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Introducción

1. LA FAMILIA DE PROTEÍNAS DE LOS FILAMENTOS INTERMEDIOS

El citoplasmade las célulaseucariotasincluye numerososfilamentos cuyo diámetro,
comprendidoentre30 Á y 100 Á, dependede la naturalezade las proteínas(globulareso

fibrosas) que los componen. Algunos de estos filamentos constituyen un esqueleto
endocelular.

La existenciade los FilamentosIntermedios(FI), seconocedesdehacecasiun siglo,
cuandopor primeravez seobservaron,en tincionesde platade neuronasunasestructuras
fibrilares del citoesqueleto(los neurofilamentos).Los primeros datosde la estructurade los
FI seobtuvieron por difracción de rayos X de fibras de lana (Crick, 1953). Con el uso
extendidode la microscopiaelectrónica,seconoció su ubicuidaden las célulaseucarióticas.

Los FI reciben este nombrepor el tamañode su diámetro (8-10 nm), que hace
referenciaal tamañode diámetro intermedioentrelos microfilamentosdeactina(6nm)y los
microtúbulosde tubulina (23nm). Microfilamentos, microtúbulos y FI forman los tres
sistemascitoesqueléticosde las célulaseucariotas.De ellos el grupo constituidopor los FI
es el quepresentaunamayordiversidadde proteínas,mayorespecificidadde tipo celular y
máscomplejospatronesde expresión.(Revisadoen Steinerty Roop, 1988; Fuchsy Weber,
1994).

En la actualidadseconocenen humanosunas50 proteínasde FI. Estasseagrupan

en cinco tipos principales,basándoseen la homologíadesecuenciay de estructuragénica.
Existen dos proteínas(nestinay filensina) de la familia de los FI, que, por el momentose
consideranapartede los cinco grupos

-Tipo 1: son las queratinasácidas;queratinasepiteliales9 a 20 del catálogode Molí
(Molí, 1982> y queratinasde pelo Hal a Ha4 (Heid 1986; 1988; revisadoen Rogersy
Powell, 1993). Su pesomolecularoscilaentre40-62 kDa y su punto isoeléctrico pKi entre
4 y 6.

-Tipo II: son las queratinasneutro-básicas(pKi entre 6 y 8), comprendelas
queratinasepiteliales 1 a 8, y queratinasde pelo Hbl-Hb4. Su pesomolecularoscila entre
53-67 kDa.

Las queratinasson los FI característicosde las célulasepiteliales,secaracterizanpor
ser heteropolimerosobligados, lo que implica que, para la formación de filamentosse
requierencantidadesequimolaresde unacombinaciónde unaqueratinade tipo 1 con unade
tipo II.
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Introducción

-Tipo III: formadapor la vimentina,(53 kDa), seexpresaprincipalmenteen células

de origen mesenquimal(endoteliovascular,células sanguíneas,fibroblastos); la desmina,
(52 kDa), su expresiónquedarestringidaa las célulasdel músculoesqueléticoy cardiaco,
dondeseconcentraen las bandasZ; la proteínaacídicafibrilar de la gUa (GFAP~, (51
KDa) de expresiónlimitadaa astrocitosy célulasde glía del sistemanerviosocentral; y la
periferina, localizada en determinadaspoblacionesde neuronasdel sistema nervioso
periférico, (con tres isoformasde 56, 58 y 61 kDa).

-Tipo IV: constituido por los neurofilamentos y la a-¡nternex¡na. Los
neurofilamentos(NFs) están compuestospor tresproteínas:NF-L (68 kfla), NF-M (160
kDa) y NF-H (200kDa)queseexpresanen neuronasen diferentesmomentosdel desarrollo:
la expresióndeNF-L y NF-M comienzaen el feto, mientrasqueno sedetectaexpresiónde
NF-H hastael períodopostnatal.

La a-internexinarecibesu nombrede su capacidadparaasociarsein vitro conotros
FI (vimentina,GFAP, NF-L). Estaproteína,de 66 kDa, seexpresade forma específicaen
neuronas.

-Tipo V: son las laminas,proteínasque forman un entramadofibroso, la lámina
nuclear,en la superficieinternadela membrananuclear.De60-80 kDa,seclasificanen dos
tipos: laminas A (ácidas), y laminasB (neutras).Las laminasB se expresanen todos los
tipos celulares, sin embargo, no se encuentranlaminas A en embrionestempranosde
vertebrados.

-En último lugar, se han descubiertorecientementeproteínasque, en basea su
estructura y secuencia,forman partede la familia de los FI, sin embargono quedan
clasificadasdentrode algunosde los gruposanteriores:éstassonla nestina(240KDa), que

seexpresaen las células madre (sem) del sistemanerviosocentral y músculoesquelético
duranteel desarrollo(Lendahí y cols., 1990) , y la filensina (54 kDa) de las células
epitelialesde la diferenciacióndel cristalino (Gounari y cols., 1993).

2. ESTRUCTURA DE LAS QUERATINAS

Comotodaslas cadenasproteicasde FI, las queratinaspresentanun dominiocentral
helicoidal a-héliceo “rod”, constituidoen el casode las queratinaspor aproximadamente

310 aminoácidos,de secuenciay estructurasecundariamuy conservada,interrumpidopor
tres segmentoscortosno he!icoidales.Los extremosde estosdominioscentralesconstituyen

las zonas más conservadas,y en ellos se han detectadomutaciones(por sustitucionesde
aminoácidos,o deleciones)que producengravesperturbacionesfuncionalesy estructurales
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Introducción

en las células.El dominio centralgeneralmenteestáflanqueadopor dominiosterminalesno
helicoidales, los extremos amino y carboxi-terminal, que se ordenan según patrones
característicosquepermiten su clasificaciónen subdominios(H, y y E) en función de su
gradodehomología,repeticionesde péptidoso carga.Estosextremosson variablestantoen

secuenciacomoen longitud, siendolos responsablesde las diferenciasde pesomolecularen
las distintasqueratinas.

Los polipéptidos de queratinas se ensamblan formando inicialmente dimeros
constituidospor una moléculade queratinade tipo 1 y otra de tipo II; estosdímerosse
asociande formaantiparalelay forman tetrámeros;los tetrámerosseasocianentresí para

formar los filamentos,estructurasmtmy complejasqueconfiguranproteínasmuy estables.La
formación de filamnentosse realiza en ausenciade factoresproteicosauxiliares (Steinerty
cols., 1976). Parauna revisión ver Steinerty Roop, 1988; Steinert, 1993; Fuchsy Weber,
1994; Steinert y cols., 1994.

3. EPITELIOS: CARACTERÍSTICASDELA DifERENCIACIÓN EPIDÉRMICA, SU
REGULACIÓN, PATRONES DE EXPRESIÓN ESPECÍFICADE QUERATINAS EN

LOS DISTINTOS TIPOS CELULARES EPITELIALES

3.1 Epitelios: algunascaracterísticasgenerales

Las células epitelialesctmbren comoepitelios de revestimientotodas las superficies

internasy externasde los animales.Dadaestalocalización,sufrenla pérdidacontinuade las

célulasmássuperficiales,deahíqueserenuevenconstantemente.Los epiteliosproporcionan

un recubrimientoprotectivoflexible, por lo quelas célulasque los constituyenpresentanuna
gran cohesióngracias a la existenciade uniones celularesespecializadas(desmosomas)

(Cowin y cols., 1985). Estostejidas seespecializanen funcionesdiversascomosecreción,

absorción,excreción,transporte,o recepciónsensorial.Lleganadiferenciarsehastaproducir
apéndicescutáneoscomo pelos,plumnas,uñasy cuernas.

Los tejidosepitelialessecaracterizanmorfológicamentesegúnla formadelas células

y segúnel tipo deestratificación.Se subdividenen diferentestipos en función del número
de capascelularesque los constituyen(simpleso estratificados,si las célulasepitelialesse
disponenen una o varias capasrespectivamnente),o la forma de suscélulas (pavimentosos,
cúbicoso prismáticos).Los epitelios estratificadospimeden ser queratinizados,si presentan
células muertasricas en qimeratina (piel), o no queratinizados(lengua, esófago,córnea)
(Poirier, 1978; Bloom y Fawcett,1981; Stenny cols., 1992).

3



Introducción

Una de las funcionesque desempeñanlos epitelios consisteen proporcionaruna
coberturaflexible aunqueresistente,al organismo.Partede la flexibilidad necesariaen los

epitelios de revestimientoviene proporcionadagraciasa la existenciade un complejo
citoesqueletode FI de queratinasen el citoplasmacelular. Estos FI de queratinasson
estructurasmuy dinámicas,continuamenteintercambiandoproteínasa lo largodel filamento

en respuestaa las diferentesfasesdel ciclo celular, movimiento de célulasen la epidermis
y diferenciaciónepitelial (Steinerty Liem, 1990).

La epidermnises un tipo de epitelio estratificadoque seestructuraen variascapas

(representadasen la figura 1): el estratogerminativoo basal,en contactocon la membrana
basal,es el único con capacidadproliferativa, los estratosespinosoy granulosoforman las

capassuprabasalesde células vivas y el estratocórneo, formado por células muertasde
aspectoescamosoen la superficieexternaexpuesta.En áreasproliferativascomo la planta

del pie y la palmade la manosedistingueademnásel estratolúcido, queseinterponeentre
las capasgranulosay córnea, formado por células sin núcleo, eosinófilas,aplanadasy
densamenteapretadas.

Estrato Córneo
0a

Loricrina
Filagrina Estrato Granuloso

Kl. KW Estrato Espinoso

K5. K14 Capa Basal

Membrana Basal
Mi

Figura 1. Esquema de un epitelio estratificado. Se representan los gradientes, los marcadores y los estratos

representativos.
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3.2 La diferenciaciónepidérmica;expresiónespecíficade queratinas

El procesode diferenciación epidérmicaes un procesoaltamentecoordinadoy
regulado de cambios gradualesasociadosa la evolución que sufren las células basales
proliferativashastaconvertirseen las células muertasdel estratocórneo: la diferenciación
terminal comienzacon la migración de células de las capasbasalesal compartimiento
suprabasal,continúa con la progresión de células a través de los estratosespinoso y
granuloso, y termina con la deposiciónde escamasen el estratocórneo, que van siendo

reemplazadaspor las sucesivascapascelularesen continuoprocesode diferenciación.Este
procesodura aproximadamentetres semanasen la epidermishumanay va acompañadode
profundos cambios en la expresión genética, siendo las queratinaslas proteínascuya
expresióndiferencial mejor se conoce.

La epidermisdedicauna granparte de su capacidadde síntesisproteicaa la síntesis
dequeratinas(>80% del contenidoproteicoen las célulasdiferenciadas).Lascélulasbasales
de epidermisexpresande forma mayoritarialas queratinasKS y K14 (Fuchsy Green 1980;
Nelsony Sun 1983; Byrne y Fuchs1994).Unode los primeroscambiosasociadosal proceso
de diferenciacióny migraciónal estrato espinoso,es la inducción de las queratinasKl y
Kb, que reemnplazana K5 y K14, y constituyenlas proteínasmayoritariasde las capas
suprabasalesde epidermisen la mayoríade las localizacionesepidérmicas(Fuchsy Green

1980; Roop y cols., 1987; Schweizery cols., 1988; Stellmachy cols., 1991). En la fase
terminal de maduración,en el estrato granulosocomienza la síntesis de proteínasno
filamentosas:loricrina y filagrina, componentesesencialesen esta localización (Mebrel y
cols., 1990; Steveny cols., 1990); la filagrina seasociacon las queratinasparaformar los
característicosgránulosde queratohialina.Estas proteínas,tras ser modificadaspor la
transglutaminasaepidérmnica,formanunaenvueltacornificadaaltamenteresistenteeinsoluble
característicadel estratocórneo(Rice y Oreen, 1977).

Comoseha mencionado,las queratinasson heteropolímerosobligados:la mayoría
de los tipos celularesepitelialesexpresanun tipo particularde queratinadel tipo 1 que se

asocia de forma específica con otra queratina del tipo II (Eichner y cols., 1986),

representadosen la figura 2; sehablaasíde “paresde queratinas”en referenciaa las parejas
de queratinasque son coexpresadasen diferentesrutas de diferenciaciónepitelial (Sun y
cols., 1984). Así, K5 y K14 forman un par característicode células basales,estascélulas

expresantambiénK15 (Leubey cols., 1988; Lloyd y cols., 1995).El parKl/KlO seexpresa

en capassuprabasalesde epiteliosestratificadosqueratinizadosjunto a menorescantidades
de K2e, K2p (Collin y cols., 1992), KIl (Molí y cols., 1982), y K9 en determinadas

localizacionescomoepidermisplantary palmar(Schweizery cols., 1989, Langbeiny cols.,
1993).
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Figura 2. Resumen de los principales pares de queratinas expresados en los distintos tipos de epitelios. Los números
hacen referencia a la clasificación de las queratinas humanas (Molí y cols., 1982).

K1/KIO sonlas proteínasmayoritariasen las capasdiferenciadasdeepidermis,donde

su transcripciónse ciñe al estratoespinoso, aunque también está presenteen células
suprabasalesdeotrosepitelios,talesconioel tracto genital o estómagoaglandulardel ratón;
sin embargoen epiteliosestratificadosno queratinizadosde órganosinternoscomoesófago
o lengua,K4/K13 constituyeel par mayoritariocaracterísticode diferenciación(Gracey

cols., 1985; Rentropy cols., 1986; Van Muijen y cols., 1986). En el epitelio de córnea
K31K12 sonlos componentesprincipalesde las capassuprabasales(Sehermery cols., 1986;

1989; Wu y cols., 1994).

El par K8/K18 se expresaen el embrión temprano,y es específicode epitelios
simples,junto con el par K7/Kl9 que aparecenen glándulasde origenepitelial (Frankey
cols,, 1981; Molí y cols., 1982; Oshimay cois., 1983).
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K6 y K16 se expresande forma natural en algunos epitelios estratificadoscomo

lengua,paladar,esófago,exocérvix,glándulassebáceas,en lavainaradicularexterna(VRE)

de folículospilosos, tambiénen áreasde la piel sometidasahiperproliferacióncomola planta
del pie (Molí y cols., 1982; Quinlan y cols., 1985; Rentropy cols., 1986; Stark y cols.,
1987); y se inducen en la capa suprabasalde epidermis interfolicular en estado de
hiperproliferacióncomoconsecuenciade diversosestímulosquealteranla biologíanormal
del queratinocito: procesosde cicatrización de heridas (Mansbridge y Knapp 1987),

tratamientoscon ácido retinoico (AR) o ésteresde forbol (Schweizery Winter, 1982;

Schweizery cols, 1987; Stellmachy Fuchs, 1989 ), expresión del factor de crecimiento
transformantea (TGFa) (Vassary Fuchs, 1991; Dominey y cols., 1993), TGFB (Sellheyer

y cols., 1993), factor de crecimientoepidérmico(EGF), (Jiang y cols., 1993), factor de

crecimientode queratinocitos(KGF), (Guo y cols., 1993),BNLF-1, laproteínalatentede

membranadel virus de Epstein-Barr (Wilson y cols., 1990), formas mutadasde hKl4

(Vassary cols., 1991), hKlO (Fuchsy cols., 1992), v~rasHa(Greenhalghy cols., 1993 a),
fos (Greenhalghy cols., 1993 b), expresiónde un mutantedel receptorde AR (Imakadoy
cols., 1995).

K17 tiene un patróndeexpresióncaracterístico,similar a K16, pero no idéntico; se

expresade formna transitoriaen capasbasalesdeepiteliosestratificadosduranteel desarrollo,
en folículos pilosos, se inducejunto con KÓ y K16, y se localizaen determinadostumores,

ademáses una proteínaabundanteen células basalesde epitelios complejos,glándulasy

epiteliosde transición (Troyanovskyy cols., 1992).

K20 se expresade forma específicaen células de la mucosaintestinal y gástrica,

incluyendotumoresy líneascelularesquedeellossederivan.El patrónduranteel desarrollo
embrionarioes muy similar al de adultos(Molí y cols., 1993)

La organizaciónen el genomnade los genesde queratinases similar a la de otras
familias de genes,que se ordenanligados en grupos. Esteagrupamientono pareceestar

relacionadocon la expresióntan específicaque hemosvisto, sino queprobablementeseael
resultadode numerosasduplicacionesocurridasa lo la largo de la evolución.En humanos,
la mayoríade los genesde las queratinasde tipo 1 selocalizanen el cromosoma17, mientras
queen el cromosoma12 seencuentranla mayoríade los genesde las de tipo II.En el mismo

cromosomase localizan también pseudogenesque no se transcriben(Rosenbergy cols.,

1988; Romanoy cols., 1988; Savtchenkoy cols., 1990, Waasemy cols., 1990a y b).

3.3 Regulaciónde la diferenciaciónepidérmica

La regulacióndel crecimientoy la diferenciaciónepidérmicaesun procesocomplejo

queimplica tanto factoresque seproducenlocalmentecomo factorescirculantesqueactúan
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de forma paracrina (revisado en Fuchs, 1990): EGF, TGFa, KGF, FGF, bajas
concentracionesde retinoides,las interleuquinasIL-la e IL-6, estimulanel crecimientode
queratinocitos;TGF-13estárelacionadocon el controlde la proliferaciónde célulasbasales,
la proteínaBMP-6 pareceinhibir el crecimientocelularprevioala diferenciación(Drozdoff
y cols., 1994); la actividad de la fosfolipasaC aumentadurantela maduraciónhacia el
estratocórneo(Punnoneny cols., 1993),determinadasisoformasdeproteina-quinasaC están
implicadasen la faseterminalde maduraciónde los queratinocitos(Dlugoszy Yuspa,1993);
la integrina a6B4 media en la interacción de las célulasbasalescon la membranabasal,
habiéndoserecientementepuestodemanifiestoun importantepapelen la señalizacióncelular

(Mainiero y cols., 1995), otras integrinas mantienenla estratificaciónpor interacciones

célula-célula(Hertle y cols., 1991); un cambioen la expresiónde las conexinasseguidode
una modificación selectivade la permeabilidadde membranaaltera el control del proceso
coordinadode diferenciación(Brissettey cols., 1994). Se han descritootro tipo de factores
capacesde inducir la diferenciaciónen mediosdecultivo, comola densidadcelular (Poumay
y Pittelkow, 1995).

Varios estudiosrealizadostanto iii vitro como in vivo consideranal calcio comoel
principal moduladorde la diferenciaciónepidérmica.En la epidermis,seha identificado un
gradientede calcio con los nivelesmnásbajosen las capasbasales,y crecientesa medidaque
seavanzahaciael estratocórneo(Menon y cols., 1985). Por el contrario,el ácidoretinoico
parecereprimir la diferenciación;en la epidermisel gradientede AR presentalos niveles
másaltos en la capabasal, disminuyendoprogresivamentehaciael estratocórneo(Roop y
cols., 1989). Alteracionesen la funciónde los receptoresdel AR conducena defectosen la
formaciónde la envueltacornificaday en la función de barrerade la piel (Imakadoy cols.,
1995). La vitamina D3 es tambiénun reguladorde la diferenciación;seconocesucapacidad
de inhibir la proliferación y de promoverla diferenciaciónde las células de los estratos
espinosoy granulosohacia el estratocórneo(Regniery Darmon 1991).

El procesode diferenciaciónepitelial esconsideradopor algunosautoresun proceso
de apoptosis(McCall y Cohen, 1991);este argumentoviene apoyadopor el hechode que
lascélulasepitelialesdesprovistasde sujeciónal sustratosufrenun procesode apoptosisque
se inhibe con la expresiónde bcl-2 (Frisch y Francis, 1994), un conocidoreguladorde la
muertecelularprogramada(Hockenberryy cols., 1990). Si los nivelesdebcl-2 seminimizan
con la expresiónde vectoresvirales antisentido,los queratinocitosepidérmicosaceleranel
procesode diferenciacióny aumentanla apoptosis(Marthinussy cols., 1995).

3.4 Regulaciónde la expresiónde los genesde queratinas

La expresiónespecíficatan refinada de tejido, de tipo celular, de diferenciación
epitelial y de estadodel desarrollo,así como la necesidadde expresiónde queratinasen
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paresde tipo 1 y II, sugiereque tenganun complejo mecanismode regulación.

La regulaciónde la expresiónde los genesde queratinastienelugar principalmente
a nivel de la transcripción (Jorcanoy cols., 1984; Oshimay cols., 1988; Lersch y cols.,

1989; Stellmachy cols., 1991),aunquesehandescritomodificacionespost-transcripcionales

(Roop y cols., 1988; Steinert, 1988)y casosde regulacióna nivel de la traducción(Tyner

y Fuchs, 1986).

La identificacióndeelementosreguladoresseha realizadomedianteexperimentosin
vitro e iii vivo; no siendo siempre coincidentes los resultadosobtenidos por ambas

aproximaciones(Kulesh y Oshima, 1988; Vassary cols., 1989; Navarro, 1992; Ramírez,

1993; Casatorresy cols., 1994; Ramírezy cols., 1994; Navarro y cols., 1995; Ramírezy
cols., 1995).

Los estudios in vítro han identificado secuenciasespecificascapacesde conferir

actividad transcripcional y secuenciasde unión a proteínasnuclearesimportantesen la
regulaciónde varios genesde queratinas:bKóI3 (Blessing y cols., 1989; Navarro, 1992;

Navarroy cols., 1995), hKl8 (Oshimay cols., 1990),hKl4 (Jiangy cols., 1990; Lcask y
cols., 1990), mK8 (Takemotoy cols.,), hKl (Leask y cols., 1991; Huff y cols., 1993; Lu
y cols., 1994), la queratinaK3 de conejo (Wu y cols., 1993), hK5 (Byrne y Fuchs, 1993),
bKS (Casatorres,1993; Casatorresy cols., 1994) y queratinasde lana (Powell y cok.,
1992).

Por otro lado, los estudiosin vivo han identificado zonas reguladorascapacesde
dirigir correctamentela expresiónen ratonestransgénicos:esel caso de hK14 (Vassary

cols., 1989),hKl9 (Badery Franke,1990), hKl8 (Abe y Oshima, 1990),bKíO (Bailleul y

cols., 1990), hKl (Rosentahíy cols., 1991), hK5 (Byrne y Fuchs, 1993), hKS (Casanova,
1994; Casanovay cols., 1995),queratinasde pelo (Powell y Rogers,1990;Mc Naby cols.,

1990), y la identificaciónde los promotoresde bKS y bKÓB capacesde dirigir expresión
específicade tejido y duranteel desarrollo,de forma correctaa epidermis de ratones
transgénicos(Ramírez,1993; Ramírezy cols., 1994; 1995), fundamentalesen esteestudio,
ya quenoshemosvalido de la informnaciónque nos hanproporcionadoparaelaborarnuestro
modelo animal: expresarde formaectópica las qimeratinashKl y hKlO dirigidaspor ellos,

y evaluarlos efectos.Las secuenciasreguladorasde bK5, dirigen expresiónacapasbasales
de epiteliosestratificadoscon especificidadde tejido, de tipo celulary duranteel desarrollo
embrionario,cuyasíntesis apartir del día 13.5 de gestaciónsedetectaen los primordiosde
la mayoríade órganosy epiteliosen los quetendráuna posteriorexpresiónen adultos.Para
bK6B, las secuenciasreguladorasdirigen la expresión génica a las localizacionesque
reproducencon fidelidad el complejopatrón de expresióndela queratinaK6, en susaspectos
constitutivoe inducible. Duranteel desarrolloembrionario,su expresióncomienzaa partir
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del día 13.5de gestaciónen los epiteliosde la zonaoral del embrión.

3.5 K1/K1O: el parcaracterísticode la diferenciaciónepidérmica

Desdeel puntode vistaestructural,las queratinasKl y K1O tienengrandesdominios
amino y carboxi-terminales,ricosen glicinay serma;secuenciasqueno seencuentranen las
queratinasde epitelios simples,ni en la mayoríade las otrasqueratinas(Jorcanoy cols.,
1984; Steinerty cols., 1985, Zhou y cols., 1988).Comose ha mencionado,se sintetizanen
lascapassuprabasales(postmitóticas)de epidermisy se han de integraren un citoesqueleto
preexistentede queratinasK5 y K14. In vitro seha descritoun efectosimilar: los genesde
Kl y KlO transfectadosen fibroblastosson incapacesde formarunared deFI; necesitanuna
red deFI de célulasbasalesprevia,queexpresenK5 y K14. Además,en las transfecciones,
KlO forma agregadosde aspectoredondeadoen el citoplasma(Kartasovay cols., 1993;
Paramioy Jorcano,1994). Sin embargo,en contraposicióna estos datos,estudiosin vivo

denotanla capacidadde Kl y K1O de formar redesde filamentosen un pacientequecarece
de la queratinaK14 (Chany cols., 1994), y en ratonescon el gen de K14 inactivadopor
recombinaciónhomóloga(Lloyd y cols., 1995).

Se conocendos alelosparacadauno de los genesde Kl y Kb, quese diferencian
entresí por unadeleciónen los dominioscarboxi-terminalesricos en glicina, y constituyen
importantes marcadores polimórficos en los cromosomas 12 y 17 de humanos
respectivamente(Korge y cols., 1992 a; Korge y cols., 1992 b).

La expresiónde Kl antecedea la de Kb, y es uno de los primeroseventosde la
diferenciaciónepidérmica.Es posibleobservarKl de forma ocasionalen célulasbasalesque
estána punto de migrar a las capassuperioresde epidermis(Huitfield y cols., 1991). La
expresióndel ARNm de estasqueratinasestáestrechamentereguladay restringidaal estrato
espinosodela epidermis.En el estratogranuloso,estasqueratinasseasociancon la filagrina,
que las agrega en los gránulosde queratohialina,que son los que dan la apariencia
característica,y el nombrea esteestrato.Posteriormentesufrenfuertesmodificacionesen

el estratocórneo.

El conocimientode los factoresde transcripciónque regulangenesespecíficosde la
diferenciaciónepidérmicaes bastantelimitado, siendoel gen de Kl el mejor estudiado:se
han identificado los elementosde control que median en la expresión específicade la

diferenciación(Huff y cols., 1993); seha identificado un elementode respuestaal calcio en
un fragmentode 249 pb situadoa 7.9 Kb del inicio de la transcripción(Rothnagely cols.,

1993), un factor AP-l en lazona5’, queinediaen la respuestaal calcio, y un elementode
respuestaa hormonasesteroidesque inodulala respuestaal calcio vía AR y vitaminaD3 (Lu

y cols., 1994). Estosdatos sugierenque la transcripcióndel gen dehKl, al igual que se ha

lo



Introducción

descritoparaotrasqueratinas(Leasky cols., 1990),necesitade elementostantoproximales
comodistalesal promotor,y queel elementode respuestaal calcio situadoen 3 ~(3‘-CaRE)
tieneunaimportanciafuncionalen la transcripciónde estegen. Se ha utilizado un fragmento
de 10.8 Kb con 1.2 y 3.3 Kb de elementosflanqueantesal gen en Y y Y respectivamente,
del gende Kl para dirigir su expresióna epidermisde ratonestransgénicos(Rosenthaly
cols., 1991; Chungy cols., 1994).

