro, tales como heridas, infecciones, ¢ enfermedades de la piel en las que el programa
de diferenciacién se ha alterado.

1.2. {Es realmente el fenotipo debido a la expresién del transgén?

Los animales portadores de un niimero elevado de copias del transgén bK5-hK10
presentan muiltiples lesiones, que afectan de forma severa a diversos tejidos y 6érganos,
algunas de las cuales se caracterizan por su gran complejidad. Podemos considerar que estas
lesiones se producen como consecuencia de la expresidn de hK10 ya que diferentes lineas de
ratones transgénicos bK5-hK 10 muestran el mismo fenotipo; sin embargo en algunos de los
tejidos analizados no se ha encontrado una correlacién directa entre la expresion del transgén
y la lesién observada, es decir, se han observado lesiones graves en tejidos en los que no se
ha detectado expresion del transgén (médula espinal, células sanguineas) y viceversa, tejidos
con expresién genuinamente ectdpica de la proteina transgénica (alveolos pulmonares, tubos
colectores renales) que no manifiestan alteraciones morfoldgicas. Probablemente el desarrollo
simultdneo de varias y tan complejas alteraciones fenotipicas y funcionales, con mdltiples
patologias asociadas, no son solamente el resultado de la presencia de un gen extrafio.
Aunque en el momento actual no podemos explicar todos los mecanismos que desencadenan
estas manifestaciones patoldégicas, en este apartado intentamos relacionar las lesiones
observadas, la presencia del transgén y las manifestaciones clinicas que presentan los
transgénicos bK5-hK10.

Exteriormente se reconoce a los ratones transgénicos bK5-hK10 por su pequefio
tamano, temblor fino, y paresia que afecta principalmente a ias extremidades posteriores.

Es posible que la hiperqueratosis observada en el estémago aglandular no permita el
correcto procesamiento del alimento durante la digestidn y contribuya al pequefio tamafio
observado en los ratones transgénicos, lo que, asociado a la deficiencia inmunolégica que
presentan, responsable de una mayor susceptibilidad a las infecciones,pueda determinar un
retraso en el crecimiento.
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La fuerte expresién de la queratina K10 observada en las células reticulares del timo
(figura 9b), tanto en la regién cortical como medular, presumiblemente impide la
preservacién adecuada de los linfocitos T en el timo (figura 141) a la espera de su salida a
sangre circulante para adquirir la inmunocompetencia, siendo fagocitadas de forma prematura
por los macréfagos. En el timo normal, la gran mayorfa de la poblacién celular de la regién
cortical estd formada por linfocitos (figura 14k). Las células reticulares corticales sostienen
y protegen los linfocitos que proliferan y se diferencian en esta localizacion histoldgica, donde
estdn protegidos de la influencia de las macromoléculas circundantes, lo que constituye la
base estructural de la barrera hematotimica para los antigenos. La deplecién de linfocitos
observada en ¢l timo de los ratones transgénicos podrfa ser la consecuencia de una alteracidn
en la barrera hematotiinica por la expresién ectépica de hK10 en las células reticulares,
llevando a la degeneracién de los linfocitos antes de su diferenciacién. La linfocitopenia
resultante conduce a un estado de inmunodepresién en los transgénicos bK5-hK10 que les
hace especialmente vulnerables frente a agentes patdgenos externos, lo que explicaria los
casos encontrados de encefalitis y las muertes por goteo irregular, todas ellas producidas en
edades muy jovenes. Asimismo la falta de linfocitos T circulantes, de forma indirecta,
determina una disminucién de los linfocitos B, ya que estos tltimos requieren de la
participacién cooperativa de los linfocitos T para llevar a cabo la respuesta inmunolégica
mediada por anticuerpos.

Por otro lado, se ha observado en muchos de los transgénicos analizados gangrena
seca como consecuencia de una trombosis multiple en la circulacién terminal de érganos
distales como las orejas (figura 14h). Una de las causas que podria explicar esta lesién seria
un proceso de coagulacidn intravascular diseminada o lesiones en la pared vascular. En
cualquiter caso es muy probable que a su vez, estas alteraciones circulatorias sean
responsables de los trastornos nerviosos y motores observados en los transgénicos bK5-hK10.
La formacién de trombos muy posiblemente tenga su causa en la deshidratacién de los
individuos a través de la piel tan fina. A este respecto hemos de sefialar que los animales
presentan rasgos clinicos de deshidratacién grave, aunque por el momento no se ha realizado
un fest de coagulacién, ni se ha evaluado la pérdida de agua a través de la barrera
epidérmica.

