UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular 1

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL ONCOGEN cph: UNA NUEVA
SECUENCIA TRANSFORMANTE ACTIVADA MEDIANTE
CARCINOGENESIS QUIMICA EN
FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DE HAMSTER

Memoria presentada por el licenciado
Juan Angel Velasco Perales para optar al
grado de Doctor en Biologia.

2ol i
Sy

I

L

© V°B°® del DI[‘CK}B!‘ de Tésis

| /’g 1} % /

Fdo: Vicente Notario Ruiz




A toda mi familia



AGRADECIMIENTOS

Quisiera expresar mi mds sincero agradecimiento al Dr. Vicente Notario por
permitirme tformar parte de su laboratorio en la Universidad de Georgetown
(Washington), por su ayuda y apoyo constantes. A lo largo de estos anos, su dedicacion
y atencion personal y profesional me han permitido no solo la realizacion del presente
trabajo sino también haber aprendido directamente de su propia mano todo aquello que
no aparece en libros ni protocolos y que ha posibilitado mi formacién como bidlogo

molecular.

Este trabajo ha sido posible también gracias a la contribucion de tres
extraordinarios cientificos, los doctores Matias Avila, José Cansado y Rafael Castro,
de cuyo soporte profesional y sobre todo de su amistad he tenido el privilegio de

disfrutar.

Quiero asimismo agradecer a los doctores José Gavilanes y Manuel Benito todo

el apoyo y consejo recibidos a lo largo del programa de doctorado.

Finaimente quisiera agradecer a Lurdes Prieto su paciencia y su ayuda para
resolver todos los problemas administrativos que estos afios han traido consigo, y por

aitimo a todos aquellos que siempre me han apoyado y alentado.



INDICE

INTRODUCCION . . . .

I.- Carcinogénesis experimental vy transtormacion celular . . . . . .. .. ...

1.1.- Concepto de carcinoge€nesis experimental . . . . ... ... ... ...

1.2.- Transformacion neopldsica de células en cultivo . ... . .. .. . .

2.- Bases moleculares de la carcinogénesis: Oncogenes y genes
supresores de tUMOTeS . . . . .. ... .. .
2.1.- Andlisis de las bases moleculares del cancer mediante
transfeccion . . . ... L
2.2.- Deteccion de oncogenes celulares mediante
transferencia génica . . . ... ...
2.3.- Implicacion de los genes supresores de tumores en la
CAarcinogenesis . . . . ...
3.- Oncogenes y carcinogénesis quimica . . . . . . .. .. ... . ... ...,
4.- Deteccion de secuencias transformantes en fibroblastos de hamster
iniciados con carcinogenos quimicos . . . ... ... ... L L.
OBIETIVOS . .

MATERIALES Y METODOS . ... ... ... .. . ... . . .. ...

Material bioldégico y reactivos . . . . . ... L Lo
l.1.- Lineas celulares . . ... ... ... ... ... ... .. .. ... ..
1.2.- Vectores de clonaje . . ... ... ... . ... ... ... ... ...,
1.3.- Cepas bacterianas derivadas de Escherichia coli ... . . .. ...
1.4.- Compuestos radiactivos . . . . . ... .. .. .. ... ... ... ...
1.5- Medios decultivo . .. ... ...
Culuvo de lineas celulares . . .. .. ... L L
Construccion de una genoteca de transformantes del segundo ciclo

3.1.- Extraccion del ADN de alto peso molecular . .. ... . ... ...

3.2.- Daigestion parcial v fraccionamiento del ADN . . .. ... ... ..

10

10

13

16
19

22

26

29



3.3.- Preparacion de la genoteca y aislamiento de cosmidos
recombimanies . ... ..
Transfeccion de cédsmidos recombinantes en fibroblastos
de raton (NTH/3T3Y . o
4.1.- Precipitacion del ADN con fosfato célcico ... ... ... ... ..
4.2 - Aislamiento de focos de células transformadas . . .. . ... ...
Rescate de las secuencias transformantes . . . . ... ... L
Caracterizacion de las secuencias transformantes . .. .. ... ... ...
6.1.- Subclonaje de fragmentos de ADN gendémico . . .. ... ... ..
6.2.- Andlisis del ADN en geles de agarosa, transterencia e
hibridacién . . . . . ... L
6.3.- Aislamiento de ARN total y purificacion del ARN mensajero
6.4.- Anaiisis del ARN en geles de agarosa-formaldehido,
transferencia e hibridacion . . . ... .. ... . Lo 0L
6.5.- Secuenciacion y analisis informatico del ADN . ., .. ... . ...
Construccion de genotecas de ADN complementario (ADNc) . ... ..
7.1.- Sintesis de ADN complementario ... .. ..............
7.2.- Construccion de {a genoteca de ADN complementario . . . . . . .
7.3.- Deteccion y aisiamiento de clones positivos . . .. ... .. ...
Analisis de la proteina producto del ADNc mediante transcripcion

y traduccidon "tn vitro". ... ..

RESULTADOS ...... ... e e

l.-

Aislamiento de secuencias transformantes activadas

Actividad biologica del clon C-5: definicion de c¢ph como oncogén
Conservacion evolutiva del locus epft . . . ... ... ... ... ... ..
Deteccion y aislamiento del ADN complementario (ADNc) derivado
del locus ecph . . . .
Sintesis "in vitro" de la proteina codificada por e} ADN¢-cph-19.

Busqueda de dominios funcionales. . ... ... .. ... L.

1

U]
)

36

36
37
38
38

40
4]

42

42

44

44

46

49

51

52

53
58

70

72

78



DISCUSION 83

[.- Estrategia para el aislamiento de nuevas secuencias transformantes:

clonaje del oncogen eph . . . ..o 84
2 - Actividad biologica del oncogén cph: cooperatividad

entre ¢ph y H-ras en la transformacion de fibroblastos NIH/3T3 .. .. 90
3.-  Conservacion evolutiva del locus ¢ph: deteccion de genes homédlogos en

levaduras y humanos. . ... ... . ... o 94
4.- cph como miembro de la familia de proteinas reguladoras de GTP-

ASAS. © o o 96
CONCLUSIONES . e 99
BIBLIOGRAFIA . . . . 102

111



ABREVIATURAS

A adenina

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNc: acido desoxirribonucleico complementario
ARN: dcido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ARNIt: dcido ribonucleico transferente

ATP: trifostato de adenosina

BS: bisulfito sadico

BSA: albimina de suero bovino

BP: benzo-pireno

C: citosina

CIA: cloroformo-alcohol isoamilico

cm: centimetro

CTP: trifostato de citosina

DBACR: dibenzo-acridina

DMBA: dimetil-benzo-antraceno

DMEM: medio Eagle modificado por Dulbecco
DMN: metil(metoximetil)nitrosamina

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etileno diaminotetraacético

G: guanina

GTP: trifosfato de guanosina

h: hora

HEPES: dcido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico
HOAAF: fluoruro de N-hidroxi-2-acetilamida
HODE: 1’-hidroxi-2’-3"-dihidroestrago)

IPTG: isopropil-tio-B-galactosido

kb: kilobase

kDa: kilodalton

1: litro
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M: molar

MCA: 3-metilcolantreno

mg: miligramo

mM: milimolar

MNNG: N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina
min: minuto

MOPS: acido morfolino-propanosulfonico
ng: nanogramo

NIH: "National Institutes of Health"
NMU: nitroso metilurea

rpm: revoluciones por minuto

s: segundo

SDS: dodecil sulfato sodico

T: timina

TCDD: 2.4,7 8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
T,,E;: Tris 10 mM, EDTA 1 mM

tk: timidina guinasa

TNM: tetranitrometano

Tris: tris-(hidroximetil )-aminometano

TTP: trifosfato de timidina

TPA: acido 12-O-tetradecanoil forbol-13-acético
U: unidad

VC: vinilcarbamato

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolii-B-D-galactésido
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introduccion

Desde que en 1981 las técnicas de transferencia génica permitieron el
aislamiento del primer oncogén celular humano hasta la actualidad, una intensa
actividad investigadora dirigida hacia la busqueda de las bases moleculares del cancer
ha permitido la identificacion de mas de un centenar de genes cuya alteracion ha sido
asociada directa o indirectamente con el desarrollo neoplasico.

Estos genes han sido divididos en dos categorias, dependiendo del tipo de
control que ejercen sobre los mecanismos de regulaciéon de la proliferacion celular: los
oncogenes, inductores y mediadores positivos de la respuesta mitogénica, y los genes
supresores de tumores, efectores negativos de la division celular. Aunque las posibles
repercusiones que los recientes progresos sobre la caracterizacion molecular de estos
genes puedan tener en relacion con la terapia del cancer son atn dificiles de evaluar,
si puede afirmarse que han contribuido a un mejor entendimiento de una de las areas
mds importantes de la biologia celular y molecular: la referente a los mecanismos que

gobiernan el crecimiento y la diferenciacion celular.
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I.- Carcinogénesis experimental y transformacion celular.

1.1. Concepto de carcinogénesis experimental.

La carcinogénesis se entiende como el proceso que, partiendo de una célula
normal, conduce a la formacién de una poblacidn de células umorales, poseedoras de
un fenotipo transformado. Se trata de un fendOmeno progresivo y multifactorial
provocado tanto por alteraciones genéticas (resultado de la interaccion del ADN con
agentes carcinogénicos), como epigenéticas (aquellas que no provocan dafio directo al
ADN)Y(Cohen y Ellwein, 1990}. La conversion de una célula normal en una célula
maligna implica una desregulacién en los sistemas de control del crecimiento y la
division celular, proporcionando a la célula transformada una ventaja en su capacidad
de proliferacion con respecto a las células normales. Este hecho es dificilmente
explicable como consecuencia de una unica alteracion puntual. Por el contrario, parece
responder a una acumulacion de alteraciones que conducen a la adquision del fenotipo
transformado a través de distintos estadios que se suceden de forma escalonada.

El estudio de los mecanismos responsables de la transformacion celular ha sido
realizado mediante técnicas de carcinogénesis experimental, en las gue la accién de
distintos agentes carcinogénicos es evaluada tanto en modelos ammales como en
sistemas "in vitro”. Los primeros han permitido reproducir practicamente la totalidad
de las formas de cancer humano en especies animales mediante el tratamiento con
diversos agentes carcinogénicos, contribuyendo al conocimiento de las bases bioldgicas
de la susceptibilidad al cancer y de los mecanismos subyacentes a los procesos
metastaticos (Yuspa y Poirier, 1988). Sin embargo, el estudio de los procesos
biologicos a nivel celular y molecular en sistemas animales estd limitado por el largo
periodo necesario para el desarrollo tumoral "in vivo", asi como por la imposibilidad
de obtener muestras de los distintos estadios del desarrollo tumoral en la mayoria de
los tumores, que generalmente no representan una poblacion celuiar nica. El
desarrollo de sistemas "in vitro” mediante el empleo de células en cultivo constituye

un sistema de analisis a mas corto plazo y ha sido uno de los métodos mas utilizados
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para el estudio de los procesos y mecanismos implicados en el desarrollo tumoral. Los
sistemnas "in vitro” ofrecen la posibilidad de analizar poblaciones celulares homogéneas,
realizar estudios cuantitativos y aislar clones con un fenotipo concreto (Harris y cols.,
1992).

Los procesos de carcinogénesis pueden ser inducidos por agentes de distinta
naturaleza. De acuerdo con Pitot y Dragan (1991), los agentes carcinogénicos pueden

ser clasificados en cuatro categorias, como se representa en la Tabla 1.

TABLA [: Clasificacion general de los agentes carcinogenicos™

Categoria Ejemplos
[ QUIMICOS Hidrocarburos policiclicos, aminas aromaticas
II. FISICOS Radiacién gamma, rayos X

[Hi. BIOLOGICOS Virus {papilomavirus, herpesvirus)

IV. GENETICOS Elementos genéticos méviles, regiones con alta frecuencia
de recombinacion

* Modificado de Pitor v Dragan, (1991)

Las categorias IIf y IV implican la participacion de moléculas portadoras del
material hereditario como efectores del desarrolio neoplasico. El conocimiento de los
carcindgenos biologicos se remonta a principios de siglo, cuando fue descubierta la
capacidad de ciertos retrovirus de inducir la formacién de tumores en animales (Rous,
1911). Como carcinégenos genéticos, de descubrimiento mas reciente, se incluyen
elementos presentes en la propia célula que sufre el proceso neopldsico: la existencia
de elementos moviles en el genoma, secuencias amplificadoras o regiones con alta
probabilidad de recombinacién han sido frecuentemente asociadas con el desarrotlo
tumoral (Thibodeau v cols., 1993; Uchida v cols., 1994).

La carcinogénesis inducida mediante agentes fisicos se produce bien como

4
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consecuencia de la interaccion directa de las particulas radiactivas con el ADN
genomico (Haseltine, 1983) o, de manera indirecta, afectando a algunos de los
mecanismos que controlan la division celular y 1a ransduccion de sefiales extracelulares
al interior celular (Uckun v cols., 1993, Hallahan v cols., 1991, Avila y cols., 1993}

En cuanto a la carcinogénesis inducida quimicamente, los primeros trabajos gue
describen la induccion de transformacion neoplasica en cultivo mediante carcindgenos
quimicos se iniclaron hace treinta afos (Berwald y Sachs, 1965). Dichos estudios
incluyeron tanto agentes que producen alteraciones a nivel genético como aquellos que
aparentemente no interaccionan con el ADN. Los primeros, denominados carcinégenos
genotoxicos. han sido estudiados con mas detalle. La mayoria de ellos son moléculas
electrofilas que interaccionan con el ADN de forma directa. Como consecuencia de
dicha interaccion, el carcindgeno produce mutaciones puntuales, deleciones,
inserciones, e incluso reorganizaciones y cambios en la estructura de algunos
cromosomas (Cohen v Ellwein, 1990). Como se describe en paginas posteriores de esta
introduccion, las alteraciones a nivel genético pueden afectan a genes reguladores del
crecimiento y la proliteracion celular (protooncogenes y genes supresores), cuyas
formas alteradas son los determinantes directos del proceso tumoral.

Los mecanismos de carcinogénesis mediados por agentes no genotdxicos
(también denominados epigenéticos), son aquellos que no implican una interaccion
directa con el ADN, sino que afectan al control de la expresidn génica mediante
alteraciones a nivel ftranscripcional y/o traduccional (Weishurger, 1994). Su
identificacion se produjo como consecuencia de la observacién de que algunos
carcindgenos tenian escasa reactividad con el ADN. Tal es €] caso de la sacarina, el
acido nutrilotriacético, acido 12-O- tetradecanoil forbol-13-acético (TPA)oel 2,4.7,8 -
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD). E! mecanismo de accion de estos carcinogenos
esta mediado frecuentemente por receptores especificos, en algunos casos bien
identificados. La union del carcinégeno al receptor provoca alteraciones en ¢l control
de la expresion geénica. La mayoria de los procesos neoplasicos provocados por este
tipo de agentes requiere una exposicion continuada al carcindégeno y periodos de
incubacion mas prolongados que aquellos mediados por agentes genotoxicos (Shaw y

Jones, 1994).
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Los distintos modelos de carcinogénesis experimental en células humanas y de
roedores han permitido definir una serie de eventos cuya sucesion desemboca en la
transformacion de una célula normal en neoplasica. En fases tempranas posteriores al
tratamiento con un carcindgeno se observan tanto "in vivo" como "in vitro" ¢élulas que
aunque muestran alteraciones fenotipicas no estan completamente transformadas. Estas
células son consideradas preneopldsicas y requieren cambios adicionales para su
conversion maligna completa. Por razones didécticas, estos eventos han sido agrupados
en tres fases, denominadas iniciacién, promocién y progresion tumoral (Farber,
1984). Aunque en ocasiones los limites entre ellas no estdn perfectamente definidos y
constituyen una simplificacion artificial a la hora de abordar la complejidad del proceso
neoplasico, existen una serie de caracteristicas y marcadores que permiten su
distincion. Durante la iniciacién, en la mayoria de las células tratadas se produce una
alteracion genética irreversible como consecuencia de la exposicion al carcindgeno. Sin
embargo, esta alteracion no es suficiente para inducir el fenotipo maligno. En los
modelos experimentales "in vitro” esta etapa se correlaciona con una transformacion
morfologica, primer marcador fenotipico observable en la carcinogénesis. La
promocion supone una etapa reversible en la que se produce la expansion de las células
"iniciadas” neoplasicamente siendo la inmortalizacién el marcador mas caracteristico
de esta fase. La inmortalizacion se define como la propiedad de algunas células en
cultivo de dividirse indefinidamente. Mientras las cé€lulas primarias (aquellas
procedentes de tejidos animales o embriones) crecen en cultivo durante un numero
limitado de generaciones (entre 50 y 100 divisiones, dependiendo del tipo celular), las
células inmortales escapan de los mecanismos naturales de senescencia y se dividen de
manera indefinida. Sin embargo, mantienen la inhibicién por contacto, cualidad propia
de las células primarias. Finalmente, la progresion viene defimda por un acumulo
irreversible de alteraciones que provocan el paso de la poblacion celular de un estado
premaligno al neopldsico. Estas células malignas pierden la inhibicion por contacto y
son capaces de crecer en medios semisolidos, asi como de formar tumores cuando son
inyectadas en ratones inmunodeficientes.

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

marcadores que han contribuido a determinar con mayor exactitud la existencia de estas
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tres fases del desarrollo tumoral. Concretamente mediante el analisis de
hepatocarcinomas inducidos quimicamente en ratas, Pitot v cols. (1991), han definido
un buen nimero de marcadores bioquimicos € histologicos caracteristicos de cada una

de las fases.

1.2. Transformacién neoplasica de células en cultivo.

La validez del estudio de la transformacién neoplasica "in vitro" se basa en la
observacién de que las células en cultivo tratadas con carcinOgenos y mantenidas
durante un nimero de divisiones adquieren la propiedad de formar tumores cuando son
inyectadas en animales inmunodeficientes. Este hecho significa que han alcanzado el
fenotipo neoplasico completo en un modelo experimental relativamente mas simple y
cuyas variables son mas facilmente controlables que en los sistemas "in vivo".

En los experimentos de carcinogénesis "in vitro” se han utilizado tanto células
de roedores como humanas, demostrando que ambos tipos celulares son similares en
muchos aspectos. permitiendo la extrapolacion de los resultados obtenidos en modelos
animales al cancer humano. Sin embargo las células humanas son intrinsecamente
resistentes a la transformacion por carcindogenos quimicos, debido a su mayor
estabilidad genética, presumiblemente relacionada con una mayor eficiencia de sus
mecanismos de reparacion del ADN. Milo v DiPaolo (1980) han descrito un protocolo
para la transformacion de células humanas que requiere la sincronizacion del cultivo
antes del tratamiento con el carcindgeno, asi como la seleccion de las células
transformadas en medios ricos en vitaminas y aminoacidos. A pesar del éxito de
conseguir la transformacion de células humanas, la complejidad experimental de dicho
protocolo ha llevado al desarrollo de otros sistemas aiternativos. Entre ellos, la
conversion neoplasica de fibroblastos embrionarios de hamster en cultivo ha constituido
uno de los modelos mas utilizados. Este tipo celular ofrece varias ventajas sobre otras
lineas celulares: (1), son células diploides con una gran estabilidad geneética; (2),
muestran un indice de transformacion espontinea muy bajo: (3), senescen al cabo de
un nimero limitado de generaciones y (4), su conversion al estado neoplasico se

produce en un corto periodo de tiempo (7 a 10 dias).
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La accion de un carcinégeno sobre estas células primarias de hamster se
determina mediante ¢l ensayo de transformacion representado esquemdticamente en la
Figura 1. Las células procedentes del embrion de hamster, de naturaleza
fundamentalmente fibroblastica, son sembradas en cultivo. Transcurridas 24 horas, las
células son sometidas a un tratamiento unico con el carcindgeno y mantenidas
posteriormente en cultivo durante varios dias. En estas condiciones se produce la
formacion de colonias de células transformadas caracterizadas por un crecimiento
apilado y entrecruzado, opuesto al de las células normales, dispuestas ordenadamente
¢ inhibidas por contacto. El nimero de colonias transtormadas es dependiente de la
naturaleza y la dosis del carcinogeno asi como del nimero de células susceptibles a la
transformacién. El andlisis estadistico de los resultados indica que en este sistema el
proceso neoplasico se produce como consecuencia de la induccidn de la transformacion
provocada por el carcindégeno y no por la seleccion de células en estadios
preneoplasicos previos al tratamiento. Los estudios de dosis-respuesta indican también
que el proceso de transtormacion estd iniciado por un Unico evento (la exposicion al
carcinogeno) aunque ello no signifique que una sucesion de alteraciones posteriores no
esté también implicada en el proceso de transformacion. Este sistema ha permitido no
s6lo evaluar la capacidad de determinados agentes carcindgenos para provocar la
transformacion celular, sino también profundizar en los mecanismos moleculares

responsables de dicha transformacion.
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| EMBRION DE

HAMSTER \
Dia 0
/\/
pat | < CARCINOGENO
Dia 6
Determinacién de la
eficiencia de transformacion
RO SRS
| \%‘ﬂ? N \’\‘?;&5’@ i
;.gl.'ﬂ!j' ¥ Y h" A ’.(),.“ ‘ o
| mﬁ«x‘ \i P fﬁ'f
FURNIRY Ry
células no células
transtormadas transformadas

Figura 1: Representacion esquematica del ensayo de transtormacion
de células embrionarias de hamster. Después del tratamiento con el
carcindgeno, las células son mantenidas en cuitivo durante siete a diez
dias, transcurridos los cudles la aparicion de colonias de células
transformadas se determina mediante la observaciéon al microscopio
optico.
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2.- Bases moleculares de la carcinogénesis: Oncogenes y genes

supresores de tumores.