Duranteel desarrolloembrionario,la inducción de Kl y K1O esposteriora la de 1(5
y K14, y se detectala expresiónde ambosgenesen el momentoen que la epidermis
diferencia, destacándoseun gran paralelismoentre la epidermisadulta y la embrionaria
(Byrne y cols., 1994). No todos los autorescoinciden en el momentomás tempranode
detecciónde expresiónde Kl y KlO en el embrión: Ouellety cols., (1990) detectanARNm
de Kl en el día 10 del desarrolloembrionariode ratón, mientrasque no detectanARNm

de K1O antesdel día 12, sugiriendounaregulaciónindependienteen el desarrollo;Byme y
cols, (1994)detectanla expresióndeKl y KlO mediantehibridacionesiii situ en el día 13.5
a medida que las células epidérmicasdiferencianen estratos granulosoy espinoso.Las
proteínasde ambosgenes se visualizan en inmunoblot a partir del día 15, según una
secuenciatemporal de cambios morfológicos críticos en la formación de una barrera

epidérmicafuncional duranteel desarrollo(Bickenbachy cols., 1995).

4. FUNCIÓN DE LOS FILAMENTOS INTERMEDIOS

El desarrollo, diferenciación,expresiónespecíficade tejido y tipo celular de las
queratinasy el restode los FI, su ubicuidaden las célulaseucariotas,la ampliaconservación
de secuenciasy estructuraentredistintasespecies,sugiereunaimportantefunciónparaestas
proteínasen las célulasy tejidos. Dtmrantemuchotiempo se ha pensadoquedesempeñanun
papel en la integridadmecánicade las células.Sin embargo,el conocimientoquese tiene
de esteaspectode las queratinasy del resto de los FI estodavíarelativamentelimitado,
habiéndoseproducido recientementelos avancesmás interesantes.Se comienzaa tener
evidenciade que las proteínasde la familia de los FI desempeñanpapelesimportantesen
procesostalescomogastrulación,embriogénesis,organizaciónnuclear,replicacióndelAUN,
resistenciamecánica,ensamblajede la envolturanuclear,y regulacióndel calibreaxonal.

Los datosaportadospor los experimentosrealizadoscon cultivos celularesno han
supuestouna gran contribuciónparadilucidar el papelde los FI, en partedebidoa quelas

célulasen cultivo soportanbastantebien alteracionesen su citoesqueleto(Frankey cols.,
1984; Giudicey Fuchs,1987;Paulin-Levasseury cols., 1988).Estudiosrealizadosutilizando
célulastransfectadascon variosclonesdegenesdequeratinas,o induciendosu expresiónpor

tratamientoscon drogas,han mostradoque la expresiónectópicade queratinasen células
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epiteliales(y tambiénno epiteliales)no es capazde alterarla morfología o la supervivencia
celular (Albers y Fuchs 1987, 1989; Doumenjoudy cols., 1988,; Kuleshy Oshima,1988;
Lersch y cols., 1989; Blessingy cols., 1989; Lu y Lane, 1990; Bader y cols., 1991; Albers
y cols., 1995); dada la existenciade datoscontradictorios obtenidossegúnaproximación
experimental,sugierequela función de los FI debedemostrarsea nivel de tejido, órgano,
o dentrodel contextode un organismocompleto, por lo quelos avancesen estecampo,han
venidode la manode la tecnologíadel usodecélulasembrionariastotipotentes(célulasES,
iniciales del inglés “Embryonic Stem”), de animales transgénicos,y del análisis de
mutacionesen los genesde queratinascausantesde ciertaspatologíashumanas.

4.1 Análisis de la función de queratinas por animales transgénicos

Experimentosrealizadoscon embrionesde Xenovusleavis sugieren un importante
papel para las queratinasen la embriogénesis,ya que la inyección de oligonucleótidos
antisentidoinhibela gastrulación(Torpeyy cols., 1992), o el uso de anticuerposespecíficos
producedefectosen esteestadiodel desarrolloembrionario(Klymkovsky y cols., 1992).

Comose mencionóanteriormente,las queratinasK8 y K18 son los primerosFI que
aparecendurante la embriogénesis,encontrándosetanto en el endodermocomo en el

ectodermoembrionario,por lo que se ha pensadoqueestasproteínaspodríanestarjugando
un papel en estos momentoscríticos de la embriogénesis.Baribault y Oshima (1991),
demuestranque la inactivaciónde los dos alelosde mK8 por recombinaciónhomóloga,no
impide la formación de un endodermo extraembrionario en cuerpos embrionarios
desarrolladosin vitro. Sin embargo,estamismainactivación en ratonestransgénicostiene
como resultadola letalidad embrionariaen unaproporción de los mutanteshomocigotos
(Baribault y cols., 1993), proporción que varía dependiendodel fondo genético de los
animales usados.Los ratonesde la cepa FVB/N deficientespara este gen desarrollan
hiperpíasiacolorectal (Baribault y cols., 1994), presentandoun aumentoanómaloen el
número de células epiteliales en el intestino grueso. Este fenotipo contrasta con el
rompimiento celular que se observaen los ratonesque expresanla mutacióndominante
negativadel gen de K14 (Vassary cols 1991; ver más adelante),sugiriendopara las

queratinasde epitelio simple una función adicionala la meramenteestructural.

En otros experimentos,la información obtenidade la sobreexpresióno expresión
ectópicade genesde queratinasha contribuido a dilucidar su función. Enumeramosaquí
algunosde ellos:

- la sobreexpresiónde la queratina8 humanatieneefectosfisiopatológicos;los ratones
transgénicosque integran un alto númerode copias del transgén, y por tanto expresan
elevadascantidadesde proteínahumana,presentanun fenotipo de pequeñotamañoy pelo
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erizado,alteracionesen la hipófisis y disfunciónpancreática(Casanova,1994; Casanovay
cols., 1995).

- expresiónectópicade la queratinahKl (perono hKlO) en lascélulasfi de páncreas
conducea una forma especialde diabetes.En estos ratoneshKlO se aloja en las células
pancreáticasy escompatiblecon la función celular, mientrasquelos ratonesqueexpresan
hKl sólao en combinacióncon hKlO desarrollanuna forma de diabetescaracterizadapor
unadrásticareducciónde las célulasproductorasde insulina (Blessingy cols., 1993).

- la sobreexpresiónde hKl6 en ratonestransgénicostiene como consecuenciala

queratinizaciónaberrantede la VRE y epidermisproximal, así comohiperproliferación,
acantosise hiperqueratosisde la epidermisinterfolicular (Takahashiy cols., 1994).

- Albersy colaboradoresutilizan un modeloanimal deratonestransgénicos,en el que

la expresiónectópicadela queratinaepidérmicahKl4 en hepatocitosprovocaunaalteración
de la red de filamentosendógenosde K8/K18, y conducea anomalíashistopatológicasy
funcionalesen el hígado(Albers y cols., 1995).

- la sobreexpresiónde unaqueratinadetipo II depelo en los folículospilososproduce
cambiosen la estructuradel pelo, pelo frágil y quebradizoy ciclos de caída y nuevo

crecimiento<Powell y Rogers1990).En estecasola expresiónde unaqueratinade tipo II,

en gran excesoen relacióna su parejade tipo 1, produceunaagregaciónde proteínaque
interfierecon la organizaciónnormalde los FI.

- la expresiónde formasmutadasde hKl4 y hKtO , que impiden la formación del
citoesqueletodeFI, en las regionesbasaly suprabasal,respectivamente,de la piel deratones
transgénicosconduceafragilidadcelulary roturadela epidermisanivel delestratoafectado.
Estefenotipo es muy similar al de pacientesquesufrenmutacionesen estasqueratinas(ver
másadelante)(Coulombey cols., 1991b; Vassary cols., 1991; Fuchsy cois., 1992). En
función de estosúltimos resultadosseha sugeridoqueen epidermis,y probablementeen el
restode los epitelios, la funciónde las queratinaspodríaserconferir resistenciaa las células
e integridadmecánicaal tejido. Admitido esto,sin embargo,otrosexperimentostalescomo
los ratonestransgénicosquetieneninactivadoel gen de 1(8 o sobreexpresando1(16en piel,
sugieren que las queratinaspodrían estar implicadas en procesosrelacionadoscon la
proliferacióny diferenciacióncelularesy que, por lo tanto, transciendenla meraresistencia
mecánica.

4.2 Patologías humanascausadaspor mutacionesen genesde queratinas

Estees un campoen el quehan tenido lugar los avancesmás espectacularesen los
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últimos años. La función de las queratinaspermanecíasin demostrarfehacientementehasta
los recientes descubrimientosde mutacionesen genes de queratinasque conducen a
enfermedadescaracterizadaspor fragilidadepidérmica.La integridadde la piel sealterapor
sustitucionesde un único aminoácidoen las moléculasde queratinas(revisadoen Steinerty
Bale 1993; Fuchs 1994; Fuchsy cols., 1994).

Hastael momento se han identificado mutacionesen varios genesdiferentesde

queratinascausantesdeenfermedadesgenéticasdelapiel: las mutacionesen los genesde1(5
y K14 soncausantesdeepidermólisisampollosasimple(EBS) caracterizadapor la formación
de ampollasseguidade la rupturade las célulasbasalesen respuestaa una agresión física
suave(Bonifas y cols., 1991; Coulombey cols., 1991 b; Lane y cols., 1992). De forma
parecida,en la eritrodermia ictiosiforme ampollosacongénita(BCIE) mutacionesen las
queratinasKl y K1O producencitolisis suprabasale hiperqueratosisepidermolítica(Cheng
y cols., 1992; Chipev y cols., 1992; Rothnagely cols., 1992);mutacionesen el gen de la
queratinaK9 sonresponsablesdela queratodermapalmoplantarepidermolítica(EPPK)(Reis
y cols., 1994; Torchardy cols., 1994; Navsariay cols., 1995; Rothnagely cols., 1995); la
ictiosisampollosade Siemens (lBS) escausadapor mutacionesen el gende la queratinaK2e
(Kremer y cols., 1994; McLean y cols., 1994; Rothnagely cols., 1994); y mutacionesen
los genesde las queratinasK6, K16 y K17 producenpaquioniquiacongénita(PC)(Bowden

y cols., 1995; Mc Lean y cols., 1995).

Es posiblequemutacionesen otrasqueratinastodavíano descritasseanresponsables
así mismo de enfermedadesgenéticasde la piel: aproximadamentela mitad de las familias
con EPPKestudiadasno tienenmutacionesen el gen de K9, no seha identificado todavía
unaparejanaturalparaK9, peroseríarazonablepensaren mutacionesdegenesmásubicuos

como Kl y K2e, como responsablesdeEPPK. Recientementeseha descritouna mutación

en el dominio variableVí de la queratinaKl que conducea una forma de queratoderma

palmoplantarno epidermolítica(Rimnonis y cols., 1994).

Todasestasenfermedadessetransmitende formaautosómicadominante,manifiestan
degeneracióncelular y alteracionesen la red de filamentosde queratinade las célulasque

expresanel gen mutante; se caracterizandesdeel punto de vista ultraestructuralpor la
presenciade agregadosde queratinasque se correlacionanen el caso más frecuentecon
mutacionesen el comienzoo el final de la alfa-hélice. Las mutacionesoriginadasen otras

posicionesquebrantanmenos la organizacióndel filamento (Letal y cols., 1993). La
gravedadde la enfermedadsecorrelacionacon el gradocon el queestasmutacionesalteran
el ensamblajede los FI (Coulombey cois., 1991a; Cheng y cols., 1992; Chipev y cols.,

1992; Letal y cols., 1993).
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Los ratones transgénicoshan sido fundamentalesen la predicción y posterior
descubrimientode estasmutacionesen losdistintosgenesde queratinasy en la confirmación
de las mismascomocausadirectade la enfermedadgenéticacorrespondiente(Coulombey
cols., 1991b;Vassary cols., 1991; Fuchsy cols., 1992).

Recientementese han descrito dos casosseparadosde pacientesdiagnosticadosde
EBSen los queuna mutaciónespontáneaen el gende 1(14 impidela síntesisdeestaproteína
(Chany cols., 1994; Rugg y cols., 1994). En estosindividuosseobservauna ausenciatotal
de K14, sin queestadeficienciaseveacompensadacon la expresióndeotrasqueratinas.Son
dos casosen los queunapérdidade función asociadaa la ausenciade una proteínade FI
producelesionesepidérmicasseveras,pero no letales. Ratonescon el gende la queratina
1(14 inactivado, presentanun fenotipo muy similar al de los pacientesde EBS, en estos
ratones,en ausenciade K14, K5 y K15 forman un red de filamentosresidual sobrela que
se sintetizan los filamentosde los parescaracterísticosde diferenciación(Lloyd y cols.,
1995).

4.3 Función de otros FI

La sobreexpresión,expresiónectópicao inactivaciónpor mutagénesisdirigidadeotras
proteínasde la familia de los FI ha llevado a conoceraspectossobresu función.

Los NF seencuentranimplicados en la etiologíade patologíasdel sistemanervioso
por lo queel estudiode animalestransgénicossobreexpresandoproteínasde los NF puede
proporcionar modelos de estudio de neuropatologías.La sobreexpresiónen ratones
transgénicosde NF-L (Xu y cok., 1993) o NF-H (Cóté y cols., 1993) conducea la
apariciónde síntomasde esclerosisamiotrópica,con la consiguientedegeneraciónaxonaly
atrofia del músculoesquelético.Una mutaciónespontáneasin sentido en el gen de NF-L
conducea unareduccióndel calibreaxonaly temblorgeneralizadoen un mutantetembloroso

de la codornizjaponesa(Ohara y cols., 1993). La sobreexpresiónde NF-M en ratones
transgénicos,pone de manifiestosu papel en la regulaciónde los niveles de NiF-L (Tu y
cols., 1995),NF-H y en la determinacióndel calibre axonal (Wong y cols., 1995).

Los ratonesque carecende la proteínaGFAP sedesarrollancon normalidad,tanto

en la faseembrionariacomopostnatal,llegan a adultos, sereproducen normalmentey no
muestransíntomasde anomalíaspsicomotoras.Aparentemnente,los filamentosintermedios

de GFAP no sonnecesariosparael desarrollodel sistemanervioso(Peknyy cols,, 1995).

La inactivación del gen de la vimentina por mutagénesisdirigida en ratones
transgénicospermitesu desarrolloy reproduccióncon normalidad,sin aparentefenotipo.La
ausenciade vimentina en estos ratonesno pareceinducir a la síntesis de otros FI que
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pudierantenerun efectocompensatorioen la funciónbiológicadesempeñadaporla vimentina

(Colucci-Guyony cols., 1994). Previamente,Capetanakiy cols., 1989, habíandescritola

formaciónde catarataspor sobreexpresióndel gen de vimentina;sin embargono pareceser
un efectoespecíficode estegen.

5. ALTERACIONES EN LA EXPRESIÓN DE QUERATINAS. EL PROCESO DE
CARCINOGÉNESISEN PIEL DE RATÓN

Lospatronesde expresióndiferencialy específicade las queratinas(fenómenoque,
como seha indicadorequiereunagran coordinacióny unacomplejaregulación)sepueden
ver alteradosen determinadascondiciones:

- en condicionesexperimentalesen las que se modifica la composicióndel mediode
cultivo, variandola concentraciónde calcio; un aumentoen la concentraciónde calcio en el
medio de cultivo de queratinocitosinducela diferenciaciónterminal: cesanla proliferación,
se estratifican, expresanlos marcadoressuprabasalesde diferenciación, cornifican y se
descaman(Henningsy cols., 1980; Yuspa y cols., 1989). El procesoesde algunaforma

Ha
reversiblesi seañadenal mediode cultivo AR , TPA o y-ras : desaparecenlos marcadores
de Za diferenciaciónterminal incluso a nivel de ARNm (Roop y cols., 1987; Lichti y Yuspa

1988; Chengy cols., 1991).Recientementeseha descritola capacidaddel AR de provocar

unametaplasiade queratinocitosepidérmicosen aquelloscon característicasde la cavidad
oral (Asselineauy Darmon, 1995).

- la expresión de ciertasproteínasvirales es capaz de alterar la diferenciación
epitelial: BNLF-1, la proteínaoncogénicadel virus EBV (Wilson y cols., 1990); BHRF1,
un homólogodel oncogénbcl-2 (Dawsony cols., 1995);BZLF 1, una proteínatambiéndel
virus EBV que se asocíaa la diferenciaciónterminal aberranteen las célulasdel epitelio
lingual de las leucoplasiasorales(Young y cols., 1991)

- el procesode carcinogénesisde piel lleva asociadosfuertescambiosen la expresión

de los genesdequeratinasen los distintospasosde la progresióntumoral.

5.1 El procesode carcinogénesisde piel de ratón

La carcinogénesisde piel, constituye un procesogradual en el que se pueden
distinguir las siguientesetapas:iniciación, promoción,progresiónpremalignay conversión
a malignidad(revisadoen Síaga,1989; DiGiovanni1992; Yuspa, 1994).En el protocolomás
común,la carcinogénesisquímicaen dosetapas(iniciación/promoción),la aplicación tópica
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de una dosis de carcinógeno, generalmenteDMBA (fase de iniciación), seguida de
consecutivasdosisde un promotortumoral, generalmenteTPA (fasedepromoción)inducen
la apariciónde tumoresde piel (fasesde progresióny conversión).Esteprotocoloconduce
a la apariciónde tumoresbenignosen la piel de los ratones(papilomas) unapartede los
cualesregresaespontáneamente(papilomasde bajo riesgo) y otra malignizaa carcinomas

(papilomasde alto riesgo). Otro protocolo de carcinogénesis(carcinogénesiscompleta)
consisteen la aplicaciónrepetidadedosisde un carcinógeno(con frecuenciaDMBA). Este

protocolo conducea una aparición mayoritaria de carcinomasdirectamente,El modelo
experimentalde carcinogénesisde piel nospermiteconocerdiversosaspectosimportantes
en la biología, bioquímica,genética,farmacología,etc... de la tumorigénesis,resumela

patogénesisdel cáncer en tejidos humanos y sirve como prototipo para el estudio y

comprensióndedeterminadostipos decarcinomas,sus alteracionesgenéticasy biológicas.

La fasede iniciación, necesitade una sólaaplicaciónde carcinógeno,produceuna
lesión genética, una mutación,y es esencialmenteirreversible. La fasede promoción es
inicialmente reversible, convirtiéndosemás tardeen un procesoirreversible. Tanto los

mecanismosgenéticos,comoepigenéticosson importantesen el modelode carcinogénesis
de piel (Yuspa 1991). Los carcinomas escamoso-celularesqueaparecenen la piel de los

animalestratadosseclasificanen distintos gradosatendiendoa criterios histológicos(Klein-
Szanto,1989; Lever, 1990).

El desarrollode cadaestadiova acompañadode camnbiosbioquímicos,morfológicos
y genéticos.En general, no se conocen las bases genéticasde estas transformaciones
progresivas,secreeque implican mutaciones y/o (in)activacionesde proto-oncogeneso

genessupresoresde tumores (Bowden y cols., 1994); sin embargo,sí se han dilucidado
algunosde los cambiosgenéticosasociadosa estadiosparticularesde la carcinogénesis:se

Ha
han identificado mutacionesen el gen o-ras asociadasa la formación de papilomas
(Quintanilla y cols., 1986), otros cambiosasociadosal locus del cromosoma7 de ratón

dondeselocalizao-rasHo incluyen trisomíasparael alelo mutadoyio pérdidadel alelonormal
(Bianchi y cols., 1990, Bremmer y Balmain, 1990), la trisomía del cromosoma6 es
significativa en la progresiónpremalignade los papilomnas(Aldaz y cols., 1989), se han

descrito también alteracionescromosómicasen el cromnosoma11 que implican al gen

supresorp53 en carcinomas,pero no en papilomas(Ruggeri y cols., 1991), tratamientos
tópicoscon carcinógenosquímicos a ratonesque tienen inactivadoun alelo de PS3, tienen
comoresultado unaprogresiónmuy rápidade papilomaacarcinoma(Kemp y cols., 1993).

Ha

En la conversióna malignidadse ha imnplicado la expresiónde ciertosgenescomo o-ras
(Pelling y cols., 1986), proteasas(Matx-isian y cols 1986, Ostroswski y cols., 1988),
integrinas (Tennenbaumy cols., 1992), y de ciertos factoresde transcripcióncapacesde
regularla expresiónde estosgenes.Se ha sugeridorecientementeun papelparaTGFII en

estosúltimos estadiosde conversióna malignidad (Caulin y cols., 1995).
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En el modelo de carcinogénesisde piel seproducenvarioscambiosen la expresión
de queratinasdurantela formación de tumores(Nelson y Síaga,1982; Roop y cols., 1989;
Huitfeld y cols., 1991): los papilomastempranosexpresanademásde las queratinasK1,
Kb, 1(5 y 1(14, el par 1(6/1(16 (asociadoa condicionesde hiperproliferación)y 1(17,
mientrasqueen los tumoresmalignosla síntesisde Kl y 1(10sufreun dramáticodescenso,
llegandocasi a desaparecer,a la vez quese mantienela expresiónde las otrasqueratinas
mencionadas,deforma queseconsiderala ausenciade expresióndetectablede las queratinas
Kl y 1<10comomarcadorde conversióna malignidad(Winter y cols., 1980; Roopy cois.,
1988; Roopy cols 1989).La expresiónde1(13 semoduladurantela carcinogénesisdeforma
contrariaal par específicode diferenciaciónKI/K1O, detectándoseen los últimos estadios
de la formación de papilomas;su presenciaconstituyeun marcadorde progresión(Nischt
y cols., 1988). 1(8 seexpresaen los últimos estadiosde la progresióna carcinoma(Markey
y cols., 1991;Larchery cols., 1992),por lo queseconsideraun marcadorde malignización.
Los carcinomas completamenteindiferenciados, los más agresivos, presentancélulas
fusiformesquehan perdidotodaslas queratinasde su citoplasma.

Tambiénen humanos,Kl y 1(10 sufrenun fuertedescenso(o desaparecen)en todos

los tumores foliculares, carcinomasescamoso-celulares,carcinomasescamoso-celulares

pobrementediferenciados,<queratosisactínicay epidermispsoriática)(Yoshikaway cols.,
1995).

Deestaforma, los anticuerposmonoclonalesfrente aqueratinasespecificasseutilizan
en la subclasificaciónde los carcinomas.Algunos patólogosconsideranla expresiónde
queratinas en distintos carcinomas de importancia clínica similar a la subdivisión

inmunohistológicade las leucemias(Laney Alexander, 1990).

Se conocen numerosos factores que afectan a la progresión tumoral: factores
dietéticos,químicos, exposicióna radiaciónultraviojeta,edad,estadoinmunológico...etc;
el fondo genéticoinfluye en el riesgo de progresiónpremaligna(Giménez-Conti,1992;

Heningsy cols., 1993;Imamotoy cols., 1993).En generalla piel del ratón seconsideramás
sensiblea la aplicaciónde un protocolode carcinogénesiscompleta,quea un protocolode
iniciación-progresión(Naito y DiGiovanni, 1989; Iversen,1991); otrasespeciescomorata,
hámstery conejoson menossensibles,y lacobayamuy resistente.Ademáshay diferencias

marcadasentre las distintascepas de ratón, considerándoselos ratonesSENCAR los más

sensiblesa los protocolosde carcinogénesis,seguidosde los ratonesde la cepaDBA-2; la
cepasC57BL/6, y BAlBc figuran entrelas másresistentes(revisadoen Naito y DiGiovanni,
1989; DiGiovanni, 1992). Los genesque determinanla susceptibilidad hereditariaa los
carcinógenossedesconocenen su mayorparte,y la susceptibilidadparecesermultigénica,

con distintos loci genéticosresponsablesdel desarrollode tumoresbenignoso malignos
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(Naito y cols., 1988; Bangraziy cols., 1990; Nagasey cols., 1995).

La epidermisesun tejido ideal paradesarrollarmodelosanimales,ya que sepuede
utilizar como modelo general de los tumoresepiteliales. Su accesibilidad permite el
seguimientode las lesionesneoplásicaspor simple observaciónmacroscópica,y esposible
la obtenciónde biopsiasde los tumoressin necesidadde sacrificaral animal. El modelode
carcinogénesisen piel de ratón es particularmenteadecuadopara dirigir la expresiónde

transgenesde interés; modelosexperimentalesanimales se han utilizado para definir e
identificar basesgenéticasresponsablesde la susceptibilidada la iniciación, promoción,
progresiónpremnalignay conversióna malignidad(Bailídul y cols., 1990; Vassary Fuchs,
1991; Dominey y cols., 1993; Greenhalghy cols., 1993 a, b, c; Lambedy cols., 1993
Auewarakuly cols 1994; ; Wangy cols., 1995; Greenhalghy cols., 1995; paraunarevisión
ver Greenhalghy Roop, 1994).

Desconocemosel significado funcional del dramático descensoque sufren las
queratinasKl y KlO en la conversión a malignidad durante la progresióntumoral, o la
posibilidaddequesu presenciaobligadaimpida el desarrollode los carcinomas.Porello nos
planteamoselaborarun modeloanimal capazde mantenerla expresiónde lasqueratinasKl
y 1(10durantetodo el procesode la carcinogénesisde piel de ratón,con el fin de analizar
su papel en la misma y los efectosproducidos.
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OBJETIVOS

A pesarde la ubicuidadde los filamentosintermediosen el citoplasmade las células

eucariotas,seha destacadola complejidadde la expresióntan sumamenteespecíficade las
queratinas.Estasproteínasse expresanexclusivamenteen epitelios,dentrode estosepitelios
cadatipo celular expresauna distinta combinaciónde queratinasque le son específicas,de
tal forma que enepiteliosestratificadoslas queratinasson diferentesen tas diferentescapas;

ademásel patróndeexpresiónvaríacon el desarrollodel animal y en diferentessituaciones

patológicas. Estaparticularcaracterísticade especificidadde expresión,y el conocimiento

todavíarelativamentelimitado que setiene de su función hacede la familia de genesde los
filamentos intermediosde queratinasun modelo ideal parael estudiode la función(es)que

desempeña(n)utilizando la expresiónectópica(expresiónen otras localizacionesdiferentes

a la habitual) en ratonestransgénicoscomo aproximaciónexperimental.

No sólolos procesosnormalesdedesarrolloy diferenciaciónepidérmicapresentanuna
gran complejidaden la expresiónde queratinas;el procesode carcinogénesisen la piel de

ratónlleva asociadosimportantescambiosen la expresiónde los genesde las queratinas,que

se correspondencon distintos estadiosde malignizacióndurantela formaciónde tumores.