La degeneracién de neuronas motoras observada en la médula espinal (figura 14d),
tiene probablemente su origen en la isquemia debida a los problemas en la vascularizacién
sanguinea. Secundariamente esta degeneracién neuronal seria responsable de la degeneracion
observada en los nervios (cidtico) y la consigutente falta del desarrollo muscular, lo que
explicaria la paresia y los trastornos motores que distinguen a los ratones transgénicos de sus
hermanos de camada.
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Los plexos coroideos intervienen en la sintesis y renovacién constante del liquido
cefalorraquideo cuya misién es la proteccién del sistema nervioso frente a contusiones y
lesiones mecdnicas, siendo importante para su metabolismo. Los grinulos de queratina
transgénica observados en el revestimiento epitelial de los plexos coroideos (figura 9f),
probablemente impidan su desarrollo (figura 141) e interfieran en la correcta realizacién de
sus funciones. En este caso la expresién de una queratina de tipo I, en gran exceso en
relacién a queratina enddgena de tipo II, produce una agregacién de protefna que interfiere
con la organizacién normal de los FI.

Se ha mencionado la hipertrofia observada en los acinos pancredticos que rodean a los
islotes de Langerhans (figura 14b), la region mejor vascularizada del pincreas. Posiblemente
la presencia de la proteina transgénica hK10 induzca hiperactividad en las células acinares,
y se manifieste solamente alrededor de los islotes debido a que los problemas en la
vascularizacidn ya mencionados que presentan los animales transgénicos dificultan el aporte
sanguineo en los acinos mds alejados de los islotes. Los ratones transgénicos bK5-hK10
presentan expresion del transgén exclusivamente en el pdncreas exocrino (en pequefios
conductos de secrecidn y células secretoras), sin que se haya observado expresién o alteracién
morfolégica en los islotes de Langerhans. Blessing y cois., (1993) describen una forma de
diabetes caracterizada por una reduccidn en el niimero de vesiculas secretoras de insulina en
ratones transgénicos que expresan la queratina hK1 (sola o en combinacién con su pareja
hK10) en células pancredticas. Sorprendentemente este efecto es especifico de la queratina
hK1, ya que hK10 por sf sola no lo produce; en este trabajo se describen miiltiples
alteraciones en varios érganos, originados por la expresién de la queratina hK10 como tinico
transgén.

Podemos enumerar algunos epitelios simples en los que la proteina transgénica se
expresa de forma ectSpica sin que se hayan observado alteraciones morfoldgicas en los
Organos que los constituyen (estémago glandular, pulmén, higado o rifién). En estas
localizaciones se ha detectado colocalizacidn de la proteina transgénica hK10 con la queratina
enddgena mK3, por lo que presumiblemente el producto del transgén se ha integrado en el
citoesqueleto formando filamentos con K8 sin alterar la funcion normal de estos 6rganos.

De los resultados obtenidos, podemos concluir que se necesita un nivel minimo de
expresion de la queratina hK10 transgénica para producir efectos sobre la fisiologia, ya que
los ratones que han integrado un niimero bajo de copias y expresan el transgén en menor
cantidad (es el caso de las lineas 665 y 825) se desarrollan con normalidad. A pesar de ello,
la cantidad de protefna transgénica suficiente para producir un fenotipo muy grave en los
animales no debe ser muy alta, comparada con los niveles de queratinas enddgenas, ya que
no se ha podido visualizar el producto del transgén en geles de proteinas tefiidos con azul de
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Coomasie {resultados no mostrados).

Es posible que las lineas de ratones transgénicos aqui analizadas sean una excepcién,
y se trate de aquellos animales que, por razones que desconocemos, escapan a la muerte, ya
que los resultados reflejados en la tabla VII nos permiten deducir que un niimero elevado de
copias funcionales del transgén podrian ser letales durante el periodo embrionario, de la
misma forma que un porcentaje de los ratones que tienen inactivado el gen de la queratina
K8 escapan al defecto embrionario y sobreviven al nacimiento (Baribault y cols., 1993).