2.1. Anailisis de las bases moleculares del cancer mediante transfeccion.

El conocimiento de los mecanismos 1mplicados en los procesos de
carcinogénesis se ha ampliado enormemente gracias al desarrollo de las técnicas de
biologia molecular asi como al descubrimiento de los métodos de transferencia génica
o transfecciéon. La aplicacion de ambas técnicas al campo de la carcinogénesis
experimental ha permitido determinar que las alteraciones de los distintos carcindgenos
sobre el ADN afectan a dos tipos de genes reguladotres del crecimiento: por un lado
los protooncogenes, efectores positivos de la division celular cuyas formas alteradas
u oncogenes son responsables de la transtormacion celular; por otro lado, los genes
supresores de tumores, reguladores del control de la proliferacion mediante sefiales
negativas del crecimiento y cuya pérdida de funcion conduce iguaimente al crecimiento
celular desordenado. Antes del descubrimiento de estos dos grupos de genes
reguladores existian tan s$6lo evidencias indirectas de que el ADN era el blanco de los
procesos de transformacion, basadas en la capacidad de algunos carcindgenos de actuar
COmMO mMutagenos O provocar reorganizaciones cromosomicas.

La primera demostracion directa de que la transformacion mediante
carcinogenos quimicos implica la activacion de oncogenes se produjo al comprobarse
que la transteccion de ADN procedente de varias lineas tumorales iniciadas
quimicamente podia inducir la conversion neopldsica de fibroblastos en cultivo,
provocando la aparicion de "focos" de células transformadas, resultado de la
adquisicion del oncogén activado en el proceso de transferencia génica (Shikr y cols.,
1979). Si estos focos eran expandidos en nuevos cultivos y el ADN extraido a partir
de ellos se utilizaba nuevamente en ensayos de (ransfeccion sobre fibroblastos
normales, se producia la aparicion de nuevos focos de células transformadas, indicando
que la secuencia responsable del fenotipo neoplasico se transferia a lo largo de los

ciclos de transteccion consecutivos (Figura 2).
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LINEA CELULAR
TRANSFORMADA
QUIMICAMENTE

1*" ciclo

3* ciclo

Figura 2: Transmision del fenotipo neoplasico mediante transfeccion.
El ADN procedente de [a linea celular iniciada quimicamente ¢s
precipitado con fosfato cédleico y anadido a un cultivo de fibroblastos
NIH/3T3. La adquisicion de secuencias transformantes produce la
aparicion de "focos”, cuyo ADN puede ser utilizado para transformar
nuevos cultivos en ciclos de transfeccion sucesivos.

11
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La posibilidad de transferir fragmentos de ADN a células eucarioticas superiores
fue descrita inicialmente por Wigler y cols., (1977), mediante la utilizacién de
fragmentos purificados del genoma del herpesvirus, portadores del gen de la timidina
quinasa {tk). Cuando estos fragmentos eran precipitados con fosfato calcico y anadidos
a un cuitivo celular de fibroblastos de raton carentes de dicho enzima, incapaces por
tanto de sintetizar trifosfato de timidina (TTP), el gen viral se internalizaba en algunas
células, integrandose eficientemente y comenzando su replicacion con el resto del
genoma. Este gen era igualmente reconocido por la maquinaria transcripcional y
traduccional de las céluias receptoras, de modo que éstas podian crecer en medios
carentes de TTP. El ADN integrado podia transmitirse durante generaciones o incluso
de manera indefinida siempre que el cultivo se mantuviera en condiciones de seleccion
(Pellicer v cols., 1980).

Experimentos similares fueron realizados utilizando ADN de diversos origenes
y transtiriéndolos a distintos tipos celulares, comprobandose que tedricamente cualquier
gen podia ser transferido y expresado satisfactoriamente en cultivo (Wigler v cols.,
1980). Estas técnicas fueron aplicadas al dmbito de la investigacidn del cancer,
considerando que si la adquisicion del fenotipo neoplasico estaba producida por la
activacion de determinados oncogenes dentro del genoma, la transfeccion de éste a una
linea celular normal deberia conducir a la aparicién de células neoplasicas, receptoras
del oncogén activado. Este hecho fue confirmado en aproximadamente un 30% de las
lineas celulares transformadas o tumores cuyo ADN fue ensayado en experimentos de
transfeccion, demostrando la existencia de oncogenes celulares activados capaces de
inducir la transformacion.

La identificacion del primer oncogén humano mediante técnicas de transferencia
génica se produjo a principios de la década de los ochenta, cuando los grupos de
Weinberg, Wigler v Barbacid, partiendo de dos lineas celulares de carcinoma de vejiga
(denominadas EJ y T24) aislaron la secuencia transformante responsable de la
adquisicion del fenotipo transformado a lo largo de sucesivos ciclos de transfeccion de
fibroblastos en cultivo (Shif y Weinberg, 1982; Goldfard y cols., 1982; Pulciani v
cols., 1982}, l.a caracterizacion de dicha secuencia puso de manifiesto que se trataba

del gen homologo al oncogén ras del virus del sarcoma de Harvey (Parada v cols.,
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1982; Santos y cols., 1982}, un retrovirus que infecta células de roedores y que habia
sido caracterizado pocos anos atras. Posteriormente, a partir de una linea de carcinoma
de pulmon se detectd otra secuencia transtormante, muy similar a la ya descrita y
también homologa a otro oncogén de origen viral, el retrovirus del sarcoma de Kirsten
(Der v cols., 1982). Las investigaciones de virus oncogénicos y la deteccion de los
primeros oncogenes mediante transfeccion convergian en el concepto de que genes
celulares, alterados en tumores primarios o lineas transformadas, eran los responsables
del fenotipo transtormado asociado a la transformacidn neoplasica y que dicho fenotipo
podia ser transferido de unas células a otras mediante transfeccion.

Ese mismo ano fue definido el mecanismo que conferia la capacidad
transformante al oncogen ras. Comparando la secuencia de los genes procedentes de
la linea celular original y el de las células normales, se comprobd que la lnica
diferencia entre ambas secuencias era una mutacion puntual, concretamente G-T. Dicha
mutacion producia la sustitucion del aminoacido Gly por Val en la posicion 12 de la
secuencia de la proteina codificada por ras, confiriendo su potencial oncogénico (Tabin
ycols., 1982; Santos y cols., 1982; Reddy v cols., 1952). Mutaciones similares fueron
detectadas en ¢l aminodcido 61, conduciendo nuevamente a formas oncogénicas de la
proteina. La importancia de tales mutaciones puntuales en el proceso neoplasico se
demostro experimentalmente al comprobarse que la induccion de mutaciones puntuales
podia reproducirse empleando técnicas de carcinogénesis experimental, mediante el

tratamiento de ratas con N-metil-N-nitrosourea (Sukumar y cols., 1983).

2.2. Deteccién de oncogenes celulares mediante transferencia génica.

Aungue en numerosas ocasiones la transformacion celular mediante transfeccion,
partiendo del ADN de tumores de diversos origenes, estd producida por la activacién
de genes pertenecientes a la familia ras, un numero significativo de genes
transformantes no relacionados con los genes ras han sido aislados utilizando las
mismas técnicas. En la Tabla II aparece una relacion de algunos de ellos, indicando

la fuente de donde fueron aislados y la naturaleza de la proteina que codifican.
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TABLA II: Clasificacion de oncogenes aislados mediante ensayos de transfeccion,

en funcidn de su mecanismo de activacion”

Gen Origen Proteina Referencia
- Oncogenes activados por mutaciones puntuales:
H-ras carcinoma de vejiga GTP-asa Parada y cols, 1982
K-ras carcinoma de pulmon GTP-asa Der y cols, (982
N-ras neuroblastoma GTP-asa Shimizu v cols, 1983
neu neurobliastoma y glioblastoma receptor tirosina quinasa Bargmann y cols. 986
- Aclivacion por reorganizacidn génica:
met células transformadas quimicamente  receptor tirosina quinasa Cooper y cols, 1984
ek carcinoma de colon receptor tirosina quinasa Martin-Zanca y col, 1986
ret linfoma no definida Takahashi y cols, 1983
ros linea celular de cancer de mama proteina tirosina quinasa Birchmeier y cols, 1986
raf cancer de estdmago serina-treonina quinasa Shimizu y cols. 1983
raf-B  sarcoma Ewing serina-treonina guinasa Ikawa y cols. 1988
dbl linfora unién a GTP Eva v Aaronson, 1985
vav carcinoma de esdfago unién a GTP Coppola y cols, 1991
ect2  queratinocitos de raton union a GTP Mik: y cols, 1993
hst carcinoma de estomago factor de crecimiento Taira v cols, 1987
fef-5  carcinoma de vejiga factor de crecimiento Zhan y cols, 1988
mas carcinoma epidermoide proteina transmembranar Young vy cols. 1986
the celulas derivadas de leucemia regulador de proteinas GTP  Toksozy Williams. 1954
cot carcinoma de tiroides serina guinasa Miyashi y cols. 1991
- Capacidad transformante por sobreexpresion:
epsld queratinocitos de raién sustrato tirosina quinasa Fazioli y cols, 1993
est sarcoma Ewing serina quinasa Chan y cols. 1993a
- Procesamiento alternativo del ARN:
axl leucemia receptor tirosina quinasa ('Bryan y cols, 1991
- Mecanismo de activacidén ng determinado:
UFQ  leucemia mielogitica tirosina quinasa Janssen y cols. 1991
TIM  células de mama inmortalizadas union a GTP Chan y cols, 1994

*Esta tabla pretende recopilar fa mayoria de oncogenes detectados mediante transfeccion
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La prictica totalidad de estos oncogenes ha sido aislada mediante la utilizacion
de los fibroblastos de raton denominados NIH/3T3 como receptores del ADN
transformante. Esta linea celular ofrece dos ventajas fundamentales que justifican su
utilizacion frecuente: (1) se trata de una linea celular inmortalizada, 1o que la convierte
en extremadamente sensible a la transformacion., de acuerdo con el modelo
multiescalonado de desarrollo neoplasico previamente expuesto, y (2) son c€lulas que
muestran una elevada eficiencia en la internalizacion ¢ integracion de ADN exodgeno
{Cooper, 1990j.

La existencia de ADNs con capacidad trasformante se ha detectado en diversos
tipos de tumores primarios asi como en lineas celulares transformadas. De especial
interés en el campo de la carcinogénesis experimental son los descubrimientos de los
oncogenes met v neu (Cooper v cols., 1984, Bargmann v cols., 1986) aislados a partir
de lineas celulares transformadas mediante carcindogenos quimicos {met) y tumores
inducidos quimicamente (neu).

La caracterizacion molecular de los oncogenes detectados por ensayos de
transfeccion ha indicado que existen tres mecanismos fundamentales de activacion,
responsables del potencial oncogénico de estas secuencias: mutaciones puntuales,
reorganizaciones y sobreexpresion génica. La existencia de mutaciones puntuales,
demostradas para [os oncogenes ras, ha sido también determinada en el caso de neu,
un oncogén aislado a partir de neuroblastomas y glioblastomas inducidos quimicamente
en ratas; neu, que codifica un receptor con actividad tirosina quinasa, adopta una
conformacion activada constitutivamente mediante {a sustitucion de un unico
aminodcido en el dominio transmembranar (Bargmann v cols., 1986). Por otra parte,
la induccion de mutaciones puntuales mediante experimentos de mutagénesis dirigida
ha puesto de manifiesto la capacidad transtormante de algunos genes ya descritos, comnto
es el caso de MAPK-K, mediador de las senales mitogénicas, demostrando que la
activacion constitutiva de esta proteina es suficiente para transformar NIH/3T3 en
experimentos de transfeccion (Cowley v cols., 1994).

Las reorganizaciones son la causa mas frecuente de activacion oncogénica entre
los genes detectados por transfeccion. Estas reorganizaciones pueden conducir a

deleciones en uno de los dos extremos de un gen, provocando la aparicion de proteinas
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con el extremo amino o carboxiterminal truncado (vav, dbl)(Coppola v cols., 1991; Eva
ycols., 1988} La reorganizacion puede provocar que dos genes independientes queden
alineados produciendo una proteina de fusidn como consecuencia de la transcripcion
de un "locus artifictal”. Estas reorganizaciones pueden tener lugar en el tumor o linea
celular transtormada (17k, mer) (Martin-Zanca y cols., 1986; Park y cols., 1986), o por
el contrario ocurrir durante el proceso de transfeccion (ret, vav) (Takahashi y cols.,
{985; Coppola v cols.. 1991). La adquisicion de la capacidad transtormante por
sobreexpresion es también el resultado de procesos de reorganizacion o recombinacion,
no en {a region coditicadora del gen sino en sus elementos reguladores; este es el caso
del oncogén mas, activado como consecuencia de un incremento en la trapscripcion
génica provocado por un proceso de reorganizacion en la region 5° no codificante del
gen (Young vy cols., 1986}, La activacion oncogénica por sobreexpresién ha sido
analizada recientemente mediante transfeccidon de genotecas de expresion, en lugar de
ADN genomico. En estos casos, en que los ADN complementarios (ADNc) son
expresados bajo et control de un fuerte promotor, se ha comprobado que genes como
eps15 y est pueden transformar células NIH/3T3 si su transcripcion esta por encima
de los niveles basales (Fazioli y cols., 1993; Chan v cols., 1993a). Experimentos
similares han puesto de manifiesto que genes como Gual2, que codifica para un
transductor de sefales extracelulares, puede actuar como oncogén cuando es

sobreexpresado (Chan y cols., 1993b).

2.3. Implicaciéon de los genes supresores de tumores en la carcinogénesis.

Mientras que los oncogenes actian como genes dominantes y son, por tanto,
capaces de provocar la transformacton cuando son transteridos de una célula a otra, 10s
genes supresores de tumores se comportan como genes recesivos y no pueden ser
detectados mediante el mismo tipo de analisis. Sin embargo, la implicacion de los
genes supresores en una proporcion elevada de tumores humanos los ha convertido en
uno de los grupos de genes mas estudiados en los Ultimos anos.

La participacion de los genes supresores en ¢l desarrollo neoplasico explica en

parte el hecho de que el ADN procedente de muchos tumores no sea capaz de
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transformar células NIH/3T3 en experimentos de transfeccion. La presencia en las
células NIH/3T3 de formas normales de estos genes inhibidores de la proliferacion
puede enmascarar la alteracién de ese mismo locus u otros relacionados en el ADN
donador.

La deteccion de los genes supresores de tumores se produjo como consecuencia
del andlisis de hibridos formados por la fusion de células normales con células
mumorales. Esta fusion producia en muchos casos la reversion de estas ultimas, de
manera que el hibrido no mostraba fenotipo neoplasico. Este hecho indicaba que la
célula normal aportaba uno o varios genes que actuaban negativamente inhibiendo la
proliferacion celular descontrolada. La confirmacion de la funcién de estos genes se
produjo al observar que los "hibridos normales” revertian a menudo ai fenotipo
maligno, y que este fenomeno iba asociado a la pérdida de cromosomas concretos
(Stanbridge, 1990).

El estudio de la transmisién hereditaria de ciertos tumores también ha
contribuido al conocimiento de los genes supresores de tumores. En concreto, el
estudio del retinoblastoma, un tumor ocular que se desarrolla en nifos
aproximadamente a los cinco afios de edad condujo a la identificacion de un gen
localizado en el cromosoma 13. La propension a contraer retinoblastoma se transmitia
de padres a hijos de forma hereditaria, de acuerdo con la transmision mendeliana de
un solo locus. Mediante analisis cariotipicos se comprobd que dicha transmisién iba
asociada a una delecion en el cromosoma 13, concretamente fa region 13ql4, donde
posteriormente se ha localizado el gen del retinoblastoma (Rb)(Weinberg, 1991).

Otro de los genes supresores de tumores mejor caracterizados es el denominado
p33. Descubierto por su capacidad de unirse a la proteina T del virus SV40, fue
catalogado inicialmente como oncogén debido a su propiedad de cooperar con ras en
la transformacion de fibroblastos primarios (Hollingsworth v Lee, 1991).
Posteriormente se comprobd que dichos experimentos habian sido realizados con
formas mutadas de p53 que le aportaban capacidad oncogénica. De hecho, p53 es el
tinico gen bifuncional para el que se ha definido tanto una actividad oncogénica
dominante causada por mutaciones puntuales, como una actividad efectora negativa del

crecimiento (Levine v cols., 1991}, Identificado recientemente ¢omo un factor de
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transcripcion con capacidad de unirse al ADN (Kern y cols., 1991), p53 se constituye
como el gen mas comunmente mutado en el cancer humano.

El estudio de los genes supresores de tumores también ha sido abordado
mediante la utilizacion de técnicas de transferencia génica. En este caso, el objetivo no
es provocar la transtformacion de células normales, sino revertir el fenotipo
transformado de las células neoplasicas. Este tipo de experimentos ha permitido a
Schafer y cols. (1991) 1dentificar el gen supresor NTS-1. partiendo de fibroblastos
transformados con el oncogén H-ras. Cultivos celulares de estos fibroblastos se
transfectaron con ADN total de placenta normal humana. acompaiiado de un plasmido
para la seleccion de recombinantes con higromicina. La poblacion de cétulas
transfectadas, seleccionadas en dicho antibiético fue tratada con ouabaina, una droga
que destruye las células en division activa (Schafer y cols., 1988}, obteniendo colonias
que aun expresando ras, no se multiplicaban de manera activa y por lo tanto
sobrevivian a la accion de la droga. Este fenémeno pudo ser reproducido en un
segundo ciclo, partiendo de ADN de estas colonias, lo que permitié obtener nuevas
poblaciones de células no transformadas a pesar de poseer el oncogén H-ras
constitutivamente activado. Estos resultados indicaban que la adquision de determinados
genes procendentes del ADN humano transfectado conferia a algunas células un
fenotipo normal. Experimentos similares, partiendo de células transformadas con K-ras
v mediante la transferencia de genotecas de ADNc realizadas a partir de células
normales han levado a la caracterizacion de K-rev-1, un gen supresor capaz de

bloquear también la actividad transformante de ras (Kitayama v cols., 1989).
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3.- Oncogenes vy carcinogénesis quimica.

L.a mayoria de los sistemas animales de carcinogeénesis quimica resultan en la
deteccion de oncogenes activados pertenecientes a la familia ras. Asi por ejempio, la
induccion de carcinomas en la glandula mamaria de ratas mediante tratamiento con
nitroso-metilurea produce la activacion de H-ras en casi un 90% de los casos
analizados (Sukumar v cols., 1983}. En otros estudios en hepatomas de rata inducidos
mediante nitroso-dietilamina, la activacion de H- y K-ras se produce en mas de un 50%
de las muestras. En algunos casos, como los publicados por Ochiai v cols., (1985)
sobre hepatocarcinomas iniciados mediante distintos carcinogenos, la incidencia de H-
ras ha sido demostrada en la totalidad de las muestras analizadas. La Tabla ITI recoge
los resultados de los analisis de distintos tumores reproducidos en ratas y ratones
mediante el tratamiento con distintos carcindgenos quimicos, indicando el porcentaje
de casos en los que se han descrito alteraciones de los distintos miembros de esta
familia de oncogenes.

Sin embargo, la activacién de ras no es suficiente para la transformacion
celular, sino que han de producirse alteraciones adicionales, bien genéticas (alteracion
de otros oncogenes o genes supresores de tumores) o epigenéticas, en las distintas fases
de iniciacion, promocion y progresion. La definicion de la funcion de ras en cada una
de estas etapas del desarrollo neoplasico es controvertida: existen teorias que defienden
que ras actuaria como iniciador, mientras que otras predicen que su activacion se
produciria como consecuencia de la induccion neoplasica. Asi, algunos experimentos
sugieren que ras se altera en aquellas células que va han desarrollado determinadas
propiedades prencoplasicas (Lu y Archer, 1992), mientras que otros resultados indican
que esta familia de oncogenes participaria en la iniciacion del desarrollo tumoral
(Harris, 1991). Esta ultima posibilidad esta apoyada por las caracteristicas mutagénicas
de muchos carcindgenos, en consonancia con los mecanismos de activacion de los

oncogenes ras a través de mutaciones puntuales.
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Tabla I1I: Incidencia de la activacion de oncogenes ras en tumores animales inducidos
mediante tratamiento con distintos carcindgenos

Especie Carcindgeno Tumor Oncogén _ Incidencia

Rata NMUJ carcinoma de mama H-ras-1 80%
DMBA carcinoma de mama H-ras-1 23%
DMN carcinoma de rinon K-ras-2 40%
TNM carcinoma de pulmon K-ras-2 74 %
Raton DMBA carcinoma de piel H-ras-1 90 %
DBACR carcinoma de piel H-ras-1 80%

DMBA carcinoma de mama H-ras-1 100 %
NMU linfoma N-K-ras-2 85%
MCA linfoma timico K-ras-2 83%
MCA fibrosarcoma K-ras-2 50%

HOAAF carcinoma hepatico H-ras-1 100%

vC carcinoma hepatico H-ras-1 100%

HODE carcinoma hepatico H-ras-1 100 %
Furfural carcinoma hepatico H-ras-1 85%

TNM carcinoma de pulmon K-ras-2 100%
Abreviaturas:  NMU, nitroso-metilurea; DMBA, dimetil-benzo-antraceno: DMN,

metiltmetoximetihnitrosamina, TNM, tetranitrometano: DBACR, dibenzo-acridina; MCA, 3-
metilcolantreno; HOAAF, fluoruro de N-hidroxi-2-acetilamina; VC, vinilcarbamato; HODE. 1'-

hidroxi-2"-3 -dihidroestragol. Datos modificados de Barbacid (1987).

A pesar esta alta incidencia de alteraciones de ras en los modelos animales de

rata y ratdn, un alto porcentaje de tumores humanos no han sido asociados a ningdn

oncogen conoctdo. De hecho, la funcion de la mayoria de los oncogenes en ¢l

desarrollo del cancer humano es desconocida v tan sélo algunos genes transformantes

como raf, myc v erbB2, ademas del propio ras, han sido asociados directamente al

cancer humano (Brooks v cols., 1987; Kasid v cols., 1987; Slamon y cols., 1987). En

consecuencia, la determinacion de las alteraciones genéticas responsables de la

transformacion neoplasica requiere la creaccion de modelos experimentales en los que

la funcion de otros oncogenes no relacionados con ras pueda ser analizada.