En estetrabajonos hemoscentradoenel estudiode los efectosdebidosa la expresión
ectópica de los genesde las queratinashumanasKl y KIO (característicasde las capas
suprabasalesdeepidermis)en ratonestransgénicos.Las localizacionesalas queseha dirigido
la expresión de Kl y K10 son precisamentela de las queratinasKS (capas basalesde
epidermis) y K6 (expresiónde forma constitutivaen las capassuprabasalesde diferentes
epiteliosestratificados,y de forma inducible en capassuprabasalesde piel en situacionesde
hiperproliferación). Además,el hecho de que Kl y K1O desaparecenen la conversióna
malignidad,mientrasqueK5 y K6 seexpresandurantetodo el procesode carcinogénesis,nos
permite estudiarel efectode la expresiónforzadade estas proteínasduranteel desarrollo
tumoral.

Por tanto, nos hemos valido de esta aproximaciónexperimental (uso de ratones

transgénicospara dirigir la expresiónde las queratinasKl y KlO bajo el control de las
secuenciasreguladorasde las queratinasK5 y K6) con el fin de conocerel significado
funcional de tan compleja especificidadde expresión, es decir, analizar iii vivo si la

composición específica de filamentos intermedios de queratinas en las células es de
importanciacrucial en los procesosde diferenciaciónepidérmicay/o para el cumplimiento
de las funcionescelulares.
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Esteobjetivo sedesglosóendos fasesdesdeel punto de vista experimental:

1- analizarel efectode la presenciade queratinassuprabasalesen capasbasalesdel
mismo tejido; efecto sobrela diferenciaciónepidérmica,y efectosobreel propio

tejido.

2- analizarel efectode la expresiónde queratinassuprabasales(Kl y K1O) enel lugar

de expresiónde otras queratinas suprabasales(K6); efectosobrela diferenciación
epidérmica,y efectosobreel propio tejido.

Por otro lado, dadoslos cambiossignificativos que tienen lugaren la expresión de
los genesde queratinasen condicionesde hiperproliferacióny durantelos distintospasosde
la progresióntumoral en el procesode carcinogénesisde la piel de ratóny basándonosen la
posibilidad de manipulaciónde la presenciade estas queratinas (inducibilidad de K6,
distribuciónde K5 y K6), nospropusimos:

3- analizar las consecuenciasde la expresiónde KI/KlO in vivoen célulassometidas
a condicionesde hiperproliferacióny tumoresmalignos; conocerel efectode la
expresiónforzadade las queratinasKl y K1O durantelos diferentesestadiosde la
progresióntumoral que culminanen la formaciónde carcinomasy sobre el
desarrollode los mismos.

La elecciónde genesde queratinashumanos(Kl y KlO) sedebeprincipalmentea la
posibilidad de disponer de anticuerposespecíficosque permiten la detecciónprecisadel
productodel transgénen cadatipo celular dentrodel tejido a analizar.

Esperamos,con todo ello, haber conseguidoconocer algún aspecto más de la
inagotablefuentede estudioque suponela familia de genesde las queratinas.
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NOTA PRELIMINAR. En este trabajo hK se utilizará para designar a las queratinas
humanas,bK a las queratinasbovinasy mK a las queratinasde ratón. bKS seutiliza para
designara la queratinabovinaequivalentea la 5 humana,queantesseconocíacomoIII (o

58KDaen referenciasmásantiguas),y bK6I3 correspondeala queratinabovinaIV”’ o S6KDa,
hKl a la queratina1 humana(67KDa) y hKlO designaa la queratina10 humana(56.SKDa)

1. PLÁSMIDOS RECOMBINANTES

1.1. Aislamientode ADN plasmídicoy purificaciónde fragmentosde restricción

El aislamientode plásmidosa partir de cultivos crecidosen medio LB en pequeño
volumen (3 mí), o grande(250 ó 500 mi), serealizó por el método de lisis alcalina (con

precipitaciónconpolietilénglicol en el segundocaso),segúnsedescribeen Sambrooky cols.
(1989).

Los fragmentosde restricciónde ADN donadose purificaronde gelesde agarosade
bajo punto de fusión por calentamientoa 650C, y extraccionescon fenol en presenciade
NaCí 200 mM.

1.2. Clonaje de plásmidos reconibinantes

Las distintas modificacionesde las moléculasde ADN que sehicieron para el clonaje
de las construccionesgénicasutilizadas en la generaciónde ratonestransgénicos,han
implicado la realizaciónde cortescon enzimasde restricción, defosforilación,rellenadode

extremos5’ protuberantescon el fragmentoKlenow de la ADN polimerasa1 o con la ADN
polimerasade T4, ligación de fragmentosde restriccióncon ADN ligasade T4, adición de

linkers sintéticos,etc. quesellevaronacaboen las condicionesdescritasen Sambrooky cols.

(1989), con las modificacionesrecomendadasen cada caso por el fabricante(Biolabs,
Boehringero BRL). Los pasosseguidosse indican a continuación:
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- Clonajedel plásmidopbKS-hKlO

El plásmidoHIO-BKS (donadopor Manfred Blessing) contieneel gen de la hKlO
desdeel codonde iniciación ATG, hastaunas0,5 Kb Y del lugarde poliadenilación(inserto
de5,2 Kb) en Bluescript (Stratagene).5.2 Kb de secuenciasreguladoras5’ de gen de bK5,
obtenidaspor digestiónSalI-NruIdel plásmidoBK5Z (Ramírezy cols., 1994) seintrodujeron
en el plásmidoHlO-BKS (abiertoSalí-Hindilí).

- Clonajedel plásmidopbKS-hKl

Se utilizó el clon genómicoXKHí quecontieneel gen de la queratina1 completo,y
varias Kb de regionesflanqueantes(Johnsony cols., 1985). Se clonó un fragmentode 9 Kb
generadomediantedigestionesparcialescon Salí queabarcadesdeel segundocodon hasta
unas3Kb Y del lugar de poliadenilación en pUC8 (Yanish-Perrony cols., 1985) con el
sitio PstI modificado. La modificación de pUC8 en el lugarde cortede PstI consistíaen la
destruccióndel mismo tratándolocon el fragmentoKlenow de la ADN polimerasa1, y la
creaciónde un sitio Clal medianteun linker Clal, de forma queal introducirel fragmentode
la queratinahK 1 en la orientacióncorrecta,se restaurael codonde iniciación ATG en fase
(Manfred Blessing,comunicaciónpersonal).En el plásmidoresultante(HIMC), el codonde
serna (AGT) que sigue al codon de iniciación quedasustituido por un codon de glicina

(GGT).

El fragmento de 9 Kb Hindílí-EcoRí de H1MC, se clonó en el vector pBKS
(Stratagene)abiertocon Hindílí y EcoRí, obteniéndoseel plásmidoHl-BKS.

5.3 Kb de secuenciasreguladoras5 - del gen de bK5, obtenidaspor digestiónSalí-
NruI del plásmidoBK5Z (Ramírezy cols., 1994)sedonaronen el plásmidoHl-BKS (abierto
con Hindílí).

- Obtencióndel plásmidopbK6fl(-9)

Las 9 Kb de secuenciasreguladoras5 ‘del gen de la queratinabovina65 seobtuvieron
en dos fases:

1- Del plásmidoque contieneel fragmentoBamHI-KpnI del fago XK6 (Blessing y
cols., 1987) en pUC18, se obtuvo un fragmentode 4 Kb de secuencias5’ obtenidaspor
digestiónBamHI-parcialBglII y seclonóen el vectorpJ3(Morgensteny Land, 1990) abierto
con BamHI. El sitio de inicio de la transcripciónseve modificadoen un nucleótidoal donar
BglII (quecontieneel origen de la transcripción)en un sitio de restricciónBamHI.

2- Deesteúltimoplásmidosesacael inserto(4Kb de secuencias5 ‘flanqueantesal gen
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debK6Jl) mediantedigestiónBamHI-parcialBglII y seclonaenun plásmidoobtenidodel fago

XK6 (Blessingy cols., 1987) que contieneel fragmentoEco RI-BamHI desde — -8.8 a -

4.OKb de secuencias5 ‘en pBKS, abiertocon BamHI.

- Clonaje del plásmido pbK6B-hKlO

Sesacaronlas 9Kb de secuencias5 ‘del gendebK6fl delplásmidopbK6B(-9)mediante
digestiónAsp7lS y sedonaronen H1O-BKS abiertocon Asp7l8.

- Clonaje del plásmido pbK6B-hKl

De pbK6B(-9), se obtuvo el insertomediantedigestiónClal, y seclonó en H1-BKS
(abiertocon Clal).

2. CÉLULAS EUCARIOTAS

2.1. Cultivo y conservación

El mediode cultivo utilizadoparael crecimientodelas célulasfue DMEM (mediode
Fagle modificado por Dulbecco), de Flow, suplementadocon penicilina (75 u/mí),
estreptomicina(75 gglp¿l), ambosde Sigma; glutamina(2 mM final, Sigma) y suerofetal

bovino (FBS, de Gibco). Las célulasse subcultivarona partir de placasen faseexponencial
de crecimiento,mediantetripsinizacióncontrolada,con una solución de tripsina-EDTA (1
mM EDTA y 0,025%peso/volumen)en PBS. Secrecierona 37W, en atmósferade CO2al
5% y 95% de humedad.

Parasu preservación,se mantuvieroncongeladosen N2 liquido, en criotubosNunc,

en DMEM con 10% de FBS y 10% de dimetilsulfóxido.

Se han utilizado células BMGE+H (Schmid y cols., 1983), derivadasde glándula
mamaria de vaca, y células MCA3D, cultivos primarios de queratinocitosde ratón
inmortalizadoscon metilcolantreno(Kulesz-Martiny cols., 1983).

2.2. Transfeccionestransitorias

La transferenciade genesa células en cultivo se realizó mediantetransfecciones

transitorias.Estas transfeccionesse realizaronmedianteprecipitadosde ADN con fosfato
cálcico y posteriorchoquecon glicerol, comosedescribeen Sambrooky cols., (1989). Se
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transfectaronmonocapasde 3 x io~ células BMGE+H y MCA 3D (que estabanen fase

exponencialde crecimiento),en placasde 6 cm de diámetrocon 10 ~g de los plásmidosque
se utilizaron en la obtenciónde ratonestransgénicos(estosplásmidos,no digeridos,fueron
previamentepurificadosen gradientedeClCs); 48 h despuésselavabanlos cultivos con PBS
y sedeterminabala presenciade célulaspositivasparahKl o hKlO segúnel caso,mediante
inmunofluorescenciaindirecta con los anticuerposKk 8.60 y AE2 , en las condiciones
descritasen el apartado 4.3.1.

2.3. Cultivos primarios

Los cultivos primariosde queratinocitosseobtuvierona partir de la piel de lomo de
ratonesreciénnacidos,transgénicosy controles,básicamentecomosedescribeen Hennings
y cols. (1980). Se utilizó medio mínimo de Eagle (sin Ca~~ ni Mg~~), suplementadocon
suero de ternerafetal (FCS), ambosde Gibco, al 8% previamentetratadocon chelex (Bio-
Rad) y unasoluciónde penicilina y estreptomicina.

3. GENERACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE RATONES TRANSGÉNICOS

3.1. Preparacióndel ADN paramicroinyección

Las construccionesinyectadasse separaronde las secuenciasplasmídicasmediante

digestión parcial o total, con las enzimas de restricción adecuadassegún los casos,

electroforesisen geles de agarosade bajo punto de fusión (0,4-1%> y purificación del
fragmento de ADN de interés a partir del gel, mediantecolumnasde intercambioiónico
Elutip-d (Schleicher& Schuell).Se inyectó ADN a concentracionesentre2 y 10 gg/ml, en

un tampónconteniendoTris-HCI 10 mM pH 7,5 y EDTA 0,1 mM.

3.2. Obtenciónde ratonestransgénicos

Los ratones transgénicos se obtuvieron mediante microinyección del ADN
correspondienteen pronúcleosde embriones F2 C57B1/6xBalb/C,o lo quees lo mismo
B6CF1 y C57B1/6xDBA/2 (también llamados B6D2F1), con resultados similares en la
obtencióndeanimalestransgénicos.[.aobtención,cultivo, microinyeccióny transferenciade
embriones,asícomno vasectomíasy superovulacionesinducidascon hormonasserealizaron
como se describe en Hogan y cols. (1986; 1994) y se resume en la figura 3; la
microinyecciónde losembrionessehizo en un microscopioNikon Diaphotprovistodeóptica
Nomarski y micromanipuladoresNarishige.Los embrionessetransfirieron en estadode 1 o
2 células, sin apreciardiferencias entre ambos, a hembrasB6CFm, O B6D2Fm de 6 a 8
semanasde edad.
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Figura 3. Obtenciónde ratonestransgénicospor ¡nicroinyeccióndirectadel ADN en pronúcleosde embriones

fertilizados

En los casos en que fue posible, se mantuvieron lineas de ratonestransgénicos
mediantecruzamientoscon animalesBÓCFm, o B6D2F1, segúnla cepaa la queperteneciera
el fundador.

En estamemoriaseconsideraranalos ratonestransgénicosnacidosde microinyección
fundadoresF0; a los hijos de éstos,obtenidospor cruzamientoscon ratonesno transgénicos,
líneasde ratonesFm hemicigotos;y a los transgénicosobtenidos por cruzamientosde los Fm,
F2, (en esteúltimo casoseincluiríanlos homocigotos,obtenidosporcruzamientosentrepadre
y madretransgénicosFm).
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3.3. Obtencióndel ADN genórnico

De los animalesnacidostras las microinyecciones,seobtuvo unabiopsiade colade
ratonesentre 8 y 12 días de edad; de los animalesanalizadosantesde que el desarrollo
embrionariollegaraa término,seextrajo la membranade Reicherta los 13.5 ó 15.5díasde
gestación;a partir de estasmuestras,se aisló ADN genómicoempleandoextraccionescon

disolventesorgánicos(como sedescribeen Hogany cols., 1986), o sin ellas(Laird y cols.,
1991); en esteúltimo caso serealizaronlas modificacionessiguientes:la lisis serealizó en

700 ~dde Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 100 mM, NaCí 100 mM, SDS 1%, 0,5 mg/ml
proteinasaK (Boehringer);el lisado semezclaexhaustivamentecon 250 ~¿lde NaCí saturado

y trascentrifugación(5 mm, 12000 rpm) seprecipitanlos ácidosnucleicosdel sobrenadante
con 500 M1 de isopropanol.

3.4. Identificaciónde ratonestransgénicosmedianteanálisisde Southernblot

Los animalestransgénicosseidentificaron mnedianteSout/zernblot o transferenciadel
ADN a soporte sólido (Southern,1975) y posterior hibridación con una sonda marcada
radioactivamente.Parasu realización,se digerían5 p¿g de ADN genómicocon BamHI, en
presenciade espermidina5 mM; tras electroforesisen geles de agarosaal 0,8-1%, se
transferíana membranasde nylon (Cene ScreenPlus, Dupont) en condicionesalcalinas
(Sambrooky cols., 1989) durante3 a 14 horas. Seprehibridabande 1 a 3 horasa42W con
una soluciónquecontenía5X Denhardt,formamida50%, SDS 1%, 5x SSC,Tris-HCl 10
mM pH 7,5, y sehibridabande 8 a 14 horas con la mismasoluciónquecontenía,además,
10% sulfato de dextranoy 100 gg/ml de ADN deespermade trucha, todo ello en estufade
hibridación (Bachofer).Los lavadosfinalesfueron de 30 minutosa65W, con SDS0,1% y
0,1 x SSC y se expusieronen películasKodak X-OMAT, Kodak AR o Hyperfilm-MP de
Amershamcon pantallasintensificadoras(Dupont) a -700C.

Seemplearonlas siguientessondas:
- para detectarlos transgenesbK5-hKlO y bK6B-hKlO: fragmento BamHI de 1 Kb del
extremo 3’ de HIO-BKS; contiene0.5 Kb de región codificante y 0.5 Kb de región
flanqueante3’, denominadahKlO.BamHI.
- paradetectarlos transgenesbK5-hKl y bK6B-hKl: fragmentoBainHí de 4 Kb del extremo
3’ de H1-BKS; contiene 1 Kb de región codificante y 3 Kb de región flanqueante3’,
denominadahKl .BamHI.

El marcajeradiactivo se hizo con a32P-dCTP(actividadespecífica3000 Ci/mmol;
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Amersham,NewEnglandNuclearo ICÑ por la técnicade cebadoal azaro randompriming
usandooligonucleótidos6-mer (Amershamo BoehringerMannheim),segúnse describeen
Feinberg y Vogelstein, (1983); los nucleótidos no incorporados se eliminaron por
cromatografíade exclusiónen columnasde SephadexG-50 (Pharmacia).

4. ANÁLISIS DE RATONES TRANSGÉNICOS

4.1. Obtencióny tratamientode las muestras

Los animaleseran sacrificadospor dislocacióncervical o inhalaciónde éteretílico;

sediseccionabanlos tejidos o los tumnoresa analizar, y seconservabande uno u otro modo
en función del destinoquese fuera a dar a las muestras:

- se congelabanen medio OCT (JUng; Leica Instruments)a -20”C, conservándose
a estatemperaturahastael momentode posterioresanálisis
- se fijaban en formol 10% en PBS o en alcohol 70%, y se conservabana 40C

- algunosanimnalesseperfundieron,cuandosu estadodedebilidaderanotorio, con

formol 10% en PBS,conservándoseenterosen formol hastasu análisis
- las muestrasutilizadasen la microscopiaelectrónicase trataronsegúnse describe
en el apartado4.4.

4.2. Análisis histológico

Parael análisis histológico, las muestrasfijadas se deshidratarone incluyeron en
parafinaGurr o Vogel con punto de fusión 56-570C.Se obtuvieroncortesseriadosde 5 a7
gm de los diferentestejidos o tumoresen un microtomo 1140 Autocut (Reichert-Júng)o
1512 (Leitz), y se adhirierona portaobjetostratadoscon poli-L-lisina (Sigma).

Las seccionesse tiñeroncon hematoxilina-eosinamontándosecon EuKitt (Kindler) o
DPX (BDH)

Las preparacionesse visualizaron en microscopios Nikon Labophot o Diaphot,
fotografiándoseen esteúltimo con películaKodakEktar 25 ASA.
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4.3. Análisis inmunohistoguimico

4.3.1. Inmunofluorescenciasindirectas

Seobtuvieronseccionesde 6 a 8 gmde los diferentestejidosen un criostatoFrigocut
2800N o Cryocut 3000 (Reichert-JUng),colocándoseen cristalesportaobjetospreviamente
tratadoscon poli-L-lisina (Sigma).Las seccionesseconservabana -20W hastasu análisis.

Unavezatemperadoslos portaobjetos,sesuprimieronlos restosde OCT mediantedos
lavadosa temperaturaambienteen PBS; se fijaron a -20W durante10 minutos en acetona.
Tras 5 minutosde secado,se repitieronlos lavadosen PBS y se incubó 2 horasa 370C con
el anticuerpoprimario correspondiente.Trastres lavadosde 10 minutosen PBS, se incubó
1 hora a temperaturaambientecon el anticuerposecundario.Las preparacionesse lavaron
duranteun total de 30 mm en PBS, se montaroncon Moviol (Hoechst),y sevisualizarony
fotografiaron en un microscopio Axiophot de Carl Zeiss, equipado con sistema de
epifluorescencia;la películaempleadafue HP5 plus (400 ASA), de Ilford.

Los anticuerposprimnarios se resumen en la tabla 1. Se utilizaron anticuerpos
secundariosdirigidos contra las inmunoglobulinasen las que se obtuvieron los primarios
(ratón, conejo, rata y cobaya) conjugadosa isotiocianatode fluoresceínao rojo Texas
(JacksonImmunoresearchLaboratories).
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Nombre Carácter/especie antígeno reconocido procedencia

AE2 mo/M hKl,hKlO ICN

K~8.6O mno/M KIO,K¡1,(KI) Sigma

LH1 mo/M KIO E.B.Lane

LHZ ¡no/M KIO E.B.Lane

LH3 ¡no/M KlO E.B.Lane

RKSE6O ino/M KW ICN

EAB9O4 muo/M hKl Enzo

KAS mo/M hKl R.Nagle

TROMA-I mno/k KS R.Ke¡nler

GPCK mo/Gp Ks epidérmnicas Sigma

RK5 po/kb KS D.R.Roop

RK6 po/kb K6 D.R.Roop

RK1 po/kb Kl D.R.Roop

RKIO po/kb KIO D.R.Roop

RK13 po/kb 1<13 D.R.Roop

LLOO2 mo/tv! 1<14 E.B.Lane

a-BrdU zno/R 5-broinodeoxiuridina S.Mittnacht

a-lorierina m)O/Rb loricrina S.H.Yuspa

Tabla1. Resumende los anticuerposl)rlInariosutilizados.lno:Enonoclonal,po:policlonal,M:ratón,R:rata,Rh:conejo,

Gp:cobaya.

4.3.2. Inmunoperoxidasas.Técnicade avidina-biotina

Se analizaron seccioneshistológicas incluidas en parafina mediante tinción por
inmunoperoxidasa.Se lavaronen PBS y seincubaron2 horascon el anticuerpo primario

correspondientea temperaturaambiente;tras treslavadosde 10 minutosen PBS,seincubaron
1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario, dirigido contra las
inmunoglobulinasdel animal a partir del cual seobtuvo el primario, biotinilado (Vector

Laboratories,Inc.). Las preparacionesse lavaron duranteun total de 30 minutosen PBS y
sele añadióel complejoavidina-peroxidasa(Vectastain,ABC kit, Vector LaboratoriesInc.),
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se incubó durante30 minutosa temperaturaambiente;sehicieron dos lavadosen PBS de 5
minutoscadauno, por últimno seañadióel sustratocromógeno,(diaminobencidinay H202)
y secontrolóla reacciónal microscopioóptico, parándosela mismaen 1420. Posteriormente
se realizó unacontratincióncon hematoxilina,se montaroncon Eukitt (Kindler) o DPX
(BDH) y sevisualizaronen microscopiosNikon Labophoto Diaphot, fotografiándoseen éste
último con películaKodak Ektar 25 ASA.

4.4. Análisis ultraestructuralpor microscopiaelectrónica

Para la observaciónde la piel del lomno en cortes semifinosy ultrafinos, se tallaron
pequeñosbloques.Estasmuestrassefijaron conglutaraldehidoal 2.5% en tampón0. 1 M pH
7.4-7.6,durantemediahora a4W, realizándoseposteriormentetres lavadosde 30 minutos
con solución tampón y una postfijación en tetróxido de osmio al 1 % en tampón fosfato
Sórensen1 h a4

0C, sedeshidrataronen una seriecrecientede alcoholesy se incluyeronen
resmaEpon 812.

Parala realizaciónde los cortes semifinos y ultrafinos se utilizó un ultramicrotomo
LKB V. Las cuchillasde vidrio, de 450, fueron confeccionadasen un Knifemarker (LKB)
y los bloquesfueron talladosen un aparatotalladorTm 60 (Reichert-Jiing).

Los cortes semifinosde 0.5-1 ~m de espesorse depositaronsobre gotasde agua
bidestilada,colocadasen un portaobjetos,y seextendieroncon ayudade unaplatina caliente
(90W). Los cortesultrafinos, de aproximadamente7Onm (interferenciaplateada-dorada),se
montaronsobre rejillas de cobre de 150 mesh, o bien 100 mesh con película soportede
formvar al 0.025%.

Los cortes semifinos fueron teñidos en caliente, con solución acuosade azul de
toluidina al 1 56. Paralos cortesultrafinos se realizó unadoble tinción positiva con acetato
de uranilo y citrato de plomo.

Los estudiosultraestructuralesse llevaron a caboen un microscopioelectrónicode
transmisión JEOL 100 CX, del Servicio de Microscopia electrónica de la Facultadde
Veterinariade León.

4.5. Análisis de ARN por Northern blot

Se extrajo ARN de seccionesde aproximadamente3 cm de piel de la cola,
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congeladasen N2 líquido. Para la obtenciónde ARN se utilizó el métododel fenol ácido,
descritoen Chomczynskiy Sacchi,(1987),con las siguientesmodificaciones:seemplearon
5 ml de solución D, homogeneizandodurante1 mm en Ultra-Turrax; tras la obtencióndel
últimoprecipitadosetratóconproteinasaK (100ng/ml) durante1 h a37W en acetatosódico
0,3 M pH6, EDTA 1 mM, SDS 0,1%; sehicieron dosextraccionescon fenol: cloroformo
y seprecipité con etanoly acetatosódico.

De los ARNs aislados,7 gg sesepararoncomosedescribeen Lehrachy cols. (1977)
en gelesde agarosacon tampónMOPS (Sigma)y 6% formaldehido.La transferenciasehizo
por capilaridaddurantela nochecon 20 x SSC a membranasde nylon (CeneScreenPlus,
Dupont); la membranafue irradiada2 minutoscon luz ultravioletay se tuvo 2 horasa70W;
la tinción del ARN en la membranase realizó con azul de metileno, comose describeen
Sambrooky cols. (1989).La hibridaciónse realizó en las mismascondicionesdescritaspara
el Southernblot.

Las sondasquese han empleadoson:
- para hKlO; un fragmento Clal de 600 pb del extremo 5’ del gen de hKlO,
específicade hKlO, paradetectarla expresióndel transgén
- para fi-actina; el fragmento EcoRí- Hindilí de 280 pb del gen fi-actina de rata
(procedentedel plásmido pSP/3-act72,de A. Alonso) como control del ARN

realmentecargadoen cadapocillo.

El mismo ARN, se hibrida con más de una sonda, utilizando el mismo filtro,
retirándoseel ADN anteriormentehibridado, mediante3 lavadosde 2 mm en SDS 0,01%y
0,01x SSC a ebullición.

Las autorradiografíaseran densitometradas(medianteun sistemageneralde proceso
digital y análisisde imagen MICROM-IP 2.0, Microm España)y normalizadaspor el valor
de fl-actina.

4.6. Extracciónde FI y gelesde proteínas

La extracciónde queratinasepidérmicasse realizó básicamentecomo sedescribeen
Achtstáttery cols.(1986).Consisteen la homogeneizacióndel tejido en 4 ml de tampónde
baja concentraciónsalina en presenciade detergentese inhibidores de proteasas(NaCí
l5OmM, ditiotreitol (Dfl) lmM, tritón X-l00 0.1%, Tris-HCl lOmM pH 7.5 y
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) lmM); posteriormente,se recogela fracción insoluble
mediantecentrifugaciónde 10 minutosa 4

0C Y 1200 rpm en rotor JA2O (Beckman); tras
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repetir el proceso un total de 4 veces (las dos últimas se utiliza un tampón de alta
concentraciónsalina, con KCI 1.5 M y NaCí 10 mM). La fracción insoluble,quecontiene
las queratinasse resuspendeen tamnpónde Laemli y seguardaa -20W.