1.3. Expresién genuinamente ectépica

El andlisis de otros tejidos en los que normalmente el promotor es inactivo, (tablas III
y IV) revela evidencia adicional de que la protefna hK10 transgénica se regula adecuadamente
en los ratones transgénicos en las lineas con bajo niimero de copias y expresidn moderada,
no cumpliéndose este hecho en las lineas que han integrado un nimerc mayor de copias,
expresan mayores cantidades del transgén y presentan alteraciones fenotipicas. La
reproducibilidad de los datos de esta expresidn genuinamente ectdpica (fuera de los lugares
de expresién del gen endégeno mKS5) en tres lineas de ratones transgénicos hace facilmente
descartable la posibilidad de que la expresion se deba a un efecto de posicién reflejando la
accion de algiin elemento actuando en cis en el sitio de integracién,

La expresion genuinamente ectépica en los transgenes de alto nimero de copias
podria corresponder a localizaciones con bajos niveles de expresion de la queratina mkS;
desconocemos si la expresion del transgén en tejidos en los que el promotor es inactivo es
promiscua o si niveles muy bajos de expresion de la queratina KS tienen lugar en estos tejidos
0 en algunas de las células que los conforman, como se ha descrito para la expresién ectdpica
de la queratina K8 (Casanova y cols., 1995).

Alternativamente, la ausencia de determinados elementos de control en la secuencia
de bK5 ensayada, tales como silenciadores que queden fuera de las 5.2 Kb de bKS5, podria
explicar la expresion ectépica observada en las lineas que manifiestan alteraciones fenotipicas.

Por otra parte el fendmeno de la expresién genuinamente ectdpica es relativamente
frecuente en ratones transgénicos. Asi, se han descrito "nuevos" patrones de expresion en
tejidos u 6rganos fuera del control del promotor: Behringer y cols., (1988) explican la
expresién ectdpica fuera de los lugares de expresion del gen enddgeno correspondiente al
promotor debido a la generacién de nuevos elementos reguladores por la yuxtaposicidn de las
secuencias del promotor y el gen. Los ratones transgénicos en 1os que el factor de la hormona
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de crecimiento 1 dirige la expresién del antigeno T, expresan el transgén en los tumores de
intestino pero no en el tejido adyacente no tumoral; los autores sugieren que sélo una
poblacidn de células estd afectada (Lew y cols., 1993). Keough y cols., (1995) describen la
expresién no folicular del antigeno T en ratones transgénicos en los que este gen se encuentra
bajo el control de un promotor de una queratina de pelo, probablemente debido a la ausencia
de elementos reguladores en las secuencias utilizadas para dirigir expresion.

2. EXPRESION ECTOPICA DE LA QUERATINA K10 EPIDERMICA BAJO EL
CONTROL DE K6

2.1. La expresién de la queratina 10 humana bajo el control de bK68 produce
alteraciones en diversos epitelios

En este apartado de la presente memoria se discuten los resultados obtenidos con los
ratones transgénicos en los que se dirige la expresion de la queratina K10 humana,
caracteristica de la diferenciacidn epidérmica y de expresién circunscrita a células
postmitéticas, bajo el control de la queratina bK6B, de expresidén constitutiva restringida a
ciertas localizaciones como lengua, paladar, epitelio oral y VRE de foliculos pilosos. Los
resultados obtenidos revelan que tanto en la piel como en otros tejidos epiteliales de los
ratones transgénicos examinados, el gen de la queratina K10 humana bajo el control de bKé8,
se regula adecuadamente (figura 21) en las lineas que han integrado un nimero de copias
moderado del transgén. En estas lineas no se detecta ninguna lesién, ni alteracién en los
tejidos analizados con expresion del transgén. Sin embargo, en contraste con esto, los ratones
transgénicos que han integrado un niimero mayor de copias del transgén se identifican por la
presencia de lesiones epiteliales caracterizadas por una hiperplasia de las capas suprabasales
del epitelio, seguidos de degeneracién y necrosis, que se manifiestan principalmente en la
regién oral.

Las lesiones son coincidentes con la expresion de la hK10 transgénica, y se localizan
en las dreas en las que el gen endégeno homdlogo del promotor {mK6) se expresa de forma
constitutiva (Schweizer, 1992), tales como epitelio lingual, del paladar, gingival o del
estémago, y sélo de forma genuinamente ectdpica se ha encontrado expresién del transgén,
y también lesién que se manifiesta por hiperqueratosis, en la epidermis interfolicular de la
piel del lomo.