Entre elios, {a ransformacion de celulas primarias de hamster mediante distintos
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carcinogenos ha sido uno de los modelos mas utilizados debido, como hemos
comentado en el apartado 1.2., a la estabilidad genética de este tipo celular y a la
posibilidad de correlacionar los resultados "in vitro” con los procesos "in vivo™. Dicho
modelo ha permitido en nuestro laboratorio analizar tanto la funcion de oncogenes
{Notario y cols., 1990), como de genes supresores de tumores (Albor v cols., 1994) en
distintos estadios del desarrolio neoplasico.

En este sistema. que se expone con detalle en el capitulo sigutente de esta
introduccion, se ha encontrado que las alteraciones de ras ocurren de manera
infrecuente. Estos resultados estian de acuerdo con los obtenidos en otros laboratorios,
utilizando el mismo upo celular, tanto con carcindgenos quimicos (Gilmer v cols.,

[1988) como fisicos (Borek v cols., 1987).
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4 - Deteccion de secuencias transformantes en fibroblastos de hamster

iniciados con carcindgenos quimicos.

Mediante la utilizacion de técnicas de transferencia génica similares a las
descritas en pdginas anteriores de esta introduccion se ha detectado la presencia de
secuencias transformantes activadas en ¢l genoma de lineas celulares de hamster
iniciadas neoplasicamente mediante €l tratamiento con distintos carcinogenos quimicos
(Notario v cols., 1990).

Este estudio incluyd 22 lineas celulares neoplasicas generadas partiendo de
tibroblastos primarios de himster, denominados 84-3, mediante una unica dosis de los
siguientes carcindgenos: bisulfito sédico (BS), N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG), benzo(a)-pireno  (BP), 3-metilcolantreno (MCA), 7,12-dimeril-
benzo(a)antraceno (DMBA), propanosulfona (PS) o N-acetoxi-fluorenil-acetamida
(3AF). Todas ellas provocaron la aparicion de colonias en medio semisOlido y/o
tumores en ratones inmunodeprimidos.

La presencia de secuencias transformantes dominantes en el genoma se confirméd
en 12 de las 22 lineas celulares, mediante extraccion del ADN y transfeccion en
fibroblastos NIH/3T3. Estas doce lineas positivas en la primera transfeccion fueron
subsecuentemente analizadas mediante un segundo ciclo de transfeccion, partiendo del
ADN de los focos obtenidos en el primer ciclo. Todas ellas resultaron positivas en la
segunda transfeccion con una eficiencia de transtormacion superior a la obtenida
partiendo del ADN original, producto del enriquecimiento en ADN transformante de
las preparaciones en los sucesivos ciclos. En la Tabla IV aparece representada la
actividad transformante del ADN de estas 12 lineas celulares, indicando el carcinogeno
con que fueron tniciadas.

Una vez comprobada la activacion de secuencias transformantes en estas lineas
celulares (denominadas transfectantes) se evaluo la posibilidad de que éstas fueran
miembros de la familia ras, teniendo en cuenta la elevada frecuencia con que
alteraciones en estos oncogenes han sido descritas en otros modelos de carcinogénesis

experimental. Para ello se Hevaron a cabo dos tipos de analisis en los transfectantes del

b
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segundo ciclo. Por una parte se determinod la movilidad electroforética de la proteina
p21™, inmunoprecipitada con anticuerpos monoclonales a partir de extractos marcados,
analisis que de acuerdo con Srivastava y cols., (1985) permite distinguir la estructura
nativa de p21™, respecto a la de las formas mutadas. Por otra parte se procedid a la
hibridacion del ADN genomico de las lineas celulares transtormadas con sondas
especificas de los distintos miembros de la familia ras. Mediante ambos andlisis se
determiné la existencia de ras activado tan solo en tres de las doce lineas analizadas.,

todas ellas iniciadas con bisulfito sddico.

TABLA 1V: Actividad transformante de los ADNs procedentes de las doce lineas
celulares iniciadas con distintos carcinégenos quimicos

Primer ciclo Segundo ciclo

Eficiencia Tiempo Eficiencia Tiempo

tfocos/ue ADN) {semanas) (focos/pug ADN) (semanas)
BS-B2A2 0.012 3.5-4.0 0.13 3540
BS-B2D1 0.362 2.5-3.0 1.88 2.5-3.0
BS-BSEl1 0.713 2.0-2.5 8.73 1.5-2.0
BS-B2H1 0.087 3.5-4.0 (.34 3.0-3.5
BP-OBP 0.051 3.0-3.5 (.61 3.0-3.5
BP-7997 0.072 3.0-3.5 (.84 3.0-3.5
MC-81C10 (.037 3.0-3.5 0.47 3.0-3.5
MC-81C33 0.102 3.0-335 .94 3.0-3.5
MC-81C39 (.450 3.0-3.5 3.87 2.5-3.0
MC-31C47 0.427 3.0-35 2.98 2.5-3.0
MC-81C52 0.025 3.5-4.0 {1.39 3.54.0
AF-34-10 0.462 2.5-3.5 4.56 2.5-3.0

El nombre de las distintas lineas celulares (columna de la izquicrda) va precedido por las iniciales del
carcinégeno utilizado para su obtencion: BS. bisultito sodico, BP, benzo-pireno; MCA, 3-metilcolantreno; AF,
N-acetoxi-fluorenii-aceramida. La eficiencia de transtormacion se define como el nimero de focos de células
tranformadas por pg de ADN total. El nempo se contabilizo desde ¢l momento de la transteceion hasta el dia
en que fos focos tueron visibles macroscopicamente. Tomada de Notarier v cols., (1990)
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Estos resuitados significaban ia activacion de secuencias franstormantes no
relactonadas con ras en un 75% de los casos analizados, demostrando que la activacion
de este oncogén es un tenomeno poco frecuente en la transformacion de fibroblastos
embrionarios de hamster mediante carcindogenos quimicos, convirtiendo este metodo
experimental en un sistema valido para el estudio de otros oncogenes en el proceso de
transformacion celular.

La linea celular 81C39 (iniciada neopldsicamente con 3-metilcolantreno) fue
elegida para el aislamiento y caracterizacion la secuencia transtormante responsable de
su fenotipo neoplasico. Esta linea celular fue seleccionada respecto a las demads
basandose en sus caracteristicas fenotipicas y en la alta eficiencia de transformacién en
los ciclos de transfeccion consecutivos. Para ello, partiendo de ADN de los
transfectantes de segundo y tercer ciclo, generados de acuerdo con el modelo
experimental representado en la Figura 3, se realizd un extensivo andlisis de
hibridacién con mds de medio centenar de sondas correspondientes a oncogenes
descritos hasta ¢l momento. En todos los casos se detectaron los patrones de
hibridacion caracteristicos del proto-oncogén correspondiente presente en las células
NIH/3T3. Estos resultados apoyaban solidamente la posibilidad de que las secuencias
transtormantes activadas en la linea celular 81C39 y transferidas a los fibroblastos

NIH/3T3, constituyeran un nuevoe oncogén no descrito previamente.
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Figura 3: Esquema del proceso de deteccion de la secuencia transformante
activada en el genoma de la linea celular 81C39, mediante tratamiento de
fibroblastos de hamster 84-3 con 3-metilcolantreno. La presencia de secuencias
activadas fue detectada mediante ciclos de transfeccion sucesivos en
fibroblastos inmortalizados NIH/3T3. La presencia de ADN de hamster en las
distintas lineas celulares transformadas (transfectantes) tue determinada
mediante hibridacién del ADN con sondas correspondientes a secuencias
repetitivas  especificas de hamster. Analisis de hibridacion  posteriores
utilizando sondas correspondientes a oncogenes descritos sugerian la
posibilidad de que un nuevo tipo de secuencia transtormante era la responsable
de la transformacion neopldsica.
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Objetivos

El planteamiento del presente trabajo parte de la hipotesis de que un tipo de
secuencia transformante no caracterizada con anterioridad es la responsable del fenotipo
wmoral de la linea celular 81C39. Como se describid en la introduccidn, esta linea
celular fue iniciada neoplasicamente mediante un Gnico tratamienio a fibroblastos
embrionarios de hamster (84-3) con 3-metilcolantreno (Notario v cols., 1990), vy se
selecciond para este proyecto por presentar una alta eficiencia de transformacién. entre
otras ventajas experimentales.

[.a presencia de un oncogén activado fue detectada mediante dos ciclos de
transfeccion en fibroblastos NIH/3T3, partiendo del ADN de alto peso molecular de
las celulas 81C39. En consecuencia, distintas lineas celulares (transfectantes), fueron
generadas a partir de los focos de células transformadas en los ciclos de transfeccion
sucesivos, activadas por la adquisicion de ADN de hamster.

Utilizando este sistema experimental nos propusimos los siguientes objetivos:

1.~ Aislar la secuencia transformante. activada en las células 81C39 v responsable

de la transformacion de los fibroblastos NIH/3T3. Para ello se construyd una

genoteca en cosmido partiendo del ADN total de un transfectante del segundo

ciclo, procediendo después de acuerdo con el siguiente disefio experimental:

- Transteccion del ADN total de la genoteca en células NIH/3T3 para la
obtencion de focos de celulas transformadas, inducidos por la integracién
de cosmidos portadores de ADN de hamster.

- Rescate de los cosmidos capaces de provocar la aparicion de focos de
células transformadas en los fibroblastos de raton.

- Analisis de los coésmidos rescatados, determinacion de su capacidad
transtformante v de la presencia de ADN de hamster en sus insertos.

2.-  Caracterizar molecular v biolégicamente la nueva secuencia transformante. Este

objetivo consistié en determinar si las secuencias rescatadas contenian un gen
no descrito hasta la actualidad, confirmando la hipotesis inicial. Para ello se
procedio como sigue:

- [dentificacion de una unidad transcripcional en los fragmentos gendmicos

de hamster obtenidos mediante el rescate de cGsmidos recombinantes.
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- Seleccion de subfragmentos gendmicos capaces de reconocer mensajeros
especificos al ser utilizados como sondas en anidlisis de "Northern",
partiendo de ARNm de las lineas celulares de hamster 84-3 y 81C39.

- Clonaje de los subfragmentos para su secuenciacion. Comparacion de la
secuencia obtenida con las bases de datos de secuencia GeneBank vy
EMBL para determinar la existencia de genes homdlogos ya descritos.

3.- Aislamiento del ADNc derivado del locus gendmico. partiendo del ARNm de

la linea celular 81C39. Para ello se procedié a la construccion de una genoteca

de ADNc, en la que se determind la existencia de clones positivos utilizando

fragmentos gendmicos como sondas en ensayos de hibridacion. Estos clones

fueron analizados mediante:

- Secuenciacion del ADNc y determinacion de la naturaleza de la proteina
deducida de la secuencia del ADNc.

- Comprobacion de la existencia de la proteina deducida a partir del ADNc

mediante experimentos de transcripcion vy traduccidn "in vitro".

Durante ¢l desarrollo de los experimentos y a medida que se fue teniendo un
mejor conocimiento del fragmento genémico poseedor de Ja nueva secuencia
iranstormante, se realizaron diversos experimentos para caracterizar con mas detalle
la actividad y la relevancia biologica del nueve oncogén. Entre ellos, la determinacion
del grado de conservacion evolutiva asi como su comportamiento en ensayos de

transteccion con el oncogén H-ras han sido incluidos en el presente trabajo.
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.- Material biolégico y reactivos.

1.1. Lineas celulares.

Fibroblastos 84-3: Células primarias de hamster procedentes de embriones
completos en el dia 9 del desarrollo.

Linea celular 81C39: originada mediante el tratamiento de fibroblastos 84-3 con
3-metilcolantreno.

Linea celular NIH/3T3: obtenida del Dr. Stuart A. Aaronson, del laboratorio
de Biologia Celular y Molecular del NCI ("National Cancer Institute”, USA}).

1.2. Vectores de clonaje.

pCV108: cosmide para la construccion de genotecas (Lau v Kan, 1983)
A-ZAP: vector derivado del bacteriéfago lambda, utilizado para la construccion
de genotecas de ADNc (Stratagene, USA}).

pBluescript SK+ (Stratagene) y pUCI18 (Pharmacia, USA), utilizados para el

subclonaje y secuenciacidn de fragmentos genomicos.

1.3. Cepas bacterianas derivadas de Escherichia coli.

VNC-1 para la infeccidn de cdsmidos recombinantes; esta cepa bacteriana fue
derivada de la cepa 490A por el Dr. Notario mediante mutagénesis quimica y
seleccionada por su elevada eficiencia para la replicacion de cosmidos
recombinates.

C-600, HB-101, SURE (Promega), XL-1 blue (Stratagene), para la propagacion
de plasmidos.

SOLR (Stratagene), para la escision del pldsmido contenido en la secuencia del

bacteriofago A-ZAP.
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1.4. Compuestos radiactivos.

[*SIdATP (1000 Ci/mmol) obtenido de New England Nuclear
[2P]dCTP (3000 Ci/mmol) ' " . "
[#*P]dATP (3000 Ci/mmol) " ! " "
[**S|Metionina (1000 Ci/mmol) " " Amersham.

1.5. Medios de cultivo.
Medio Eagle modificado segin Dulbecco (DMEM), suero fetal bovino (FBS)

y antibidticos se obtuvieron de Gibco-BRL.

Medios LB y NZY para el cultivo bacteriano se obtuvieron de Gibco-BRL.

Todos los demas reactivos empleados fueron de un grado de pureza adecuado a las

técnicas de biologia molecular y se adquirieron de las siguientes compaiiias: Sigma,

Fluka, Boehringer Mannheim, Fisher y Baxter.

2.- Cultivo de lineas celulares.

Los fibroblastos embrionarios de hamster 84-3 y la linea celular transformada

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

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

pg/ml de estreptomicina, a 37°C en una atmoésfera humeda con CO, al 5%. Los

culuvos fuereon expandidos en placas de 15 ¢cm de diametro, a fin de reducir el nimero

de pases celulares de una placa a otra, critico para las células 84-3, y tueron lisadas

al 80% de confluencia con las soluciones adecuadas para [a extraccion de acidos

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

igualmente con suero y antibioticos en la misma concentracion. El contenido de glucosa

en el medio de redujo de 4.5 a 1,0 mg/l en los periodos de seleccion después de la

transfeccion, a fin de favorecer el crecimiento de las células transformadas.
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3.- Construccion de una genoteca de transformantes del segundo ciclo.

3.1. Extraccion del ADN de alto peso molecular.

El tamano molecular del ADN es una de las principales consideraciones para la
preparacion de una genoteca cuando se utilizan cdsmidos como vectores de
propagacion. El ADN de partida ha de tener un tamano medio muy superior a 50 kb,
a fin de que después de ser digerido parcialmente con el enzima de restriccion
apropiado, los fragmentos obtenidos oscilen entre 40 y 50 kb.

Partiendo de cultivos de células NIH/3T3 transformantes del segundo ciclo,
aproximadamente al 90% de confluencia, se procedid a la extraccion del ADN
mediante lisis con SDS y posterior purificacién con disolventes orgdnicos, siguiendo
el protocolo descrito a continuacion:

- Resuspender las celulas (recogidas por centrifugacion) en 10 mi de la solucion
de lisis (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCi 150 mM, SDS 0,5%, pH 7.5).

- Anadir pronasa hasta una concentracion final de 200 pug/ml e incubar durante
16 ha37°C.

- Extraer el ADN con un volumen de fenol (equilibrado con una solucion de Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5), mediante agitacion suave y centrifugacion.

. Extraer el ADN de la fase superior con una soluciéon de fenol (50%) vy
cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 (50%) (CIA).

- Repetir la extraccion con 1 volumen de CIA, y recoger la fase superior.

- Afadir 2 volumenes de etanol absoluto a -20°C y agitar cuidadosamente a fin
de precipitar ¢! ADN que es finalmente recuperado y secado en el liofilizador.

- Resuspender el ADN en T(E, (Tris 10 mM pH 7,5, EDTA | mM).

3.2. Digestion parcial y fraccionamiento del ADN.

La integridad y el tamano medio del ADN de alio peso molecular obtenido fue
comprobada mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,7%. A continuacion,
distintas alicuotas de la preparacion de ADN fueron digeridas con un numero variabie
de unidades de la endonucleasa de restriccion BamH 1, por periodos de tiempo
variables. Los productos de la digestion fueron igualmente analizados mediante

electroforesis, hasta conseguir las condiciones Optimas para la obtencion de up tamaio
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medio de 40 a 50 kb. Las alicuotas de ADN se cortaron como sigue:

- 20 ng de ADN de alto peso molecular

- NaCl 150 mM. MgCl, 6 mM, Tris 6 mM pH 7,5
- BSA 100 pg/ml

-DTT | mM

- | unidad de la endonucleasa de restriccion BamH 1

La reaccion se incubd durante 20 min a 37°C, en un volumen final de 60 ul.
Finalizada la reaccion de restriccion, €l ADN fue extraido con fenol, fenol-CIA y CIA,
y precipitado con etanol a -20°C.

A fin de purificar la fraccion de ADN de un tamano comprendido entre 40 y 50
kb, el ADN digerido parcialmente se sometid a centrifugacion en un gradiente de
sacarosa (sacarosa 10%-40% en NaCl 1 M, EDTA I mM, Tris 20 mM, pH 8.0, en
tubos de ultracentrifuga SW28). Sobre los tubos conteniendo el gradiente se depositaron
250 pg de la preparacion de ADN parcialmente fraccionado, y se sometié a
ultracentritugacion a 27.000 rpm durante 22 h. Durante este tiempo el ADN se
distribuye en el gradiente de sacarosa de acuerdo con su tamafio molecular, quedando
las moléculas mas grandes en el fondo del tubo y las de menor tamafo mas préximas
a la superficie.

Un total de 36 fracciones de 1 ml fueron recogidas insertando una aguja en la
parte inferior del tubo sin distorsionar el gradiente. Dichas fracciones fueron
posteriormente diluidas con T E, hasta conseguir una concentracion de sacarosa
inferior al 10%. A continuacién, el ADN se precipité con etanol y se resuspendid
nuevamente en T E,. El tamafio medio de las distintas fracciones fue finalmente

analizado mediante electroforesis.
3.3, Preparacion de la genoteca y aislamiento de césmidos recombinantes.
El vector utilizado para la construccidn de la genoteca fue el césmido pCV108
(Lau v Kan, 1983). Este vector posee la secuencia de reconocimiento cos que permite

el empaquetamiento del ADN en particulas virales, las cuales pueden ser facilmente

transducidas en bacterias.
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Figura 4: Mapa del vector pCV108

El vector pCV108 posee el gen que confiere resistencia a ampicilina (B3-
lactamasa), permitiendo su seleccidon en bacterias Amp-, e incluye ademas el gen
APH3 -II en ¢l sitio de restriccion Bgl 11, cuya expresion esta regulada por el promotor
del virus SV40. Este gen codifica el enzima aminoglicosil 3-fosfotransterasa (Neo), que
permite ia seleccion de las células de mamifero transfectadas con pCV108 en presencia
de neomicina (G-418), ademas de proporcionar resistencia a kanamicina cuando Ia
construccion es propagada en E. coli.

La ligacion de la fraccidon de ADN seleccionada del gradiente y el vector se
realizo en el sitio unico de clonaje BamH I de pCV108. Para ello, 10ug del cosmido
fueron linearizados con 20 unidades del enzima BamHI. A continuacion se procedio a
la defosforilacion del vector (a fin de evitar la ligacion del cosmido consigo mismo),
incubando la reaccion a 65°C durante 1 h con 150 unidades del enzima BAP (fosfatasa
alcalina bacteriana). Después de linearizado y defosforilado, el vector fue purificado

mediante extraccién con fenol y CIA.
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La ligacion se llevé a cabo combinando 100 ng de la fraccion de ADN con 300
ng de pCV108, utilizando 2 unidades del enzima T, ligasa en las condiciones de
reaccion adecuadas (Tris 50 mM pH 7.6, MgCL, 10 mM, DTT 10 mM, 50 ug/ml BSA,
ATP 1 mM), en un volimen final de 20 ul. En estas condiciones s¢ favorece la
formacion de concatemeros, alternando las secuencias vector-inserto-vector, quedando
por lo tanto las secuencias de reconocimiento cos separadas alrededor de 40-50 kb,
distancia apropiada para el empaquetamiento "in vitro” en bacteridfagos A. Este se
realizo utilizando el sistema comercial GigapacklIl-XL (Siratagene). El sistema consta
de un primer extracto (I) que contiene las proteinas que constituyen la cabeza del fago,
y un segundo extracto (I} que proporciona el resto de componentes necesarios para la
formacion del bacteriotago completo. El protocolo utilizado fue el siguiente:

- Combinar el extracto I con 2 ul de la reaccion de ligacion

- Anadir 15 ul del extracto II

- Incubar a temperatura ambiente durante 2 h.

- Anadir 0.5 ml del tampén SM (Tris 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, MgSO, 10
mM, gelatina 0,01 %) y 20 ul de cloroformo

L.a mezcla de reaccion se centrifugd brevemente para recoger el sobrenadante
portador de las particulas virales para su titulacion. Esta se realizé infectando 200 ul
de un cultivo estacionario de E. coli VNC-1 con alicuotas de 1,5 y 15 ul de la solucion
de fagos durante 15 min a 37°C y sembrando la reaccion en placas de agar con
ampicilina (100 pg/ml) v kanamicina (25 pg/ml). El ADN introducido en las bacterias
comienza su replicacion en forma de cosmido confiriendo resistencia a ambos
antibioticos. Una vez que la solucidn de bacteriéfagos fue titulada, se calculo el
volumen de ésta necesario para la obtencion de 2,5x10° recombinantes, procediendo
de nuevo a infectar la misma estirpe bacteriana. Los cosmidos tueron extraidos de las
bacterias mediante la utilizaciéon de columnas comerciales de purificacion de ADN

(Qiagen), partiendo de cultivos liquidos de 250 ml.
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4.- Transfeccion de césmidos recombinantes en fibroblastos de raton
(NIH/3T3).