El análisis de las fracciones así aisladas se realizó, fundamentalmentepor
electroforesisen gelesde acrilamidaal 8.5% en presenciade dodecilsulfatosódico (SDS)
(Laemmli, 1970).Algunasmuestrassesometieronaanálisisporelectroforesisbidimensional,
siguiendoel métododescritopor O’Farrell y cols. (1977).

Las proteínasresueltasen gelessetransfirieron a filtros de nitrocelulosa(Schleider
& Schuell)en tampón fosfato. Para la detecciónde las queratinasfijadas a estos filtros, se
incubarondurantelh a temperaturaambientecon el correspondienteanticuerpodiluido en
TTBS (0.1M Tris-HCl pH 7.5, l5OmM NaCí, 0.1% Tween 20). Los filtros fueron
posteriormenteincubadoscon el anticuerposecundario,que fue anti-IgG de conejo o ratón
biotinilado (Vector Laboratories,Inc.) durante30 minutosen el mismotampón. Despuésse
añadióel complejo avidina-peroxidasa(Vectastain,ABC kit, Vector LaboratoriesInc.).Los

complejosinmunesse revelaronutilizandodiaminobencidinacomosustrato(Harlow y Lane,
1988).

4.7. Análisis de la actividadmitótica

Seinyectaa los ratones(inyecciónintraperitoneal)con BrdU (Sigma) lOOmg/Kg de
pesoen NaCí 0.9% lh antesde sacrificarlos.Las muestrasse fijan en etanol70% a 4W
durante 3 días, y se incluyen en parafina. Los cortes histológicosse desparafinan,se
deshidratany setratancon HCl lN durante40 minutosa 370C. Se lavan en PBS (6 lavados
de PBS) y se procesancomno el resto de las inmunofluorescenciasindirectasdescritoen el
apanado4.3.1.

4.8. Tratamientostópicoscon AR y TPA

AR: seaplicarondiariamenteen la piel de la cola30 gg de ácidoretinoicotodo trans
(AR; Sigma)durante14 días.

TPA: los tratamientoscon TPA (Sigma) en la piel de la cola de los animales se
realizaronaplicando7 dosisde 20 nmnoles en díasalternos;en la piel del lomo seaplicaron
dos dosisde 20 nmolesa díasalternos.Paraanalizarla actividad mitóticaen piel del lomo
de animalestratadoscon TPA, seaplicó unadosisde 20 nmnol en 200 ¡¡1 de acetona12h antes
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de la inyeccióncon BrdU.

Todaslas solucionesseconservana-20”C en la oscuridad.Tantoel AR comoel TPA
sedisuelvenen acetona;100 pcI extendidosa lo largo de la cola, y 200 pcI extendidosen la
piel del lomo del dorsodel animal en cadadosis.

4.9. Protocolodecarcinogénesisquímicaen piel de ratón.Análisis de los tumores

Seinician los protocolosde carcinogénesisen ratonescon7 semanasde edad.A esta
edad, todos los folículos pilososse encuentranen anagén.En este momento,(que seasocia
a la proliferaciónde las célulasstemdel folículo piloso, consideradaspor algunoscomolas
célulasblancode los carcinógenos)son mássensiblesa los carcinógenosquímicos (Miller y
cols., 1993).

Se desarrolló un protocolo de carcinogénesiscompleta que consistía en la
administracióntópicade 7, 12-dimetil-benzantraceno,DMBA (Sigma)a ratonestransgénicos
Fm C57BL/6xBalb/Cy hermanosde camadano transgénicoscon las siguientesdosis:

Iniciación: 400 nmol a las 7 semanasde edad
Progresión:40 nmol 2 vecespor semanahasta14 semanas

80 nmol 2 vecespor semanadesdela semana14 hasta18 semanas

Los tumoresse revisabansemanalmente,y se sacrificabanlos animalescuandoel
tamañode la lesióndesarrolladaerade 1 .5 cm2. A las 30 semanassesacrificaronlos últimos
animales.Las dosisde carcinógenoadministradasen este protocoloson dosismuy altas, y
durantetiemposlargos (Naito y DiGiovanni 1989; DiGiovanni 1992).

El DMBA se disuelveen acetonay seguardaa -200C preservándolode la luz. Se
administracadadosisen 200 j~1 sobrela piel del lomo de los animales.

El aspectomacroscópicode los carcinomasconsisteen una úlcerasuperficialcon un

borde ancho,a menudorecubiertopor unacostra.En el carcinomade célulasescamosasse
distinguencuatrogradosdeseveridaddeacuerdoconla proporciónde célulasmaduras(Lever
y Schaumburg-Lever,1990). En el grado 1 las células diferenciadassuperanel 75%, se
mantienenlos puentesintercelulares,y seobservanabundantesperlascórneas;en el grado

2 seestimaun 50% de células maduras,con perlascórneasmenosabundantes;en el grado

3 (25% decélulasdiferenciadas)los núcleosdelas célulastumoralesmuestranatipia, muchas
áreascarecende queratinización,y no se observanperlas córneas;en el grado4 las células
madurasno superanel 25%, casi todas son atípicas,la queratinizaciónes mínimao nula.
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El procesadode las muestraspara la obtenciónde seccioneshistológicasse realizó
comose describeen los apartados4.1.,4.2., y 4.3.2.

Los diagnósticoslos realizóel Dr. Claudio Ballestíndel Departamentode Anatomía

Patológicadel Hospital 12 de Octubrede Madrid.
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Resultados

1. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE Kl Y KlO EN QUERATINOCITOS BASALES

Conel fin de estudiarla síntesis,ensamblaje,posiblefuncióny efectode Jaexpresión
de las queratinashumanasKl y Kb, característicasde la diferenciaciónepidérmica,en las
capas basalesde epitelios estratificadosen ratones transgénicos,los ADNs genómicos
humanosquecodificanparaestasproteínas(Johnsony cols. 1985; Riegery Franke 1988)se
pusieronbajoel controlde las secuenciasreguladorasde la queratinabovinabKS capacesde
dirigir expresiónespecíficaa estostipos celulares(Ramírez1993; Ramírezy cols. 1994).

Estaestrategiapermitedirigir ]a expresiónde lasqueratinasKl y K10 a diversos
tejidos en los quehabitualmentesí seexpresan,peroa distinto tipo celular dentrodel tejido
a analizar.Nosbasamosen la expresiónectópicade los genesde queratinasparaconocerla
importanciadelpatrónespecíficocelulardelas queratinas,y estudiarsu papelen la estructura

y función celular.

1.1. CONSTRUCCIONES GÉNICAS EMPLEADAS Y SU EXPRESIÓN EN CÉLULAS
EN CULTIVO

Se utilizó el promotor de la queratina5 bovina para dirigir la expresiónde las
queratinashumanasKl y KlO haciacapasbasalesdeepidermis.La figura 4a muestrael gen
de la 1IK10 (desdeel origen de la transcripción)y 0.5 Kb de secuenciasflanqueantes3’ bajo
el control de las 5.2 Kb de secuenciasreguladorasdel gen de la queratinabovinabK5. En
la figura 4b se muestrael mismopromotorsituadoen 5’ respectoal gen dehKl, y 3Kb de

secuencias3’ flanqueantes.

Paracomprobarla funcionalidadde los genesdonados,se realizarontransfecciones
transitoriasde los plásmidosanteriormentemencionadosen célulasBMGE+H y MCA3D
(transfeccionescon cada uno de los plásmidospor separado).A las 48h se analizó por
tincionesde inmunofluorescenciaindirecta la presenciade las queratinasKl y KlO usando
los anticuemosKk 8.60 y AE2, comprobándosela existenciade células transfectadas
expresandoel productoderivadodel correspondientetransgén,integradoen el citoesqueleto
formandofilamentos(figura 5). De esta forma secomprobóque las construccionestienen
capacidadde sintetizarlas proteínastransgénicas(al menosen célulasen cultivo), y que, por
lo tanto, son funcionales.

36





Resultados

1.2. GENERACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE ANIMALES TRANSGÉNICOS.
CARACTERIZACIÓN DE LAS LÍNEAS TRANSGÉNICAS

1.2.1. ConstrucciónbKS-hKlO

De la microinyeccióncon la construcciónbK5-hKlO seobtuvieron234 animales.La
identificaciónde los ratonestransgénicosse realizó por análisisde Sowhernblot de ADN
genómico,extraídode la cola de estos animalesa los 10-12 días de edad, digerido con
BamHI e hibridado con un fragmentoBamHI de — lKb del extremoY del gen de KlO
(sondahKlO.BamHI, figura 6a). La presenciade una bandade lKb indica la presenciadel

transgén,y seobtuvo sólo en 5 de los animales(figura6b), revelandoquesolamente5 delos
animalesnacidos,eran transgénicos,lo quesignificaun porcentajede transgénicosrespecto
al total de nacidos del 2.356, muy inferior al 10-15% esperable,en principio, para un
transgénneutro. De estos fundadoresse originaron lineas transgénicas(que en adelantese
nombratáncon el númerodel fundadorque las originó). El cálculo del númerode copias
integradoen cadauno de los casosse realizó por comparaciónde la intensidadde bandas
obtenidasen las distintas líneas transgénicascon diferentescantidadesdel transgén,que
equivalena diferentenúmerode copias,obteniéndoseun total aproximadode 5, 5, 50, 75
y 100 copiasporcélulaparalas líneas665, 825,1213,821y 1227respectivamente(figura6b).
El mismo filtro, se rehibridócon la sondaThyl (gen de copia únicaen el genomadel ratón
(Grosveld, 1987),queseutilizabacomocontrol del ADN realmentecargadoen cadapocillo
(no mostrado).

Paracomprobarque la estructuradel transgéneracorrectaen todos los casos,y no
sehabíanintegradocopiasreordenadasdel mismo,sehibridó ADN genómicode las 5 líneas
transgénicas,digerido con EcoRí, con un fragmento SalI-NruI que abarcala secuencia
reguladorabovina(sondabK5, figura6a). Seobtuvoparatodoslos casosunaintegraciónde
las copiasdel transgénen orientacióncabeza-cola,sin detectarsereordenacionesen las copias
integradas(figura 6c).
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No seobservóningunaanomalía,ni alteraciónfenotípicaen ningunode los fundadores
de las líneas quealbergabanel transgénde la queratinaKlO; sin embargoal generarlíneas
deratonesdescendientesde los fundadoresse observaronmarcadasdiferenciasdependiendo
del númerode copiasintegrado:

a)los ratonesgeneradosa partir de los fundadoresque habíanintegradoun númeroreducido
de copias (en torno a 5 copias,líneas665, y 825), eran sanosy presentabanunaduración

mediade vida normal,tantopara los heterocigotoscomoparalos homocigotos(doblenúmero
de copias,ya quese obtienena partir de crucesentreheterocigotos).

b) los ratonesgeneradosa partir de los fundadores821, 1213, y 1227, con alto númerode
copias,presentabanclaras anomalíasy alteracionesfenotípicasquese manifestabana partir
de la tercerasemanade vida y consistíanen tamañopequeño,temblor fino, paresiaen las
extremidadesposterioresy viabilidad reducida,no superandoen ningún casolos tres meses
de vida. Además,la transmisióndel transgénala descendenciade la fundadora1213, erade
un 16%, y de un 29% para el fundador1227, inferior al 50% esperadosegúnla herencia
mendelianadel transgén,lo quesugiereun mosaicismoen estosfundadores.Dadala debilidad
manifiestaque presentabanlos individuostransgénicosde estaslíneasy su escasaviabilidad,

en ninguno de los casos fueron posibles cruzamientosentre transgénicospara obtener
homocigotos.Tampocofueronposiblescruzamientoscon animalesno transgénicospara el
mantenimientode líneas, por lo que los animalesde que se dispusofueron exclusivamente
descendientesdirectosde los fundadores.

La fundadora 821 murió tras criar una sóla camada con tres descendientes
transgénicos,por lo que los datos que se tienen de esta línea y el material susceptiblede
análisises, lamentablemente,muy escaso.

Estos datosseresumenen la tablaII.

línea n0copias alteracionesfenotípictms

665 —5

825 —5

1213 —50 +

821 —75 +

1227 —100 +

Tabla II. Caracterización de las líneas transgénicasbK5-bKlO.
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excepcionalmentesecuenciasde ADN que presentaninestabilidad estructuralen ratones

transgénicos (Collick y cols. 1994). En nuestros animales con copias reordenadas,
principalmenteen la línea S78, la mayoría de las copias se integraban completasen
disposicióncabeza-cola,y algunasse integrabanreordenadaso parcialmentedelecionadas
(comprobadoal hibridar conunasondadel transgéncompletoel ADN digerido conBamHI,
no mostrado).

Ninguno de los fundadorestransgénicospara el gen de la queratinaKl, ni de sus
descendientespresentabaanomalíafenotípicaalgunao característicamorfológica que los
distinguiesede sus hermanosno transgénicos,ni reducciónen la duraciónmediadevida.

1.3. EXPRESIÓN DE K1O EN TEJIDOS DE ANIMALES bKS-hKlO ADULTOS

Como se ha mencionado, nos basamos en la expresión ectópica en ratones
transgénicos,es decir, expresiónen otro lugardistinto al de expresiónhabitual,paradirigir
la expresiónde la queratinahumanahKlO a órganosy tejidos en los que normalmentesí se
expresa,pero a distinto tipo celular. En la situaciónEn vivo la síntesisde las queratinasde
capasbasales(KS/K14)y específicasde diferenciación(Kl/KW) sonexcluyentes,por lo que
los epitelios estratificadosexpresantodaslas queratinasantesmencionadas,si bien en tipos
celularesdistintos.

Conel fin de conocery examinarel patrónde distribucióndel productodel transgén
bK5-hKlO en diferentestejidosde animalestransgénicosadultos,e identificaren quécélulas
se localiza la proteínatransgénica,se realizaron inmunofluorescenciasindirectas con el
anticuerpoAE2, específicode las queratinasKl y KIO humanas(ver Materialesy Métodos)
en todas las líneas. Crioseccionesde ratones no transgénicosusados como control, no
reaccionaronconesteanticuerpo(no mostrado).Se realizaron,además,tincionesconotros
anticuerposquereconocenla queratinaKb. De todoslos anticuerposensayadosenel análisis
de los ratonestransgénicos,(recopiladosen la tabla 1), sólo fue posible el reconocimiento
absolutamenteespecíficodela queratinahumanahKlO en los tejidosde ratón,en las tinciones
realizadasutilizando el anticuerpomonoclonal AE2, ya que el resto de los anticuerpos
ensayados(monoclonalesobtenidosen ratón), reconocenademásde la proteínahumana,la
queratinamurinamKlO, siendopor lo tanto inespecíficosen los tejidosenlos queseexpresa
esta proteína.
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1.3.1. Expresióndel transgéncoincidentecon mK5

Los ratones transgénicosbK5-hKlO son portadoresde un transgénen el que las
secuenciasreguladorasde la queratinabK5 dirigen la expresiónde la queratinahKlO a los
tiposcelularesqueexpresanla queratina1<5. La queratina1<5 selocalizaen las capasbasales
de losepiteliosestratificadosde diferentesespecies(Molí y cols. 1982; Byme y Fuchs 1993;
Ramírez1993; Ramírezy cols. 1994);por lo tanto, el patrónde distribuciónesperadopara
la proteína1<10 transgénicacorresponderíaa aquel queseconocepara la queratina1<5, es
decir, principalmentelos estratosbasalesde epitelios estratificados.Como se detallaráa

continuación,éste no ha sido estrictamenteel patrón de expresiónde la queratinahKlO
transgénicaen todaslas líneasde ratonestransgénicosanalizadas,ya queademásde en los
lugaresde expresiónde la queratina1<5, seha constatadola presenciadel transgénen otros
tipos celularesen los queno sedetectaexpresiónde K5 (fenómenoquedesignamoscomo
expresióngenuinamenteectópica).En la tabla III, se presentaun resumendel análisisde la
expresiónpor inmunofluorescenciade las 5 líneas transgénicas,y en la figura 8 diversos
ejemplos representativosde los tejidos en los que las queratinas hKlO y mK5 son
coincidentes;esdecir, en los tejidos en quese ha detectadola expresióndeambasqueratinas
(hKlO y mk5), o la ausenciade las mismas.La expresiónde la queratinabasalendógena
mK5 no parecehaber sido afectadapor la gananciade expresiónde hKlO en las células
basales,al menospor lo quese puededetectarpor experimentosde inmunofluorescencias
indirectas(resultadosno mostrados).
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TEJIDO LÍNEA

66r 825’ 82V 121Y 1227 mKS

EPIDERMIS:

lomo

plantar

cola

FOLÍCULOS +(VRE) +(VRE) +(VRE) + +(vRE) + +(VRE) +(VRE)

EPITELIOS INTERNOS:

lengua

paladar

epit. nasal

esófago

estómagoaglandular + + NA 4- + + + 3 +

GLÁNDULAS:

salivales

sebáceas

plantares

OTROS:

vejiga NA NA + + + +

timo + +4-4-’ +++‘ +‘

tráquea NA NA NA +++ +++ +

riñón - . ++ ++~

bazo - - - - -

corazón . - - - -

muscumo - . - - -

Tabla III. Resumen de la expresióndel trausgénhK lO y de la queratina endógena ¡nK5 en ratones transgénicosbKS-

hKlO y de la queratina inKS en ratones control. Detecciónpor ¡innunofluorescencia de hKIO y mK5 con los

anticuerpos AE2 y RKS, respectivamente.

a:intensidad de tinción por inmnunofluorescencia percibida con el anticuerpo inonoclonal AE2
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En la columna mKS, se señalan los tejidos en los que se detectaexpresiónde la queratinamKS (+). o ausenciade

la misma (-), tanto en los transgénicosbK5-bK lO, como en ratones control

NA: no analizado,vRE:vaina radicular externa, 1 :expresióntambién en serosa,2:conductos,3:conductosy algunas

célulassecretoras(gránulos>,4:pocascélulas,5:células reticularesde la región medular,6:todaslas célulasreticulares

(corticalesy medulares>, 7:pelvis renal, S:pelvis renal y tubos colectores

La proteínatransgénicase detectó en las capasbasalesde epitelios estratificados,
coincidentecon la queratina1<5 endógena,con un patrónde distribuciónesperablesegúnel

obtenido al caracterizarlas 5 .2Kb de secuenciasreguladorasbovinasque utilizamos como

promotoren el transgén(Ramírez, 1993, Ramírezy cols. 1994). En general,en todosestos
epiteliosla expresiónescontinua.La figura 8 muestraresultadosrepresentativosdetinciones
por inmunofluorescenciasde tejidos transgénicosde distintas líneas con anticuerposque
reconocenla queratinaK1O humana.Hay algunasexcepcionesa la coincidenciade hKlO y
mK5: la queratinaendógenamK5 se localiza en los conductosde las glándulassalivales
mientrasque en la línea 1227, se encontraroncélulaspositivas parael anticuerpoAE2 en
conductosy célulassecretoras(no mostrado),tambiénen estalínea se observóexpresiónen
la serosadeestómago(figura 8h) sin detectarseexpresiónde mK5; esinteresanteresaltarque
en el timo mKS se circunscribea las célulasreticularesde la región medular (figura 9a),

mientrasqueen las líneas 1213, y 1227, se detectóla presenciadel transgénen células
corticalesy medulares(figura9b), en estasmismaslineassedetectóla presenciadequeratina
humanaen pelvis renal y tubos colectoresdel riñón (figura 8j), encontrándosela endógena
tan sólo en pelvis renal.
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1.3.2. Expresióngenuinamenteectópica

El análisis de expresióndel transgénbKS-hKlO es, en general,bastantecoincidente
conel de mKS (tablaIII, figura 8); sin embargovarios tejidosreaccionaronconel anticuerpo
monoclonalAE2 (reconocede forma específicahKlO>, sin detectarseen ellosqueratinaKS
murina. Estepatrónsorprendentede expresiónno coincidentesóloseobservabaen las líneas
queintegrabanmayornúmerode copias,que, asu vez,eranlas quemanifestabanalteraciones
fenotípicas.La tablaIV recogeun resumende estospatronesde expresióninesperadosen las
distintaslíneas.

TEJIDO LÍNEA

665 825’ 821’ 1213’ 1227’ mK5

estómagoglandular . . + ++

hígado - - +2 ++~

pummén . . +~ +++~

cerebro - NA NA +4-4-’

páncreas NA NA NA ++“ + +.‘

tiroides NA NA NA ++ ++

Tabla IV. Resumen de la expresióndcl transgénhKlO y de la queratinaendógenamK5en ratonestransgénicosbK5-hKIO(hKlQ

y mK5) y controles (rnKS). Detecciónpor inmunofluorescenciade hKlO y mKScon los anticuerposAEZ y RK5, respectivamente.

a:intensidadde Unción percibida por inniunolluorescenciaconel anticuerpo monoclonalAE2, í:expresióntambiénen serosa(que

esnegativaparamI(S),2:epiteliosdelos conductosbiliares extralobulillares,3:epitelioy serosade la vesículabiliar,4:sómoalveolos,

5:plexoscoroideos,6:conductosde secreción,7:célulassecretoras.

La figura 9, muestrauna seriede tejidos representativosde no coincidenciaentrela
proteínatransgénica(Kb), y la proteínaendógena codificadapor el gen homólogodel

promotor(mK5). No parecequeen ningunodelos casosobservadosla expresióndel transgén

seadebidaa efectode posición, reflejandolos efectosde algúnposibleelementoactuandoen
cEs en el sitio de integración; más bien al contrario, la reproducibilidadde los datos de

expresiónparala mayoríade líneasy tejidos indicaque estaexpresiónseaindependientedel
sitio de integración.

Estosdatosindicanque, en los epiteliosde ratonestransgénicosadultoscon un número

reducidode copiasdel transgén,el gende la queratinahumanahKlO bajo el control de bK5
seregulafundamentalmentede formaespecíficacelular y de tejido. Por el contrario, en los
ratonesque han integrado un número mayor de copias del transgén,la expresiónde la

proteína
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transgénicasevisualizade forma inesperadaen célulasy tejidos en los que no sedetectala
K5 endógena.Una situación similar, en la que se ha observadoexpresióninadecuadadel

transgénproporcionalal númerodecopiasintegrado,seha descritoparalas queratinashK16

(Takahashiy cols. 1994)y hK8 (Casanovay cols. 1995).

Cuandoseobservala proteínatransgénicaa grandesaumentosal microscopio,tanto
en los tejidos en los que bKlO y mK5 coinciden, como en los que se detectaexpresión
genuinamenteectópicadel transgén,seaprecianformacionescon aspectode filamentos,por
lo quepresumiblementela queratinahumanaha formadoestructurasfilamentosasconalguna
queratinaendógena.Esto no se cumple para todos los órganos, ya que en las células
secretorasde lasglándulassalivalesde la línea 1227,y en las líneasen queseha observado
expresiónectópicaen los piexoscoroideos,se observael transgénen forma de gránulos
(figura 90, lo que podríadebersea un excesode queratinatransgénica,en relacióna las
queratinasendógenasde tipo II, produciendounaagregaciónde proteínaqueinterfierecon
la organizaciónnormal del citoesqueleto.

De los tejidos dondeseexpresa1<10 (tinción con AE2) no coincidentecon 1<5 , se
observa colocalizacióncon 1<8 (tinción con TROMA 1) en estómagoglandular, hígado,

pulmón,y los tubos colectoresdel riñón, todosellos epiteliossimples,sugiriendoqueambas
queratinascopolimerizanen un único citoesqueletoformandofilamentos(no mostrado).

Se ha analizadola expresióndeotrasqueratinasendógenas(K14, 1<1, 1<10, K6) por
inmunofluorescenciasindirectas en epidermis (piel de lomo, cola y plantar) y epitelios
internos(lengua,paladar,esófagoy epitelio nasal),encontrándoseun patrónde expresión

normal para estas proteínasen crioseccionesde animales transgénicos(resultados no
mostrados).Esto demuestraque la expresión del transgén no parece inteiferir con las
queratinasendógenas.

La expresión detectadamediante inmunofluorescenciasindirectas de la loricrína,
componenteesencial en la fase de maduración del epitelio, se localiza en capas
inmediatamentesuperioresa la capabasal queexpresael transgén.

1.3.3.Expresiónproporcionalal númerode copias

Aunque la tinción por inmunofluorescenciano es un métodocuantitativo,sí esposible
apreciaruna tinción diferencial, más o menos intensa,en las distintas líneas de animales
transgénicos;en las tablas III y IV se representanpor símbolosque en ordencrecientede
intensidadpercibidavan de + a +++. De los datos resumidosen las tablas Hl y IV se

49





Resultados

La tablay recogelos valoresobtenidosde la densitometríadel Nor¡hern blot del
ARN aisladode piel de la colade las diferenteslíneas

Tabla y. valores de densitoinetrfa (en unidades arbitrarias) de la expresión de ARN de la piel de la cola de las

líneas transgénicas665, 825, 821, 1213, 1227. Los datos están normalizados por el vajor de 8-actina. En ambas

hibridacionesseha utilizado el mismo filtro.

Estos valorescoincidencon las intensidadesrelativas de expresiónobservadaspor
inmunofluorescenciasindirectas(tablaIII), salvo la línea 825, parala quequizá sehubiera
esperadoun valor menor.

1.4.EFECTO DE LA EXPRESIÓN DE KIO EN CAPAS BASALES: ALTERACIONES
FENOTÍPICAS PRODUCIDAS EN LÍNEAS DE RATONES TRANSGÉNICOS bKS-
hKl O

Las líneas 665 y 825 no presentan alteraciones fenotipicas, ni características
morfológicasque las distingande sus hermanosno transgénicos,son ratonessanoscon una
duraciónmediade vida normal. Estaslíneasson las quehan integradoun númerobajo de
copias, presentanniveles menoresde expresióndel transgény en ellas no se ha detectado
expresióndel transgénen ningún tejido no coincidentecon mK5.

La característicafenotípicamásllamativadelos ratonesdelaslíneas821,1213 y 1227
es su pequeñotamaño:el crecimientode estosratonestransgénicoses muy similar al de sus
hermanosde camadadurantelas tresprimerassemanasde vida, a partirde estemomentolas
curvasde crecimientodivergen(de forma másacentuadaparalos machos),ya queapenasse
observaun aumentodepesoen los ratonestransgénicos,quealcanzancomo máximoun 50%
del pesoal que llegan sus hermanosno transgénicos(figuras 1 la y 12). Además, estos
animalesmanifiestanun temblorfino, queseagudizasi seles sometea estrés,seobservauna
paresiaqueafectaalas extremidadesposteriores(figura 1 lb), y presentanunaviabilidad muy
reducida:las hembrasde la línea 1227 que son las máslongevasno superanen ningúncaso
el tercer mes de vida (figura 12a). Estas diferenciasmorfológicasexternasseempiezana
manifiestara partir de la tercerao cuartasemanade vida. Estaedadessignificativaparael
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desarrollodel ratónya queen estemomentoseproduceel destetedelosanimales,cambiando
de alimentación,tambiénesel momentode la mielinización, y el momentoen que el timo
finaliza su crecimiento.