Dado que la queratina K6 se induce en determinadas condiciones (Weiss y cols.,

1984), que incluyen estimulos mecénicos, o incluso la propia hiperproliferacién del epitelio
lesionado que expresa el transgén, el crecimiento progresivo observado en las lesiones es
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consistente con la induccién de la expresion de la queratina mK6, y de forma concomitante
en los ratones transgénicos, de la queratina hK10. La presencia de esta proteina anémala en
cantidades no tolerables para el funcionamiento normal del epitelio es la responsable de los
trastornos observados, que tienen como consecuencia la degeneracién epitelial. La severidad
del fenotipo, que se correlaciona con importantes cambios histolégicos que afectan a la
arquitectura del tejido, viene determinada por el nimero de copias del transgén integrado.

En los recién nacidos bK6B-hK10 portadores de un nimero alto de copias del
transgén, la alta tasa de proliferacién (observada en forma de hiperplasia) y la expresién de
la queratina K10, presumiblemente conducen a la formacion de la leucoplasia, degeneracién
del epitelio y posterior necrosis en lengua, paladar y epitelio gingival, asi como a
hiperqueratosis en piel y estdmago, alteraciones siempre coincidentes con la expresion de
queratina K10 transgénica.

Es interesante destacar la coincidencia en varias de las lesiones que presentan los
pacientes diagnosticados de paquioniquia congénita (PC) y los ratones bK6B8-hK10. Los
individuos con PC (enfermedad originada por mutaciones en las queratinas K6, K16 y K17
(Bowden y cols., 1995; McLean y cols., 1993) presentan leucoqueratosis orales, moderada
hiperqueratosis y acantosis en la epidermis plantar, con un estrato licido prominente, y
reduccion en zonas de la capa granular; asimismo también pueden observarse anomalfas en
los dientes al nacimiento. Al igual que ocurre en los recién nacidos bK68-hK10, en los
individuos con PC hay una relacion entre la agresion fisica recibida y el desarrollo de las
lesiones. Presumiblemente, en estos individuos la expresién de grandes cantidades de formas
mutadas de K6 o K16, es responsable de las lesiones. Sin embargo, con los datos de que
disponemos en la actualidad no podemos concluir que la mutacién de las queratinas hK16 y
hK17 y la expresidén ectdpica de la queratina hK 10 dirigida por el promotor bK60 tengan los
mismos efectos para los individuos que portan la mutacién o el transgén.

La epidermis interfolicular de los recién nacidos transgénicos que integran un alto
ntimero de copias expresa de forma continua la proteina transgénica hK10 (figura 22g),
mientras que s6lo una parte de las células basales de epidermis expresa la queratina K6. Esta
expresion aparentemente discordante podria explicarse teniendo en cuenta que la epidermis
en ratones recién nacidos es hiperpldsica, por lo que el promotor del transgén podria ser
activo en este momento. Por otro lado, se ha descrito que la queratina K6 se regula a niveles
de la transcripcion y la traduccidon (Tyner y Fuchs 1986), por lo que cabe la posibilidad de
que algiin factor implicado en la represién del gen o ARNm de K6 fuera insuficiente en estos
transgenes de alto nimero de copias, conduciendo asi a una expresion inadecuada, que
estamos dando en llamar genuinamente ectdpica (fuera de los lugares de expresion
correspondientes al gen enddgeno mK6), en la epidermis interfolicular.
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Los datos obtenidos tanto de la expresién de hK10 en capas basales, como dirigida por
el promotor de bK68 (hacia capas suprabasales) proporcionan dos buenos ejemplos para
demostrar que la sintesis de una queratina "equivocada" y "en grandes cantidades” tiene como
resultado serias anomalias (funcionales), y ponen de manifiesto la gran sensibilidad de las
células epiteliales a alteraciones en el programa normal de diferenciacion terminal. De forma
implicita a la estrecha correlacién entre la expresién de queratinas y la diferenciacién
epidérmica se encuentra la importancia fundamental de la expresidn especifica de los FI en
la funcién de los tejidos.

3. (SON LAS QUERATINAS INTERCAMBIABLES?