£.1. Precipitacion del ADN con fosfato calcico.

El ADN cosmidico total procedente de la genoteca completa preparada a partir
de los transfectantes del segundo ciclo fue introducido en células NIH/3T3 mediante
la técnica de precipitacion con fosfato cdlcico (Wigler v cols., 1977). La transfeccion
se realizé en placas de cultivo con 2,5x10° células, de acuerdo con el siguiente

protocolo:

- Combinar [/2 volumen de tampén 2xHBS [HEPES 50 mM (4acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etano sulfonico), NaCl 0,25 M, Na,HPO, 0,3
mM. pH 7.1] con 9/20 volumen de la preparacion de ADN (desde 2
hasta 20 ug).

- Afadir gota a gota 1/20 volumen de 2 M CaCl,, manteniendo la solucion
de ADN en agitacién constante. Mantener a temperatura ambiente
durante 30 min.

- Anadir la preparacion ADN-2xHBS-CaCl, a las placas de cultivo, de
manera que la proporcion de ésta con el medio de cultivo sea 1:7.
Incubar a 37°C durante 18 h.

- Aspirar el medio, lavar las células con PBS y anadir medio fresco.
Transcurrida una hora, las células son tripsinizadas y sembradas en
nuevas placas.

4.2. Aislamiento de focos de células transformadas.

Después de la transfeccidn las placas fueron mantenidas en el incubador a 37°C.
El medio de cultivo fue reemplazado periddicamente cada tres dias. En estas
condiciones las celulas NIH/3T3 se dividen hasta formar una monocapa, momento €n
que la division se inhibe por contacto. Sin embargo, las células receptoras de
secuencias (ransformantes prosiguen su  division formando focos de células
transformadas, que contintan su multiplicacién apilandose unas sobre otras.

A fin de originar lineas celulares a partir de los focos de células transformadas,

€stos son tripsinizados individualmente con la ayuda de unos pequenos cilindros huecos
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estériles, fijados a la placa de cultivo mediante vaselina. Las células despegadas son
transvasadas a nuevas placas de cultivo para su propagacion.

Alternativamente  puede determinarse el numero de focos de células
rransformadas en cada placa de transfeccion mediante tincion con colorante Giemsa

durante 20 min, después de fijar las células con metanol absoluto durante 20 min.

5.- Rescate de las secuencias transformantes.

El rescate de las secuencias transformantes de los focos obtenidos después de
fa transfeccion se realizé mediante el empaquetamiento del ADN en particulas virales
A. En este caso, el ADN de alto peso molecular extraido de las lineas celulares
generadas a partir de los focos fue utilizado directamente como sustrato en reacciones
de empaquetamiento "in vitro". La introduccién de ADN en las particulas virales
requiere la existencia de las secuencias de reconocimiento cos, de manera que los
fragmentos de ADN de un tamano apropiado flanqueados por estas secuencias son
encapsidados utilizando un protocolo similar al descrito en el apartado 3.3 de esta
seccion. El ADN extraido de los tibroblastos NIH/3T3. carente de dichas secuencias,
fue utilizado como control negativo. Alicuotas de 1 ug de ADN procedentes de doce
lineas celulares fueron empaquetadas en particulas virales. Estas preparaciones de ADN
poseen las secuencias cos, procedentes del vector pCV108 de modo que el rescate
puede efectuarse siempre y cuando la integracion en el genoma de los fibrobiastos
NIH/3T3 se haya producido manteniendo dos sitios cos separados por una distancia de
aproximadamente 40-50 kb. El extracto empaquetado fue mantenido en tampén SM
(Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgSO, 8 mM, gelatina 0,01 %) a 4°C hasta que
distintas alicuotas de esta solucion se utilizaron para transducir células bacterianas
VNC-1. Una vez que el ADN es inyectado en el hospedador, éste se replica en forma
de plasmido, proporcionando resistencia a antibioticos y permitiendo la formacion de
colonias en placas de agar suplementadas con ampicilina (100 ug/ml) y kanamicina (25
pg/ml). Una muestra representativa de dichas colonias fue inoculada en cultivos

liquidos para la extraccion de ADN cosmidico y su posterior anahisis.
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6.- Caracterizacion de las secuencias transformantes.

6.1. Subclonaje de fragmentos de ADN genomico.

El subclonaje de tragmentos de ADN procedente de los cosmidos se realizo
mediante ligacion de éstos en los plasmidos pBluescript y pUCILS, generando
construcciones apropiadas para la secuenciacion y la obtencidn de sondas para
posteriores andlisis de hibridacion. Para ello, los cOsmidos fueron digeridos con
distintos enzimas de resiriccion hasta obtener fragmentos de un tamano optimo (entre
2 y 5 kb) para su introduccion en plasmidos. Una vez definida el enzima de restriccion
apropiada, 50 ug del cosmido fueron digeridos con 200 unidades de dicho enzima. Ei
ADN cosmidico cortado fue sometido a electroforesis en geles preparativos y después
de ésta, las bandas de agarosa conteniendo los fragmentos de ADN de interés fueron
cortadas del gel.

La extraccion de los fragmentos de ADN de la agarosa se realizé disolviendo
ésta en una solucidbn de Nal 6 M a 50°C. A continuacién el ADN se extrajo de la
agarosa fundida mediante la adicidn de una solucidn compuesta de particulas de silice
(GeneClean iI. Biol01), matriz a la que el ADN se une con gran afinidad. Tras una
breve incubacion de 5 a 10 min el complejo silice-ADN es centrifugado durante 5
segundos. Después de dos lavados en una solucién de Tris 10 mM pH 7.5, NaCl 50
mM, etanol 50%, el ADN fue separado de la matriz de silice en presencia de T,;E, a
55°C durante 3 min. Finalmente, las particulas de silice fueron precipitadas mediante
centrifugacion y el ADN fue recogido en el sobrenadante.

Los fragmentos purificados fueron ligados al vector plasmidico, previamente
digerido con el mismo enzima de restriccion y defostforilado. En las ligaciones se
utilizaron 300 ng de ADN total, con una relacion molar vector:inserto de 1:3 y 1
unidad de figasa T4 en el tampon adecuado (Tris 50 mM pH7,6, MgCl, 10 mM, DTT
10 mM, BSA 500 upg/ml). Todas las reacciones de ligacién se incubaron durante al
menos 16 ha 8°C.

La obtencion de plasmidos recombinantes portadores de insertos se realizd
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mediante transformacion de bacterias E. coli con alicuotas de la reaccion de ligacion
y posterior extraccion del plasmido a partir de cultivos bacterianos.
El protocolo para la transformacion de E. coli fue el siguiente:

- Para cada reaccion de transformacion, preparar 5 ml de cultivo de E. coli C600
en LB, a una densidad dptica de 0,3 unidades a 560 nm.

- Centrifugar y resuspender las bacterias en 1/3 del volumen final de tampén de
transformacion (RbCl 100 mM, MnCl, 45 mM, acetato potdsico 35 mM, CaCl,
10 mM, MgCl, 5 mM, LiCl 0,5 mM, sacarosa 15%, pH 5,8); mantener en
hielo durante 5 min.

- Centrifugar y resuspender en 200 ul de tampon de transformacion. Mantener en
hielo durante 15 min.

- Anadir 7 pl de dimetil sulfoxido (DMSQO), mezclar y mantener en hielo durante
15 min, agitando cada 5 min.

- Anadir el ADN (1-50 ng), procedente de la reaccién de ligacion, y mantener en
hielo durante 25 min, agitando cada 5 min.

- Incubar durante 100 segundos a -50°C (bano de hielo seco ¢ isopropanol).
Descongelar a temperatura ambiente y mantener la reaccion en hielo durante §
min.

- Incubar durante 90 segundos a 42°C y transvasar las muestra a un bafo de
hielo.

- Anadir 800 ul de LB y mantener a 37°C durante | h.

Distintas alicuotas de la reaccion de transformacion (100 y 200 pl) fueron
sembradas en placas de agar con ampicilina (100 pg/ml) v mantentdas a 37°C durante
16 a 20 h. En estas condiciones, las bacterias receptoras de plasmidos, Amp', forman
colonias sobre la capa de agar. Mediante la adicidn a las placas de X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactdsido, 50 mg/ml de dimetil-formamida) e IPTG (isopropil-tio-
B-galactosido, 250 mM), pueden diferenciarse las colonias portadoras de plasmidos
recombinanies, de color blanco, de las bacterias receptoras de plasmidos sin inserto que
forman colomas de color azul. Este fendmeno se debe a la capacidad de las células en
las colonias bacterianas azules de degradar el X-gal mediante el enzima B-galactosidasa.
El gen gue codifica para este enzima esta intacto en las moleculas de plasmido no
recombinantes, mientras que la insercion del fragmento de ADN provoca la ruptura
del gen en los plasmidos recombinantes en la mayoria de los casos.

La existencia de insertos en los plasmidos de las colonias blancas fue
reconfirmada mediante la extraccion de ADN plasmidico. Para ello, cultivos

bacterianos de 2 ml procedentes de colonias individuales fueron lisados en una solucion
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NaOH 200 mM, SDS 1% y precipitados con 0,7 volimenes de isopropanol. Después
de centrifugar, el precipitado de ADN es resuspendido en T, E,.

Con el fin de obtener cantidades suficientes de plasmido para la purificacion de sondas
y la secuenciacion de los insertos se prepararon cultivos de 250 6 500 ml, partiendo
de indculos de los cultivos iniciales. El ADN fue extraido con el mismo procedimiento
descrito para la purificacion de cosmidos. Alicuotas de estos nuevos cultivos portadores
del plasmido de interés tueron preservadas mediante la adicion de 2 volimenes de

glicerol al 80% y mantenidas a -80°C.

6.2. Analisis del ADN en geles de agarosa, transferencia e hibridacién.

Las muestras de ADN (pldsmidos, cosmidos y ADN genémico) fueron
analizadas mediante eclectroforesis en geles de agarosa. Las condiciones de la
electroforesis (porcentaje de agarosa, voltaje, etc.) dependieron de la muestra a
analizar. Todas se llevaron a cabo en tamp6n TAE (Tris 40mM, acetato sodico 5 mM.,
EDTA 1 mM, pH 7.7), conteniendo 10 pg/ml de bromuro de etidio a fin de visualizar
las muestras de ADN y permutir la obtencion de fotogratias. Finalizada la
electroforesis, el ADN en los geles de agarosa fue desnaturalizado mediante mmersion
de éstos en una solucion de HCI 0,25 M durante 30 min, seguido de un tratamiento en
NaOH 0,5M NaC(l 1M durante 30 min mas. Finalmente el gel es equilibrado durante
1 h en una solucion de Tris 1M pH 7.5 y NaCl 0,6 M procediéndose después a la
transferencia del ADN a filtros de nitrocelulosa. La transferencia se llevd a cabo por
capilaridad en un tampon 6xSSC (SSC: NaCl 150 mM, citrato sodico 15 mM). Los
filtros se dejaron secar y el ADN se fijo a la nitrocelulosa en un horno de vacio a 85°C
durante 2 h.

Antes de proceder a la hibridacién, los filtros fueron prehibridados durante 6
h a 42°C, en una solucion compuesta por formamida al 50%, 5xSSC, Na,HPO, 50
mM, glicina 1%, 1X Denhardts (ficoll 400 0,1%, polivinilpirrolidona 0,1%, BSA
0,1%), v 250 pg/ml de ARN transferente (ARNt) de levadura.

El marcaje de sondas radiactivas se llevo a cabo mediante la €cnica conocida

como “random primer”. Tras desnaturalizar el fragmento de ADN que va a ser

40



Mareriales y métodos

utilizado como sonda a 100°C durante 5 min, se procedié al anillamiento de las dos
cadenas de ADN con una mezcla de hexanucledtidos de secuencia arbitraria, que al
unirse en distintos puntos a las cadenas molde actian como cebadores para la sintesis
de las cadenas complementarias. Esta sintesis es llevada a cabo utilizando el fragmento
"Klenow" de el enzima ADN polimerasa, que posee actividad polimerasa 5°-3" y no
presenta actividad exonucleasa. La mezcla de reaccion incluye los nucleotidos
precursores dATP, dGTP, dTTP y un exceso de a-*P-dCTP. Finalizada la reaccién
(5 min a 37°C), el fragmento de ADN marcado radiactivamente se purificod del resto
de nucledtidos no incorporados haciendo pasar la mezcla de reaccién por una columna
de Sephadex G-50 que retiene en su matriz oligonucledtidos, mientras que los
fragmentos de un tamano superior a 50 pares de bases atraviesan ia columna y son
recogidos por centrifugacion. La acuvidad especifica de la sonda previamente
combinada con liquido de centelleo se determind mediante un contador de particulas
8.

Sondas con una actividad especifica superior a 10* cpm/pg fueron utilizadas en
los experimentos de hibridacion, en los que el liquido de prehibridacion tue
reemplazado por la misma solucién conteniendo entre 1-2x10° cpm/ml de sonda
marcada. La hibridacion se mantuvo 20 h a 42°C, al cabo de las cuales la radiactividad
no especifica se elimind de los filtros mediante tres lavados sucesivos con 2 x SSC y
0,1% SDS a temperatura ambiente seguidos de dos lavados con 0,1 x SSC y 0,1 %

SDS a 42°C. Una vez secos, los filtros fueron expuestos a peliculas de rayos X.

6.3. Aislamiento de ARN total y purificacion del ARN mensajero.

El ARN total fue obtenido de las lineas celulares 84-3, 81C39 y NIH/3T3
siguiendo una modificacion del método descrito por Chomcezynski y Sacchi (1987). Las
células procedentes de cultivos aproximadamente en un 80% de confluencia fueron
lisadas en una solucion de isotiocianato de guanidinio 4M, citrato sédico 25mM pH
7,0, sarcosil 0,5% vy 2-mercaptoetanol 0,1 M. El lisado fue brevemente sonicado para
reducir su viscosidad y sometido a ultracentrifugacion sobre una solucion de cloruro

de cesio 3.7 M pH 7.0. Tras 18 h de centrifugacion a 28.000 rpm se obtiene un
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precipitado correspondiente al ARN, mientras que el ADN vy las proteinas permanecen
en la interfase. El ARN se resuspendi6 en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC),
que es un potente inhibidor de las ribonucleasas. La preparacion de ARN fue
finalmente sometida a una extraccion con fenol-CIA (24:1) y precipitacién con etanol.

La purificacion del ARN mensajero se llevé a cabo mediante columnas
comerciales de oligo dT-celulosa. La muestra de ARN total se paso por una columna
previamente equilibrada en el tampdn adecuado (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl
0,5M, pH 7,4). La cadena de adeninas presente en el extremo 3’ de la mayoria de los
ARN mensajeros se une a la matriz de celulosa, portadora de oligonucledtidos de
timina. Después de sucesivos ciclos de lavado, el ARNm fue eluido de la columna en
una solucion compuesta por Tris 10 mM, EDTA | mM, pH 7.4 a 65°C. La muestra
se precipitd con 2.5 volumenes de etanol a -20°C y tue finalmente resuspendida en

H,O tratada con DEPC.

6.4. Anadlisis del ARN en geles de agarosa-formaldehido, transferencia e

hibridacion.

Tras la determinacion de la concentracion del ARNm mediante la absorbancia
de la solucion final a 260 nm, 2,5 ug de ARNm de cada tipo celular fueron sometidos
a electroforesis en geles de agarosa al 1% en MOPS (icido 3-morfolino-
propanosulfénico 0,1 M pH 7,0, acetato sddico 40 mM, EDTA 5mM) con 1.1% de
tormaldehido. El ARN calentado a 65°C en una solucién de MOPS, formamida al
40%, formaldehido al 6%, azul de bromofenoi al 0.02% vy 10 pug/ml de bromuro de
etidio fue aplicado en los pocillos del gel, donde fue separado durante
aproximadamente 16 h con una corriente de 25 voltios. Finalizada la electroforesis, et
ARN fue transferido a filtros de mitrocelulosa por capilaridad en un tampén 20 x SSC
(citrato sodico 0,3 M, cloruro sédico 3 M pH 7,0). Los filtros fueron procesados de

igual forma que en las hibridaciones de ADN, descritas en el apartado 6.2.
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6.5. Secuenciacion y analisis informatico del ADN.

Las reacciones de secuenciacidon se realizaron a partir del ADN plasmidico
(pBluescript SK+ y pUC18), siguiendo el método de terminacion de la cadena descrito
inicialmente por Sanger v cols., 1977. La técnica estd basada en la utilizacion de la
ADN polimerasa del bacteridfago T, para llevar a cabo la sintesis de ADN que,
comenzando en un punto comdn, se extiende a lo largo del molde generando una
coleccion de fragmentos de longitud variable, al incorporar nucledtidos modificados
que detienen Ja reaccion. Dichos fragmentos son finalmente separados mediante
electroforesis.

Los cebadores utilizados inicialmente correspondieron a secuencias localizadas
en los vectores plasmidicos: T; y T, para el vector pBluescript y M-13 directo e
inverso para pUC18. La secuencia completa de los insertos fue determinada en ambas
direcciones mediante la utilizacion de cebadores internos (obtenidos comercialmente)
complementarios a las regiones del inserto previamente secuenciadas.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo mediante el uso del sistema
"Sequenase” version 2.0 (United States Biochemical). Una reaccion de secuenciacion
tipica se llevo a cabo desnaturalizando 2 ug de pliasmido, en combinacion con 10 ng
de cebador en presencia de NaOH 100 mM a 68°C, en un volumen de 10 ul. El
anillamiento se realizé despues de anadir 4 ul de tampén de reaccion (Tris 200 mM,
pH 7.5, MgClL 100 mM, NaCl 250 mM). La polimerizacidn se realizd como se
describe a continuacion:

- dGTP 7.5 uM, dCTP 7.5 uM, dTTP 7.5 uM

- a-*S ATP 7.5 uM (1000 Ci/mmol, 12,5mCi/ml)
- Tris 10 mM pH7,5, DTT 5mM, BSA 50 mg/ml
- 13 unidades ADN polimerasa T,

Esta reaccion se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente, transcurridos
los cuales, la reaccion se dividid en cuatro alicuotas, cada una de las cuales se incubd
en presencia de cada ddNTP 8mM durante diez minutos mas.

Los fragmentos asi generados fueron separados mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida-urea al 6%, a 2500 voltios durante 4 a 6 horas. El gel fue secado al

vacio a 75°C v expuesto a continuacién sobre una pelicula Kodak BioMax MR-1.
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Las secuencias obtenidas en las distintas autorradiografias se analizaron con la
ayuda del programa informatico "GCG Package DNA software”. Todas las busquedas
para la determinacion de posibles homologias se realizaron en las bases de datos
"GeneBank" (Bilofsky v Burks, 1988) y "EMBL" (Hamm v Cameron, 1986), con la
ayuda del programa FASTA (Pearson y Lipman, 1988). El analisis de pautas de lectura
capaces de dirigir la sintesis de proteinas se realizo utilizando los métodos descritos por

Fickett (1982) v Sheperd (1990).
7.- Construccion de genotecas de ADN complementario (ADNc).
7.1. Sintesis de ADN complementario.

La genoteca de ADN complementario (ADNc) fue generada a partir de ARN
mensajero de la linea celular transformada 81C39. La primera hebra de ADN se
sintetizd enzimaticamente utilizando la cadena de ARNm como molde, la cual
incorpora una cola de nucledtidos de adenina. Un oligonucledtido poli-T sirvié como
cebador para la transcriptasa mnversa del retrovirus M-MuLV (cepa Moloney del virus
de la leucemia murina). Este oligonucledtido posee ademas un sitio de restriccion Xho
[ que permite la ligacion direccional del ADNc en el vector.

La sintests de la segunda hebra requiere la generacidon previa de pequeias
rupturas en la cadena de ARN (nicks), mediante el enzima ARNasa H. La cadena
complementaria de ADN se sintetizd entonces mediante la incubacion con ADN
polimerasa I. Ambas reacciones fueron monitorizadas mediante el uso de nucleotidos
marcados radiactivamente con P, a fin de comprobar tanto la integridad como el
tamarno medio del ADNc sintetizado.

Una vez que ambas cadenas fueron sintetizadas, el ADNc se incubd con ADN
polimerasa T, en presencia de nucledtidos a fin de generar extremos romos, a los que
posteriormente se ligaron unos adaptadores EcoR I. Finalmente, la digestion con ¢l
enzima Xho I generd una poblacion de ADNc con un extremo cohesivo EcoR [ en

posicion 57, y un sitio Xho I inmediatamente a continuacion de fa cola de adeninas en
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posicion 3. El protocolo detallado para la sintesis de ambas cadenas se describe a

continuacion.

- Sintesis de la primera hebra de ADN:

Condiciones de reaccion:

- Tris 50 mM pH 7.5, KC1 70 mM

- DTT 10mM

- dATP, dCTP, dGTP, dTTP 0,6 mM

- Cebador (50ng)

- Inhibidor de ARNasas (RNasin, 40 unidades)
ARN mensajero (5 ug)

- H,O estéril, basta un volumen de 50 ul

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente para tavorecer la union del cebador
a la cadena de adeninas del ARN mensajero. Afladir 50 unidades de transcriptasa
inversa ¢ incubar durante 1 hora a 37°C. En este punto. 1/10 del volumen final de la
reaccién se incuba en presencia de 0,5 ul de dATP marcado radiactivamente con P,

a fin de monitorizar la sintesis de la primera hebra.

-Sintesis de la segunda cadena de ADNec:
A los 45 ul de la reaccion anterior se afiaden:

- Tris 0,5 M pH 7.4, MgCl, 50 mM

(NH,),SO, 10 mM 40,0 ul
- 100 mM DTT 15,0 ul
- Mezcla de nucledtidos (10 mM cada uno) 3,0 ul
- H,O estérl 280.6 ui
- a-"P-dATP (800 Ci/mmol, 10 uCi/ul) 2.0 ul
- ARNasa H (1U/ul) 4.5 ul
- ADN polimerasa I (3.2 U/ul) 6,9 ul

Incubar durante 2,5 horas a 16°C

Extraer el ADNc con fenol-CIA (1:1) y CIA. Afiadir 1/10 del volumen final de
acetato sodico 3 M y precipitar con 2,5 volimenes de etanol.