El análisishistológico de los órganosde estosanimalesreveló seriasalteracionesen
algunosde ellos, quesedetallan a continuación:

Alteracionesen epidermis:

En la piel de los animales de las líneas 1213 y 1227 existe una marcada
hiperqueratosis(engrosamientodel estratocórneo)ortoqueratótica.El aumentoexcesivodel
estratocórneoacelular se asociacon unaatrofia del resto de los estratoscelularesde tal
forma que la epidermis,con 2 ó 3 capasde célulashabitualmenteen el ratón (figura 13 a y
c), se transformaen los transgénicosen una única capa, constituida por células muy
aplanadas,inclusoendoteliformes,de núcleomuy picnótico,unasvecesperpendiculary otras
paraleloa la membranabasal (figura 13 b y d). Además,la piel muestrauna papilomatosis
difusapor protusiónde las papilasdérmicashaciala superficie,provocandounaondulación
irregular y muy marcadade la epidermis(figura 13 b y d).

En la figura 13 (a y b) se observanademáslos folículos pilososen fasede telogén,
tanto en los controlescomoen los transgénicospero, en estosúltimos seevidenciatambién
unaatrofia de la vaina radicularexterna,con célulasde núcleospicnóticos,arrugadosy de
pequeñotamailo (figura ISa control, y 13b transgénico).Sin embargo,aunqueno se ha
realizadoun estudiodetallado,no se han observadoalteracionesni en la aparienciani en el
crecimientodel pelo.

En uno de los transgénicosanalizadosde la línea 1213 , con un mesde edad, se
observaron múltiples costras blanquecinas, duras, haciendo prominencia y con una
distribución simétrica en el cuello, mejillas, flancos, dorso y región perineal.
Microscópicamente,la epidermis,queno mostrabalesionesmacroscópicas,presentabalas
característicasya descritaspara los transgénicos,mientrasque las regionescorrespondientes
a las costrasse caracterizabanpor la presenciade unadermatitis intersticialasociadaa una
hiperpíasia irregular del epitelio: por un lado existían proyeccionesdigitiformes de
hiperqueratosis,con una marcadahiperqueratosisortoqueratóticay formaciónde múltiples
taponesde queratinabloqueandola aperturade los folículospilosos (figura 130 y, por otro
lado, una hiperpíasiaepidérmicapsoriasiforme,con un epitelio acantósico(con el estrato
espinosoengrosado),hiperqueratóticoy con hipergranulosis,múltiples folículos pilosos
displásicos,sin pelo ni diferenciacióndeglándulassebáceas,ademásde unaacantolisisdifusa
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intrabasal (figura De).

Alteracionesen epitelios internos:

En el estómagode todos los transgénicosexiste hiperqueratosisortoqueratótica,de
moderadaa intensa,en el epitelio planoestratificadoqueratinizadode la porciónaglandular
(figura 13i). Ademásdel aumentoclaro en el espesorde la capacórneaacelular,en muchos
casosse observaun estratolúcido muy evidente,homogéneoy eosinófilo (figura 13h), en
comparacióncon los controles (figura 13g). Estos estratos lúcidos ensanchados,muy
eosinófilos, se observanademásen el esófago (figura 13k), más característicosen los
transgénicosde la línea 1213. A pesarde la presenciade la hiperqueratosis,estosepitelios
no presentanlas profundasalteracionesde las capasdecelulas vivasobservadasen la piel del
lomo.

Del conjuntode estosdatosseconcluyequetanto en algunosde los epiteliosinternos
estratificados,comoen la piel del lomo (que expresanla queratinaKIO transgénicaen las
capasbasales(figura 8), se produceun fuerte aumentode los estratosde la epidermis
característicosde la diferenciaciónterminal (estratocórneo),o estratoscaracterísticosde los
epitelios en áreasmuy queratinizadascoínola planta del pie (estratolúcido), lo quesugiere,
unido a los datos aportadospor la ultraestructuraque se detallarán más adelante, una
diferenciaciónanómala,con un tránsito muy rápido de la célula basal, queexpresaKlO
transgénica,a las capasdiferenciadasde epitelios.

Sehan observadoademás,alteracionesen otros órganosinternos, no encontrándose
siempreunacorrelacióndirectaentrela expresióndel transgény la lesión observada.Cabe
destacarlas siguientesalteracioneshistopatológicas:

Alteracionesen otros órganos:

Lasorejasde muchosde los transgénicosanalizados,(pertenecientesa las líneas1213
y 1227), presentande forma progresivagangrenasecade las porcionesdistalesde ambas
orejas,con la consecuentepérdidadeestasporcionesy su posteriorcicatrización.Al estudiar
microscópicamentelos pabellonesauriculares,seobservala presenciade un tejido conjuntivo
jovenen el extremodistal, apenascubiertodeepitelio, asícomode múltiplestrombosen fase
regenerativa,afectandoa los capilares terminales (figura 14h). La gangrenasecacomo
consecuenciade una trombosismúltiple en la circulación terminalde órganosdistalespuede
tenersu origen en vasoconstricciónsostenida,lesionesdel endoteliovascular, coagulación
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intravasculardiseminada,estasissanguíneoo infección sistémicaque lesionanel endotelio
vascular.

En el páncreasde los transgénicosanalizados(de las dos líneas) existe una gran
hipertrofiade los acinospancreáticosquecircundana los islotesde Langerhans,presentando
el resto del páncreas un aspecto histológico normal (figura 14a, b). En los acinos
hipertrofiadosque rodeana los islotes, el núcleoaparecedesplazadoperiféricamentehacia
la membranabasal; y el citoplasmaestámuy dilatado y acidófilo por la presenciade gran
cantidadde gránulosde zimógeno.Comoseha descritoanteriormente,seobservaexpresión
genuinamenteectópicade filamentosde hKlO en las célulasacinaresy pequeñosconductos.
Planteamosla hipótesisde queestahipertroflalimitadaa las regionesalrededorde los islotes
podríadebersea unahiperactividadinducida por la expresióndel transgén hK 10, que se
manifiestamorfológicamenteen la región mejor vascularizadadel páncreasque limita a los
islotes.

Referenteal sistemanerviosodestacamoslas siguientesalteracionesen las doslíneas:
en los adultostransgénicosanalizados,existeunadespoblaciónde neuronasmotorasen el asta
anteriorde la médulaespinal. Estadespoblaciónsedebea un procesode atrofla de neuronas
y posterior fagocitosis de las mismas por partede las células de microglía. La atrofia
neuronalse caracterizapor la presenciade cuerposcelularesarrugados,(teñidosde forma
basófiladifusa),con pérdidade los detallesintracelulares.Seobservatambién unaintensa
vacuolizacióndelasneuronasmotorasy célulasdeneuroglíaen la sustanciagrisde la médula
espinal,caracterizadapor la presenciade múltiples vesículas,intracitoplasmáticas,quedan
un aspectoesponjosoa la sustanciagris (figura 14d). No se ha observadoexpresióndel
transgénen estostipos celulares.

Los plexoscoroideosde los transgénicos,muestranunaatroflaen las célulasquelos
constituyen,con núcleopequeñoy citoplasmaintensamenteeosinófilo y muy escaso(figura
140 quelos diferenciande sushermanosno transgénicos(figura 14e). Los plexoscoroideos
producenel líquidocefalorraquideo,quebañatodo el sistemanerviosocentral,y seencargan
de su constanterenovación. Se ha mencionadola expresión inesperadade la queratina
transgénicaen forma de gránulosen los plexos coroideos(figura 90; es posible que la
presenciaanómalade estaproteínaimpida el desarrollonormalde lascélulasepitelialesque
componen los plexos coroideospudiendo alterar su normal funcionamiento.Las fibras
nerviosas del nervio ciático presentantumefacción de la vaina de mielina de forma
segmentariaentrelos nódulosde Ranvier. Esteprocesodegenerativopuedeser consecuente
a procesosdegenerativosy muertedel cuerponeuronalpresenteen las astasanterioresde la
médulaespinal(figura 14g).
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En cortestransversalesde los músculosde lasextremidadesposterioresseobservan
paquetescompletosde fibras muscularesesqueléticasatróficas,con citoplasmaescaso,y de
forma irregular, angulosa(figura 14j). Probablementela atrofia seadebidaa la inactividad
del músculooriginadapor la deficienteinervaciónmotora debidaalos trastornosyadescritos
en el nervio ciático manifestándoseclínicamente en forma de parálisis parcial en las
extremidadesposterioresde los ratonestransgénicosde las líneas1213 y 1227.

Algunos de los transgénicosmuertos espontáneamentepresentaronun cuadro de
encefalitispurulenta,asociadoa una depleciónde linfocitos en la región cortical del timo
(figura 141), sugiriendoun procesode inmunodeficiencia.Para su confirmación sellevó a

caboun análisismediantecitometríade flujo y determinaciónde la fórmula leucocitaria,en
otros hermanostransgénicosvivos, para determinarlas poblacionesde linfocitos T y B en
sangreperiférica, obteniéndosecomo resultadouna linfocitopeniapara ambaspoblaciones,
revelandoun estadode inmunodeficienciamuy evidenteen estos animales.Dado que en el
timo seproducela maduraciónde los linfocitos 1, no podemosdescartarel hechode que la
presenciaanómalade queratinaKlO humanaen las célulasepitelialescorticalesdeesteórgano
estéimplicadaen la depleciónlinfocitaria tímica y en la linfocitopeniaen sangreperiférica
observadasen estosanimalestransgénicos.Esteestadode inmunodeficienciahacequesean

muy susceptiblesa infeccionesporagentesexternosy les causela muerteaedadestempranas.

En algunosepiteliossimples(estómagoglandular,hígado,pulmón,riñón), la queratina
KlO transgénicase integra en el citoesqueletoformando filamentoscon la queratinaKB
endógena,sin presentaralteracioneshistológicas, ni indicios que hagan sospecharuna

disfunción hepática, respiratoriao renal. Blessing y cols. (1993) detectaronen animales

transgénicoscolocalizacióndela queratinahumanahKlO con la endógenamKS en estructuras

fibrilares del páncreasde ratonestransgénicos,sin que la fisiología normal del páncreasse

viera alterada.

A pesar de las variaciones en la severidad fenotípica individual, resultados
esencialmenteidénticosse obtuvieronparalas dos líneasde la construcciónbK5-hKlO que
integraronun númeroelevadode copiasy se pudieron analizar, lo quedemuestraque los
fenotiposobservadossonconsecuenciadirectade la expresióndel transgén.
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La falta de estratogranulososorprende,a la vista de un bien desarrolladoestrato
córneoortoqueratótico,parael quesesuponenecesariala existenciade un estratogranuloso
en el que la filagrina se encuentraagregadacon los tonofilamentosen los característicos
gránulosde queratohialina.La transición de las células basaleshacia el estrato córneo
superficialcaracterísticode un epitelio planoestratificadoqueratinizadoen su última fasede
diferenciación, sin apenas existir estados celulares intermedios en el proceso de
queratinización(no seobservaestratogranuloso),indicaqueel procesode diferenciaciónde
estas células es anómalo, y que esta diferenciación específicade la epidermis se está
produciendode forma muy acelerada.

1.4.2. AnáJisisde la actividadmitótica

Dadaslas alteracionesobservadasen diferentesepiteliosdelos animalestransgénicos,
seanalizósu capacidadde proliferar a travésde experimentosde incorporaciónde BrdU.

Ratonestransgénicosde las líneas 665, 825, 1213 y 1227 fueron inyectadosvia
intraperitonealconBrdU, y una horadespuéssetomaronmuestrasde los mismos.En el caso
de las lineas 1213 y 1227, se realizó el mismo análisis a hermanosno transgénicosde la
mismacamaday jaula, siendopor tantodela mismaedady llevandoigual alimentación.Para
estaslineas se tomaron muestrasde piel de lomo sin tratar, y tratadacon TPA (conocido
estimuladorde la actividad mitóticade la epidermis),estómagoaglandulary lengua.

Las seccioneshistológicasse analizaronpor doblesinmunofluorescenciasindirectas,
usandoun anticuerpoanti-BrdU (amablementecedidopor 5. Mittnatch) y AE2 (figura 16).
Los resultadosobtenidosse resuínenen la tabla VI

TO 1213 NT 1213 TO 1227 NT 1227 TG 825 TG 665

piel 12.7% 6.1% 10.1% 4.8% NA NA

piel TPA 22.8% 12.3% 18.1% 14.3% 17.6% 16.7%

estómago 31.5% 17% 27.7% 17.3% NA MA

lengua 10.9% 12.6% 10% 10.9% MA NA

Tabla VI. Incorporación de HrdU en lascapasbasalesde diferentesórganos de ratones transgénicosy hermanosde

carnadacontroles. MA: no analizado.Los porcentajesse refieren al número de célulasbasalespositivas con el

anticuerpoanti-HrdU.
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1.5. NO SE DETECTA EXPRESIÓN DE Kl EN NINGUNA DE LAS LÍNEAS
PORTADORAS DEL TRANSGÉN bKS-hKl

De forma similar al análisisde expresiónde los transgenesbK5-hK 10, seanalizóla
localizaciónde la proteínatransgénicaen tejidosde los animalestransgénicosportadoresde
la construcciónbK5-hK 1 por inmunofluorescenciasindirectasconanticuerposespecíficos,en
crioseccionesde diferentesórganosde todaslas líneasde animalestransgénicos.

No se detectóexpresiónde la proteínatransgénicaen ningunade las líneas (no
mostrado).Todasellasse analizaronutilizando los siguientesanticuerposmonoclonalesque
reconocenhKl: KAS, EAB9O4, AE2, K8.60, y el anticuerpopoliclonal RKl (amablemente
cedidopor el Dr. Roop).Algunosde estosanticuerposno son específicosdela(s) queratina(s)
humanasKl (y Kb, segúnel caso), sino que reaccionantambiéncon las queratinasKl (y
KlO) murinas;tal es el casode48.60y RKl. Sin embargo,al esperarla localizaciónde la
Kl transgénicaprincipalmenteen las capasbasalesde epidermis, hubierasido posible su
detección,en casode queéstaseexpresara,tambiénconestosanticuerpos.Otrosautoreshan
detectadola expresióndehKl con los anticuerposmonoclonalesEAB9O4, y KB.60en tejidos

de ratonestransgénicos(Blessingy cols. 1993),portadoresdel mismoclon genómicode hKl

queseha utilizado en estetrabajo. Además,la presenciade hKl ha sidodetectadaen células
BMGE+H y MCA3D transfectadascon estemismotransgén(figura5b), usandoanticuerpos,
y, por otro lado, todoslos anticuerposusadosparadetectarla queratinahumanareaccionaron
positivamenteen cortes de epidermishumanausadoscomocontrol (no mostrado).

Paraevitarun reconocimientoinespecíficodelos anticuerpospor reaccionarcon la(s)
queratina(s)Kl (y KlO) endógenasen tejidos de ratón, o un posibleproblemade detección
del transgénporquelos nivelesde expresióndel mismo fueranmuy bajos,inclusopor debajo
del limite de detección por inmunofluorescencia,se realizaron cultivos primarios de
queratinocitosde piel de lomo de ratonestransgénicosreciénnacidosde las líneas868, 871
y 878, no detectándoseen ninguno de ellos la presenciadel transgén,ni en tincionespor
inmunofluorescencia,ni por inmunoperoxidasas, utilizando diaminobenzidina como
cromógeno(no mostrado).

Por todaslas razonesanteriormentecitadas,se concluyequela queratinatransgénica
hKl no seexpresaen ningunade las líneastransgénicasobtenidas.

1.6. LETALIDAD EN LOS RATONES bK5-hKbO Y bK5-hKl. ANÁLISIS DE
EMBRIONES PORTADORES DEL TRANSGÉN bKS-hK1O

Lo másllamativo al recopilar los datosde la generaciónde ratonestransgénicoscon
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las construccionesbKS-hKIO y bKS-hKl (tabla VII) es la bajaeficacia de obtenciónde los
mismos:un 2.3% de los ratonesadultosnacidosde microinyecciónconel ADN debK5-hKlO
erantransgénicosy un 2.7% de los nacidosde la microinyecciónconbK5-hKl, ambascifras
muy inferioresal 10-15% esperableen generalparacualquier transgénneutro. Se hicieron
controlescon los factoresquesesabeafectana la integracióndel transgén:concentracióndel
ADN a inyectar, linearización del transgén separándolode las secuenciasplasmídicas
bacterianasmedianteenzimasquerealizancortes romosy protuberantes,diferentesmétodos
de purificación del ADN a inyectar... (Brinster y cols. 1986) sin conseguirmejorarestas
cifras.

En cuantoa los animalesnacidosse refiere, los fundadoresde las líneas821, 1213
y 1227 son mosaicosde célulasnormalesy transgénicas;ellosno presentanningún fenotipo
mientrasque toda su progenietransgénicasilo manifiesta.La transmisióndel transgéna la
descendenciaes inferior al 50%, especialmenteparala línea 1213, con unatransmisión del
16%, mientrasqueen el casode la línea1227 un 29% de la descendenciaheredael transgén;
sólo se tuvo unacamadade la fundadora821, con 3 animalestransgénicosde un total de?
nacidos.El fenotipo de estaslíneases severo: escasaviabilidad para los transgénicos,con

algunosanimalesfértiles, pero incapacesde dardescendencia.En el casode los transgenes
deKl, ni siquierafue posibledetectarla presenciadelproductodeltransgénen las líneasque
fuerongeneradas.Todosestosdatossugierenquela expresiónde estostransgenespuedeser
letal para los animalesduranteel desarrolloembrionario.

El fondo genéticono pareceinfluir en el efectode la expresiónde los transgenesy el
desarrollode los fenotipos, ya quelos animalespertenecena dos cepashibridasdiferentes:
en el caso de los transgenesbKS-hKlO, las líneas 665, 825, y 821 pertenecena la cepa
B6CF1 mientrasquelas líneas 1213 y 1227 son B6D2F>; la línea 508, transgénicabK5-hKl
esB6CF>, y las otras4 líneascon la mismaconstrucciónson B6D2F5.

Para conocer el efecto que pudieran tener los transgenesdurante el desarrollo
embrionariose realizaronmicroinyeccionescon la construcciónbK5-hKlO sin dejarquela
gestaciónde las hembrastransferidasllegaraa término: seextrajeronlos embrionesdel útero

maternoa los 13.5 y 15.5díasde desarrollo.De las membranasdeReichertseextrajo ADN
paraanalizarla presenciadel transgén.

Las fechasen quese interrumpieronlas gestacionesse eligieron por su importancia
tanto en el desarrolloembrionariodel ratón comoen la expresiónde la queratinamKS:

A los 13.5 d.p.c.ya se han formadotodos los órganosy ocupanposicionesrelativas
similaresa las del adulto. A los 15.5 d.p.c.se forma el estratogerminativo(Rugh 1990).

Respectoa la expresiónde KS, a partir de los 13.5 d.p.c.el promotorbKS escapaz
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de dirigir la expresiónde] gen marcador]acZ a epitelios de lengua,paladar,epitelio oral,
lomo, hocico (aunqueno en todas las líneasanalizadas);a partir de los 15.5 d.p.c. todaslas
líneasanalizadaspresentanuna expresióncontinuaen los epiteliosde la cavidadoral, capa
basal del peridermo y VRE de la vibrisas más avanzadas.Esencialmente,salvo alguna
excepciónobservadaen el tracto respiratorioy en el timo, la expresiónobservadapara los
transgenesde lacZ secorrelacionacon la queratinaendógenamK5 (Ramírez,1993; Ramírez
y cols. 1994).

Los datosobtenidosdel estudiode los embrionestransgénicosse resumenen la tabla
VII: la eficaciade generaciónde transgénicosaumentóhastaun 24% al analizarembriones
de 13.5 díasy descendíaa un 7.8% cuandose analizabanembrionesde 15.5 días. Ambas
cifras (aunqueobtenidasde un total no muy numerosode embriones)son muy superioresal
2.3% obtenidoal analizaranimalesadultos,ydiferentesentresí; con un descensodel 24%
al 7.8% del día 13.5 al día 15.5 de gestación,sugiriendoque parte de los embriones
transgénicosno sobrevivíanal desarrolloembrionario,lo queapoyala hipótesisanteriormente
expuestade que la expresióndel transgénpuedaser causade letalidadembrionaria.El paso
entrelos días13.5 y 15.5 podríaser crítico parael desarrollode los transgénicos.

Tabla Vn. Obtención de ratones transgénicoscon las construccionesbKS-hKIO (adultos y embrionesobtenidos a

13.5y 15.5 días del período de gestacióny bK5-bKl (animalesadultos>. NA: no analizado

~:Todas las camadasobtenidas en el Servicio Anirnalario del CIEMAT en el período durante el cual

se realizaron estas microinyeccionesfueron de tamaño pequeño(4-6 animales), debido a las obras realizadasen el

servicio contiguo al Servicio Animnalario, que alteraron la gestacióny cría de todos los animales.

En la actualidad se llevan a cabo los análisis histológicosy de la expresión del
transgénen estosembrionesparatratar de identificar la causade la letalidad.
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2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE Kl Y KW BAJO EL CONTROL DE bK6Il

Paraconocerel efectode la expresiónde los genesde las queratinasKl y K1O en los
tipos celularesen queseexpresala queratinaK6, los ADNs genómícosde los genesde hK1
y hKlO secolocaronen posición 3’ de un fragmentode 8.8 Kb quecontiene elementos
reguladoresdel gen de la queratina bovina bK6Ii capacesde conferir tanto expresión
específicade tejido como inducible en situacionesde hiperproliferación(Ramírez 1993;
Ramírezy cols. 1995). Estasconstruccionessemicroinyectaronen pronúcleosde ratónpara
analizardel efectode su expresiónen ratonestransgénicos.

Comoya seha mencionado,la queratinaK6 tienela particularidadde expresarsede
formaconstitutivaen célulassuprabasalesdealgunosepitelios,comolengua,paladar,vagina,
VRE de folículos pilosos, etc.., y de inducirse en epiderniis interfolicular por estímulos
(mecánicos,químicos...)queproducenhiperproliferación. Es posiblede estaforma,además
de expresarlas queratinasKl y KlO en las zonasen que de forma natural seexpresala
queratinaK6 (estasqueratinasno son coincidentesen ningún epitelio, con la excepcióndel
epitelio del canalanal y exocérvix (Molí y cols. 1982), inducir la expresiónde la proteína
transgénicaen condicionestales como formación de tumores, cicatrización de heridas,
agresionesmecánicas,tratamientoscon TPA, ácido retinoico, etc...

2.1. CONSTRUCCIONES GÉNICAS EMPLEADAS Y SU EXPRESIÓN EN CÉLULAS

EN CULTIVO

La figura 17 muestralas construccionesgénicasempleadas,en las quelos fragmentos
genómicosquecodifican para las queratinashumanasKl y KíO se hallan bajo el control de
las secuenciasreguladorasde la queratinabovina bK6J3.

Estasconstrucciones(bK6B-hKl y bK6I3-hKlO) son funcionales,y las proteínasque
codificanson capacesde integrarseen un citoesqueletocelular y formar filamentosen células
en cultivo, comolo demuestranlas transfeccionestransitoriasrealizadasenlas líneascelulares
epiteliales BMGE+H y MCA3D (figura 18). La detecciónde la proteína transgénicase
realizó por inmunofluorescenciasindirectasutilizando los anticuerposmonoclonalesKk8.60
y AE2 . Con esta información,que demuestrala funcionalidadde los transgenesensayados,
seprepararonlos ADNs para la microinyecciónen pronúcleosde embrionesde ratón.
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2.2. GENERACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE ANIMALES TRANSGÉNICOS.
CARACTERIZACIÓN DE LAS LÍNEAS TRANSGÉNICAS

2.2.1. Construcción bK6Il-hKlO

De las hembrastransferidascon embrionesmicroinyectadoscon el ADN de bK6Il-
hKlO, nacieron 169 ratonesque llegaron a edadadulta. El Southernblol realizado para
identificar aquellosde los ratonesquehabíanintegradoel transgénen su genomareveló que
sólo 6 de todos los ratones,de los queseobtuvo muestrasde ADN genómicode los tejidos
de la cola,eran portadoresdel transgén.Comosondase utilizó hKlO.BamHI (figura 19a).
El cálculo del número de copias integrado en cada uno de los casos se realizó por
comparaciónde la intensidadde las bandasobtenidasen las distintaslíneastransgénicascon
diferentescantidadesdel transgén,equivalentesa diferentenúmerode copias (figura 19b).

De 6 fundadoresobtenidoscon la construcciónbK6B-hKíO, (5 con la integración
correctadel transgén,es decir, varias copias integradasde forma que se ordenanunidas
cabezacon cola, sin detectarsereordenacionesen la estructura(figura 19c), sólo ha sido
posibleel establecimientode líneasde ratonestransgénicoscon dosde ellos. En otrasdosde
las líneasanalizadas,los descendientestransgénicosmuerenselectivamenteentreel tercery
cuartodía de vida. Los datosreferentesal númerode copiasdel transgénintegradosen cada
casoy a los problemasde viabilidad de las distintas líneasse resumenen la tabla VIII.

línea n0 copias viabilidad

176 —25 normal

1357 —25 normal

221 —100 ¿ fundador mueresin descendenciacon 3 meses

1295 —100 hijos TG mueren entre 3-4 días

1358 >150 hijos TO mueren entre 3-4 días.

Tabla VIII. caracterizaciónde las líneas transgénicasbK6B-hKlO.
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Todoslos fundadorestransgénicossecruzaronconnormalidad,estableciéndoselíneas
de animales transgénicoscon todos ellos en las proporcionesmendelianasesperables;los
ratonesasígeneradosno presentabanrasgosmorfológicoso fenotipicosquelos distinguieran
de ratonescontrol, o de sushermanosno transgénicos,ni reducción en su duraciónmedia
de vida.