El significado funcional de la multiplicidad de las queratinas no se ha resuelto. Las
propiedades de ensamblaje de los pares de queratinas difieren, como también las interacciones
con las proteinas asociadas. Los miembros de la familia de proteinas de las queratinas se
expresan siguiendo patrones caracteristicos muy especificos, tanto a nivel celular, tisular, a
nivel de drgano o durante la embriogénesis. Esta compleja regulacién nos hace preguntarnos
si los miembros individuales de la familia de las queratinas son funcionalmente especificos
o intercambiables. Los resultados obtenidos con los experimentos realizados en este trabajo,
en los que la expresidn en la piel de ratones transgénicos de una queratina epidérmica (hK10)
produce alteraciones epidérmicas severas nos permitiria concluir que las queratinas son
proteinas muy especificas, no intercambiables desde el punto de vista funcional. Este
argumento vendria apoyado por los trabajos de Powell y Rogers, (1990) en los que la
sobreexpresion de una queratina de pelo de oveja produce pelo frdgil con ciclos de caida y
nuevo crecimiento; Takahashi y cols., (1994) en los que la sobreexpresion de hK16 produce
lesiones epidérmicas, y Casanova (1994), que describe efectos fisiopatoldgicos en ratones
transgénicos como consecuencia de la sobreexpresion de hKS.

4. EXPRESION FORZADA DE QUERATINA K10 EN CARCINOMAS EPITELIALES
DE RATON

La capacidad de dirigir la expresién de proteinas de interés a epidermis en ratones
transgénicos ha aumentado la posibilidad de generar modelos in Vvivo para analizar
minuciosamente los mecanismos moleculares que subyacen a la diferenciacién y
carcinogénesis; los ratones transgénicos bKS5-hK10 y bK68-hK10 constituyen un modelo
experimental en el que virtualmente la expresién de la queratina K10 se mantiene durante el
proceso completo del desarrollo tumoral, dadas la caracteristicas de los promotores que
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dirigen su expresidn.

Se ha sugerido la existencia de al menos dos poblaciones diferentes de células durante
los estadios iniciales de la carcinogénesis que dan lugar a diferentes poblaciones de papilomas
(Hennings y cols., 1985); los papilomas de alto y bajo riesgo se pueden distinguir por la
presencia/ausencia de una serie de marcadores fenotipicos (Glick y cols., 1993; Tennenbaum
y cols., 1993; Yuspa, 1994; Sundberg y cols., 1994). Los papilomas de bajo riesgo presentan
las queratinas suprabasales caracteristicas de la diferenciacién, mientras que los de alto riesgo
se distinguen por la ausencia de las mismas, utilizdndose asf su presencia/ausencia como
marcador de malignidad que correlaciona la pérdida de estas queratinas con la progresién a
la malignizacién. Iniciamos estos estudios con el propésito de comprender el significado
funcional de los cambios notables que ocurren en la expresion de queratinas durante la
diferenciacién epidérmica y en los distintos estadios de la carcinogénesis. Se desconoce el
significado del dramdtico descenso que sufren las queratinas K1 y K10 en la conversion de
papilomas benignos a carcinomas, y de ahi el interés de establecer si la expresion forzada de
la queratina K10 pudiera tener algiin efecto (inhibidor) sobre el desarrollo de la progresion
tumoral. Si bien nuestros datos demuestran que para los transgenes ensayados (ratones bKS-
hK10 y bK68-hK10 portadores de un bajo nimero de copias del transgén) la expresidn
forzada de la queratina K10 en carcinomas no impide su desarrollo final, si es capaz de
retrasarlo significativamente.

Los resultados obtenidos demuestran que la presencia de la queratina hK10 en los
carcinomas de células escamosas de los animales transgénicos no parece alterar ni el nimero
ni ¢l grado histolégico de los tumores obtenidos (se han obtenido carcinomas con incidencias
finales parecidas tanto en transgénicos como en controles hermanos de camada; sin embargo
s{ se observa en los transgénicos bK6B-hK10 un retraso significativo en el momento de
aparicién de los mismos. Tanto los datos inmunchistoquimicos como el andlisis por Western
blot revelan una expresion moderada de las proteinas mK5 y hK10 en los tumores de ratones
transgénicos bK5-hK 10, obteniéndose niveles de expresién mds elevados para mK6 y hK10
en la linea bK6B-hK !0 (figuras 26, 27 y 28). Es posible que estos datos pongan de manifiesto
la necesidad de unos niveles minimos de protefna transgénica para tener un efecto sobre la
progresiéon tumoral: en los transgénicos bKS5-hK10 no se produce este fendmeno,
probablemente debido a que no alcanzan estos niveles minimos de expresion del transgén.