Centrifugar, lavar el precipitado con etanol al 70% y liofilizar. Resuspender en
agua destilada (43,5 ul).

Rellenar los extremos del ADNc a fin de generar extremos romos en las

siguientes condiciones de reaccion:
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Tris 60 mM pH 8,2, MgCl, 6 mM, (NH,),SO, 10 mM,
2-mercaptoetanol 10 mM
- dATP, dCTP, dGTP, dTTP 125mM
- ADN polimerasa T, (150 unidades)

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

el ADNc en 7 pl de una solucion que contiene adaptadores EcoR I (1 uM) y anadir

Tampon de ligasa 10x (apartado 3.3) 1 ul
ATP 10 mM [ ul
ADN ligasa T, L pl

Incubar durante 18 horas a 8°C, inactivar la ligasa (70°C, 30 min). A
continuacion se procede a fosforilar los extremos para permitir la ligacion con el vector
asi como a la restriccion con Xho I para producir ADNc¢ 5'-EcoR [-Xho I-3’. Las

condiciones de reaccion fueron:

- Tampon de ligasa 10x (apartado 3.3) 1ol
- ATP 10 mM 2ul
- H,O estéril 6 ul
- Polinucleotido quinasa T, (10 U/ul) 1 ul

Incubar durante 30 minutos a 37°C. Inactivar posteriormente el enzima a 70°C
durante 30 minutos y afadir 120 unidades de Xho 1. A continuacion, incubar durante
2 horas a 37°C. Extraer con fenol-CIA y precipitar. Resuspender el ADNc en agua
estéril (10 ul). En este punto, si no se desea realizar ningin fraccionamiento segun el

tamafio molecular del ADNc, éste esta listo para {a ligacion en el vector.

7.2. Construccién de la genoteca de ADNc.

El ADNc sintetizado como se describio anteriormente fue ligado en el vector A-
ZAP 11, un derivado del fago lambda que permite la orientacidon direccional de los
clones. Ademais de la alta eficiencia de los vectores derivados del tago A, el sistema
permite la posibilidad de recuperar los ADN clonados en torma de plasmido
(pBluescript SK+), a través de un proceso de escision "in vivo" llevado a cabo
mediante la coinfeccion del vector A-ZAP y un bacteridfago filamentoso (fl) en la
estirpe bacteriana adecuada (SORL). Este sistema de clonaje ofrece también la

posibilidad seleccionar los clones recombinantes mediante coloracion de las placas de
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lisis mediante la utilizacion de X-Gal e IPTG. La Figura § muestra un mapa del vector

utilizado asi como el esquema del mecanismo de escision.

Not |
Xba |

Ecofl |

! Tim 3 n% g «T7

|
con
‘ Bluescript SK L

con

i. construccién de la biblioteca de ADNc
2. aislamiento de clones positivos

Tiw» < T7

: : <o
‘ Bluescript SK ‘

[ ]

l 3. escisidn "in vivo” del plasmido pBluescript

Figura 5: Mapa del bacteriéfago N\-ZAP II y del ptasmido pBluescript-
SK(+), obtenido mediante escision "in vivo".

La ligacion del ADNc y los brazos del fago puede realizarse directamente si el
vector ha sido adquiriddo predigerido con EcoR | y Xho I, y posteriormente
defosforilado. La reaccion se llevd a cabo ligando 1 ug de vector y 100 ng de inserto

{ADNc). Debido a la limitada cantidad de inserto disponible y a la necesidad de ajustar
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ia concentracion lo mejor posible, ésta se determind mediante la utilizacion de placas
de agarosa con bromuro de etidio. Para ello se prepararon placas Petri con una mezcla
de agarosa 0,8% en Tris-acetato 40 mM, EDTA I mM con una concentracion final de
bromuro de etidio de 10 ug/ml. Sobre la placa solidificada se depositd un rango
conocido de concentraciones patron (desde 500 hasta 10 ng de ADN del bacteriofago
A en 10 pl); a la vez se depositd la muestra y se fotografid bajo la luz ultravioleta. La
comparacion de la intensidad de la fluorescencia permitid estimar la concentracion de
ADN con bastante exactitud. Después de mantener la ligacion durante 16 horas a 10°C,

la genoteca estaba lista para ser empaquetada.

- Empaquetamiento de a genoteca:

El protocolo seguido para introducir el ADN en particulas virales tue
fundamentalmente el descrito en el apartado 3.3., partiendo de 1/10 del volumen total
de ligacién. En este caso se utiliz6 {a estirpe SURE de E.coli, que cuenta con un indice
muy bajo de recombmnacion espontanea.

La genoteca empaquetada fue titulada, a fin de determinar el mamero de placas
de lisis por ul de la solucion de fagos. Para ello, 200 pi de células SURE precrecidas
en medio LB conteniendo mattosa 0,2% y MgSO, 10 mM fueron infectadas durante 15
minutos a 37°C con 1 ui de la solucién de fagos. A continuacion se anadieron 3 ml de
medio NZY con un 0.8% de agar precalentado a 48°C, y rdpidamente la mezcla se
extendio sobre placas con medio NZY con un 2% de agar.

El medio NZY-0,8% agar fue suplementado con X-Gal e IPTG para determinar
el porcentaje de fagos recombinantes mediante la formacion de placas de lisis blancas,
en contraposicion a las placas azules producidas por los no recombinantes.

La determinacion del titulo, corregido de acuerdo con el porcentaje de
recombinantes, permitid calcular el volumen de la solucién de fagos que debia
utilizarse para conseguir el mimero deseado de placas de lisis para su posterior analisis.
Si el titulo de la solucion es muy bajo o si se desea analizar un elevado numero de
placas es necesario amplificar la genoteca a fin de obtener un titulo mas alto. El titulo
obtenido en la genoteca de ADNc de la linea 81C39 fue de 200.000 placas de lisis por

pl de solucion de fagos, en un volumen final de 500 ul, por lo que no fue necesario
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amplificar Ja genoteca, evitando los maltiples problemas asociados a los procesos de
amplificacion.

Con el tin de analizar 500.000 placas de tisis, 240 ul de la solucion de fagos se
utilizaron en un total de 24 reacciones de infeccién en células SURE. precrecidas a una
densidad optica de 0.5 U a 600 nm. Las reacciones se combinaron con 7.5 ml de
medio NZY-0.8% agar, precalentado a 48°C y fueron extendidas en placas de cultivo
de 15 cm. Todas las placas se incubaron a 39°C durante 6 h, después de las cuales se

mantuvieron a 4°C hasta la mafiana siguiente para la transferencia a nitrocelulosa.

- Transferencia de los bacteriofagos a filtros de nitrocelulosa:

Los bacteriotagos fueron transferidos a filtros de nitrocelulosa, previamenie
saturados en una solucion 6 x SCC. Los filtros fueron cuidadosamente dispuestos sobre
las placas, manteniéndolos durante 4 min. Transcurrido este tiempo, los fagos
transferidos se desnaturalizaron mediante la inmersion de los filtros en una solucién
alcalina de NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M durante 2 min. Finalmente los filtros se
sumergieron en una solucion neutralizante NaCl 1,5 M Tris 0,5 M pH 7.5 durante 15

min, con objeto de prevenir la degradacion del ADN transferido.

7.3. Deteccion y aislamiento de clones positivos.

Las condiciones de prehibridacion e hibridacion fueron basicamente las descritas
en el apartado 5.1, utilizando una fragmento obtenido del césmido rescatado como
sonda. Después de lavados sucesivos, los filtros marcados se expusieron durante 48 h
a peliculas de rayos X. Al cabo de este tiempo se pudieron identificar los clones
positivos. Sin embargo, dada la casi saturacion de las placas de lisis. resultd imposible
aislar fagos individuales en un primer ciclo de hibridacion. Por eilo, una poblacion
heterogénea de fagos conteniendo el clon de interés fue extraida de las placas de agar
utilizando pequefos cilindros huecos, alineados con la senal positiva de las
autorradiografias y las placas Petri. Las distintas muesiras de bacteridfagos se dejaron
difundir de los bloques de agar en 500 u! de tampon SM. Esta suspension de fagos se

utilizé en un segundo ciclo de infeccion, extendiento de nuevo la reaccion sobre nuevas
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placas Petri para atslar clones individuales.

El ADN de los fagos que formaron placas de lisis bien individualizadas fue
transpasado nuevamente a papel de nitrocelulosa ¢ hibridado con 1a misma sonda. Asi
se consigui( por una parte obtener clones de bacteriéfagos con un inserto Unico y por
ofra parte reconfirmar la autenticidad de la sefal de hibridacién a través de un segundo

ciclo.

- Conversion del bacteridfago A en plasmido pBluescript mediante

escision "in vivo":

E} vector de clonaje utilizado permite la recuperacion de los clones aislados en
forma de plasmido, de mds facil manejo que los vectores derivados del fago A. El
proceso de escision se realizé mediante Ia coinfeccion de estirpes bacterianas adecuadas
con el vector A-ZAP y con un bacteridétfago filamentoso ("ExAssist™). Este altimo
produce una serie de proteinas que soOlo reconocen sefiales de iniciacion y terminacion
de la replicacion. estratégicamente dispuestas flanqueando el inserto clonado, que es
de esta manera escindido del fago A, replicado y encapsulado en forma de virus
filamentoso.

La coinfeccion se realizé a 37°C durante 15 min combinando:

- 200 ul E.coli XL-{ blue (cultivo saturado)
- 100 ul solucién de fagos A-ZAP
- 1 pl bacteriofago filamentoso f1 ("ExAssist")

la mezcla se incubo durante 2 h mas en 3 ml de medio YT y después se calentd
a 70°C durante 20 min. a fin de destruir la bacteria y obtener una suspension de fagos
filamentosos. Estas nuevas particulas virales fueron utilizadas para infectar una estirpe
no supresora de £. coli (SORL). EI bacteriofago filamentoso "ExAssist” es portador
de una mutacion ambar v no puede replicarse en la bacteria, mientras que las nuevas
particulas virales portadoras del vector plasmidico si pueden hacerlo, formando
moléculas circulares del plasmido pBluescript. Las colonias bacterianas portadoras del
plasmido fueron seleccionadas finalmente en placas de agar con ampicilina.
Preparaciones convencionales de ADN permitieron la obtencion del plasmido portador

de! ADNc direccionalmente orientado en los sitios de restriccion EcoR Ty Xho L.
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8.- Analisis de la proteina producto del ADNc mediante transcripcion y

traduccion "in vitro".

La construccion formada por el ADNc en el vector pBluescript fue utilizada en
experimentos de transcripeion y traduccion "in vitro” utilizando un lisado comercial de
reticulocito de conejo {Promega), con el fin de confirmar la existencia de una pauta de
lectura capaz de dirigir la sintesis de una proteina. En una reaccion en un solo paso
partiendo de ADN circularizado, el sistema genera una cadena de ARN mensajero
transcribiendo la construccion partiendo de la secuencia del promotor de la polimerasa
T,. localizada en el plasmido inmediatamente anterior al comienzo del ADNc. El
ARNm sintetizado es utilizado inmediatamente por los componentes del lisado de
reticulocitos para dirigir la sintesis de proteinas codificadas por el ADNc. Esta sintesis
se realiza en presencia de metionina marcada con S, lo que permite la identificacion
de la proteina mediante autorradiografia, después de ser sometida a electroforesis en
geles de poliacrilamida y SDS.

Las condiciones de reaccion para un volumen de 50 ul fueron las siguientes:

- 25 ul de lisado de reticulocitos

tampoén de reaccion (Tris 40mM, pH 7,5, MgCl, 6 mM,
espermidina 2 mM, NaCl 10mM)

mezcla de ribonucledtidos (ATP, GTP, CTP, UTP) 2,5 mM

20 unidades de ARN polimerasa T,

mezcla de aminodcidos sin metionina 200 uM

- 40 pCi de *S-metionina (1000 Ci/mmol)

- 40 unidades de inhibidor de ribonucleasas ("RNasin")

- 1 pg de ADN

La reaccion se incubd durante 90 min a 30°C. A continuacion, 1/10 del

)

volumen final fue analizado mediante electroforesis en geles de poliacriiamida y SDS.
LLa muestra se combino con 5 volumenes de tampOn de muestra de electroforesis
{glicerol 10%., SDS 2%, Tris 50 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,1%, 2-
mercaptoetanol 350 mM), y se aplicd en un gel de poliacritamida al [2,5%, preparado

segun la técnica descrita por Laemmli, (1970).
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1.- Aislamiento de secuencias transformantes activadas en la linea celular

81C39.

[.a estrategia empleada para el aislamiento y rescate de las secuencias
responsables del fenotipo transformante de la linea celular 81C39 aparece representada
esquematicamente en la Figura 6. Inicialmente se procedio a la construccion de una
genoteca a partir del ADN gendmice total de una linea celular procedente de un
segundo ciclo de transformacién. La correlacién entre la aparicion del fenotipo
transformante vy la adquisicion e integracion de ADN de hamster procedente de la linea
original 81C39 se habia establecido previamente en estos transformantes de segundo
ciclo (Notario v cols., 1990).

Para la construccion de la genoteca se procedio a la extraccion del ADN de alto
peso molecular de dicha linea celular. Este fue digerido parcialmente con el enzima de
restriccion BamH 1 y fraccionado posteriormente en un gradiente de sacarosa. La
fraccion enriquecida en ADN de un tamano comprendido entre 40 y 50 kb fue
seleccionada para la ligacion en el sitio anico BamH [ del césmido pCVI108 (Lau v
Kan, 1983}.

El producto de la reaccion de ligacién, compuesto mayoritariamente por
concatémeros en los que cada fragmento de ADN gendmico aparece flanqueado por
secuencias cos, fue utilizado en protocolos de empaquetamiento "in vitro" en particulas
virales . El ADN empaquetado se utilizo para infectar una cepa de E. coli lisogénica
amp” kan'. donde una vez transducido dentro de la bacteria comienza su replicacion en
forma de plasmido, proporcionando resistencia a ambos antibidticos.

Inicialmente [a solucidn de bacteriotagos fue titulada para determinar el nimero
de recombinantes, mediante la infecctdn de una pequeiia alicuota en un cultivo
bacteriano. Después de la infeccion, dicho cultivo se sembrd en placas de agar
suplementadas con antibidtico y se procedié al contaje de colonias resistentes
portadoras de césmidos recombinantes. Una vez determinado el titulo, se calcularon
las condiciones para una nueva infeccion a mayor escala y obtener 2,5x10°

recombinantes. Dicha poblacion de cosmidos se extrajo postertormente mediante
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Figura 6: Esquema del proceso que condujo al aislamiento de las
secuencias transformantes procedentes de la linea celular 81C39

mediante la construccion de una genoteca y transfeccion de €sta en
fibroblastos NIH/3T3.
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técnicas convencionales. v el ADN cosmidico procedente de la genoteca asi obtenido
se utilizd en ensayos de transfeccion en células NIH/3T3.

Cuatro semanas después de la transteccion se aislaron 12 focos de células
transformadas capaces de crecer en presencia de neomicina, con el fin de rescatar las
sccuencias transformantes responsables de la alteracion morfologica de las células
NIH/3T3, mediante la técnica de rescate de ¢osmidos (Lau v Kan, 1983). El ADN
extraido de las 12 lineas celulares obtenidas después de la transfeccion de la genoteca
se utilizo nuevamente en protocolos de empaquetamiento "in vitro” utilizando ADN de
las células NIH/3T3 como control negativo. Solamente el ADN flanqueado por los
sitios de reconocimiento ¢os puede ser detectado y encapsidado en forma de
bacteriofago A. En este caso, el unico ADN con capacidad transformante flanqueado
por secuencias cos ha de provenir de la genoteca de transformante del segundo ciclo.

Alicuotas de todas las reacciones de empaquetamiento se utilizaron para infectar
cultivos de £. coli VNC-1, especialmente desarroliadas para conseguir una alto indice
de replicacion de cosmidos recombinantes. Las bacterias infectadas con ADN
cosmidico fueron seleccionadas en placas con ampicilina y kanamicina. En las doce
reacciones de rescate partiendo de ADN de las células transformadas se aislaron 171
colonias, mientras que no se detectd ninguna colonia partiendo del ADN de los
tibroblastos NIH/3T3 utilizados como control negativo.

El analisis de todos los cdsmidos obtenidos en el rescate se llevd a cabo
mediante tres tipos de técnicas distintas: analisis de restriccion, hibridacion con sondas
especificas de secuencias repetitivas de hamster y transteccion.

- Analisis de restriccion: Todos los cosmidos obtenidos presentaron insertos con

un tarnano molecular comprendido entre 37 v 45 kb. La digestion con el enzima de
restriccion BamH 1 y posterior electroforesis de los fragmentos obtenidos puso de
manifiesto la existencia de 11 patrones de restriccion distintos, que fueron denominados
desde el tipo A hasta el K. La mayoria de ellos (115 de los 171) poseian el denominado
"prototipo de restriccion” C, consistente con la aparicion de 5 fragmentos de restriccion
BamH [ {(denominados desde B-1 hasta B-5}, tal y como se observa en la Figura 7. El
resto de los cosmidos presentaron patrones de restriceion bastante similares al tipo C,

aunque la  presencia  de fragmentos adiclonales sugeria la  posibilidad de
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reorganizaciones producidas durante el rescate.

- Hibridacion con sondas especificas de secuencias repetitivas de hamster. Con

el fin de contirmar el origen del ADN en los insertos de los cosmidos, éstos fueron
hibridados con una sonda especifica de secuencias repetitivas de hamster denominada
HRS ("hamster repetitive sequence”). Los L15 clones del tipo C resultaron positivos
en el experimento de hibridacion, determinandose en todos ellos la existencia de
secuencias especiticas de hamster en el fragmento B-4 (Figura 7). Se puso asi de
mantfiesto que los césmidos recuperados de los transformantes NTH/3T3 del segundo
ciclo contenian ADN de hdamster, que presumiblemente habia sido el responsable de
fa transformacion de estos fibroblastos.

- Determinacion de la capacidad transformante de los cosmidos rescatados

mediante transteccion. Dos clones de cada uno de los once prototipos fueron utilizados

nuevamente ¢n ensayos de transfeccion para determinar su capacidad transformante.
Cuatro semanas después de la transfeccion. solamente los cosmidos del tipo C fueron
capaces de producir focos de células transformadas en fibroblastos NIH/3T3. Los
cosmidos C-1 y C-5, seleccionados al azar entre todos los clones del tipo C, produjeron
32 y 46 focos de células transtormadas por ensayo (10 ug). respectivamente. La
autenticidad de los focos obtenidos fue veriticada mediante seleccion con G-418, ya que
en su presencia los focos de transformacion espontineos no pueden sobrevivir. En estos
ensayos s¢ comprobd que mas del 80% de los focos obtenidos eran resistentes a
neomicina, demostrando de esta forma que la transtormacion era el resultado de la
adquisicion del ADN de hamster contenido en los cosmidos.

El clon C-5 fue elegido de entre los coésmidos del prototipo C para su
caracterizacion molecular y tuncional. a fin de definir el fragmento de ADN gendmico

responsable del etecto hioldgico transformante.
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Figura 7: Analisis de restriccién con el enzima BamH I de algunos
cosmidos representativos del prototipo C. El panel de la izquierda
muestra la movilidad electroforética de los fragmentos en un gel de
agarosa, tefiidos con bromuro de etidio. M: ADN del bacteriéfago A
digerido con Hind III y utilizado como marcador de tamafios
moleculares. El panel de la derecha muestra el andlisis de Southern
del mismo gel con la sonda correspondiente a la secuencia HRS,
elemento repetitivo especifico de hamster.
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2 .- Caracterizacion molecular dei clon C-5.

[La primera aproximacion para el analisis de las 42 kb de ADN genomico de
hamster contenidas en ¢f cosmido C-5 fue ratar de identificar fa existencia de uno o
varios  genes, transcripcionalmente activos, y que pudieran por (anto detectarse
mediante analisis de hibridacion de ARN ("Northern"). Para ello, después de ensavar
diferentes enzimas de restriccion, C-5 fue digerido con BamH | y los fragmentos
obtenidos, (denominados desde B-1 hasta B-3, de mavyor a menor tamafio molecular),
fueron purificados a partir de los geles de agarosa. Los cinco fragmentos vy el cosmido
completo fueron marcados radiactivamente con Py utilizados como sondas en andlisis
de hibridacion sobre filros de aitrocelulosa con ARNm de la linea celular no
transformada 84-3, asi como de la linea tumoral original 81C39. Como se observa en
la Figura 8, solo ¢l fragmento B-1 produjo una sehal positiva en el ensayo de
hibridacion, tgual & la producida por el cosmido C-5. Ninguno de los otros cuatro
fragmentos analizados reconocid ningin ARNm. Tras una corta exposicion de los
filtros hibridados con ¢! fragmento B-1 (19 kb) se detectdé la presencia de varias
bandas. una de las cuales (de un tamafo aproximado de 2,0 kb, tanto en la linea celular
normal como en la transtormada) presentd mavor intensidad. Este resultado defimitaba
la existencia de una posible unidad transcripcional en el fragmento B-1.

Una vez dentiticado B-1 como la region de C-5 activa transcripcionalmente se
procedio a la realizacion de un mapa de restriccion detallado y a la identificacion de
subfragmentos que de nuevo detectasen bandas en anilisis de ARN de las lineas 84-3
y 81C39. Para ello C-5 fue digerido con los enzimas BamH 1, Sac I, EcoR Iy Pvu Il
individualmente y en digestiones dobles, a fin de determinar €l mapa de restriccion y
poder identificar fragmentos para analisis de "Northern”. La Figura 9 muestra dicho
mapa de restriceion, con la localizacion def fragmento B-1 como parte del césmido C-3
y la disposicion de os fragmentos internos de B-1.