2.3. EXPRESIÓNDE K10 EN ANIMALES TRANSGÉNICOS: LOCALIZACIÓN DE
LA PROTEINA TRANSGÉNICA

2.3.1. Expresiónen animalesadultos

Con el fin de conocerel patrónde distribuciónde la proteínahumanaen los ratones
transgénicos,sesacrificaronanimalesadultosF1 hemicigotosy F2 homocigotosdelas líneas
176 y 1337, se prepararon crioseccionesde diferentes tejidos, y se analizaron por
inmunofluorescenciasindirectasconanticuerposespecíficosde la queratinaKlO humana,(ver
Materialesy Métodos), principalmenteAE2, con el quese obtuvieron mejoresresultados
El patrón de expresiónde la construcciónbK6Jl-hKlO coincide con el patrón de tinción
observadopara la expresión constitutiva de la queratina K6, cuyo promotor dirige la
expresióndel transgén(Ramírez, 1993; Ramírezy cols. 1995;). La tabla IX y la figura 21
resumenla expresiónde KlO bajo el controlde bK6f3. La epidermisinterfoliculares negativa
parael anticuerpoAE2, quereconocede formaespecíficael productodel transgén,y positiva
en la vaina radicularexternade los folículos pilosos.Tambiénsedetectaexpresiónen capas
suprabasalesde otros epitelios de la cavidad bucal y el tracto digestivo. El patrón de
expresiónpatahomocigotosde las lineas 176 y 1357 essimilar al obtenidoparaanimales
heterocigotos.
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TEJIDO

LÍNEA

176 1357

EPIDERMIS

lomo -4-(fol,culos) -I-(folículos)

plantar

cola +(folículos) +(folículos)

FOLÍCULOS +(vpn)

EPITELIOS INTERNOS

lengua + +

paladar + +

epit. nasal +

esófago +

estómagoaglandular + +

OTROSt

Tabla IX. AnálisisdeexpresióndeltransgénbK6fi-hKtOenlas líneas176 y 1357.
1 estómagoglandular,hígado,pulmón,vejiga, riñón, corazón,cerebro,bazo, timo.

2.3.2.Expresióndel trausgénen la fundadora1358

Se analizó la expresióndel transgénen los tejidos de la fundadora1358 (muertade
parto), localizándosela proteínapor inmunofluorescenciaconel anticuerpoAE2. En la figura
22 semuestranalgunosresultadosrepresentativosde la deteccióndel transgénen diferentes
tejidos: sedetectóexpresiónen tejidoscomoepidermisde la cola, folículospilosos,epitelios
del paladar,lengua,regiónplantary estómagoaglandular.No sedetectóexpresiónen otros
tejidos que expresanla queratinaK6 talescomo epitelio del esófagoo epitelio nasal, ni en
órganos en los que los componentesepitelialesno contienenmK6 tales comobazo, riñón,
pulmóno hígado.Al contrariode lo observadoen los descendientesde los fundadores176
y 1357, en los que la expresióndel transgéneracontinuaen los epiteliosanalizados,en la
fundadora1358estaexpresióneramosaico(compáreselas figuras22ay b conlas figuras21d
y c2 respectivamente)
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Quiereestodecirque el transgénseestáexpresandoen sólo unapartede las células
del epitelio, cuandopotencialmentedeberíaexpresarseen todas. Este mosaicismoen la
expresiónes, probablemente,debidoa quela integracióndel transgéntrasla microinyección
tuvo lugardespuésde la primeradivisión celulardel embrión, originandouna fundadoraque
no portael transgénen todas suscélulas, constituyendo,por tanto un casode mosaicismo
genético(Wilkie y cols. 1986; Withelawy cols. 1993).En estoscasosno hayunatransmisión
del transgéna la descendenciaen proporcionesmendelianas,sino menor. En nuestrocaso,
un 40% de los hijos de la fundadora1358 son transgénicos,inferior al 50% esperadosegún
herenciamendelianadel transgén.En el casode la fundadora1295, sóloun 27% de sushijos
eran transgénicos,lo que sugiere que también esta fundadoraes un caso de mosaicismo
genéticoy de expresión.

Los datos sugieren que esta expresiónen mosaico,permite la viabilidad de las
fundadoras1295 y 1358 y su fertilidad, ya que como sedetallarámásadelante, los hijos
heterocigotosnacidosde ellas, con expresióncontinuadel transgén(figura 22c, d, e, f y g),
muerendurantelos tres primerosdíasde vida postnatal.

2.3.3. Expresióndel transgénen reciénnacidosde las líneas 1295 y 1358

Los descendientestransgénicosdelas lineas1295, y 1358muerenselectivamenteentre
el tercer y cuartodía de vida. El análisis de la expresiónde la proteína transgénicapor
inmunofluorescenciade criocortes revela que la expresiónde hKlO en animalesrecién
nacidosde ambaslíneascoincidecon la de mK6 en la VRE de los folículos pilosos, surco
labial y epiteliosdel paladar,lengua,región plantar, región oral y faringe (figura 22).

La epidermisinterfolicular da una tinción continua,positiva con el anticuerpoAE2
(figura 22g),aunquedoblestincionesusandotambiénun anticuerpocontramK6 indican que
sólo una partede las célulassuprabasalesde epidermisexpresanK6.

El resultadomásimportantede estasinmunofluorescenciasfueel revelarla existencia
de unaimportantelesión en el epitelio lingual de estosanimales(compárenselás figuras22c
y d con 21c1) con unafuerteexpresiónde la proteínatransgénica,no detectadaanteriormente
y quenos llevó a realizarun detalladoestudiohistológico de estosanimales.

El patrónde expresiónde la proteínatransgénicaes el mismo en las lineas 1295 y
1358, con resultadosindistinguiblesparalos ratonesderivadosdecadauna de las dos líneas.
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2.4. EFECTO DE LA EXPRESIÓN DE HKIO BAJO EL CONTROL DE BK6B

2.4.1. Alteraciones fenotípicasproducidasen las líneas 1295 y 1358

En el momentodel naciínientoningunacaracterísticamacroscópicadistinguíaa los
ratonestransgénicosde las lineas 1295 y 1358 de sushermanosde camadano transgénicos;
sin embargo,a los dos días los transgénicosfrenabansu crecimiento,posteriormenteno se
observabaningún contenidoen su estómagoy no sobrevivíanen ningún casoal cuartodíade
vida. Entoncessu peso medio era de 1 .4g frente a los 2.9g de media que pesabansus
hermanos(figura 23a). En este momentopresentabanuna lesión en el dorsode la lengua
(figura 23b) de aspectosimilar a las leucoplasiasorales(Greenspany cols. 1984; Lever y
Schaumburg-Lever,1990), de crecimientoprogresivo.En esta mismaregión coexistenlas
proteínasK6 endógena,y KlO transgénica(figura 22c y d). La queratinaK6 es una de las
queratinasmás abundantesen la lenguade ratón (Schweizer,1992). Los mecanismosque
regulansu expresiónno son conocidos,perodadala expresióninducibledeK6 anteestímulos
mecánicos,es posibleque la fricción del pezón sobre la lengua durantela lactaciónactúe
como inductor de la expresión de ínK6, y por consiguientede hKlO en los animales
transgénicos.La presenciade hKlO aparentementeconducea una serie de lesiones, en
particularen la superficiedorsal de la lengua,quesedescribena continuación.La severidad
de las lesioneslingualesque crececon el tiempo imposibilita la toma de alimentoen los
animalesy, por consiguienteprovocasu muertepor inanición. De hecho, alimentandolos
transgénicospor vía subcutánea,con sueroglucosadoal 5%, seconsiguióquedos animales
llegaranhastalos 6 días de vida, y un tercerohastalos 7 días.

El análisis histológicode estos ratonesreveló las alteracionesmorfológicas,que se
describena continuación:

Alteraciones en lengua:

Losreciénnacidostransgénicosnacenconunaplacablanquecina(leucoplasia),visible,
sobre el dorso de la lengua (figura 23b), que hastalos 3-4 días de vida va aumentando
progresivamentey, a partir del quinto día comienza a desprenderse(figura 23h).
Microscópicamentelos tejidos quecoínponenla lenguason histológicamentenormales,a
excepcióndel epitelio del dorsoqueconstituyela placa. En dicho epitelio existe unaclara
hiperpíasiade células basalesasícomo un considerableaumentode las capassuprabasales,
las cualessufren un procesode necrosispor coagulaciónde las proteínasen la que, tras la
intensaqueratinolisis,todavíaesposibleobservarlos perfilesde las papilaslinguales(figura
23d-g).
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Flanqueandola leucoplasiay en la puntay basede la lengua,el epitelio muestra
idénticascaracterísticasa las observadasen los controles(figura 23e), con unasolacapade
célulasbasales,con núcleo ovoideo, basófilo, situado perpendicularmentea la membrana
basal, formando empalizada.En cambio, en la lesión de la leucoplasia, debido a la
hiperpíasia,se observanentre6 y 8 capasde célulasbasales,en las cualesse ha perdidola
polaridad celular (figura 23g). Esta intensaactividad mitótica da como resultadoun gran
aumentode las capassuprabasalesen la placa, quesufrenunanecrosismuy rápida,la cual
seobservacomo una masahomogénea,acidófila, en quese distinguenborrosamente,los
restosbasófilosde los núcleospertenecientesa los queratinocitos(figura 230. En ocasiones
seobservala formaciónde lagunas,múltiples, en la zonade necrosis,con numerosascélulas
acantolíticas libres en la luz. Tampoco es rara la exocitosis, o migración de células
inflamatoriashacia la zonade necrosis,fundamentalmentelinfocitos.

A partir de los 5 días de edad,la placacomienzaa desprenderse,hastadesprenderse
en casi su totalidad,al alcanzarlos 7 días, edad máximade supervivenciade los recién
nacidos transgénicos,conseguidacon alimentación parenteral de suero glucosado.Al
desprendersehacia la cavidadbucal, en el dorsode la lenguapermanecenrestosde células
basalesen unadistribuciónperiódica,alternandoconpapilasdérmicas,patróncaracterístico
delas papilaslinguales(figura23h).Estascélulasbasalessufríanun edemaintracelulargrave

que se manifiesta por espongiosis difusa con la formación de vesículas múltiples

subepiteliales,debido a la proyección de la membranabasal hacia el tejido conjuntivo

subyacente(figura 23h).

Alteraciones en encíasy dientes:

En todos los transgénicosanalizados,ademásdela leucoplasiaconstanteen la lengua,
seobservanecrosispor coagulaciónde las capassuprabasalesdel epitelio gingival, afectando
en todoslos casosal incisivo inferior (figura231) y, en ocasiones,tambiénal epiteliogingival
del incisivo superior, aunquede forma ínucho íiiás leve. Se observa,además,una gran
precocidaden la denticióndel incisivo inferior con respectode stíshermanosno transgénicos
(figura 23k), encontrándosea los 4 días muy próximosa la erupción.

Ademásdelaslesionesdescritasquepresentarontodoslos reciénnacidostransgénicos,
algunosde ellos mostraronalteracionessecundariasen la odontogénesistalescomodefectos
morfológicosen la posiciónde los dientes,microdoncia,asociándosedichamicrodonciacon
ausenciade dentina,procesosdegenerativosen la matriz del esmalte,atrofia de la capade

ameloblastosy falta de desarrollo dental.
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Alteraciones en paladar:

En los transgénicosanalizadosse observaunamoderadahiperpíasiadel epitelio con
discretaacantosis(aumentodel estratoespinoso)e hipergranulosis(aumentodel estrato
granuloso),detallesindicativos de hiperproliferación(figura 23n), en comparacióncon los
controles(figura23m). Además,en los transgénicos,comienzanlos fenómenosdegenerativos
en la superficieepitelial, con característicassimilaresa las observadasen el epitelio de la
lenguay gingival.

Alteraciones en estómago:

En todos los transgénicosanalizadosseobservaunahiperqueratosisortoqueratótica,
de moderadaa severa, en el epitelio plano estratificado queratinizadode la porción
aglandular,caracterizadapor un aumentoen el espesorde la capacórneaacelular (figura
23j), en comparacióncon los controles(figura 23i) mantenidossin mamar.

Alteraciones en piel:

En todos los transgénicosanalizadosexiste una hiperqueratosisortoqueratótica
generalmentemoderadaen la epidermis(figura 23p). En comparacióncon los controles
mantenidossin mamar(figura230), seobservaun aumentodel estratogranulosoy delestrato
córneoacelular,con la formaciónocasionalde taponespor acúmulodequeratinaen la salida
de los folículos pilosos. Tanto en los recién nacidostransgénicoscomo en los controles,la
estructurahistológica de los folículos pilosos es la normal, correspondiendoa la fase
anagénicadel crecimientodel pelo característicade la edadde los individuosanalizados.

En los ratonesquesobrevivieronal cuarto día ínediantealimentaciónparenteral,se
observaronáreasde espongiosisen la cortezacerebral, asociadaen uno de ellos, a una
meningoencefalitisno purulenta, caracterizadapor el acúmulo de células mononucleares,
fundamentalmentelinfocitos. Es posibleqtíe,estaslesiones,quesóloaparecieronen los recién
nacidostransgénicosalimentadoscon sueroa partir del quinto día, seandebidasa fasesde
hipoglucemia,secundariasa la alimentaciónparenteral.

En resumen,podemosseñalarque, al igual queocurríaparalos transgenesbK5-hKlO,
los ratonestransgénicosdescendientesde las líneasque han integradoun númeromayor de
copias desarrollan lesiones fenotipicas severas. Estas lesiones se manifiestan por una
diferenciación muy acelerada,con un auínentode las capas suprabasalesque se traduce
rápidamenteen degeneracióny necrosisdel epitelio allí dondeexiste una fuerteexpresión
de la proteínatransgénicahKlO.

78





Resultados

sb: capasuprabasal, p: papilas dérmicas, los asteriscosseñalanlas zonasde espongiosis,la línea discontinua demarca

los perfiles de las papilas linguales, la flecha indica la dirección hacia la faringe, las flechas gruesasen g) demarcan

la hiperpíasia basal. O, j) Estómago.k) Incisivo inferior de un ratón control y 1) transgénico, GE:epitelio gingival,

CEO: órgano del esmalte,A: ameloblastos,E: matriz del esmalte, D: dentina, P: pulpa del diente. ni), it) Paladar.

o), p) Epidermis, SC:estrato córneo. L: lengua, P: paladar, Ip: leucoplasia.e, i, k, m, o correspondena órganos

controles. d-j: línea 1358; k-p: línea 1295. Barra, 3pm (d); 5pm Oc, 1); ¡3pm (e-j, o, p); 2opni (m,n).

2.5. NO SE DETECTA EXPRESIÓN DE Kl EN NINGUNA DE LAS LÍNEAS
PORTADORAS DEL TRANSGÉN bK6fi-hKl

De forma similar a lo queocurríaen el casodelos ratonestransgénicosbK5-hK 1, no
ha sido posibledetectarla expresiónde la queratinaKl humanaen los tejidos de líneasde
animalesportadoresdel transgénbK6B-hKl.

Crioseccionesde diversosepiteliosde todasla líneasde ratonestransgénicos,teñidas
por inmunofluorescenciascon los anticuerposKAS, EAB9O4 y AE2 no dieron ningunaseñal
positivaque los distinguierade las tincionesrealizadasen sus hermanosno transgénicos(no
mostrado).

En procesosde inducciónde K6 por aplicacionestópicasde ácido retinoico y TPA
(ver apartado2.7) en la piel de la cola las líneas322 y 333 (que son las líneas quehan
integradotodas las copiasdel transgéncompletas),seanalizóla expresióndel transgénpor
inmunufluorescenciasy Northern blot, no detectándoseningún producto de la transcripción

ni traducciónde la queratinaKl humanaen ningunade las dos líneas(no mostrado).

Finalmente,se realizaroncultivos primarios de queratinocitosde piel del lomo de
reciénnacidosde las líneas333, 798, y 1055, sin detectarsetampocola proteínatransgénica
inducidaen los cultivos celulares,ni cuandose realizarontincionespor inmunofluorescencia,
ni por inmunoperoxidasas.

SecruzaronanimalestransgénicosbK6B-hKíOde lalínea 176,contransgénicosbK6Íl-
hKl de las líneas 322 y 333, con el fin de obtenerdobles transgénicospara los genes
humanosde Kl y KlO, y ver si la expresiónde hKlO teníaalgún efectosobrelos transgenes
de hK 1, ya que, al menosen cultivos celulares,se sabequela estabilidadde unaqueratina
esdependientede la presenciade su pareja(Kulesh y Oshima1988; Lersch y cols. 1989).
Los resultadosobtenidosfueron similaresa los obtenidospara transgénicosportadoresde
hKlO sólo: no se detectóexpresiónpor inmunofluorescenciaconanticuerposque reconocen
hKl de forma específica(EAB9O4 y KAS), descartandola posibilidadde una estabilización
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de la hKl dependientede la hKlO en los ratonestransgénicos.Por otro lado, Rosenthal y
cols. 1991, no detectancolocalizacióndehKl con mKIO en doblestincionesen loscultivos
primarios de queratinocitosde animalestransgénicospara hKI crecidosen alto calcio.

El conjunto de datos sugiere que el reducido número de ratones transgénicos
obtenidopara el transgénde hKl portan el transgén inactivo; es decir, que sólo nacen
aquellosqueno tienen la capacidadde sintetizarel ARN o la proteínatransgénica(al menos
en unosniveles detectablespor los ensayosutilizados), lo quesugiereque la expresiónde
hKl en tipos celularesdondenormalmenteno estápresentepuedateneralgún efectodeletéreo
sobreel desarrollodel animal.

2.6. LETALIDAD EN LOS RATONES bK6I3-BK1O Y bK6Í3-hKl. ANÁLISIS DE

EMBRIONES PORTADORES DEL TRANSGÉN bK6B-hKl

Los datosde generaciónde ratonestransgénicoscon las construccionesquellevan el
promotorde bK6B se resumenen la tabla X. Igual queocurríacon los transgenesdirigidos
a capasbasalesde epidermis,los datos de eficaciade generaciónde animalestraisgénicos
son muy inferioresal 10-15% que cabeesperar:sólo un 3.5% del total de nacidosportaban
el transgénbK6B-hKlO, y un 2.7% de los nacidosportabael transgén bK6B-hKí. En este
caso, como se comentóanteriormentepara los transgenesportadoresdel promotor bK5,
tambiénse realizaronpruebasvariando los factoresqueafectana la integracióndel transgén
en el genomahuéspedsin obtenermejoras.El fondo genético(seutilizaronanimalesB6CF1
y B6D2F1) tampocopareceinfltíir. Desconocemosla razón por la que la proporción de
transgénicosobtenidoses tan baja; esposibleque la sobreexpresióno la expresiónectópica
de los genesde hKl y hKlO tenganefectosdeletéreosduranteel desarrolloembrionariodel
ratón.

Esteargumentoviene apoyadopor la muerteprematurade los animalesde las líneas
1295 y 1358 (las que integranun mayor númerode copiasy expresanel transgénde forma
genuinamenteectópica),mientrasque las fundadorasson viables y fértiles probablemente
porque,comoseha mencionado,son mosaicosgenéticosy de expresión.

En ningunode los transgenesde hKl fue posibledetectarla expresiónde la proteína
humana;unaexplicación posible es que sólo hayan superadoel desarrolloembrionario y
llegadoa adultosaquellosanimalesqueno expresaranel transgéno lo hicieranen muy pocas
células,por debajodel nivel de detecciónde las técnicasensayadas.Con el fin de estudiar
el posible efecto deletéreode estos transgenes,se realizaron microinyeccionescon la
construcciónbK6B-hKl, y seextrajeronlos embrionesde las hembrastransferidasa los días
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13.5y 15.5 de gestación.Con el ADN obtenidode las membranasde Reichertsecomprobó
los quehabíanintegradoel transgén.

Aunque no se conoce el patrón de expresión de la queratina K6 durante la
embriogénesisde ratón, sí existendatos parcialessobre la expresiónduranteel desarrollo
embrionariodelacZ dirigido por las secuenciasreguladorasdebK6B utilizadasen estetrabajo
(Ramírez 1993) en las fechasen las quese interrumpió la gestación.A los 13.5 d.p.c. se
detectaexpresión(tinción tenuey mosaico)en la región oral. A los 15.5d.p.cestaexpresión,
aunquemosaico,es muchomásintensay seextiendea otrosepiteliostalescomolos folículos
de las vibrisas, y zonasde piel de diferentelocalización.

Comose ve en la tabla X, un 15% y un 10.2%de los ratonesanalizadosen los días
de gestación13.5 y 15.5 respectivamenteson transgénicos,ambascifras muy superioresal
2.7% obtenidocuandose deja queel desarrolloeínbrionariolleguea término y crecenlos
animales.Aunque el númerototal de embrionesno es excesivamentealto, seobservaqueel
númerode ratonestransgénicosobtenidoa día 15.5 es inferior al obtenidoa día 13.5, de
acuerdocon la hipótesisde un posible efecto deletéreodel transgénpara estos animales
duranteel desarrolloembrionario.

construcción a0

individuos

hembras

transferidas

tamaño

medio de

carnada

trausgénicos eficacia líneas expresión

embriones:

bk613-hkl

13.Sd

60 8 7.5 9 15% . HA

bkáB-hkl

1 5.Sd

39 7 5.5 4 102% - NA

adultos:

bk6fi-hkt 180 31 5.8 5 2.7% 5 0

bkáñ-hkl 169 26 6.5 6 ~ (4>

Tabla X. Obtención de ratones transgénicoscon las construccionesbK6B-hKtO (animalesadultos)y bK6fi-hKI
(adultosy embrionesobtenidosa 13.5 y 15.5 días del períodode gestación.NA: no analizado

En la actualidadse estállevandoa caboel análisisde estosembrionesparatratar de
encontraranomalíasqueexpliquen la aparenteletalidadde estos transgenes.
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2.7. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN INDUCIDA DEL TRANSGÉN bK6II-hKlO

En situacionesde hiperproliferaciónla queratinaK6 se induceen los queratinocitos
epidérmicoshastaconstituirunaproteínamayoritaria.Suexpresiónseconsideraun marcador
de hiperproliferaciónde piel (Weiss y cols. 1984), y de otras situacionespatológicas
(Sellheyery cols. 1993) en las quesealterala diferenciacióndel tejido.

Ramírez(1993),Ramírezy cols. (1995), demostraronla capacidaddel fragmento5’
de 9 Kb de la queratinabK6B de inducir la síntesisde lacZ en respuestaa diversosagentes
causantesde hiperproliferación:aplicacionestópicasde AR, TPA, procesosdecicatrización,
procesostumorales,tambiénse inducesu expresiónen cultivos primariosde queratinocitos.
El objeto de este estudiose centraen comprobarla inducibilidad del transgéndebidaa la
accióndedistintosagentescon dosobjetivosfundamentales:a) conocerel efectode la síntesis
mayoritariade proteínatransgénicadebidaa la inducción en áreashiperproliferativas,b)
como paso previo a la aplicación de protocolosde carcinogénesisen piel de ratón. Las
queratinasmKl y mKlO desaparecenprogresivamentealo largo de la carcinogénesisde piel,
no detectándoseen el estadiode carcinoma,lo queseha interpretadocomoindicacióndeque
estasqueratinaspudieranser incompatiblesconestadosde rápidaproliferación.Haciendouso
de la inducibilidad del promotor bK613 en estos tumores, es posible expresaren ellos la
queratinahKlO y estudiarlos efectosde su presenciasobrela evolución tumoral.

Setratarontópicamentecolasde animalesadultosde las líneas176 y 1357con dosis
diariasde 30 ¡ig de ácido retinoico todo trans (AR) durante14 días,y con sietedosisa días
alternosde 20 nmolesde 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato(TPA). Alternativamentese
aplicarondos dosisde 20 nínolesde TPA en díasalternosen la piel del lomo. El tratamiento
continuode la epidermisde la cola de ratón con AR induce unahiperpíasiageneralizaday
conversiónen ortoqueratóticadela piel paraqueratótica(Schweizer,1987).El tratamientocon
TPA causahiperpíasiasin alterarel patrónalternanteorto y paraqueratóticocaracterísticode
la colade ratón(Schweizer,1987). En la piel del lomo, el TPA, conocidoestimuladorde la
actividadmitóticade la epidermis,induceun aumentoen la proliferacióncelulary lleva auna
hiperpiasiageneralizadade la epidermis (DiGiovanni, 1992).

La expresióndel transgénen la piel de la cola y del lomo en animalesno tratados
quedarestringidaa los folículospilosos(figura21ay b). En la piel de la colatratadacon AR,
seobservaexpresióndel transgéna lo largode todo el epitelio (figura 24a); los tratamientos
en la piel de la cola con TPA inducenel transgénen las zonasortoqueratóticas(figura 24b)
de forma similar a la inducción del transgénbK6B-lacZ (Ramírez, 1993 ; Ramírezy cols.
1995).En la piel del lomohiperplásicaporefectodel TPA, seobservala proteínatransgénica
a lo largo de todo el epitelio (figura 24c).
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3. CARCINOGÉNESIS DE PIEL DE RATONES TRANSGÉNICOS QUE EXPRESAN

K1O

Se ha desarrolladoun modelo de ratones transgénicos,que es particularmente
adecuadoparaconocerlos efectosde la expresiónde la queratinaKlO en carcinomasde

célulasescamosasde ratón, un tipo de tumor malignoen el que esta proteínadesaparece,
convirtiéndoseasíen un marcadorde malignidad (Roop y cols. 1988). Basándonosen las

característicasde los promotoresempleadosen las construccionesmicroinyectadas,esposible
la inducción del transgéna lo largo de todo el procesode malignización,bien en virtud de
la inducibilidaddela queratinaK6 en las condicionesde hiperproliferaciónque se danen los
tumoresy por carcinógenosquímicoso promotorestumorales,o por la distribución de la
queratina1(5 en los carcinomasde piel de ratón.

Se utilizaron ratonestransgénicosF1 hemicigotosC57BL/6xBalb/C,(olo que es lo
mismoB6CF1) machosy hembrasde las líneasbK6J3-hKlO176 y bKS-hKlO 825, utilizándose
comocontroleshermanosde caínadano transgénicosde cadalínea. Todoslos animalesse
sometierona un protocolode carcinogénesiscompletaa dosis muy altas de DMBA (ver
Materialesy Métodos).En ningúncasosedesarrollarontumoresde forma espontánea.Todos
los tumoresaparecieronen la piel del lomo de los animales,no desarrollándosetumoresen
otras localizaciones.

La tabla XI recogela incidenciade carcinomasdesarrolladosen ratonestransgénicos
de las líneas825 y 176: un 87.5% (14 de 16) de los transgénicosbK5-hKlO y un 66.6% (10
de 15) de los transgénicosbK6B-hKlO, frente a un 73.3% (11 de 15) y un 85.7% (12 de 14)
de sus hermanosno transgénicos,respectivaínente,desarrollaroncarcinomasepiteliales(de
algunode los estadiosde la clasificaciónde Lever) durantelas 30 seínanasde seguimiento
del tratamiento,La diferenciaen la incidenciade tumoresentretransgénicosy controlesno
essignificativaparaningunade las dos líneastransgénicasestudiadas(aplicandounaprueba
de contrastede hipótesis,¿ con un valor de significación P<0.0l).
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construcción

hKS-hKIO bKóB-hKIO

14/16 (87.5%) 10/15 (66.9%>

wr 11/15(73.3%) 12/14 (85.7%)

Tabla XI. Incidencia de carcinotnasen ratones trausgénicosde las líneas 825bK5-hKIO y 176 bK6fi-hKlO y en sus

hermanosno transgénicosa las 30 semanasde tratamientocon DMBA. TG:transgénico;NT: no transgénico.