A este respecto, no podemos obviar que dada la duracién de los protocolos de
carcinogénesis y la escasa viabilidad de los animales portadores de un nimero alto de copias
para ambos transgenes, estos experimentos de carcinogénesis se han realizado con lineas de
animales transgénicos portadoras de un nimero bajo de copias en los que la expresion del
transgén es menor que en las lineas que integran un alto niimero de copias, y no desarrollan
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alteraciones fenotipicas. Por ello, no podemos descartar resultados diferentes en el caso de
poder usarse las lineas con mds alta expresion del transgén. Proponemos el establecimiento
de lineas de queratinocitos de animales portadores de un alto nimero de copias, su
transformacién con el oncogén v-ras™ y su inyeccién a ratones desnudos para seguir el
desarrollo tumoral.

Las dreas de los tumores que expresan la queratina hK10 transgénica corresponden a
la de las queratinas endogenas mKS5 y mK6, segiin el transgén ensayado (aunque no
necesariamente sean las mismas células, ya que el andlisis inmunohistoquimico se realizé en
cortes seriados, si se trata siempre de células muy préximas; compdrense las figuras 26E con
26C y 27F con 27D). La localizacién de la queratina hK10 en el drea tumoral no parece ser
un factor determinante en el desarrollo del carcinoma, sino mds bien la cantidad de proteina
hK10 expresada ya los diferentes resultados obtenidos para la expresién de hK10 en
carcinomas, segiin que el promotor ensayado sea bKS o bK6B parecen estar en consonancia
mas con un efecto de cantidad del transgén que de localizacién del mismo.

Los carcinomas se han desarrollado usando los protocolos de carcinogénesis quimica
completa que consistian en dosis muy altas de DMBA dada la resistencia al carcindgeno de
las cepas de ratén utilizadas, que por tratarse de ratones transgénicos, habian de ser
necesariamente hibridas. Al parecer, una sola dosis alta de carcindgeno genera tal toxicidad
en las células blanco que no desarrollan tumores (Iversen, 1991) mientras que la aplicacién
de muiltiples dosis de un carcindgeno aumenta su eficacia en términos de produccién de
carcinomas, respecto a la misma cantidad en una sola dosis. Esta cifra se ve mejorada si los
intervalos se distancian (una dosis cada dos semanas en vez de dos dosis por semana).

5. AUSENCIA DE EXPRESION DE LA QUERATINA Kl1. POSIBLE EFECTO
DELETEREO DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Como queda reflejado en los apartados 1.6 y 2.6, no hemos detectado expresién del
gen de la queratina hK1 en ninguna de las lineas de ratones transgénicos portadores tanto de
la construccidon bKS5-hK1, como bK68-hK1 por distintas aproximaciones experimentales:
andlisis por inmunofluorescencias indirectas con anticuerpos especificos, anélisis del ARN por
Northern blot, deteccion de la proteina transgénica en cultivos de queratinocitos primarios por
inmunofluorescencias indirectas o inmunoperoxidasas, etc... Tampoco se observé la presencia
de hK1 en dobles transgénicos bK6B-hK1/10. La deteccion de la proteina hK1 en ratones
transgénicos se ha realizado en otros trabajos, mediante inmunofluorescencias indirectas
(Blessing y cols., 1993; Chung y cols., 1994}, usando anticuerpos incluidos en nuestro
trabajo.
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Es dificil pensar que en todos los casos analizados no se detecte expresién debido a
fendmenos poco habituales como que el transgén se haya integrado entre elementos
silenciadores (Palmiter y Brinster, 1986), o que Ia ausencia de expresién se deba a que el
transgén haya sufrido modificaciones en el estado de la cromatina (Henikoff, 1990; Neznanov
y Oshima, 1993).