Los subfragmentos denomipados P4, S5P2, S6 y PB, cuya situacidon en B-1
aparece sehalada en la Figura 9 fueron purificados y utilizados como sondas en analisis

de "Northern”. En fos cuatro casos, se obtuvieron patrones de hibridacion similares,
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Figura 8: Andlisis mediante la técnica de "Northern" del ARNm
extraido de las lineas celulares 84-3 y 81C39 con sondas procedentes
del c6smido C-5. Seis filtros de nitrocelulosa con 2 ug de ARNm de
cada linea celular se hibridaron con los fragmentos de ADN
purificados a partir del césmido C-5 (B-1 a B-5). El propio C-5 fue
utilizado como control positivo. La movilidad electroforética de los
ARN ribosomales (ARNr) 28S y 188, utilizados como marcadores de
peso molecular, aparece indicada a la izquierda.
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Figura 9: Mapa de restriccion del cosmido C-5. La posicion relativa
de los cinco fragmentos obtenidos mediante digestion con BamHI
aparece indicada. El fragmento B-1, analizado con mas detalle, se
representa en la parte inferior. La localizacién de las secuencias
repetitivas HRS aparece indicada en el fragmento B-4. Las flechas
corresponden a regiones del cdsmido cuya secuencia de nucledtidos
ha sido determinada mientras que las barras oscuras (G1, P4, S5P2,
S6 y PB) indican fragmentos purificados del cosmido y utilizados para
analisis posteriores.

60



Resultados
sugiriendo la existencia de una unidad de transcripcion tnica que comprendia la cast
totalidad det fragmento B-1. Cuando el mismo analisis se llevé a cabo partiendo de
ARNm de fibroblastos NIH/3T3 no se detectd banda alguna, demostrando la
especificidad de las sondas para reconocer secuencias propias de hamster. La Figura
10 muesira un ejemplo de dicho patrén de hibridacion utilizando fa sonda S6 en filtros
conteniendo ARN de las lineas de hamster 84-3 y 81C39. Una vez probada la actividad
transcripcional de los subfragmentos de B-1. €stos tueron subclonados en plasmidos
digeridos con Sma I, Sac [, v Sma I[/Sac I, y su secuencia de nucleoudos fue
determinada. La totalidad de las regiones secuenciadas no mosiré homologias
significativas con ninguna secuencia depositada en las bases de datos del ""GeneBank”
y "EMBL", confirmando la idea de que C-3 contenia secuencias transformantes no
descritas con antertoridad.

Una vez determinada la existencia de un patron similar de hibridacion en los
analisis de "Northern" se¢ procedi¢ a utilizar las mismas sondas en experimentos de
Southern, con el objetivo de determinar posibles alteraciones de las secuencias
ransformantes a nivel genomico. La Figura 11 muestra el resuitado de dicho analisis
(utilizando ADN de las lineas celulares 84-3 y 81C39) en el que no se observa ninguna
reorganizacion genética utihizando la sonda S6. Analisis similares han sido realizados
con otras sondas procedentes del fragmento B-1 y digiriendo el ADN total con distintos
enzimas de restriccion. En todos los casos se ha obtenido el mismo patron de bandas
en el ADN de ambas lineas celulares, sugiriendo la ausencia de reorganizaciones en el

locus correspondiente a las nuevas secuencias transformantes.
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Figura 10: Deteccién de ARNm especificos en las lineas celulares
84-3, 81C39 y NIH/3T3 mediante hibridacién con la sonda S6
derivada del clon C-5 (ver Figura 9). La movilidad electroforética de
las distintas especies de ARNm se indica con flechas a la izquierda de
la fotografia. La posicién de los ARNr 28S y 18S, utilizados como
marcadores de peso molecular, se indican a la derecha. Los mismos
filtros fueron hibridados con una sonda del gen de la $-actina para el
control de la cantidad de ARN empleado en la electroforesis.

62



Resultados

)}
» 5
S o
kb
—-23.5
— 9.6
— 0.6
—4.3
o, =

Figura 11: Ausencia de reorganizaciones en la secuencia
transformante activada en las células 81C39. El ADN total de las
lineas celulares 84-3 y 81C39 fue extraido, digerido con Sac I y
analizado mediante la técnica de Southern, utilizando el fragmento S6
(Figura 9) como sonda. La migracién de los fragmentos procedentes
de la digestion del ADN del fago lambda con Hind III, utilizados
como marcadores de peso molecular, aparece indicada a la derecha.
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3.- Actividad biolégica del clon C-5: definicion de cph como oncogén.

Paralelamente a la caracterizacion molecular del clon C-5, se realizaron
diferentes ensayos de transfeccion a tin de determinar la capacidad wransformante del
fragmento genomico clonado y definir por tanto su naturaleza oncogénica. Para ello,
5 ung de C-5 fueron precipitados con fosfato cdlcico y transfectados en células
NIH/3T3. Después de un periodo de aproximadamente 4 semanas, alrededor de una
veintena de focos de células transformadas se distinguieron pertectamente sobre la
monocapa de fibroblastos normales en cada placa de transfeccion. La Figura 12 (panel
inferior), muestra la mortologia tipica de uno de estos focos, en comparacion con la
apariencia de un cultivo control de fibroblastos NIH/3T3 después de cuatro semanas.
Debido al largo periodo transcurrido desde la transfeccion hasta la aparicion de los
focos, v a fin de descartar la posibilidad de fenodmenos de transformacion espontanea,
las células transformadas fueron crecidas en medio suplementado con neomicina,
confirmando la adquisicion de ADN C-5 como responsable de la transformacion.

Ademas de los experimentos de transfeccion utilizando C-5 intacto, se realizaron
experimentos similares utilizando C-5 previamente digerido con BamH [ o Sac 1, a fin
de correlacionar los datos obtenidos a nivel molecular con la actividad biologica. Los
primeros habian delimitado la localizacion de la unidad transcripcional dentro del
fragmento B-1, sobre el que habian sido localizados hasta cuatro sitios de restriccion
Sac 1. La Tabla V muestra los resultados obtenidos en estos ensayos de transfeccion.
En varios experimentos, 5 pg de C-5 intacto produjeron alrededor de 25 focos de
células transformadas en cada placa de cultivo de fibroblastos NIH/3T3. Cuando los
mismos experimentos se realizaron con C-5 digerido con BamH [ se reprodujo la
capacidad oncogénica dei cosmido compieto, obteniendo eficiencias de transformacion
muy similares. Sin embargo, cuando C-5 fue cortado previamente con Sac [ (que
produce la ruptura del fragmento B-1) no se detectd ningun toco de células
transformadas.

Una vez determinada la actividad biologica del clon C-5, demostrada su

capacidad oncogénica en ensayos de transfeccion, y comprobada la ausencia de
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Figura 12: Fotografia superior: Aspecto de una monocapa de
fibroblastos NIH/3T3 después de cuatro semanas de permanencia en
cultivo. Fotografia inferior: morfologia tipica de un foco de células

transformadas con el cdsmido C-5, cuatro semanas después de la
transfeccion.
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homologias significativas entre la secuencia de nucleotdos de las regiones analizadas
y fas bases de datos, fa secuencia transtormante presente en C-5 se denomind como el
oncogén cph (Velasco v cols., 1994), utilizando las iniciales en ingles del sistema de
Progresion Carcindgenica en células embrionarias de Hamster (" Carcinogenic

Progression in Hamster cells™), al ser éste el modelo experimental que permitid su

deteccion.
TABLA V: Actividad transformante del oncogén cph
Eficiencia Periodo de aparicion
ADN transtectado de transtormacion™® (sermanas)

C-5 (Bug 20-27 3124
C-53/BamHI 17-22 3i2-4
C-5/8acl 0 5
H-ras(pT24) (2.5ug) 30-36 lin-2
C-5(2ug) + H-ras i38-154 2
C-5(5ug) + H-ras 187-212 2
C-5(10ug) + H-ras 286-303 2
pCV 108 (10ug) { 3

*La eficiencia de ranstormacion se determing como ef nimero de focos en cada placa de transfeccion
#*El periodo de aparicion fue contabilizado desde el dia de la transfeccion hasta el dia en que las colonias
fueron tefiidas para el contaje de focos.

La actividad bioiogica del nuevo oncogén tue caracterizada con mas detalle
mediante experimentos de cotransfeccion utilizando ¢ph y el oncogén H-ras, con la
intencion de evaluar la presencia de rutas de transformacion sinergisticas, previamente
descritas para otros oncogenes (Weinberg, [989). Cuando 5 pg de ¢phy 2,5 pg de H-

ras se transfectaron en células NIH/3T3, el numero de focos de células transformadas
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en cada placa de ensayo ascendio por encima de 180 colontas en un periodo de tan séio
dos semanas. indicando un potente efecto cooperativo en la actividad transformante de
ambos oncogenes. De hecho, ¢ph incremento la capacidad transformante de ras en 6
veces, y por otro lado. la presencia de rus indujo un aumento en la capacidad
transformante de ¢ph de mas de 18 veces. Cuando se realizaron experimentos en los
que una cantidad constante de ras se tranfectd en combinacion con cantidades
crecientes de ¢ph (desde 2 hasta 10 pg). se observo un incremento paralelo en el
numero de tocos de células transformadas (Tabla V). Un ejemplo representativo de
estos experimentos aparece en la Figura 13.

La adquisicion de la secuencia ¢ph en los focos obtenidos de la cotransfeccion
fug comprobada inicialmente mediante seleccién con neomicina. Ademas se
seleccionaron al azar varios focos que fueron expandidos en lineas celulares para
determinar la integracion de cph en el genoma de las células cotransfectadas con cph
y ras. Para ello, el ADN de alto peso molecular extraido de 4 de estas lineas, fue
digerido con BamH 1. separado mediante electroforesis y posteriormente transterido a
nitrocelulosa e hibridado con la sonda S6. La deteccion mediante autorradiografia de
una banda de 19 kb, correspondiente al tamano molecular del fragmento B-1, puso de

manifiesto la integracion de ¢ph de manera intacta (Figura 14).
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Figura 13: Demostracién del efecto sinergistico entre los oncogenes
cph y H-ras en la transformaci6n de fibroblastos NIH/3T3. Las placas
fueron fijadas con metanol y tefiidas con cristal violeta para
determinar el nimero de focos de células transformadas después de
la transfeccion con: (A) 5 ug del vector pCV108; (B) 2,5 pug del
plasmido pT24-C3 portador del oncogén H-ras; (C) 5 pug del cosmido
C-5, portador del oncogén cph activado; (D) la combinacién de ambos
oncogenes (2,5 ug de H-ras y 5 ug de c¢ph). Las placas A, By D
fueron tefiidas dos semanas después de la transfeccién, mientras que
la placa C lo fue después de cuatro semanas.

68



Resultados

kb
23.5—

9.6 —
6.6 —

4.3—

2.3—
2.0—

Figura 14: Integracién de B-1 en las lineas celulares resultantes de la
transfeccién de cph y cph+ras. El ADN total de tres lineas celulares
transfectadas con cph y una linea cotransfectada con ambos oncogenes
fue digerido con BamH I y analizado mediante la técnica de Southern.
El ADN de células transformadas con ras fue utilizado como control
negativo. El filtro de nitrocelulosa se hibridé con la sonda radiactiva
correspondiente al subfragmento S6 (ver Figura 9) de C-5.
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4 .- Conservacién evolutiva del ltocus cph.

Con el proposito de determinar el grado de conservacion evolutiva del locus cph
en la escala filogenética se realizaron experimentos de hibridacion partiendo de ADN
de diferentes organismos. Se eligieron dos especies de levaduras, Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, como representantes mas significativos de
eucariotas unicelulares. El aislamiento del ADN de esias levaduras se realizo a partir
de protoplastos obtenidos mediante digestion enzimatica de la pared celular, de acuerdo
con las condiciones rutinariamente utilizadas en nuestro laboratorio (Avila y cols.,
[994). También se utilizo ADN genomico de rifion de rata (Rattus norvergicus) y ratdon
(Mus musculusy, asi como ADN genémico humano obtenido de placenta.

Las distintas muesiras de ADN de diversos origenes fueron digeridas con varios
enzimas de restriccion v sometidas a electroforesis. Después de wransferir el ADN a
filtros de nitrocelulosa se procedio a la hibridacion de éstos con diferentes sondas
genomicas procedentes de la region B-[. Las condiciones de hibridacién fueron
modificadas disminuyendo la proporcion de tormamida en la solucion de hibridacion
por debajo del 50%. a fin de facilitar la deteccion de secuencias relacionadas. Los
niveles moderados y bajos de estringencia se obtuvieron mediante la utilizacion de
soluciones de hibridacion al 35% y 20% de formamida, respectivamente.

La Figura 15 muestra algunos ejemplos representativos de estos experimentos
de Southern. En todos los ADNs analizados se detectaron fragmentos de distinto
tamano molecular, mndicando la existencia de fragmentos homologos al locus ¢ph de
hamster desde levaduras hasta humanos. En la hibridacion con ADN de S. cerevisiae
se detectaron dos bandas de aproximadamente 10 y 3 kb utilizando como sonda el
fragmento S6, mientras que esta misma sonda reconocid una banda tnica de 8 kb en
el genoma de S. pombe. En las dos especies de roedores analizadas se observaron
fragmentos homologos de aproximadamente 5 kb. En cuanto a los analisis de ADN
humano. se determing la existencia de una banda de 20 kb, utilizando el fragmento B-1
como sonda en condiciones moderadas de hibridacion. Cuando el mismo experimento

se repitio en condiciones mas relajadas, se observo una banda adicional de unas 25 kb.
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Figura 15. Conservacion evolutiva del locus cph. En la fotografia se muestran
los resultados del analisis de Southern con la sonda S6 (paneles A y B) y B-1
(panel C), partiendo del ADN total de levaduras (panel A), roedores (panel B)
y humanos (panel C). Las muestras de levaduras (S.c., Saccharomyces
cerevisiae; S.p., Schizosaccharomyces pombe) fueron digeridas con €l enzima
BamH I (B). Los ADNs de roedores (M.m., Mus musculus; R.n., Rattus
norvergicus) y humanos (H.s., Homo sapiens) fueron digeridas con BamH I
(B) y EcoR I (E). Las hibridaciones correspondientes a los paneles A 'y B se
realizaron con una concentracion de formamida en la solucién de hibridacién
del 35%. En el panel C se muestran los resultados obtenidos en condiciones
de hibridacién moderadas (35%) y permisivas (20%). La migracién de los
marcadores de peso molecular se indica en todos los casos.
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5.- Deteccion y aislamiento del ADN complementario (ADNc) derivado

del locus ¢ph.

[.a presencia de varias bandas en los analisis de ARN constituia una de las
principales diticultades para la caracterizacion de c¢ph. El patron obtenido en los
analisis de "Northern" podia significar la existencia de distintos elementos de una
familia de genes relacionados, o podria obedecer a distintas formas de procesamiento
procedentes de un gen unico.

La identificacion y caracterizacion de los ADNc asociados al locus cph fue
Hevada a cabo mediante la construccion de una genoteca de ADNc partiendo de ARN
mensajero obtenido a partir de la linea celular transformada 81C39, como se describe
en ¢l apartado 7 de la seccion de métodos. La deteccion de clones positivos se realizo
analizando aproximadamenie 25x10° placas de lisis transferidas a filtros de nitrocelulosa
hibridados posteriormente con la sonda S6. La eleccion de esta sonda para el clonaje
de los ADNc se basd en su patrdn de hibridacion en analisis de "Northern” y en la
ausencia de elementos repetitivos que pudieran provocar hibridaciones inespecificas.

Después de una exposicion corta de los filtros se detectaron un total de 20
clones positivos en las autorradiografias. Todos ellos fueron seleccionados y sometidos
a un segundo ciclo de hibridacion que permitiera ¢! aislamiento de placas de lisis
individuales que contuviesen clones unicos. De los 20 clones obtenidos en la primera
hibridacioén, 15 resultaron también positivos en el segundo ciclo de hibridacion. Estos
15 clones positivos fueron convertidos en ADN plasmidico mediante escision "in vivo”,
generando moléculas de pBluescript que contenian ADNc en forma de inserto. Todos
los clones fueron amplificados en E. coli de donde se realizaron preparaciones de ADN
plasmidico para su posterior analisis.

La caracterizacion inicial de los clones se llevo a cabo mediante digestion con
diversos enzimas de restriccion, a fin de confirmar la existencia de insertos y su
tamafio molecular. Todos los clones poseian ADNs complementarios de un tamafio
comprendido entre 1 v 4 kb. Un andlisis preliminar con ¢l enzima BamH 1 (Figura

16A), demostro la existencia de varias poblaciones de ADNc. Ocho clones aparecian
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como fragmentos linearizados en la electrotoresis, indicativo de la ausencia de sitio de
restriccion BamH [ en los insertos (BamH [ aparece como sitio unico en el vector
pBluescript). Los siete ADNc restantes presentaron al menos un sitio BamH I en su
secuencia. La autenticidad de [a sefal obtemida en el proceso de clonaje fue
recontirmada repitiendo la hibridacion con la sonda S6. aunque esta vez sobre un filtro
de nitrocetulosa que contenta ADN de los 15 clones. Todos ellos resultaron positivos
en el experimento (Figura 16B); sin embargo, la intensidad de la senal obtenida en la
autorradiografia fue muy superior en tres de los quince clones, que fueron denominados
8, 13y 19

Estos resultados apoyaban la existencia de una posible familia de genes
relacionados aislados medjante la hibridacion con secuencias genomicas del locus cph.
La tntensa seital obtenida en los clones 8, 13 y 19 sugirid una mayor homotogia entre
el fragmento gendmico empleado como sonda y el ADNc de sus insertos respecto a los
demas clones. Este hecho nos llevo a su caracterizacion en primera instancia.

La Figura 17 muestra un andlisis de restriccion de los clones seleccionados,
utilizando la endonucleasa Pvu I, pudiendo observarse gue los clones 8 y 19 presentan
el mismo mapa de restriccion. De hecho, posteriormente se comprobdé mediante
secuenciacion que los insertos de ambos clones eran idénticos. Por su parte, el clon 13
presento up pairon de restriccion diferente, con un inserto de mayor tamano (2,5 kb
trente a los algo menos de 2 kb de los clones 8 y 19). Cuando ¢l inserto presente en
el clon 13 fue secuenciado se comprobo la existencia de una reorganizacion en el
extremo 37 del ADNc: la region con la secuencia T, habia desaparecido y secuencias
de ADN plasmidico aparecian en el inserto, resultado de una posible escision incorrecta
del bacteriofago. Como consecuencia, este clon fue descartado.

Se procedid por tanto a secuenciar completamente el inserto del clon 19
(denominado ADNc-cph19) como ef primer ADNc asociado al oncogén cph. Dicha
secuencia, iniciada a partir de los extremos T3 y T7 y continuada mediante el uso de
cebadores internos, se determind en ambas cadenas del ADNc, y aparece representada
en la Figura 18. Se trata de un ADNc de 1727 pares de bases, clonado en los sitios
de restriccion EcoR Ty Xho I del vector. El extremo 37 posee una cadena de 18

adeninas. La secuencia reconfirmé la existencia del sitio de restriccion BamH 1 v la
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localizacion de las dianas Pvu 11

A comtinuaciéon, la secuencia de nucledtidos obienida fue analizada para
determinar la existencia de homologias con genes ya descritos. Para ello fue comparada
con todas aquellas depositadas en las bases de datos del GeneBank v el EMBL con la
ayuda dei programa "Fasta” (Pearson y Lipman, 1988). El resultado de este analisis
puso de manitiesto la ausencia de secuencias homologas al ADNc-¢phl9. contirmando
los resultados de la secuenciacion de los fragmentos genomicos que permitieron el
aislamiento del ADNc, v demostrando el hecho de que cph constituia un gen no

descrito hasta la fecha.
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clon 8
clon 13
clon 19

Figura 16: Confirmacién de la presencia de secuencias homologas a
la sonda S6 en los clones aislados de 1a genoteca de ADNc de la linea
celular 81C39. (A), fotografia del gel de agarosa donde se analizaron
los 15 clones positivos mediante digestion con BamH I. La flecha
indica la movilidad del pldsmido pBluescript linearizado. La presencia
de insertos correspondientes a ADNCc se observé mediante la menor
movilidad electroforética y/o la presencia de fragmentos adicionales.
(B), analisis de Southern del mismo gel,hibridado con la sonda S6.
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Figura 17: (A) Andlisis de restriccién de los clones 8, 13 y 19.
Electroforesis de los fragmentos obtenidos después de la digestion de
los clones con el enzima Pvu II. M: marcadores de peso molecular
(ADN del bacteriéfago \ digerido con Hind III y del ¢x174 digerido
con Hae III). (B) Mapa de restriccion del inserto del clon 19. La
region sombreada corresponde a la pauta de lectura abierta deducida
después de la secuenciacion completa del ADNc insertado en los sitios
de restriccion EcoR I y Xho I del plasmido pBluescript. La
localizacion de las dianas para el enzima Pvu II se indica en el mapa.
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TGTGAGCAACACTECTCGCAGCAGCAAAGGUTCAGECCCACATCCTGGGAA
GGACATGGCCACTCCCTGEGGTGCTGTCTTCTTCCTGCTCATGATAGCCT
M A T P W G A V F F L L M I A