El momentodeapariciónde loscarcinomas,comparandotransgénicosy controlespara
cadalínea,viene reflejado en la figura25. En amboscasoshayun retrasoen la apariciónde
los carcinomasen los transgénicosrespectoa los controles,más acusadoparael transgén
bKáB-hKíO, si bien todos desarrollanfinalmentetumorescon incidenciasparecidas.El
análisis estadístico (aplicación de los tests de Wilcoxon y Tuckey) reveló diferencias
significativas en la cinéticade apariciónde carcinomasentretransgénicosy no transgénicos
portadoresdela construcciónbK6B-hKlO (con valoresde significaciónP<0.0004y P<0.003
respectivamente),mientras que no se encontraron diferencias significativas entre los
transgénicosbKS-hKlO y sushermanosdecamada.No seobservaningunacorrelaciónentre
el momentode aparición del carcinomay el grado histológico del mismo. Los machosy
hembrasde ambosgrupos respondieronal tratamientode forma similar.

El número medio de carcinomaspor ratón oscila siempre en torno a 1, no
apreciándosegrandesdiferenciasentrelas distintaslíneas,ni entretransgénicoso controles.
El índicemás alto (1.5 tumorespor ratón), se obtuvoen los no transgénicoshermanosde
camadade los bKS-hK 10, y el másbajo en los no transgénicoscontrolesparabK6B-hKlO.

Seobtuvieronseccioneshistológicasde todoslos tumoresdesarrolladosen los ratones
para su análisis, diagnóstico y clasificación. Fundamentalmentalmentese desarrollaron
carcinomas,los papilomasobtenidosfueron minoritarios, así comoalgún queratoacantoma
u otras lesionesbenignas.El estudio se centró en los carcinomas,consideradoslos más
informativosparael objeto de nuestroestudio.
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El análisishistólogicoreveló unaampliavariedadde tipos histológicosdeacuerdocon
la clasificaciónde Lever (Levery Schaumburg-Lever,1990), tantoen los transgénicoscomo
en los controles,tal como se refleja en la tabla XII. Tanto los ratonestransgénicosbK6Il-
hKlO comolos hermanosno transgénicosdesarrollaronunaproporción mayorde tumoresde
grado 1 y 2 (muy diferenciados)frentea los de grado3 y 4 (pocodiferenciados);en la línea
con la construcciónbK5-hKlO, los no transgénicosdesarrollaronuna proporciónmayor de
carcinomasdiferenciados,mientrasqueen los transgénicosse desarrollaronproporciones
similaresde todos los gradoshistológicos.

trausgén n0ratones n0ratones
con tumores

n0cc n0
medio
tumores
/ratón

grado histológico

1 2 3 4

bKS-KIO TO 16 14 (87.5) 18 1.28 5 5 5 3

NTIS 11(73.3) 17 1.54 8 6 1 2

bK6fl-KIO TG 15 10(66.6) II 1.1 2 6 2 1

NTI4 12(85.7) 12 1 4 6 1 0

Tabla XII. Análisis de los carcinomasepitelialesen ratones transgénicosbK5-hKlO de la línea 825 y bK6B-hKl0
de la línea 176 y hermanosno transgénicostratados con UMBA. TO: transgénico; NT: no transgénico.

La expresión del transgén se detecta en cortes histológicos seriados por
inmunohistoquimica,utilizandoun conjugadode avidina-biotinaperoxidasacomosistemade
detección(figura 26E y 27F). Igualmentese realizan análisisinmunohistoquimicoscon los
anticuerpospoliclonalesRKl, RK5, RK6, RKl3 (cedidospor el Dr. Roop)paradetectar,por
su interés, la expresiónde otrasqueratinas (figuras 26 y 27):
a) queratinamKl (reconocidapor el anticuerpoRKl). Esta queratinaes la parejanatural de
KlO y, por lo tanto,ambasseexpresanen cantidadessimilares.Dado queel anticuerpoRKlO
utilizado para detectarhKlO transgénicatambién reaccionacon la queratinamurina, es
necesarioestimarla cantidadde queratinamKl para,atravésdeella, evaluarla contribución
de mKlO y hKlO a la tinción obtenidacon RKIO. Comoseobserva(figuras 26D y 27E), y
de acuerdocon los datosde otros autoresacercade tumoresde piel de ratón obtenidos
medianteprotocolosde carcinogénesisquímica (Roop y cols., 1988; 1989), los carcinomas
examinadostienen muy bajaexpresiónde la queratinaendógenamKl, y por consiguiente,
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tambiénde mKlO. Por lo tanto, la tinción obtenidacon RKIO en los tumores(figura 26E y
27F) seatribuyea la queratinahKlO transgénica.
b) queratinasmK5 y mK6. La distribuciónde estasqueratinas(puestade manifiestocon los
anticuerposRK5 y RK6, respectivamente)debecoincidir con la de hKlO en los carcinomas
de ratonesportadoresdel transgénbK5-hKlO y bK6B-hKlO, respectivamente.Comosepuede
comprobar(figuras 26B y C, 27C y D), y de acuerdocon la literaturaexistente(Roop y
cols., 1989),ambasqueratinasse expresan ampliamenteen los carcinomas,cambiando1(5
su localizaciónbasalpor otra diseminadaen los tumoresde gradomásalto (compárenselas
figuras 26B y Ve).
c) queratinamKl3. (reconocidapor el anticuerpoRKl3). Se consideraun marcadorde
progresióntumoral en la carcinogénesisde piel de ratón (Nischt y cols., 1988), siendosu
expresiónabundanteen los papilomaspero muy escasao ausenteen carcinomas.De acuerdo
con esto, la presenciade la queratinaK13 era muy escasao nula en nuestroscarcinomas
(figura 27B).

La queratina hKlO transgénicaestaba presenteen los carcinomas de animales
transgénicosportadoresdela construcciónbKS-hKlO (figura26E) y bK6B-hKlO (figura26F).
Se detectóla presenciatanto de las queratinasendógenascomode la hKlO transgénicaen
carcinomasde grados1 a 3, mientrasque los tumoresmuy pocodiferenciados(grado4) han
perdidola capacidadde expresarqueratinas.La distribuciónde la queratinahKlO transgénica
escoincidentecon la de las queratinasendógenasmK5 y mK6, segúnel transgénensayado
(compárenselas figuras 26Econ 26C y 27F con 27D) aunquesedetectageneralmentecon
menosintensidady en localizacionesmásrestringidasque las endógenashomólogasde los
promotoresquedirigen su expresión.
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Discusión

La sobreexpresióno expresiónectópicade unaproteínaen ratonestransgénicoses una
herramientaútil parael estudiodela funciónde la proteínaensayada.Losestudiosdefunción
puedenrealizarseporgananciadefunción (sobreexpresióno expresiónectópica)o porpérdida
de función(expresiónde formas mutadasqueactúancomodominantesnegativos,inactivación
del gen por recombinaciónhomóloga).A pesarde los avancesocurridosen los últimos años
en el conocimientode la(s) función(es)que desempeñanlas queratinas,el conocimientode
esteaspectode estasproteínas,y del restode los FI, estodavíalimitado. La informaciónde
que disponemosen la actualidad sobre el efecto de la inactivación de una queratina
epidérmicapor recombinaciónhomólogase restringe a la queratinaK14 (Lloyd y cols.,
1995), y produceen los ratonestransgénicoslesionessimilaresa las quesufrenlos pacientes
de EBS. Por otra parte, la expresiónde formas mutadasde genesde queratinasbasalesy
suprabasalesen ¡a piel de ratonestransgénicosreproduce las patologíashumanascausadas
por mutacionesen esos mismosgenes(Vassary cols., 1991; Fuchs y cols., 1992). Estas
observacioneshan sido fundamentalesparaestablecerque la ausenciade un citoesqueletode
queratinaspropiamenteorganizadocausafragilidad en las célulasepidérmicasy que, por lo
tanto, estas queratinasestánimplicadasen conferir resistenciamecánicaa este epitelio y,
probablementeaotros. Sin embargo,otrosdatossugierenque, a partede estafuncióndetipo
estructural, las queratinaspodríanestar implicadasen otros tipos de funciones. Así, por
ejemplo, la inactivacióndel gen de la queratinaKB por recombinaciónhomólogaproduce
letalidad embrionariaa partir del día 12 de desarrollodebido a la falta de una adecuada
funcióndelhígadofetal comoórganohematopoyético(Baribaulty cols., 1993).Porotrolado,
la expresión constitutiva en piel interfolicular de cantidadesrelativamentebajas de la
queratina1(16 induce hiperproliferaciónen epidermisde ratonestransgénicos(Takahashiy
cols., 1994).

La realizaciónde los experimentosdescritosen esta memoriase decidióen función
de dos tipos de arguínentos:
a) Al ser las queratinasKl y KíO característicasde células suprabasalesdiferenciando
terminalmente, su expresión forzada en tipos celulares (como las células basales, o
suprabasalesde epitelios internos como lengua o esófago) o en procesos (como la

carcinogénesis)en los que normalmenteno seexpresanpodría aportarinformaciónsobrela
función de estasproteínas.

b) La existenciaen el laboratorio de un menú de promotoresde genes de queratinas

minuciosamentecaracterizadosen ratonestransgénicos,qtíepermitíaabordarestaselaboradas
manipulacionesgenéticas.

Los resultadosobtenidos,quesedisctítena continuación,demuestranquela alteración
en el patrónde expresiónde estasqueratinasconducea letalidadeínbrionaria(total parala

queratinaKl y parcial para la queratinaKlO) y a graves y complejosfenotipos en los

animalesnacidos.Estosfenotiposindican claramenteque la queratinaKlO estáimplicadaen
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procesosfundamentalesde la función y diferenciaciónepitelialesy sugierenquela cuidadosa

expresióndiferencial de las queratinasdurantela embriogénesisy en los tejidos adultosno

es un mero accidenteevolutivo sino que estáasociadaa la diversidadestructuraly funcional
de los tejidos epiteliales.

1. EXPRESIÓN DE LA QUERATINA Kb, CARACTERÍSTICA DE ESTRATOS
EPITELIALES DIFERENCIADOS POST-MITÓTICOS, EN CAPAS BASALES
PROLIFERATIVAS.

En esteapartadosediscutenlos resultadosobtenidoscon un modeloanimal en el que

sedirige la expresióndeunaqueratinaepidérmicacaracterísticade capassuprabasales(KíO)
al lugar de expresiónde una queratinaepidérmicacaracterísticade capasbasales(1(5). lii
vivo, la síntesisdelas queratinasde capasbasalesy deaquellasespecificasdediferenciación

son fenómenosmutuamenteexcluyentes.

Las alteracionesobservadasmuestranquela expresióncorrectade las proteínasque

constituyen los FI de queratinas del citoesqueletoes de importancia crítica para el
cumplimiento normal de la función de determinadostipos celulares. Este hecho está en
concordanciaconotrasobservacionesen que alteracionesen el programadeexpresiónnormal
de queratinastienen como resultadoalteracionesen las funcionescelularesde los tejidos
dondeseexpresanen ratonestransgénicos:Así, la expresiónectópicade la queratinahKl

(pero no hKlO) en las células fi de páncreasconducea una forma de diabetes.En estos
ratoneshKlO sealoja en las células pancreáticasy es compatiblecon la función celular,

mientrasquelos ratonesqueexpresanhKl solao en combinacióncon hKlO desarrollanuna
forma de diabetesdebido a la reducción en el tiempo de vida de las células fi, y la
disminuciónde su función secretorade insulina (Blessingy cols., 1993). La sobreexpresión

delaqueratinaK8 humanatieneefectosfisiopatológicos:los ratonestransgénicosqueintegran

un alto númerode copiasdel transgén,y por tanto expresanelevadascantidadesdeproteína
humanapresentanun fenotipodepequeñotamañoy peloerizado,alteracionesen lahipófisis

y disfunción pancreática(Casanova,1994; Casanovay cols., 1995). La anteriormente

mencionadasobreexpresiónde hK16 tienecornoconsecuenciala queratinizaciónaberrantede

la VRE y epidermisproximal, hiperproliferación,acantosise hiperqueratosis(Talcaliashi y
cols., 1994). La expresiónectópicade la queratinaepidérmicahKl4 en hepatocitosprovoca

una alteraciónde la red de filamentosendógenosde K81K18, conducea acumulaciónde
glucógenoy producelesiones histopatológicasen el hígado (Albers y cols., 1995). Estos
resultadosobtenidosiii vivo, contrastancon estudiosanterioresen los que la expresiónde

queratinasen cultivos celularesno altera la morfología o supervivenciacelular (Albers y
Fuchs 1987, 1989; Dournenjoudy cols., 1988,; Kulesh y Oshima, 1988; Lersch y cols.,
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1989; Blessingy cols., 1989;Lu y Lane, 1990; Bader y cols., 1991). Dadaslaslimitaciones
de los cultivos celularesparaabordarel estudiode la función de las queratinas,recalcamos
la necesidaddel uso de ratonestransgénicosparapodercumplir estosobjetivos.

A diferencia de otros trabajos en los que el análisis ultraestructural de la
sobreexpresióno expresiónectópicade queratinasen ratonestransgénicosrevelaalteraciones
en la red de FI de queratinas(Blessing y cols. (1993), describenla presenciade hacesde
filamentosen el citoplasmay en el núcleode las células 8 del páncreas,con frecuenciaen
el caso de hKl y, muy rarasvecesen el casode hKlO; Takahashiy cols. (1994) observan
en la epidermis lesionadapor la presenciade hKló una desorganizaciónde la red de FI,
presenciade pequeñosagregadosde queratinas y ausenciade anclaje de filamentosa
desmosomas;Albers y cols. (1995) describenen los hepatocitosportadoresde hKl4 la
acumulaciónde glucógeno,formaciónde estructurassimilaresa agregadosde queratinasy
en algunos casos rompimiento de la red de queratinasy pérdida de los filamentos del
citoplasma),o las mutacionesen genesde queratinascausantesde determinadaspatologías
caracterizadaspor queratinocitoscon alteracionesultraestructuralesen 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
alteracionesen la red de los filamentos de queratinasen la piel del lomo de ratones
transgénicoscon alteracionesfenotípicas.Si bien los estudiosultraestructuralesson todavía
muy preliminares,es posible que la acumulaciónde la proteínaquese expresade forma
ectópica (hKlO) en las células en las que se expresa(células del estratogerminativo),
conduzca a alteracionesen la estructura celular y en la función aunque no se hayan
encontradoalteracionesen la red de FI. Un análisis másdetalladode la ultraestructuraen
otrosórganosen los queseexpresaKl O en capasbasaleso de forma genuinamenteectópica
(en ausenciade expresiónde mK5), aportarámásdatos sobrelas redesde FI de queratinas
en las célulasqueexpresanla proteínatransgénicay su relacióncon los fenotiposobservados,
si esque la hubiere.

1.1. Posible papel de la queratina KW en la diferenciación de epitelios
estratificados

En este trabajo se ¡nuestraun modelo animal de ratonestransgénicosen el que la
expresiónectópicade unaqueratinaepidérmica,característicadecapassuprabasales,en capas
basalesdeepidermis(y otrosepitelios)alterael programanormaldela diferenciaciónepitelial
y conducea diversasanomalíashistopatológicasy funcionalesen varios tejidos. Aunque
desconocemoslas basesmolecularesy/o los mecanismoscelularesque las provocan, los
resultadosindican que existe tina relación entre la cantidad de proteínaexpresaday la
severidadfenotipicaobservada.
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Se observaen la piel del lomo de los ratonestransgémcosbK5-hKlO queintegranun
alto númerode copiasuna ampliaproporciónde queratinocitosbasalescon rasgostípicosde
células diferenciadas(morfologíade célulasmuy aplanadas,de aspectoescamoso,incluso
fusiformes), presentandoesta piel una marcada hiperqueratosisortoqueratótica(aumento
excesivode la capacórneaacelular), asociadaa una atrofia del restodel estratoespinosoy
ausenciadel estratogranuloso(figura 14b, d); en los epiteliosinternos(esófago,estómago),
seobservaun importanteengrosamientodelos estratoslúcidos. De estosdatosseinfiere que
en estosepiteliosque expresanla queratinaK1O transgénicaen las capasbasales(figura Sa,
f, g), seproduceun fuerteaumentodel estratocórneo(estratode la epidermiscaracterístico
de la diferenciaciónterminal),o del estratolúcido (estratodiferenciadopropiode áreasmuy
queratinizadas)sin quehaya,en la piel del lomo, un estratogranulosointermedio; lo que
sugiereun tránsito muy rápidode la célulabasal,que expresala 1(10transgénica,a las capas
másdiferenciadasde los epitelios. En estosepiteliosno seobservaningunaalteraciónen la
expresión de otras queratinas epidérmicasendógenas(no mostrado), por lo que las
alteracionesobservadasen la diferenciaciónocasionadaspor la presenciade la queratina
transgénicahKlO en capas basales no interfieren en la síntesis y expresión de otras
queratinas.Aun siendopreliminares,los análisis ultraestructuralesconfirman lo observado
con la microscopiaóptica(ausenciade gránulosde queratohialinay de un estratogranuloso).
Presumibleínente,la presenciade la queratinatransgénicahK 10 en las capasbasalesde
epidermis transmiteuna señal a las células que la expresanque las hacediferenciarsede
formaacelerada,sin apenasun tránsitoen los estratosintermediosde la epidermis,sugiriendo
parala queratinaK 10 un papel activo en la diferenciaciónepidérmica.

Duranteel crecimientoy regeneraciónde la epidermisunagran proporcióndecélulas
basalesproliferan en respuestaa una seriede factoresde crecimiento(tales comoel TGFa
entre otros muchos,véaseIntroducción). A medida que estas células se diferencian, la
producciónde otros factorespor las células suprabasales,como los miembrosde la familia
delTGF-J3,podríabloquearla proliferacióne inducir la diferenciaciónde las célulasbasales.
De esta forína se mantendríael equilibrio entre los compartimientosproliferativos y en
diferenciaciónde la epidermis.(Fuchs, 1990; Drozdoff y cols., 1994). La presenciade la
queratina KlO en las capas basalesno parecebloquear la proliferación en el estrato
geríninativo(figura 16), y sin embargosí pareceresponsabledel gradode diferenciaciónde
los epitelios en que se expresa,sugiriendoun papel importanteen la diferenciación.La
expresión de KlO en las células basalespodría estimular la secuenciade procesosque
determinanla diferenciaciónepidérmicadesdelas célulasen que se estáexpresando.

Curiosaínenteel efecto fenotípico observadoen los ratonesse hacepatenteen la
epidermis que recubreel cuerpo de los animales, siendo la piel de cola y piel plantar
histológicaínentenormales.Desconocemoslas razonesque subyacena esta especificidad
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relativa. Probablementesea debido a que existen diferencias entreestos tipos de piel:
diferencias histológicas(númerode capascelularesque los conforman,númeroy tipo de
glándulas, presenciade folículos pilosos en distinta proporción), diferentes tipos de
queratinización,expresióndiferencialde algunasqueratinas,etc. En la epidermis,el proceso
de diferenciaciónepidérmicaes responsabledel mayor o menorgradode queratinización,
cuya función reconocidaes la formación de un estratocórneoprotectorfrente a unagran
variedadde agentes,incluyendomicroorganismospatógenos,erosionesexternasy agentes
químicos nocivos.Así, un engrosamientodel estratocórneo forma partedel mecanismode
defensanaturalde la epidermis,particularmenteen condicionesen lasqueestabarreracorre
peligro, talescomo heridas,infecciones,o enfermedadesde la piel en las que el programa
de diferenciaciónse ha alterado.

1.2. ¿Esrealmenteel fenotipodebidoa la expresióndel transgén?

Los animalesportadoresde un númeroelevadode copiasdel transgénbK5-hKíO
presentanmúltiples lesiones,que afectan de forma severaa diversos tejidos y órganos,
algunasde lascualessecaracterizanpor su gran complejidad.Podemosconsiderarqueestas
lesionesseproducencomoconsecuenciade la expresiónde hKlO ya quediferenteslíneasde
ratonestransgénicosbK5-hKíO muestranel mismo fenotipo; sin embargoen algunosde los
tejidosanalizadosno seha encontradounacorrelacióndirectaentrela expresióndel transgén
y la lesiónobservada,es decir, se hanobservadolesionesgravesen tejidosen los queno se
ha detectadoexpresióndel transgén(médulaespinal, célulassanguíneas)y viceversa,tejidos
con expresióngenuinamenteectópicade la proteínatransgénica(alveolospulmonares,tubos
colectoresrenales)queno manifiestanalteracionesmorfológicas.Probablementeel desarrollo
simultáneode varias y tan complejasalteracionesfenotípicasy funcionales,con múltiples
patologíasasociadas,no son solamenteel resultadode la presenciade un gen extraño.
Aunqueen el momentoactual no podemosexplicar todoslos mecanismosquedesencadenan
estas manifestacionespatológicas, en este apartado intentamos relacionar las lesiones
observadas,la presenciadel transgén y las manifestacionesclínicas que presentanlos
transgénicosbK5-hK10.

Exteriormentese reconocea los ratonestransgénicosbK5-hKlO por su pequeño
tamaño,temblor fino, y paresiaque afectaprincipalmentea las extremidadesposteriores.

Es posibleque la hiperqueratosisobservadaen el estómagoaglandularno permitael
correcto procesamientodel alimentodurantela digestión y contribuyaal pequeñotamaño
observadoen los ratonestransgénicos,lo que, asociadoa la deficiencia inmunológicaque
presentan,responsablede una mayor susceptibilidada las infecciones,puedadeterminarun
retrasoen el crecimiento.
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La fuerteexpresiónde la queratinaKIO observadaen las células reticularesdel timo
(figura 9b), tanto en la región cortical como medular, presumiblementeimpide la
preservaciónadecuadade los linfocitos T en el timo (figura 141) a la esperade su salidaa
sangrecirculanteparaadquirirla inmunocompetencia,siendofagocitadasdeforma prematura
por los macrófagos.En el timo normal, la gran mayoríade la población celularde la región
cortical está formadapor linfocitos (figura 14k). Las células reticularescorticalessostienen
y protegenlos linfocitos queproliferany sediferencianen estalocalizaciónhistológica,donde
están protegidosde la influenciade las ínacromoléculascircundantes,lo queconstituyela
baseestructuralde la barrerahematotímicapara los antígenos.La depleciónde linfocitos
observadaen el timode los ratonestransgénicospodríaser la consecuenciadeunaalteración
en la barrerahematotimicapor la expresiónectópica de hKlO en las células reticulares,
llevandoa la degeneraciónde los linfocitos antesde su diferenciación.La linfocitopenia
resultanteconducea un estadode inínunodepresiónen los transgénicosbKS-hKlO que les
haceespecialmentevulnerablesfrente a agentespatógenosexternos,lo queexplicaría los
casosencontradosde encefalitisy las muertespor goteoirregular, todasellas producidasen
edadesmuy jóvenes. Asimismo la falta de linfocitos T circulantes, de forma indirecta,
determina una disminución de los linfocitos B, ya que estos últimos requieren de la
participacióncooperativade los linfocitos T parallevar a cabo la respuestainmunológica
mediadapor anticuerpos.

Por otro lado, seha observadoen muchosde los transgénicosanalizadosgangrena
secacomo consecuenciade una trombosismúltiple en la circulación terminal de órganos
distalescoíno las orejas(figura 14h). Unade las causasquepodríaexplicarestalesión sería
un procesode coagulaciónintravasculardiseminadao lesionesen la pared vascular. En
cualquier caso es muy probable que a su vez, estas alteracionescirculatorias sean
responsablesde los trastornosnerviososy motoresobservadosen los transgénicosbK5-hK10.
La formación de trombos muy posiblementetenga su causaen la deshidrataciónde los
individuosa través de la piel tan fina. A este respectohemosde señalarque los animales
presentanrasgosclínicosde deshidratacióngrave, aunquepor el momentono seha realizado
un test de coagulación, ni se ha evaluado la pérdida de agua a través de la barrera
epidérmica.

La degeneraciónde neuronasmotorasobservadaen la médula espinal(figura 14d),
tiene probableínentesu origen en la isquemiadebidaa los problemasen la vascularización
sanguínea.Secundariamenteestadegeneraciónneuronalseríaresponsablede la degeneración
observadaen los nervios (ciático) y la consiguientefalta del desarrollomuscular, lo que
explicadala paresiay los trastornosmotoresque distingtíena los ratonestransgénicosde sus
hermanosde carnada.
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Los plexoscoroideosintervienen en la síntesis y renovaciónconstantedel líquido
cefalorraquideocuya misión es la proteccióndel sistemanerviosofrente a contusionesy
lesionesmecánicas,siendo iínportante para su metabolismo. Los gránulosde queratina
transgénicaobservadosen el revestimientoepitelial de los plexoscoroideos (figura 90,
probablementeimpidan su desarrollo(figura 141) e interfieran en la correctarealizaciónde
sus funciones. En este caso la expresiónde una queratinade tipo 1, en gran excesoen
relacióna queratinaendógenade tipo II, produceuna agregaciónde proteínaque interfiere
con la organizaciónnormal de los FI.

Sehamencionadola hipertrofiaobservadaen los acinospancreáticosquerodeana los
islotesde Langerhans(figura 14b), la región mejor vascularizadadel páncreas.Posiblemente
la presenciade la proteínatransgénicahKlO induzcahiperactividad en las célulasacinares,
y se manifieste solamentealrededor de los islotes debido a que los problemasen la
vascularizaciónya mencionadosque presentanlos animalestransgénicosdificultan el aporte
sanguíneoen los acinos más alejadosde los islotes. Los ratonestransgénicosbK5-hKIO
presentanexpresión del transgén exclusivamenteen el páncreasexocrino (en pequeños
conductosde secrecióny célulassecretoras),sin que sehayaobservadoexpresióno alteración
morfológicaen los islotesde Langerhans.Blessing y cols., (1993) describenuna forma de
diabetescaracterizadapor unareducciónen el númerode vesículassecretorasde insulinaen
ratonestransgénicosqueexpresanla queratinahKl (sola o en combinacióncon su pareja
hKlO) en célulaspancreáticas.Sorprendenteínenteeste efectoesespecíficode la queratina
hKl, ya que hKlO por sí sola no lo produce; en este trabajo se describenmúltiples
alteracionesen variosórganos,originadospor la expresiónde la queratinahKlO comoúnico
transgén.

Podernosenumeraralgunosepitelios simples en los que la proteínatransgénicase
expresade forína ectópicasin que se hayan observadoalteracionesmorfológicasen los
órganos que los constituyen (estómagoglandular, pulmón, hígado o riñón). En estas
localizacionessehadetectadocolocalizacióndela proteínatransgénicahKlO con la queratina
endógenamKS, por lo quepresumiblementeel productodel transgénse ha integradoen el
citoesqueletoformandofilamentoscon KB sin alterarla función normal de estosórganos.