Lloyd y cols., 1995, que no detectan expresién por ARN ni proteina en los
transgénicos Kl4-vimentina consideran que el promotor de K14 es incapaz de dirigir
expresion. Este argumento no es aplicable a los promotores de bK5 y bK68, dados los
resultados obtenidos para los transgenes bK5-hK10 y bK68-hK10 y los de Murillas y cols.,
(1995), que utilizan el promotor de bK5 para dirigir expresion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico.

Encontrar las razones que expliquen la ausencia de expresion del gen de la queratina
K1 en la (in)capacidad de las secuencias ensayadas en los transgenes para dirigir expresion
parece improbable. El conjunto de los datos obtenidos, sugiere mds bien que los transgenes
tengan un efecto letal para el desarrollo embrionario del individuo, argumento que se
consolida con los resultados obtenidos al interrumpir las gestaciones de las hembras
transferidas con la construccién bK6B-hK1 (ver tabla X), donde se demuestra que hay un
decrecimiento progresivo en el nimero de embriones transgénicos durante la embriogénesis
a partir del momento en que se activan los promotores usados.

La revisién de Copp sobre las principales causas de letalidad embrionaria (Copp 1995)
resalta los defectos en la implantacion, fallos en la circulacién sanguinea y/o en la
hematopoyesis, o la incapacidad del embrién de derivar a sf mismo la nutricién de la madre,
como los problemas derivados de la transgénesis que con mds frecuencia llevan a la letalidad
embrionaria. Se ha observado letalidad en muiltiples transgenes que cumplen funciones tan
diversas como el gen de la apolipoproteina B (Farese y cols., 1995), enfermedad de
Huntington (Nassir y cols., 1995), N-acetilglucosaminiltransferasa I (Ioffe y Stanley, 1994),
el factor de transcripcion TEF-1 (Chen y cols., 1994}, un miembro de la familia del TGF-8
(Zhou y cols., 1993). En otros casos (Greenberg y cols., 1994), el bajo nimero de
transgénicos obtenido (1 de 100) lleva a sus autores a postular la hipdtesis de que la
sobreexpresion del transgén (Dp71, un producto no muscular del gen de la distrofia muscular
de Duchenne) tenga efectos deletéreos para el desarrollo embrionario del ratén. El andlisis
que se estd llevando a cabo sobre los ratones transgénicos en los que se ha interrumpido su
periodo de gestacion contribuird a dilucidar el efecto deletéreo que postulamos en los ratones
transgénicos portadores de los transgenes bK5-hK1 y bK68-hK1.

En el caso mds concreto de las queratinas, existen ejemplos de transgenes de
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queratinas que producen efectos deletéreos para el embrién: Albers y cols. (1995), dirigen
la expresién de la queratina K14 al higado de ratones transgénicos, y obtienen lineas en las
que la cantidad de proteina detectada es baja (no logran visualizarla en geles de proteinas
tefiidos con azul de Coomasie) pero capaz de alterar la estructura y funcién hepdtica. Postulan
la posibilidad de que niveles altos de proteina transgénica sean causantes de letalidad
embrionaria pero no aportan mds datos a favor de esta hipétesis. Se ha caracterizado la
letalidad embrionaria causada por la inactivacion del gen de la queratina K8: en estos ratones
la sangre contiene proporciones andmalas de eritrocitos nucleados, y el andlisis histolégico
del higado muestra una actividad hematopoyética reducida, lo que sugiere una incapacidad
por parte del higado de asumir su funcién como dérgano hematopoyético principal, una vez
que el saco vitelino ha dejado de ejercer esta funcién (Baribault y cols., 1993).

Por otro lado, es interesante destacar la frecuencia con la que los transgenes
portadores de la queratina hK1 (tanto los bK5-hK1 como los bK68-hK1) integran varias
copias reordenadas o parcialmente delecionadas (figuras 7 y 20). Se han descrito secuencias
de ADN que con frecuencia muestran inestabilidad en ratones transgénicos: loci con
secuencias repetidas en tandem tales como minisatélites o repeticiones de trinucledtidos
(Collick y cols., 1994). Sin embargo no se han descrito estas secuencias en €l gen de hK1
{(Johnson y cols., 1985) o en las secuencias reguladoras de las queratinas bovinas bK5 y bK68
(Blessing y cols., 1987). Covarrubias y cols., (1986) encuentran en los reordenamientos del
ADN la causa de la letalidad embrionaria en una linea de transgénicos con el gen de la
hormona de crecimiento; este caso no seria comparable a lo obtenido en los transgénicos
portadores de hKl1, ya que se debe a una mutacién insercional con reordenamientos de las
secuencias flanqueantes. Es probable en el caso de los transgenes de hKl1, que se vea
favorecido el nacimiento de ratones portadores de copias reordenadas del transgén, ya que
presumiblemente estds copias no se trancriben de forma eficaz y no llegan a formar proteina
transgénica; este argumento serfa compatible con que la presencia del transgén tiene efectos
deletéreos para el embridn.