GTGCTGGCAGCACTETCTTCTACAGAGRACAGCAGACTTGGTTCGAGGGT
cC A G 8§ T V F Y R BE Q Q@ T W F E G
GTCTTCTTGTCTTCCATGTGCCCCGCTAATGTCAGTGCCAGCACCTTITA

ve
v F L 8 58 M ¢ P A N V S A 8 T F Y
GGAATTATGTTTGATGCGGGCAGCACGGGAACTCGGATTCATGTTTATA
cT

1

G I M F D A G 8 T G T R I H V Y
TTCGTGCAGARAGCAGCAGCGACAGCTCCCCTTTCTCGAAGGTGARATT
T ¥ VvV Q K A A G § L P F L E G E I
TTTGATTCTGTGAAGCCAGGACT TTCTGCT T TTGCAGACCAACCCAAGCA
F D 8 V X P 6 L 8 A F A D Q P K Q
GGGTGCTCAGACTGTTCATGCACTCTTAGAGGTGGCCABAGACTCAATTC
G A Q T V H A L L E V A K D 8 I
CCAGAAGTCACTGCARAAGGACCCCAGTGGTTCTGAARGCARCAGUTGGA
P R S H W K R T P V V L K A T A G
CTGCETTTACTGCCTGAACAGAASGCCCAGGCTCTGCTCTTAGAGGTAGA
L R L L P E Q K A Q A L L L E V E
GGAGATCTTCAAGATGTCACCTTTCCTGGTCCCAGATGACAGTGTTAGCA
E I F K M ¢ P F L V P D D 8 V ¢
TCATGGATGGETCCTATGAAGGCATATTAGCTTGGGTCACTGTGAACTTT
I M P G S ¥ E 6 I L A W V T V N F
CTAACAGGTCAACTGCATGGCCACAGCCAGGAGACTATGEGGACCCTTGA
L T 6 Q@ L #H ¢ H 8 Q E T M G T L D
CCTEGGEEETGCCTCCACCCAGAT CACATTTCTACCCCAGTTTCGAAAAC
L ¢ G A 8 T @Q I T F L P Q F R K
CCTGGAACAARCACCTAGGGACTACCTCACTTCCTTTGAGATGTTTAACA
P W N K H L 6 T T &8 L P L R C L T
GCACTTTTAAGCTCTATACACATAGT TACTTGEGATTTGGATTGAAAGCT
A L L 8 8 I H I V T W D L D *
GCAAGACTGGCAACCCTGGGAGCCCTGGARACAGAAGGGACCCATGGACA
TACTTTTCGAAGTGCCTGTCTACCAAGATGGCTGGAAGCAGAGTGGATCT
TTGGGGETGTGARATATCAGTATGGTGGCAACCAAGAAGGGGAGATGGGC
TTCGAGCCCTGCTATGCAGAAGTGCTGAGGGTCGTCGCAAGGGAAACTGCA
CCAGCCGGAACAGATTCGEGGAAGCTCCTTTTATGCCTTCTCCOTACTATT
ATGACCGAGCTGCCGATACGCACTTGATTGATTATGAAMAGGGTGGTGTT
TTAAAAGTTGAAGATTTTGAARGAAARCCCAGGGAAGTOTGTGATAACTT
GGAGAGCTTCACTTCAGGCAGTCCTTTCCTATGCATGGATCTCAGTTACA
TCACGGCTTTATTAAAAGATGGCTTTGGTTTTGCAGATGGGACCCTTTTA
CAGCTCACAAAGARAGTGAACAACATAGAGACGEECTGGCCTGGGEGCCA
COTTTCACCTECTGCAGTCTCTGGGCATCTCCAGCTGAGGCTCAGCGTAT
CCTTGGARACCTGCACTTCTGAACT TCTTTTTACAGGAAGGAGAGGACTC
GGGCATTTTCTGCAACTACGCTGECGAMAGCCTGGCCTGARACCCATTGA
CTGEGCTTTATTAGGAGGGAGGGGGTTTATAATGAGTGTTGCCCCTTGAGE
CTAGTGATTTGGTCTTAATCAGTTTTGCACATCTAATGTGAACAGCTCCT
TAACCACTTGGCAGGTGCACAGCTGGTGCCAGAGTACAAATCTTTTGAGA
TTCTTIGTATGTCACAGAGTCTGTGAAGAAAAAAGAGTAGGTTTGGAACT
CCATGTTAGATTGCGAGT T CAGAGATGGGTCATTGGGAACCAAAGAAAAR
TCTCATTTCAARAMAAAANAARAAAAR

Figura 18: Secuencia de nucledtidos de! ADNc derivado del locus ¢ph

(cion 19).

La deduccion de la estructura primaria de la proteina

producto aparece alineada debajo de la pauta de lectura determinada
dentro de la secuencia, y ha sido representada de acuerdo con el
codigo de una sola letra.
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6.- Sintesis "in vitro" de la proteina codificada por el ADNc-¢phl9.

Busqueda de dominios funcionales.

La ausencia de homologias significativas entre 12 secuencia de nucledtidos del
ADNc contenida en el clon 19 y los genes depositados en las bases de datos no nos
permiti¢ obtener ninguna intormacion acerca de la naturaleza del nuevo oncogén.

Con el fin de averiguar el posible papel bioldgico de esta nueva secuencia, se
evalud fa posible existencia de una proteina codificada por el ADNc-cpal9. Para ello
su secuencia de nucledtidos se analizd buscando pautas de lectura capaces de dirigir la
sintesis de cadenas polipeptidicas mediante et programa "Translate" (Devereux, [1989).
Este programa determing ia presencia de una pauta abierta de lectura desde el
nuciedtido en {a posicion 55 hasta la posicion 795, iniciada por un coddn de miciacion
ATG vy finalizada por uno de terminacion TGA. Eswa region del ADNc, de 750
nucleotidos de extension, posefa ia informacion para codificar una cadena polipeptidica
de 245 aminoacidos, con un peso molecular teorico de 26 kDa. Esta secuencia ha sido
representada igualmente en la Figura I8, alineando los codones del ADNc y los
aminodcidos de la cadena polipeptidica.

Con el fin de comprobar la existencia real de esta proteina, la construccion
portadora dei ADNc-cphl9 se utlizd en reacciones de transcripeion y traduccion "in
vitro”, en las cuales ei ADNc del inserto dinge la sintesis de un ARNm que es sustrato
para la traduccion de las posibles pautas de lectura contenidas en la secuencia. Esta
técnica permite obtener la proteina cuya secuencia de aminoacidos ha sido deducida de
manera tedrica a partir de la secuencia de nucledtidos del ADNe.

Para transcribir ¢l ADNc en sentido 57- 37 se uttlizo el enzima ARN polimerasa
T.. El control negativo se realizo en Jas mismas condiciones con el plasmido
pBluescript, circular y sin inserto alguno.

Como se observa en la Figura 19, el ADNc del clon 19 dingio la sintesis de
una proteina de un tamario aproximado de 26 kDa, pertectamente distinguible y ausente
en la reaccion control. El resto de las bandas, presentes en ambas reacciones,

correspondieron al procesamiento de pautas de lectura procedentes del plasmido
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Figura 19: Transcripcion y traduccion "in vitro" del ADNc-cph. La
construccién ADNc-cphl9 (19) y el plasmido pBluescript (pBS)
fueron utilizadas en experimentos de transcripcion y traduccién en una
reaccion Unica en presencia de metionina marcada radiactivamente.
Los productos de la reaccién se sometieron a electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12.5%. Los geles, despues de ser secados, se
expusieron sobre peliculas de rayos X. Una mezcla de proteinas de
peso molecular conocido marcadas radiactivamente con “C se utilizé
como marcador de peso molecular. La flecha indica la posicion de la
proteina sintetizada especificamente por el clon ADNc-cphl9.
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pBluescript. Estos resultados corroboraron los obtenidos en los andlisis informaticos,
indicando la existencia de una cadena polipeptidica real del mismo tamafo.

Una vez deducida la secuencia de aminoacidos v comprobada la existencia real
de la proteina mediante transcripeion y traduccion "in vitro” nvestigamos la existencia
de dominios funcionales en dicha secuencia, que al ser comparados con bases de datos
pudieran proporcionar informacion de las funciones biologicas de c¢ph. Tras la
comparacion con las bases de datos de proteinas "Swissprot” y "Pir-protein”, se
comprobd la existencia de una homologia moderada con la proteina codificada por el
oncogén dbf, concretamente con una region de ésta, denominada "dominio dbl” (Figura
20) y que comprende 231 aminodcidos de fa region central. El grado de identidad de
ambas secuencias alcanzo el 20%. Ademas. cuando se consideraron [as sustituciones
conservativas entre aminoacidos, la identidad entre el dominio dbl y la proteina
codificada por el ADNc-cphl9 se elevo al 46%. La existencia de otras proteinas
poseedoras de este dominio, con un nivel de homologia similar al encontrado entre dbl
y cph ha sido descrita para un grupo de genes reguladores del crecimiento, entre los
que destacan cdc-24 (Ron v cols., 1991), tim (Chan v cols., 1994}, ect2 (Miki v cols,
]1993) v vav (Adams v cols., 1992). Los productos de estos genes han sido encuadrados
en un grupo de proteinas reguladoras de la familia de proteinas con actividad GTP-asa
0 superfamilia ras.

Con objeto de identificar la zona de mayor homologia dentro de esta region
conservada se procedid a alinear la secuencia del dominio dbl con la secuencia
deducida del ADNc-cphl9 y los otros miembros de este grupo de genes reguladores,
en los cuales habia sido definido recientemente la existencia de un subdominio mas
conservado (Chan v cols., 1994). El alincamiento de estos genes con cph revelo
igualmente la existencia de este subdominio en e! ultimo gen (Figura 21).
Concretamente la presencia de una secuencia consenso dentro de este subdominio,
definida como fundamental para la actividad biologica de dbl, ha sido también

localizada en ¢ph.
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Figura 20: Homologia entre la secuencia del dominio dbl (Ron v
cols., 1991}y la proteina deducida del ADNc-¢ph19. La comparacion
se realizo mediante el programa "Fasta” (Pearson v Lipman, 1958),
analizando la region central de la proteina codificada por el oncogén
dbl v la secuencia deducida del ADNc-¢phl9. Los aminodcidos han
sido representados de acuerdo con el codigo de una sola letra. La
comparacion ha sido representada de acuerdo con los siguientes
simbolos: (]), aminoacidos idénticos; (:), sustituciones conservativas
entre aminoacidos: (), sustituciones semiconservativas. Los huecos
introducidos ¢n la secuencia para conseguir ¢l alineamientos Optimo
han sido representados por guiones (-).
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Figura 21: Alincamiento de las secuencias correspondientes al
subdominio dbi generado mediante el programa "Pileup” {Devereux,
1989). Las secuencias representadas corresponden al subdominio
funcional definido para los oncogenes dbl (Ron v cols., 1991}y ect2
(Miki v cols., 1993) e identificados en la secuencia de cdc24, ber, vav
{Chan y cols., 1994) y ras-GRF (Shou y cols., 1992). La secuencia
obtenida a partir del ADNc-cpal9 ha side alineada mediante la
introduccidn de huecos (-) para conseguir la homologia optima. Los
recuadros indican las secuencias consenso descritas en el subdominmo
dbl e identificados en la proteina cphl9.
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Discusion
l.- Estrategia para el aislamiento nuevas secuencias transformantes:

clonaje del oncogén cph.

El principal obstaculo para el aislamiento de un auevo tipo de secuencia
transformante es la ausencia de una sonda especifica que permita su deteccion. Este
obstaculo ha sido solventado mediante el uso de sondas especificas correspondientes a
elementos repetitivos que, dispersos por el genoma, cosegregan con la secuencia
transformante en los ciclos sucesivos de transfeccion (Shimizu v cols., 1985; Takahashi
vcol., 1985). Esta estrategia es particularmente util para la identificacion de oncogenes
humanos mediante fransteccion en células de raton, debido a la existencia en el genoma
humano de secuencias repetitivas denominadas Alu. Dichas secuencias poseen dos
caracteristicas fundamentales que han llevado a su utilizacién: (1}, su amplia
distribucion a lo largo de todo el genoma humano (aproximadamente ! millon de
copias), de manera que todo fragmento de ADN con un tamafo superior a 10 Kb tiene
una alta probabilidad de contener al menos uno de estos elementos, y (2), la secuencia
Alu difiere sustancialmente de la de otros elementos repetitivos presentes en el genoma
de roedores, permitiendo por tanio monitorizar la existencia de ADN humano en el
genoma de los fibroblastos de raton mediante hibridacion (Jurka v Smith, 1988,
Korenberg v Rykowski, 1988).

El aislamiento de secuencias transformantes activadas en el genoma de células
de hamster presenta una dificultad adicional: debido a la proximidad evolutiva entre ¢l
genoma del hamster y el del raton, la mayoria de los elementos repetitivos presentes
en hamster estan conservados en los demas grupos de roedores. Tal es el caso de los
dos tipos de secuencias repetitivas mas frecuentemenie representadas en hamster,
denominadas elementos G y B,. En ambos casos, aunque su secuencia ditiere de la
descrita para otros elementos presentes en raton, se obtiene hibridacion cruzada entre
ambas especies. impidiendo su utilizacion como marcador (Miles v Meuth, 1989).

Recientemente se ha descrito la existencia de un elemento repetitivo especifico
del genoma de hamster que no presenta hibridacion cruzada con el ADN de células

NIH/3T3 {Diamond, datos no publicados). Dicha secuencia, denominada HRS., ha sido
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utihzada para monttorizar la presencia de ADN de hamster en las sucesivas
transfecciones. Sin embargo. HRS estd representada tan solo varios millares de copias
por genoma, dificultando su deteccién en un tercer ciclo de transfeccion.

Teniendo en cuenta la baja probabiiidad de que la secuencia transformante y el
elemento repetitivo se localizaran proximos y pudiera por tanto aislarse la primera con
la ayuda de la sonda HRS, se optdo por construir una genoteca a partir de un
transformante del segundo ciclo, mediante ligacién del ADN de alio peso molecular en
el cosmido pCV108. La genoteca fue nuevamente transtectada en fibroblastos NIH/3T3
para la obtencion de focos de células transformadas. Dicha estrategia proporciona dos
ventajas fundamentales:

(1) El cosmido posee un marcador de resistencia a neomicina que puede ser
utilizado para confirmar la autenticidad de los focos obtenidos. Esta comprobacion es
tfundamental cuando el periodo hasta la aparicion de los focos se prolonga por espacios
de tiempo superiores a tres semanas, como se ha descrito para algunos oncogenes
(Young vy cols., 1986, O'Bryan y cols., 1991; Fazioli vy cols., 1993). En este periodo,
se produce la aparicion de focos espontaneos de transformacion en las propias células
NIH/3T3, resultado de mutaciones en el genoma y no de la adquisicion de ADN
exogeno en la transfeccion. Por tanto, la capacidad de los focos obtenidos en la
transfeccion de crecer en medio suplementado con G418 fue comprobada
sistematicamente en todos los experimentos. En todos los casos, mas de un 80% de los
focos obtenidos resultaron resistentes a G418, consecuencia de la adquisicion del ADN
transtectado.

(2) La secuencia transformante introducida en un vector cosmidico puede ser
rescatada con relativa facilidad de la linea celular. De esta forma, la presencia de
elementos repetitivos, aunque confirmaria la identidad del ADN rescatado, no es
indispensable para el aislamiento de la secuencia tranformante.

La posibilidad de rescatar un fragmento de ADN después de haber sido
transfectado esta basada en la existencia de tendmenos de recombinacion homdloga
que, de acuerdo con la hipotesis mas aceptada, tienen lugar después de la transfeccion
y previamente a la integracion del ADN en el genoma de Ia célula hospedadora (Folger

v cols., 1982). La existencia de estos mecanismos de recombinacion se demostro poco
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despues del descubrimiento de la transfeccion, a principios de la década de los ochenta,
al comprobarse que las moléculas de ADN introducidas en una célula no se integraban
de forma aislada y al azar en el genoma de la célula hospedadora. sino que por ¢l
contrario, ¢stas aparecian integradas en uno o escasos puntos, formando concatémeros,
generalmente de dos moléculas de ADN dispuestas cabeza-cola. Este fenomeno era
independiente de la técnica empleada para la introduccion del ADN, vya fuera mediante
transfeccion con fosfato calcico (Robins v cols., 1981), fusion de protoplastos (Saint
Vincent v cols., 1981). o microinyeccion directa del ADN en el ntcleo celular (Folger
v cols., 1982). Ademads, los ditimos autores citados demostraron (utilizando el vector
pBR322 en las microinyecciones) que la integracion era independiente de que las
moléculas de ADN a transfectar fueran circulares o hubieran sido linearizadas.

En los experimentos que condujeron al aislamiento del oncogén mcf3,
Birchmeier v cols., (1986) también demostraron procesos similares de recombinacion
homologa en cosmidos. Este oncogén fue aslado a partir de una linea celular
transtormada mediante ciclos de transfeccion en células NIH/3T3, comprobando que
se trataba de un locus genomico de aproximadamente 70 kb. Debido a su gran tamaiio
molecular, el gen completo no pudo ser aislado en un césmido Gnico y en
consecuencia, ningun clon fue capaz de reproducir el fenotipo transtormante en
experimentos de transfeccion. Estos mismos autores comprobaron que la cotransfeccion
de tres cosmidos, cuyos insertos se expandian a lo largo de todo el locus mcf3,
producia la aparicion de focos de células transtormadas. La importancia de estos
sorprendentes resultados radicaba en el hecho de que en la célula hospedadora se
producia [a formacton de una unidad mcf3 intacta, producto de dos recombinaciones
homologas en las zonas de solapamiento de 1as tres construcciones.

Para el rescate de las secuencias transformantes partiendo de las lineas celulares
obtenidas tras la transfeccion de la genoteca es necesario que se produzca la integracion
de la unidad transcripcional intacta, y ésta ha de quedar flanqueada por dos moléculas
de cosmido, cada una de ellas portadora de un sitio de reconocimiento cos. La
probabilidad de que se produzca este fenémeno ha sido evaluada por los propios
disefiadores dej vector pCV108, mediante experimentos de transfeccion y rescate del

gen de la B-globina (previamente clonado en dicho césmido) en células COS-7 (Lau y
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Kant, 1983): todos los cosmidos rescatados en las reacciones de empaquetamiento eran
portadores de insertos que contenian secuencias relacionadas con el gen de la 8-globina.
Ademas, el 20% de cllos presentaba un patron de restriccion idéntico al de los
cosmidos que habian sido wansfectados. El otro 80% contenia la mayoria del gen
intacto.

Los protocolos descritos por Lau v Kan, (1983) para el rescate del gen de la B-
globina de las células COS fueron aplicados en nuestro laboratorio para la recuperacion
del cosmido recombinante responsable de la transformacién de los fibroblastos
NIH/3T3 tras la transfeccion con el ADN de la genoteca. Para ello se extrajo el ADN
total de varias lineas celulares procedentes de los focos de celulas transformadas. De
las lineas celulares que resultaron positivas en las reacciones de empaquetamiento se
obtuvieron varios tipos de cdésmidos recombinantes, un 67% de los cudles presentd
idéntico mapa de restriccion, sugiriendo la idea de que la secuencia transformante
deberia haberse mantenido intacta. Este hecho tue comprobado mediante transteccion
partiendo del ADN cosmidico, andlisis que revelo la capacidad oncogénica de los
cosmidos "C". Este resultado descartaba la posibilidad de que la transformacion
hubiese sido provocada por la integracion de un cosmido en un gen regulador de las
células NIH/3T3 (por ejemplo un gen supresor) cuya disrupcion hubiese desembocado
en la transformacion celular. En este hipotético caso seria posible rescatar cosmidos
portadores de ADN de hamster aunque éstos no resultarian positivos en transfecciones
posteriores.

Una vez comprobada la existencia de un oncogén en el cosmido C-5 se procedid
a la obtencidn de sondas capaces de reconocer ARNm en analisis de "Northern” y cuya
secuenciacion revelara la identidad de la secuencia transformante. Birchmeier y cols.,
(1986) han utilizado aproximaciones experimentales similares para la identificacion del
oncogén cf3. En nuestro caso fue necesario realizar previamente un mapa de
restriccién preciso para eludir la presencia de secuencias repetitivas de hamster en los
subfragmentos obtenidos y utilizados como sondas.

La ausencia de homologias significativas entre las regiones secuenciadas del
fragmento B v las bases de datos de secuencia indicaba que la secuencia transformante

clonada en el cosmido C-5 era un nuevo gen no caracterizado hasta la fecha. Una vez
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determinada su capacidad oncogénica fue denominado cph, siguiendo el criterio mas
aceptado de denominar a los oncogenes con tres letras, iniciales bien de la linea celular
o del wmor del que fueron aislados, o del sistema experimental que permitid su
identificacion.

El clonaje del oncogén cph confirma las hipotesis de Borek v cols., (1987} y
Gilmer v cols., (1988) de que oncogenes distintos de ras pueden ser activados en
fibroblastos embrionarios de hamster iniciados neoplasicamente mediante carcinogenesis
experimental y prueba la hipdtesis planteada por Notario v cols., (1990) de gue un
nuevo upo de secuencia transtormante es Ia responsable de la transformacion neoplasica
de los fibroblastos 81C39. Recientemente, la deteccion de mutaciones puntuales en el
gen supresor tumoral p53 en el mismo modelo experimental {Albor y cols., 1994)
confirma la validez del sistema de hamster para el analisis molecular de los genes
implicados en la carcinogénesis.

Para determinar el mecamsmo de activacion del oncogén c¢ph las sondas
procedentes de B1 fueron utilizadas en analisis de "Northern” y Southern. La deteccion
de un patron complejo en los analisis de "Northern” puso de manifiesto la posibilidad
de que c¢ph perteneciese a una familia de genes relacionados entre si como se ha
descrito para los oncogenes ras, trk o erbB (Barbacid, 1987; Barbacid, 1993,
Carraway Hf v Cantlev, 1994}, circunstancia que dificulta la determinacion del
mecanismo de activacion. Como se ha descrito en el capitulo correspondiente a la
introduccion, las causas mas frecuentes de activacidn oncogénica son la presencia de
mutaciones puntuales (Reddy y cols., 1982; Bargmann v cols., 1986}, la reorganizacion
génica (Eva v Aaronson, 1985; Martin-Zanca y cols., 1986) vy los procesos de
ampliticacion (Sakamoto v cols., 1986}. La deteccion de niveles similares de expresion
de ARNm en la linea celular normal de hamster (84-3) y en la wransformada (81C39)
sugieren que la sobreexpresiéon génica no es la causa de activacion de cph. Ademas,
el hecho de que en ambos casos se detectaran [as mismas especies de mensajeros
sugirid que no se habian producido recombinaciones del locus ¢ph en la conversion
neoplasica de las células 81C39. Este hecho fue confirmado mediante andlisis de
Southern, y a diferencia de los casos publicados por Martin-Zanca v cols., (1986) y

Testa v cols., (1990) (donde se describen alteraciones en los andlisis de Southern para
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los oncogenes irk v met), los resultados obtenidos en este trabajo confirmaron que
aparentemente no se ha producido ninguna reorganizacion en el locus ¢ph en la linea
celular 81C39. Por 1anto, la existencia de mutaciones puntuales (no detectables
mediante "Northern" o Southern) parece la causa mas probable de activacion, aunque
este hecho solo podra ser demostrado después del clonaje y el analisis comparativo de
todos los ADNc derivados del locus genomico ¢ph, tanto de las células normales como

de las neoplasicas.
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2.- Actividad bioldgica del oncogén cph: cooperatividad entre cph y H-

ras en la transformacion de fibroblastos NIH/3T3.