De los resultadosobtenidos,podemosconcluir quese necesitaun nivel mínimo de
expresiónde la queratinahKlO transgénicaparaproducir efectossobrela fisiologfa, ya que
los ratonesquehan integrado un númerobajo de copias y expresanel transgénen menor
cantidad(es el caso de las líneas665 y 825) sedesarrollancon normalidad.A pesarde ello,
la cantidadde proteínatransgénicasuficienteparaproducir un fenotipo muy graveen los
animalesno debeser muy alta, comparadacon los nivelesde queratinasendógenas,ya que
no seha podido visualizarel productodel transgénen gelesde proteínasteñidoscon azulde

99



Discusión

Coomasie(resultadosno mostrados).

Es posibleque las líneasde ratonestransgénicosaquíanalizadasseanuna excepción,
y setratede aquellosanimalesque, por razonesquedesconocemos,escapana la muerte,ya
que los resultadosreflejadosen la tabla VII nos permitendeducirqueun númeroelevadode
copias funcionalesdel transgénpodrían ser letales duranteel periodo embrionario,de la
misma forma queun porcentajede los ratonesque tienen inactivadoel gen de la queratina
KB escapanal defectoembrionarioy sobrevivenal nacimiento(Baribault y cols., 1993).

1.3. Expresióngenuinamenteectópica

El análisisde otros tejidosen los quenorínalmenteel promotores inactivo, (tablasIII
y IV) revelaevidenciaadicionalde quela proteínahKlO transgénicaseregulaadecuadamente
en los ratonestransgénicosen las líneascon bajo númerode copiasy expresiónmoderada,
no cumpliéndoseeste hechoen las lineas que han integradoun número mayor de copias,
expresan ínayores cantidadesdel transgén y presentan alteraciones fenotípicas. La
reproducibilidadde los datosde estaexpresióngenuinamenteectópica(fuerade los lugares
de expresióndel gen endógenomK5) en tres líneasde ratonestransgénicoshacefácilmente
descartablela posibilidadde que la expresiónsedebaa un efectode posición reflejandola
acciónde algún elementoactuandoen cis en el sitio de integración.

La expresión genuinamenteectópicaen los transgenesde alto número de copias
podríacorrespondera localizacionescon bajos niveles de expresiónde la queratinamk5;
desconocemossi la expresióndel transgénen tejidos en los que el promotores inactivo es
promiscuao si nivelesmuy bajosde expresiónde la queratina1(5 tienenlugaren estostejidos
o en algunasde las céltílasqtíe los conforman,comose ha descritoparala expresiónectópica
de la queratinaK8 (Casanovay cols., 1995).

Alternativamente,la ausenciade determinadoseleínentosde control en la secuencia
de bK5 ensayada,talescomo silenciadoresquequedenfuera de las 5.2 Kb de bK5, podría
explicarla expresiónectópicaobservadaen las lineasquemanifiestanalteracionesfenotípicas.

Por otra parteel fenómenode la expresióngenuinamenteectópicaes relativamente
frecuenteen ratonestransgénicos.Así, se han descrito nuevos’ patronesde expresiónen
tejidos u órganosfuera del control del promotor: Behringer y cols., (1988) explican la
expresiónectópicafuera de los lugaresde expresióndel gen endógenocorrespondienteal
promotordebidoa la generaciónde nuevoselementosreguladorespor la yuxtaposiciónde las
secuenciasdel promotory el gen. Los ratonestransgénicosen losqueel factor de la hormona
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de crecimiento1 dirige la expresióndel antígenoT, expresanel transgén en los tumoresde
intestino pero no en el tejido adyacenteno tumoral; los autores sugierenque sólo una
poblaciónde célulasestáafectada(Lew y cols., 1993). Keough y cols., (1995)describenla
expresiónno folicular del antígenoT en ratonestransgénicosen los queestegen seencuentra
bajo el control de un promotorde unaqueratinade pelo, probablementedebidoa la ausencia
de elementosreguladoresen las secuenciasutilizadaspara dirigir expresión.

2. EXPRESIÓN ECTÓPICA DE LA QUERATINA KIO EPIDÉRMICA BAJO EL
CONTROL DE K6

2.1. La expresión de la queratina 10 humana bajo el control de bK6Il produce
alteracionesen diversos epitelios

En esteapartadode la presentememoriasediscutenlos resultadosobtenidoscon los
ratones transgénicosen los que se dirige la expresión de la queratina 1(10 humana,
característica de la diferenciación epidérmica y de expresión circunscrita a células
postmitóticas,bajo el control de la queratinabK6B, de expresiónconstitutivarestringidaa
ciertaslocalizacionescoíno lengua, paladar,epitelio oral y VRE de folículos pilosos. Los
resultadosobtenidosrevelan que tanto en la piel como en otros tejidos epitelialesde los
ratonestransgénicosexaminados,el gende la queratinaKlO humanabajo el controldebK68,
se regulaadecuadamente(figura 21) en las líneasquehan integrado un númerode copias
moderadodel transgén.En estaslineas no se detectaningunalesión, ni alteraciónen los
tejidosanalizadoscon expresióndel transgén.Sin embargo,en contrasteconesto, los ratones
transgénicosquehan integradoun núíneromayorde copiasdel transgénse identificanpor la
presenciade lesionesepitelialescaracterizadaspor una hiperpíasiade las capassuprabasales
del epitelio, seguidosde degeneracióny necrosis,quese manifiestanprincipalmenteen la
regiónoral.

Las lesionesson coincidentescon la expresiónde la hKlO transgénica,y selocalizan
en las áreasen las queel gen endógenohomólogodel promotor(mK6) seexpresade forma
constitutiva (Schweizer, 1992), tales corno epitelio lingual, del paladar, gingival o del
estómago,y sólo de forma genuinamenteectópicaseha encontradoexpresióndel transgén,
y tambiénlesión quese manifiestapor hiperqueratosis,en la epidermisinterfolicular de la
piel del lomo.

Dado que la queratina1(6 se induce en determinadascondiciones(Weiss y cols.,
1984), queincluyen estímulosmecánicos,o incluso la propia hiperproliferacióndel epitelio
lesionadoque expresael transgén,el crecimientoprogresivoobservadoen las lesioneses
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consistentecon la inducciónde la expresiónde la queratinamK6, y de forma concomitante
en los ratonestransgénicos,de la queratinahKlO. La presenciade estaproteínaanómalaen
cantidadesno tolerablesparael funcionamientonormaldel epitelio es la responsablede los
trastornosobservados,quetienencomoconsecuenciala degeneraciónepitelial. La severidad
del fenotipo, que se correlacionacon importantescambios histológicosque afectan a la
arquitecturadel tejido, viene deteríninadapor el númerode copiasdel transgénintegrado.

En los recién nacidos bK6B-hKlO portadoresde un número alto de copias del
transgén,la alta tasade proliferación (observadaen forma de hiperpíasia)y la expresiónde
la queratina1(10, presuíniblementeconducena la formaciónde la leucoplasia,degeneración
del epitelio y posterior necrosis en lengua, paladar y epitelio gingival, así como a
hiperqueratosisen piel y estómago,alteracionessiemprecoincidentescon la expresiónde
queratina1(10 transgénica.

Es interesantedestacarla coincidenciaen varias de las lesionesquepresentanlos
pacientesdiagnosticadosde paquioniquiacongénita(PC) y los ratonesbK6fl-hKíO. Los
individuoscon PC (enfermedadoriginadapor mutacionesen las queratinasK6, K16 y 1(17
(Bowden y cols., 1995; McLean y cols., 1995) presentanleucoqueratosisorales, moderada
hiperqueratosisy acantosisen la epidermisplantar, con un estrato lúcido prominente,y
reducciónen zonasde la capagranular;asimismotambiénpuedenobservarseanomalíasen
los dientesal nacimiento. Al igtíal qtíe ocurre en los recién nacidosbK6B-hKlO, en los
individuos con PC hay una relaciónentrela agresiónfísica recibida y el desarrollode las
lesiones.Presumiblemente,en estosindividuosla expresiónde grandescantidadesde formas
mutadasde K6 o K16, es responsablede las lesiones.Sin embargo,con los datosde que
disponemosen la acttíalidadno podemosconcluirque la mutaciónde las queratinashK16 y
hK17 y la expresiónectópicade la queratinahKlO dirigida por el promotorbK6B tenganlos
mismosefectospara los individuosque portan la mutacióno el transgén.

La epidermis interfolicular de los recién nacidos transgénicosque integranun alto
número de copias expresade forma continuala proteínatransgénicahKlO (figura 22g),
mientrasquesólo unapartede las célulasbasalesde epidermisexpresala queratinaK6. Esta
expresiónaparentementediscordantepodríaexplicarseteniendoen cuentaque la epidermis
en ratonesrecién nacidos es hiperplásica,por lo que el promotordel transgénpodríaser
activoen estemomento.Porotro lado, se ha descritoquela queratina1(6 seregulaa niveles
de la transcripcióny la traducción(Tyner y Fuchs 1986),por lo quecabela posibilidadde
quealgúnfactor implicado en la represióndel gen o ARNm de K6 fuerainsuficienteen estos
transgenesde alto númerode copias, conduciendo así a una expresióninadecuada,que
estamosdando en llamar genuinamenteectópica (fuera de los lugares de expresión
correspondientesal gen endógenomK6), en la epidermis interfolicular.
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Los datosobtenidostantodela expresióndehKlO en capasbasales,comodirigidapor
el promotor de bK6B (hacia capassuprabasales)proporcionandos buenosejemplos para
demostrarquela síntesisde unaqueratina“equivocada”y “en grandescantidades”tienecomo
resultadoseriasanomalías(funcionales),y ponende manifiestola gran sensibilidadde las
célulasepitelialesa alteracionesen el programanormalde diferenciaciónterminal. De forma
implícita a la estrechacorrelación entre la expresión de queratinasy la diferenciación
epidérmicaseencuentrala importanciafundamentalde la expresiónespecíficade los FI en
la función de los tejidos.

3. ¿SONLAS QUERATINAS INTERCAMBIABLES?

El significadofuncional de la multiplicidad de las queratinasno se ha resuelto.Las
propiedadesde ensamblajede los paresde queratinasdifieren,comotambiénlas interacciones
con las proteínasasociadas.Los mieínbros de la familia de proteínasde las queratinasse
expresansiguiendopatronescaracterísticosmuy específicos,tanto a nivel celular, tisular, a
nivel de órganoo durantela embriogénesis.Estacompleja regulaciónnos hacepreguntarnos
silos miembrosindividualesde la familia de las queratinasson funcionalmenteespecíficos
o intercambiables.Los resultadosobtenidoscon los experimentosrealizadosen estetrabajo,
en los quela expresiónen la piel de ratonestransgénicosde unaqueratinaepidérmica(hKIO)
producealteracionesepidérmicasseverasnos permitiría concluir que las queratinasson
proteínasmuy específicas,no intercambiablesdesdeel punto de vista funcional. Este
argumentovendría apoyadopor los trabajos de Powell y Rogers, (1990) en los que la
sobreexpresiónde una queratinade pelo de oveja producepelo frágil con ciclos de caíday
nuevocrecimiento;Takahashiy cols., (1994) en los que la sobreexpresióndehKí6 produce
lesionesepidérmicas,y Casanova(1994), quedescribeefectos fisiopatológicosen ratones
transgénicoscomoconsecuenciade la sobreexpresiónde hK8.

4. EXPRESIÓN FORZADA DE QUERATINA K1O EN CARCINOMAS EPITELIALES
DE RATÓN

La capacidadde dirigir la expresiónde proteínasde interésa epidermisen ratones
transgénicosha auínentado la posibilidad de generar modelos iii vivo para analizar
minuciosamente los mecanismos moleculares que subyacen a la diferenciación y
carcinogénesis;los ratonestransgénicosbK5-hKlO y bK6B-hKlO constituyenun modelo
experimentalen el quevirtualmentela expresiónde la queratinaKlO se mantieneduranteel
procesocompleto del desarrollo tumoral, dadas la característicasde los promotoresque
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dirigen suexpresíón.

Seha sugeridola existenciade al menosdospoblacionesdiferentesdecélulasdurante
los estadiosinicialesde la carcinogénesisquedanlugaradiferentespoblacionesdepapilomas
(Hennings y cols., 1985); los papilomasde alto y bajo riesgo se puedendistinguir por la
presencia/ausenciade unaseriede marcadoresfenotipicos(Glick y cols., 1993; Tennenbaum
y cols., 1993; Yuspa, 1994; Sundbergy cols., 1994).Los papilomasdebajo riesgopresentan
las queratinassuprabasalescaracterísticasdela diferenciación,mientrasquelos dealtoriesgo
se distinguen por la ausenciade las mismas, utilizándoseasí su presencia/ausenciacomo
marcadorde malignidadque correlacionala pérdidade estasqueratinascon la progresióna
la malignización. Iniciamos estos estudioscon el propósito de comprenderel significado
funcional de los caínbios notablesque ocurren en la expresiónde queratinasdurantela
diferenciaciónepidérmicay en los distintosestadiosde la carcinogénesis.Se desconoceel
significadodel dramáticodescensoquesufrenlas queratinasKl y 1(10 en la conversiónde
papilomasbenignosa carcinomas,y de ahíel interésde establecersi la expresiónforzadade
la queratinaKlO pudierateneralgún efecto(inhibidor) sobreel desarrollode la progresión

tumoral.Si bien nuestrosdatosdeínuestranquepara los transgenesensayados(ratonesbKS-
hKlO y bK6B-hKlO portadoresde un bajo númerode copias del transgén)la expresión
forzadade la queratinaKlO en carcinomasno impide su desarrollo final, sí es capazde
retrasarlosignificativamente.

Los resultadosobtenidosdemuestranque la presenciade la queratinahKlO en los

carcinomasde célulasescamosasdelos animalestransgénicosno parecealterarni el número
ni el gradohistológicode los tumoresobtenidos(sehan obtenidocarcinomascon incidencias

finalesparecidastanto en transgénicoscomo en controleshermanosde camada;sin embargo
sí se observaen los transgénicosbK6B-hKIO un retraso significativo en el momentode
apariciónde los mismos.Tanto los datosinmunohistoquimicoscomoel análisispor Western
biol revelanuna expresiónmoderadade las proteínasmK5 y hK 10 en los tumoresde ratones
transgénicosbK5-hK 10, obteniéndosenivelesde expresiónmáselevadospara mK6 y hKíO
en la líneabK6B-hKlO (figuras 26, 27 y 28). Es posiblequeestosdatospongande manifiesto
la necesidadde unosniveles mínimosde proteínatransgénicapara tenerun efectosobrela
progresión tumoral: en los transgénicosbKS-hKlO no se produce este fenómeno,
probablementedebidoa que no alcanzanestosniveles mínimosde expresióndel transgén.

A este respecto,no podemosobviar que dada la duración de los protocolosde
carcinogénesisy la escasaviabilidad de los animalesportadoresde un númeroalto de copias
paraambostransgenes,estosexperimentosde carcinogénesisse han realizadocon líneasde

animalestransgénicosportadorasde un núínerobajo de copias en los que la expresióndel
transgénes menorque en las líneasqueintegran un alto númerode copias,y no desarrollan
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alteracionesfenotípicas.Por ello, no podemosdescartarresultadosdíferentesen el casode
poderusarselas líneascon másalta expresióndel transgén.Proponemosel establecimiento
de líneas de queratinocitosde animales portadoresde un alto número de copias, su

Ha
transformacióncon el oncogény-ras y su inyección a ratonesdesnudospara seguir el
desarrollotumoral.

Las áreasde los tumoresqueexpresanla queratinahKlO transgénicacorrespondena
la de las queratinasendógenasmK5 y mK6, según el transgénensayado(aunqueno
necesariamenteseanlas mismascélulas,ya queel análisisinmunohistoquimicose realizó en
cortesseriados,si se tratasiemprede célulasmuy próximas;compárenselas figuras26Econ
26C y 27F con 27D). La localizaciónde la queratinahKlO en el áreatumoral no pareceser
un factor determinanteen el desarrollodel carcinoma,sino másbien la cantidadde proteína
hKlO expresadaya los diferentes resultadosobtenidos para la expresión de hKlO en
carcinomas,segúnque el proluotorensayadoseabK5 o bK6I3 parecenestaren consonancia
máscon un efectode cantidaddel transgénque de localizacióndel mismo.

Los carcinoluassehan desarrolladousandolos protocolosde carcinogénesisquímica
completaque consistíanen dosismuy altas de DMBA dadala resistenciaal carcinógenode
las cepas de ratón utilizadas, que por tratarse de ratones transgénicos,habían de ser
necesariamentehibridas. Al parecer,tina soladosisaltade carcinógenogeneratal toxicidad
en las célulasblancoqueno desarrollantumores(Iversen, 1991) mientrasque la aplicación
de múltiples dosis de un carcinógenoaumentasu eficacia en términos de producción de
carcinomas,respectoa la mismacantidaden una soladosis.Estacifra seve mejoradasi los
intervalossedistancian(unadosiscadados semanasen vez de dos dosispor semana).

5. AUSENCIA DE EXPRESIÓN DE LA QUERATINA Kl. POSIBLE EFECTO
DELETÉREO DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Comoquedareflejado en los apartados1.6 y 2.6, no hemosdetectadoexpresióndel
gen de la queratinahK 1 en ningunade las líneasde ratonestransgénicosportadorestanto de
la construcciónbK5-hKl, como bK6B-hKl por distintasaproximacionesexperimentales:
análisispor inmunofluorescenciasindirectasconanticuerposespecíficos,análisisdel ARN por
Northernblot, detecciónde la proteínatransgénicaen cultivos dequeratinocitosprimariospor
inmunofluorescenciasindirectaso inmunoperoxidasas,etc...Tampocoseobservóla presencia
de hKl en dobles transgénicosbK6B-hKl/l0. La detecciónde la proteínahKl en ratones
transgénicosse ha realizado en otros trabajos, medianteinmunofluorescenciasindirectas
(Blessing y cols., 1993; Chung y cols., 1994), usandoanticuerposincluidos en nuestro
trabajo.
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Es difícil pensarque en todos los casosanalizadosno sedetecteexpresióndebidoa
fenómenospoco habituales como que el transgén se haya integrado entre elementos
silenciadores(Palmiter y Brinster, 1986), o que la ausenciade expresiónsedebaa que el
transgénhayasufrido modificacionesen el estadode la cromatina(Henikoff, 1990; Neznanov
y Oshima, 1993).

Lloyd y cols., 1995, que no detectanexpresión por ARN ni proteína en los
transgénicos K14-vimentina consideranque el promotor de 1(14 es incapaz de dirigir
expresión.Este argumentono es aplicable a los promotoresde bK5 y bK613, dados los
resultadosobtenidospara los transgenesbK5-hKlO y b1(6B-hKlO y los de Murillas y cois.,
(1995), que utilizan el promotor de bK5 para dirigir expresióndel receptordel factor de
crecimientoepidérmico.

Encontrarlas razonesqueexpliquenla ausenciade expresióndel gen de la queratina
Kl en la (in)capacidadde las secuenciasensayadasen los transgenesparadirigir expresión
pareceimprobable.El conjuntode los datosobtenidos,sugieremásbien quelos transgenes
tengan un efecto letal para el desarrolloembrionario del individuo, argumentoque se
consolida con los resultados obtenidos al interrumpir las gestacionesde las hembras
transferidascon la construcciónbK6B-hKl (ver tabla X), dondese demuestraquehay un
decrecimientoprogresivoen el númerode embrionestransgénicosdurantela embriogénesis
a partir del momentoen quese activan los promotoresusados.

La revisióndeCoppsobrelas principalescausasdeletalidadembrionaria(Copp1995)
resalta los defectos en la implantación, fallos en la circulación sanguíneay/o en la
hematopoyesis,o la incapacidaddel embrióndederivara si mismola nutrición de la madre,
comolos problemasderivadosde la transgénesisquecon másfrecuenciallevana la letalidad
embrionaria.Se ha observadoletalidaden múltiples transgenesquecumplen funcionestan
diversas coíno el gen de la apolipoproteinaB (Farese y cols., 1995), enfermedadde
Huntington (Nassiry cols., 1995), N-acetilglucosaminiltransferasa1 (Ioffe y Stanley, 1994),
el factor de transcripciónTEF-l (Cheny cols., 1994), un miembrode la familia del TGF-J3
(Zhou y cols., 1993). En otros casos (Greenbergy cols., 1994), el bajo número de
transgénicosobtenido (1 de 100) lleva a sus autores a postularla hipótesis de que la
sobreexpresióndel transgén(Dp71, un productono musculardel gen de la distrofia muscular
de Duchenne)tenga efectosdeletéreospara el desarrolloembrionariodel ratón. El análisis
quese estállevandoa cabosobrelos ratonestransgénicosen los queseha interrumpidosu
períodode gestacióncontribuiráa dilucidar el efecto deletéreoquepostulamosen los ratones
transgénicosportadoresde los transgenesbK5-hK1 y bK6I3-hK 1.

En el caso más concreto de las queratinas,existen ejemplos de transgenesde
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queratinasqueproducenefectosdeletéreosparael embrión: Albers y cols. (1995), dirigen
la expresiónde la queratinaKM al hígadode ratonestransgénicos,y obtienenlíneasen las
que la cantidadde proteínadetectadaes baja (no logran visualizaríaen gelesde proteínas
teñidosconazulde Coomasie)perocapazdealterar la estructuray funciónhepática.Postulan
la posibilidad de que niveles altos de proteína transgénicasean causantesde letalidad
embrionariapero no aportan más datos a favor de esta hipótesis. Se ha caracterizadola
letalidadembrionariacausadapor la inactivacióndel gen de la queratinaKB: en estosratones
la sangrecontieneproporcionesanómalasde eritrocitos nucleados,y el análisis histológico
del hígadomuestraunaactividad hematopoyéticareducida,lo quesugiereuna incapacidad
por partedel hígadode asumir su función comoórganohematopoyéticoprincipal, una vez
que el sacovitelino ha dejadode ejercerestafunción (Baribault y cols., 1993).

Por otro lado, es interesantedestacarla frecuencia con la que los transgenes
portadoresde la queratinahK 1 (tanto los bK5-hK1 como los bK6B-hKl) integran varias
copiasreordenadaso parcialmentedelecionadas(figuras 7 y 20). Se han descrito secuencias
de ADN que con frecuencia muestran inestabilidad en ratones transgénicos: loci con
secuenciasrepetidasen tandem tales como minisatéliteso repeticionesde trinucleótidos
(Collick y cols., 1994). Sin embargono se han descrito estassecuenciasen el gen de hKl
(Johnsony cols., 1985) o en las secuenciasreguladorasdelas queratinasbovinasbK5 y bK613
(Blessingy cols., 1987). Covarrubiasy cols., (1986) encuentranen los reordenamientosdel
ADN la causade la letalidad embrionariaen una línea de transgénicoscon el gen de la
hormonade crecimiento;este caso no seríacomparablea lo obtenidoen los transgénicos
portadoresde hK 1, ya quese debea una mutación insercional con reordenamientosde las
secuenciasflanqueantes.Es probable en el caso de los transgenesde hKl, que se vea
favorecidoel nacimientode ratonesportadoresde copiasreordenadasdel transgén,ya que
presumiblementeestáscopiasno se trancribende forma eficaz y no llegan a formar proteína
transgénica;esteargumentoseríacompatiblecon que la presenciadel transgéntieneefectos
deletéreosparael embrión.

Los datosobtenidosponende manifiestola gran sensibilidadde lascélulasepiteliales
a alteracionesen el programanormal de diferenciaciónterminal, hastael punto de resultar
en algunoscasos,letal duranteel períodode vida embrionaria.La importanciafundamental
de la expresiónespecíficade los Fi en la función de los tejidos seencuentraen estrecha
correlacióncon la correctaexpresiónde queratinasy la diferenciaciónepidérmica.
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Conclusiones

1.- Se ha estudiado,medianteexpresiónectópicaen ratonestransgénicos,la función de la
queratinasepidérmicasKl y 1(10. La expresiónectópicadel gen de la queratinahumana
hKlO bajo el control de bK5 en ratonestransgénicosconducea la apariciónde ratonescon
un fenotipo característico:tamaño pequeño, temblor fino, paresia en las extremidades
posterioresy viabilidad reducida. El mismo gen bajo el control de bK6B generaratones
tambiéncon un fenotipo particular, diferente al anterior, letal haciael cuartodía devida
postnatal: tamañopequeño, ausenciade contenido lácteo en el estómago,formación de
leucoplasialingual. Estos resultadosdemuestranquealteracionesen la expresióncorrectay
específicade las queratinasconducena alteracionesfenotipicasy funcionales.

2.- La expresiónde la queratinahKlO en capasbasalesconducea la formación de piel
atrófica,con ausenciade estratogranulosoe hiperqueratosisortoqueratóticamuy acusaday
expresióncorrectadel restode las queratinas.En otros epiteliosestratificados,tales como
estómagoaglandulary esófago,seobservaunaqueratinizaciónanómala,con el desarrollode
un estratolúcido prominente.

3.- En otros tipos de epitelios, las alteracionesmás importantesobservadasson hipertrofia
de los acinospancreáticosy, sobre todo, depleciónde linfocitos en el timo, alteraciónque
conducea estadosde inmunodepresión.

4.- Probablementede una manerasecundaria,estosanimalestambiénpresentanalteraciones
circulatorias,nerviosas,motorasy musculares.

5.- La queratinahKlO dirigida por bk6B a célulassuprabasalesconducea la formaciónde
leucoplasiasorales,a la hiperpíasiay degeneraciónde los epiteliosdondeseexpresa(lengua,
paladar, epitelio gingival), fenómenosque tienen como consecuenciala muerte en los
primeros días de vida postnatal. Estas alteracionesson muy similares a las descritasen
pacientesde paquloniqulacongénita,causadaspor mutacionesen las queratinasK6, K16 y
1(17.

6.- Se ha analizadoel posiblepapel de la qileratinaKlO en el desarrollotumoral aplicando
protocolosde carcinogénesisquímicaa las líneasderatonestransgénicosbKS-hKlO y bK6fl-
hKlO portadorasde pocascopiasdel transgén.La expresiónforzadade la queratinahKlO en
el procesode carcinogénesises capazde retrasarel momentode la formación de tumores
malignos.Los ratonestransgénicosportadoresdel gen de hKlO desarrollancarcinomasque
expresanla proteínatransgénicahKlO, lo cual no parecetenerinfluenciani sobreel número
ni el gradohistológicode los tumoresgenerados,pero si sobrela cinéticatemporalcon que
estosaparecen.
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7.- La expresiónectópicade los genesdelas queratinashumanashKl y hKlO bajo el control
de bK5 y bK6B en ratones transgénicostiene efectos deletéreosduranteel desarrollo
embrionario,resultandoletales durantela embriogénesis.

8.- De todo lo anteriormenteexpuestose deduce:a) que la queratinaKlO juega un papel
preponderanteen la función y diferenciaciónepiteliales; b) que las queratinasno son
intercambiables , sino que su patrón específico de expresión es necesario para el
mantenimientode la diversidadestructuraly funcional de los epitelios.
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