Los datos obtenidos ponen de manifiesto la gran sensibilidad de las células epiteliales
a alteraciones en el programa normal de diferenciacidn terminal, hasta el punto de resultar
en algunos casos, letal durante el perfodo de vida embrionaria. La importancia fundamental
de la expresién especifica de los FI en la funcidn de los tejidos se encuentra en estrecha
correlacién con la correcta expresion de queratinas y la diferenciacion epidérmica.
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1.- Se ha estudiado, mediante expresion ectdpica en ratones transgénicos, la funcién de la
queratinas epidérmicas K1 y K10. La expresion ect6pica del gen de la queratina humana
hK10 bajo el control de bK5 en ratones transgénicos conduce a la aparicion de ratones con
un fenotipo caracteristico: tamafio pequefio, temblor fino, paresia en las extremidades
posteriores y viabilidad reducida. El mismo gen bajo el control de bK6B genera ratones
también con un fenotipo particular, diferente al anterior, letal hacia el cuarto dfa de vida
postnatal: tamano pequefio, ausencia de contenido licteo en el estémago, formacién de
leucoplasia lingual. Estos resultados demuestran que alteraciones en la expresion correcta y
especifica de las queratinas conducen a alteraciones fenotipicas y funcionales.

2.- La expresion de la queratina hK10 en capas basales conduce a la formacion de piel
atréfica, con ausencia de estrato granuloso e hiperqueratosis ortoqueratdtica muy acusada y
expresion correcta del resto de las queratinas. En otros epitelios estratificados, tales como
estdmago aglandular y eséfago, se observa una queratinizacién andémala, con el desarrollo de
un estrato licido prominente.

3.- En otros tipos de epitelios, las alteraciones mds importantes observadas son hipertrofia
de los acinos pancredticos y, sobre todo, deplecién de linfocitos en el timo, alteracién que
conduce a estados de inmunodepresidn.

4.- Probablemente de una manera secundaria, estos animales también presentan alteraciones
circulatorias, nerviosas, motoras y musculares.

5.- La queratina hK10 dirigida por bk6B a células suprabasales conduce a la formacién de
leucoplasias orales, a la hiperplasia y degeneracién de los epitelios donde se expresa (lengua,
paladar, epitelio gingival), fendmenos que tienen como consecuencia la muerte en los
primeros dias de vida postnatal. Estas alteraciones son muy similares a las descritas en
pacientes de paquioniquia congénita, causadas por mutaciones en las queratinas K6, K16 y
K17.

6.- Se ha analizado el posible papel de la queratina K10 en el desarrollo tumoral aplicando
protocolos de carcinogénesis quimica a las lineas de ratones transgénicos bK5-hK10 y bK68-
hK10 portadoras de pocas copias del transgén. La expresién forzada de la queratina hK10 en
el proceso de carcinogénesis es capaz de retrasar el momento de la formacién de tumores
malignos. Los ratones transgénicos portadores del gen de hK10 desarrollan carcinomas que
expresan la protefna transgénica hK10, lo cual no parece tener influencia ni sobre el nimero
ni el grado histoldgico de los tumores generados, pero si sobre la cinética temporal con que
estos aparecen,
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7.- La expresion ectopica de los genes de las queratinas humanas hK1 y hK10 bajo el control
de bKS y bK6B en ratones transgénicos tiene efectos deletéreos durante el desarrollo
embrionario, resultando letales durante la embriogénesis.

8.- De todo lo anteriormente expuesto se deduce: a) que la queratina K10 juega un papel
preponderante en la funcién y diferenciacién epiteliales; b) que las queratinas no son
intercambiables , sino que su patrén especifico de expresién es necesario para el
mantenimiento de la diversidad estructural y funcional de los epitelios.
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