La acuvidad oncogénica del cosmido C-5 fue analizada en experimentos de
transfeccion, determinando una eficiencia de transformacion moderada {(entre 4 y 5
focos/ug ADN). El periodo necesario para la aparicion de los focos (airededor de
cuatro semanas) tue superior a la media descrita para otros oncogenes (Takahashi y
cols., 1985 Coppola v cols., 1991; Chan y cols., 1993a). Sin embargo hay que
considerar que muchos de estos resultados no han sido realizados con clones
gendmicos, sino obtenidos partiendo de los ADNc transformantes de mucho menor
tamario (lo que facilita su introduccion en las células) y cuya transcripeion estd dirigida
por un fuerte promotor (Janssen y cols., 1991; Chan y cols., 1993a;, Chan y cols.,
1994; Toksoz v Williams, 1994). En este sentido, las eficiencias de transformacion
disminuyen mucho cuando las transfecciones se realizan con ADN genomico, hasta el
punto que para el caso del oncogen cof, cuyo ADNc posee una elevada capacidad
transformante, no se ha podido aislar ningdn clon genomico con potencial oncogénico
(Mivoshi v cols., 1991).

Una vez determinada la capacidad transformante del oncogén ¢ph en ensayos de
transfeccion se procedid a analizar su posible interaccion con otros oncogenes, €n busca
de mecanismos de transtormacion sinergisticos. La existencia de estos mecanismos de
cooperacion tue descrita inicialmente por Rassoulzadegan v cols. (1982), al comprobar
que dos oncogenes de origen viral (denominados MT v LT) eran capaces de provocar
la transformacion neoplasica de fibroblastos embrionarios de rata. Sin embargo,
ninguno de ellos de forma individual producia tal efecto, lo que indicaba que ambos
contribuian parcialmente a la aparicion del fenotipo transformado. lLa misma
observacion fue comprobada posteriormente para otros oncogenes, hasta el punto de
proponerse un modelo que definia la necesidad de al menos dos oncogenes para inducir
la transformacion de fibroblastos primarios (Land y cols., 1983).

El caso de cooperatividad mejor estudiado lo constituye €l smergismo entre ras

y myc en la transformacion de fibrobiastos de rata. Ninguno de ellos produce de
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manera ndividual el fenomeno observado cuando ambos son transfectados en
combinacion. De acuerdo con Land y col. (1986), dicho comportamiento se deberia a
la participacion de los dos oncogenes en estadios diferentes del desarrollo tumoral. Asi,
myc contribuiria inicialmente al proceso de inmortalizacion de las células primarias,
miengras que ras participaria en fases posteriores del proceso neoplasico favoreciendo
la progresion tumoral. Basandose en estas observaciones, Weinberg (1989) propuso una
clasificacion de ciertos oncogenes en dos categorias, dependiendo de su capacidad para
cooperar con ras o myc en la transformacion de fibroblastos primarios. Un primer
grupo seria el constituido por H-, N- v K-ras, src, ros, ves y otros oncogenes
citoplasmicos. El segundo grupo lo formarian N- y L-myc, p53 vy 1a oncoproteina E-7
de papilomavirus, capaces de cooperar con elementos del primer grupo.

La cooperatividad entre distintos oncogenes también ha sido analizada en
tibroblastos NIH/3T3. Estas células inmortalizadas son susceptibles de transformacion
por un anico oncogén. Sin embargo, la transteccidn combinada de dos oncogenes puede
provocar un aumento en el numero de focos de céiulas transformadas, muy superior
al producido por cada oncogén por separado. De esta manera se definid la existencia
de un mecanismo de cooperatividad entre ¢pfr y ras. Cada uno de ellos indujo por
separado la tormacion de focos de transformacion en ensayos de transfeccion. Sin
embargo, mientras que los focos originados por ras fueron visibles dos semanas
después de la transfeccion, los producidos por cph tardaron hasta cuatro semanas en
aparecer. Algunos autores describen eficacias de transtormacion para el oncogén ras
superiores a las obtenidas en nuestros experimentos (Santos v cols., [982; Toksoz v
Williams, 1994). Esta discrepancia puede deberse a la diferencia en el ntimero de
células de la poblacion transfectada. Mientras en la mayoria de los protocolos de
transfeccion se parte de una poblacion celular superior a 10" celulas, nuestras
transfecciones se realizaron en placas con tan sélo 2,5x10° células, con el fin de reducir
¢l indice de transformacion espontanea de los propios fibroblastos NIH/3T3.

Los resultados de los experimentos de cooperatividad entre ¢ph y ras mostraron
un incremento de seis ordenes de magnitud en la capacidad transformante del oncogén
ras cuando es cotranstectado con cph. Ademads, el efecto fue claramente visible en tan

solo dos semanas, resultados que suponen un incremento de la capacidad oncogénica
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de ¢ph en presencia de ras de casi 20 ordenes de magnitud. Resultados similares han
sido descritos por Cuadrado y cols., (1993) en cotranstecciones de ras y raf en las
propias células NIH/3T3. determinando que raf multiplica en mas de diez veces el
efecto transformante de ras. Sin embargo, este efecto ha sido observado unicamente
cuando éste ulumo oncogén es transfectado en bajas concentraciones ya que la
transformacion provocada por altos niveles de expresion de ras no puede llegar a ser
ampliticada por raf.

Una posible explicacion para estos fendmenos de cooperacion puede encontrarse
en ¢l contexto de los mecanismos de transduccion de las sefiales que producen ia
respuesta mitogénica. Dicha respuesta se produce de manera desregulada como
consecuencia de un acumulo de alteraciones en diferentes estadios de la transmision de
la senal. Los estudios de cooperatividad entre oncogenes han contribuido a identificar
genes mediadores de las respuestas de proliferacion asi como las rutas a través de las
cuales actian. De esta manera, Cuadrado y cols., (1993), a la vez que definieron el
sinergismo entre rus y raf, demostraron que otros genes que codifican la sintesis de
enzimas reguladores de segundos mensajeros implicados en respuestas mitogénicas no
amplificaban la capacidad transformante de ras en experimentos de transfeccion. Tal
es el caso de la fosfolipasa C-vy y proteina quinasa C-vy. demostrando la especificidad
de raf en la transmision de las sefiales mediadas por ras. Recientemente se ha
comprobado que dicha especificidad se produce mediante fa participacion directa de
ambos genes en la musma ruta de transmision de las senales extracelulares al nucleo
celular {Stokoe v cols., 1994).

También han sido descritos casos de cooperatividad implicando oncogenes que
comparten homologias parciales con cph. Este es el caso de la cooperacion con ras de
fos oncogenes dbl y vav, ambos poseedores del denominado "dominio dbl" (Ron vy
cols., 1991). Sin embargo, y refiriéndonos concretamente a vav, la cooperatividad no
se produce por la participacion de los dos oncogenes en la misma ruta de transmision
de la sefales. Este hecho ha sido demostrado recientemente por Bustelo v cols., (1994),
al comprobar que la capacidad transformante de vav es independiente de la actividad

de ras, en experimentos realizados bloqueando la actividad de la proteina p21™ y
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determinando la capacidad transformante de vav. Estos resultados indican que al menos
en los fibroblastos NIH/3T3 {donde estos experimentos han sido realizados) la actividad
mitogénica de vav estd mediada por una ruta de transmision no dependiente de ras.

La determinacion de la ruta de transmision de las sefales por parte de cph y la
implicacion directa o indirecta de ras en dicha ruta permanecen adn sin resolver.
Bustelo v cols., (1994). han definido una serie de criterios morfoldgicos para apoyar
el hecho de que dos genes participen o no en la misma ruta de transmision: asi por
gjemplo, las células transformadas por ras son fusiformes, refringentes y crecen de
forma entrecruzada y desordenada. Este fenotipo es similar al de las células
transformadas por cdc2S, gen cuya proteina actia como activador en la misma ruta de
transmision. Sin embargo, las células transformadas por el oncogén vav no son
refringentes, forman focos muy densos y se observan a menudo células gigantes
multinucleadas. Tomando en consideracion estos criterios morfolégicos podemos
atirmar que las células transformadas por ¢ph difieren en su morfologia de aquellas
trasformadas por ras, sobre todo en el hecho de que la aparicion de células gigantes
multinucleadas es un fenomeno relativamente frecuente. Sin embargo, la determinacion
de la ruta de transmision de las sefiales por las que ¢ph conduce a la respuesta
mitogénica y la explicacion del sinergismo con el oncogén ras no pueden definirse
hasta que se realicen ensayos bioguimicos partiendo de la proteina producto del

oncogen cph.
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3.- Conservacion evolutiva del locus cph: deteccidon de genes homologos

en levaduras y humanos.

Un alto grado de conservacion evolutiva ha sido consideradu como una
propiedad de aquellos genes con funciones esenciales para la célula, frecuentemente
relacionadas con la regulacion del ciclo celular. Numerosos genes implicados en los
procesos de transformacién han sido localizados en la escala filogenética desde
levaduras hasta humanos. Tal es el caso del gen humano epsi3, capaz de transformar
fibroblastos NIH/3T3 mediante sobreexpresion del ADNc, y al que Wong y cols.,
(1994) atribuyen un papel en la regulacion del crecimiento celular debido a su
conservacion evolutlva v a su expresion generalizada en todos los tejidos.

Con el fin de determinar el grado de conservacion evolutiva del oncogén cph.
se han realizado analisis de Southern utilizando sondas procedentes del locus gendmico.
encaminados a la busqueda de genes relacionados en levaduras y humanos. Si bien el
interés de determinar la presencia de genes homdlogos en humanos resulta obvio, la
deteccion de genes homologos en levaduras también es relevante al permitir en muchas
ocasiones un mejor estudio de la funcion del gen, debido a la mayor facilidad que
presentan estos microorganismos para realizar analisis genéticos. La trascendencia de
la caracterizacion de los genes reguladores del ciclo celular presentes en levaduras, y
su relacion con la biologia molecular del cancer ha sido demostrada recientemente en
el descubrimiento del gen supresor MTS1 (Kamb vy cols., 1994), cuya alteracion podria
constituir una de las causas mas frecuentes en la etiologia del! cancer humano. El
analisis de la secuencia de M7S1 puso de manifiesto que se trataba del gen homologo
a un gen aislado pocos meses antes en Schizosaccharomyces pombe (Serrano vy cols.,
1993), v cuya proteina, denominada pl6, actia como inhibidor del ciclo celular.

Sin embargo el grado de conservacion evolutiva tanto de oncogenes como de
genes supresores en levaduras es muy variable. Asi por ejemplo, mientras ras aparece
pertectamente conservado en S. cerevisiue y S. pombe (Barbacid, 1987), todos los
intentos de identiticar genes homoétogos a p53 en estas dos especies de levaduras han

resuttado negativos (Soussi y cols., 1990). En nuestro caso, los estudios de
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conservacion evolutiva nos han llevado a la definicion de genes homdlogos al oncogén
cph tanto en Saccharomyces cerevisiae como en S. pombe. Concretamente la existencia
de un fragmento de 9 kb en el genoma de S. pombe supone la posibilidad de que la
totalidad de! gen homdlogo pueda ser clonada con refatva facilidad. Su aislamiento y
el andlisis de la funcion en esta levadura de fision constituyen una de las prioridades
en la continuacion del presente proyecto. Por otra parte es interesante indicar que el
mismo gen en especies distintas puede tener una funcion diferente. Este es el caso del
gen ras, para el que han sido definidos funciones muy diferentes en S. cerevisiae y S.
pombe. Asi, mientras los dos genes ras caracterizados en S. cerevisiae (rasl y ras2)
son esenciales para el crecimiento al estar implicados en la actividad adenilato ciclasa
v por tanto en ¢l control de los niveles de AMPc (Toda y cols., 1955), la funcion del
homologo en S. pombe no parece regular los mveles de AMPc y aunque su
participacion es esencial para la conjugacion y la esporulacion, su actividad no es
indispensable para el crecimiento vegetativo (Nadin-Davis y cols., 1986).

Por su parte la deteccion de secuencias homdlogas en ¢] genoma humano
reafirma la existencia de un gen relacionado. Es interesante destacar que en funcion de
las condiciones de hibridacion pueden detectarse una o dos bandas fundamentales en
el analisis de Southern, resultados que apuntan a la existencia de dos genes,
posiblemente miembros de una misma familia. Esta circunstancia, unida al complejo
patréon de hibridacion en los andlisis de ARN de hdmster, apunta a la necesidad de
caracterizar en primera instancia todos los genes asociados al oncogén cph en el
modelo de hamster (con el fin de identificar el gen transformante de la linea celular
81C39) antes de abordar el estudio de los genes homologos al locus cph de hamster en

humanos.
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4.- cph como miembro de la familia de proteinas reguladoras de
GTP-asas.

Una de las estrategias mds comunmente utilizadas para la caracterizacion de
nuevos oncogenes en los tltimos afos ha sido el aislamiento de sus ADNc. Mediante
el andlisis del ADNc es posible obtener informacion de la naturaleza de la proteina
codificada por un determinado oncogén, asi como generar lineas celulares con altos
niveles de expresion de dicha proteina. Estas dos posibilidades son técnicamente mucho
mas dificiles de llevar a cabo partiendo del locus gendémico {(de mucho mayor tamario
debido a la presencia de intrones), circunstancia que ha provocado que para muchos
oncogenes {entre los que podemos ciuar cot, um o lbc) solo se haya descrito y
caracterizado el ADNc sin que existan referencias de la estructura de sus respectivos
loci gendmicos (Mivoshi v cols., 1991; Chany cols., 1994; Toksoz v Williams, 1994).

Después de [a secuenciacion de distintas regiones del oncogén cpa y de la
obtencion de sondas genémicas se procedio al aislamiento de los ADNc derivados de
este nuevo locus partiendo de una genoteca de la linea celular 81C39. Como
consecuencia ha sido posible el clonaje del primer ADNc derivado del cph (ADNc-
¢ph19). La secuenciacion completa de este clon revelo una pauta de lectura capaz de
codificar una proteina de un peso moiecular tedrico de 26 kDa, partiendo del primer
codon de iniciacion ATG situado en posicion +55 (ver figura 18). La presencia de
otros codones de iniciacion en Ja misma pauta de lectura (concretamente en las
posiciones 91, 166 v 208) planteaba la posibilidad de que la proteina real fuera mas
pequeila que la deducida tedricamente, st alguno de estos codones internos era el
verdadero iniciador de la traduccion. En este sentido, Kozak (1981) ha definido la
exisiencia de una secuencia consenso localizada alrededor del codén ATG para que €ste
pueda actuar eficientemente como iniciador de la traduccion (xxA/GxxATGG). Enel
caso del ADNc-cphl9, una secuencia consenso favorable para la iniciacion ha sido
determinada tan soOlo alrededor del primer ATG (agGacATGG), mientras que no ha
sido wdentificada en los otros tres codones internos.

La existencia real de la proteina deducida previamente mediante analisis
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informatico fue confirmada aplicando los protocolos de transcripeion y traduccion "in
vitro". Esta técnica ha sido aplicada en nuestro faboratorio (Laborda y cols., [993;

Velasco y cols., 1993) v en otros muchos grupos para la identuficacion de proteinas

cuya secuencia ha sido deducida de manera tedrica. Mediante estas técnicas se han
sintetizado entre otros los productos de los oncogenes cot, tim y epsiS (Mivoshi v cols.,
1991; Chan y cols., 1994, Fazioli y cols., 1993). En nuestro caso, la obtencion de una
proteina de un tamafio aproximado de 26 kDa partiendo del ADNc-¢ph-19 reconfirmo
la existencia real de la proteina deducida.

La comparacion de la secuencia de aminodcidos de la proteina codificada por
el ADNc-¢cpai9 vy la busqueda de dominios funcionales reveld la existencia de una zona
de homologia entre la practica totalidad de la secuencia cph v una region de la proteina
producto del oncogén dbl. Esta regién (denominada "dominio dbl") ha sido encontrada
en la secuencia de los oncogenes ect2, vav, tim, en la proteina denominada ras-GRF
asi como en la proteina cdc24 de S. cerevisiae (Ron y cols., 1991). Los productos de
todos estos genes han sido encuadrados dentro de un subgrupo de proteinas reguladoras
de las denominadas proteinas pequefas con capacidad de union a nucledtidos de
guanina ("small GTP-binding proteins”) (Hall, 1990). Estas proteinas (entre las gue se
encuentran los productos de los protooncogenes H-, N- y K-ras) tienen una funcion
fundamental en la transmision de las senales extracelulares en los procesos de division,
crecimiento y diferenciacion celular (Chardin, 1997}. Su accion como mediadores en
estas rutas de transmision estd basada en su capacidad de unir e hidrolizar nucledtidos
de guanina. alternando entre una conformacidn activa (cuando estan unidas a GTP) y
una pasiva (cuando {o estin a GDP} (Satoh v cols., 1992).

La regulacion de estas proteinas con capacidad de unirse a nucledtidos de
guanina se realiza en la célula mediante el control del paso de la forma activa a pasiva
y viceversa. Este control es realizado por tres grupos de mediadores: (1), proteinas
GAP ("GTPase activing proteins™) que estimulan la hidrélisis del GTP unido a GDP,
provocando la inactivacion de una proteina que une GTP (Downward, 1992); (2),
proteinas GDI ("GDP-dissociation inhibitors") que provocan la inactivacion de una
proteina que une GTP en ausencia de estimulo externo, al impedir la disociacion del

GDP vy (3), GEF ("GDP/GTP exchange factors”), que promueven el intercambio del
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GDP unido por GTP, potenciando por tanto la transmision de la sefial al mantener la
proteina que une GTP en su conformacion activa.

El producto del oncogén db! posee actividad GEF, al ser capaz de mantener
activada la proteina cdc42Hs, otro miembro de la familia Rho de proteinas que unen
GTP (Hart y cols., 1991). Es mas, recientemente ha sido demostrado que esta actividad
estd mediada por la secuencia de la proteina correspondiente al subdominio dbl (Hart
y cols., 1994). La existencia de actividad GEF ha sido también demostrada para ect2
(Miki v cols., 1993) y ras-GRF (Shou v cols., 1992). Por lo tanto, la presencia del
dominio dbl en la secuencia de la proteina cph convierte a esta tltima en un claro
candidato a pertenecer a la familia de proteinas reguladoras de GTP-asas mediante su
capacidad intercambiadora de GDP/GTP.

Sin embargo, la sola presencia de esta secuencia consenso definida como domino
dbl no es suficiente para demostrar su actividad como GEF sobre ras, circunstancia
recientemente demostrada por Bustelo v cols., (1994) para el oncogén vav. Si bien la
cooperatividad descrita entre el oncogén c¢ph v ras apoya la hipotesis de que ambos
participen en la misma ruta de sefializacion, la verdadera definicién de ¢ph como un
gen implicado en la regulacion de la superfamilia de proieinas ras requiere la
demostracion de la capacidad funcional de su proteina. Este y otros objetivos
constituyen las lineas de continuidad del presente provecto, encaminado finalmente a
definir la funcion biolégica de este nuevo gen en el complejo entramado de genes

reguladores de la proliferacion celular,
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Conclusiones

- Partiendo de una linea celular transformada quimicamente con 3-metilcolantreno ha
sido aislada una secuencia transformante capaz de producir la conversion neoplasica de
fibroblastos NIH/3T3 mediante transfeccion. El aislamiento de esta secuencia
transformante ha sido realizado mediante la aplicacion de técnicas de rescate cosmidico

a partir de una genoteca de transfectantes del segundo ciclo.

- Mediante la secuenciacion de regiones transcripcionalmente activas se ha determinado
que la secuencia transformante clonada en el césmido C-5 es un gen no descrito hasta
la fecha. En consecuencia, ha sido denominado como el oncogén cph, utilizando las
iniciales del sistema experimental que permitio su deteccion (" Carcinogenic Progression

in Hamster cells”)

- El cosmido portador del oncogén cph es capaz de provocar la transformacion de
fibroblastos NIH/3T3 mediante transfeccién. Este oncogén posee ademas un efecto
sinergistico con el oncogén H-ras resultante en un aumento en la capacidad

transformante de ambos oncogenes cuando son transfectados en combinacion.

- Secuencias homologas al oncogén cph de hamster han sido detectadas en la escala
filogenética en distintas especies de levaduras, roedores y humanos, demostrando su

alto nivel de conservacion evolutiva.

- Mediante ¢l analisis de una genoteca de ADNc de la linea celular 81C39 ha sido
clonado el primer ADNc derivado del locus gendmico ¢ph. Este ADNc posee una pauta
de lectura de 740 nucleotidos capaz de dirigir la sintesis de una proteina de un peso
molecular de 26 kDa. La existencia de esta proteina ha sido confirmada mediante

transcripeion y traduccion "in vitro”.
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- L.a secuencia de aminoacidos deducida de la proteina cph posee una homologia parcial
con el producto del oncogén dbi, concretamente con una regidon de €ste caracterizada
como "dominio dbl”. El hecho de que ¢l dominic dbl haya sido definido para un grupo
de proteinas con funcion reguladora de las denominadas proteinas con capacidad de
unién a GTP convierte a cph en un posible miembro de la familia de proteinas

reguladoras de GTP-asas.
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