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INTRODUCCIO

1. GENS RAS

Els gens ras es van identificar com els elements genétics transformants de dos
retrovirus que indueixen la rapida formacié d’un tumor en els animals infectats: les
soques Harvey i Kirsten del virus del sarcoma de rata (1-5). Treballs posteriors van
demostrar que aquests principis transformants (oncogens ras) eren versions mutades de
gens cel-lulars (proto-oncogens) transduits pels virus durant la seva replicacio (4). Més
tard els oncogens ras van ser aillats d’humans (6). Aquests oncogens humans van induir
experimentalment tumors en animals (7,8) i van ser capagos de transformar linies
cel-lulars immortalitzades de manera dominant després de la transfeccio (7,9).

S’han identificat en mamifers tres gens ras funcionals (H-ras, K-ras 1 N-ras;
aquest ultim aillat d’una linia de neuroblastoma i no trobat en virus) que codifiquen
proteines similars (tota la seqiiéncia és practicament idéntica, menys un domini
hipervariable a la zona C-ter) de 21 Kda, que s’expressen ubiquament sota un promotor
housekeeping. El gen K-ras codifica dues proteines isomorfiques; K-ras A (c-DNA 687
pb) 1 K-ras B (c-DNA 565 pb) que son generades per splicing alternatiu del quart exo
codificant (10); només varien també en la zona C-ter. K-ras B s’expressa ubiquament
(com H-ras,N-ras), en canvi K-ras A només s’expressa en 1’embriogenesi (11).

Aquestes proteines es troben ancorades a la part interna de la membrana
plasmatica, la hidrofobicitat els hi ve donada per una prenilacié post-translacional; la

uniod de les proteines ras a la membrana és indispensable per la seva funcio.

1.1. Activitat bioquimica

Les proteines codificades pels gens ras son GTPases petites implicades en la
transmissio de senyals de tirosin quinases de la membrana cel-lular a una cadena de
serin-treonin quinases citoplasmatiques que transmeten la senyal al nucli cel-lular
(12,13). La funci6 de ras esta regulada per varies proteines que controlen les

fluctuacions entre les formes activesi inactives d’aquesta, depenent dela unio al
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nucleotid de guanina (GTP activa 1 GDP inactiva) (13,14). Aquesta via de transduccio
de senyals regula la proliferaci6 cel-lular i la diferenciacié (15,16) i1 ras seria

I’interruptor molecular d’aquestes vies.

Les proteines Ras uneixen GTP 1 GDP amb una afinitat molt elevada (17,18) i
tenen una activitat GTPasica (d’hidrolisi de GTP) intrinseca molt baixa (19,20). La
forma unida a GTP (Ras-GTP) és activa en la senyalitzaci6, mentre que unida a GDP
(Ras-GDP) és inactiva. Aquesta activacid s’associa a un canvi de conformacié en la
regio efectora que porta a la transduccid de senyal a una diana per sota de Ras (21). Ras-
GTP ¢és transformat a Ras-GDP per I’activitat hidrolitica de ras i les seves proteines
reguladores (Figura 1). Ras-GDP ¢és transformat en Ras-GTP per un procés de canvi
controlat per la velocitat de dissociaci6 de GDP de Ras. La ra¢ entre Ras-GTP i Ras-
GDP esta determinada per la concentracio relativa intracel-lular de nucleotids de
guanina (la de GTP és molt més alta que la de GDP) i ’activitat catalitica de dues
classes de proteines que regulen Ras; les proteines activadores de I’activitat GTPasica
(GAPs), com GAP o NF1 (22,23) i els factors intercanviadors de nucleotids de guanina
(GEFs 6 GDS) com SOS o Ras-GRF (24,25) (Figura 1).

ACTIU

A 4
SENYAL

INACTIU

Figura 1. Activacio de la proteina Ras
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1.2. Estructura de la proteina Ras

La proteina Ras esta formada per 188 aminoacids. S’han identificat un minim de
tres dominis funcionals diferents de Ras:

1) El domini d’unio a nucleotid de guanina, que inclou un motiu d’aminoacids
caracteristic que comparteixen les proteines que uneixen el y—fosfat del nucleotid de
guanina, el llag P. En Ras el llag P compren els residus 10-17 i en ell es troben els
residus de Gly (glicina) 12 1 Gly 13, importants en la transformacié neoplasica. 2) Un
domini catalitic, que s’encarrega de la hidrolisis del GTP. 3) Un domini efector, que
compren els aminoacids amb els que interaccionen els diferents efectors de la proteina,
donant pas a les activitats biologiques de Ras (26). L’estudi de Ras unit a un analeg no
hidrolitzable de GTP o unit a GDP, revela que ’estat actiu 1 no actiu de la proteina
mostren diferéncies conformacionals induides per la interacci6 amb el y—fosfat. Les
diferéncies més significatives es localitzen en dues regions anomenades Switch I 1 II
que interaccionen amb els efectors downstream (per sota) de Ras. Es van anomenar
switch perqué serien com els interruptors que fan possible, amb el seu canvi de
conformacid, que s’activin les vies de senyalitzacié mediades per Ras. La regié Switch
I inclou els residus 30 a 38, al segon llag de la proteina i la regi6 Switch II comprén els
residus 60 a 76 que inclou el llag L4 de la proteina on es troba el residu Gln 61 (27),

tamb¢ important en la transformacié neoplasica (Figura 2).

Figura 2. Estructura de la proteina Ras wild type; figura adaptada de Monaco R. et al,
J Protein Chem 1995; 14(6):457-466.
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1.3.Vies de transduccio de senyal

Ras €s un punt de convergencia de moltes vies de senyalitzacid que provenen de
diverses senyals extracel-lulars com factors de creixement, citoquines, hormones i
neurotransmissors que estan mediades per diferent tipus de receptors de tirosin quinasa
(PDGFr, EGFr, receptors de citoquina...)

El complex activat Ras-GTP transmet aquest senyal interaccionant amb les
proteines diana o efectors de Ras (28), aquestes inicien vies bioquimiques que regulen
diversos processos cel-lulars com la progressio del cicle cel-lular, I’apoptosi, canvis en
el citoesquelet i 1’adhesio cel-lular, unions cel-lula-cél-lula, transcripcié i1 translacio

(Figura 3).

SEK | ’

\ \
\\ \\
<

|INK |

\
\

Fig 3. Vies de senyalitzacié intracel-lular mediades per Ras i els seus efectors;
adaptat de Malumbres M et al. Frontiers in Bioscience 1998; 3, d887-912.
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1.3.1. Via de Raf i MEK/Erk

La via iniciada per Raf és una de les rutes bioquimiques distals a Ras més
estudiades perque Raf va ser la primera proteina identificada com a efectora de Ras
(29-32). Ras-GTP uneix Raf-1 que s’activa fosforilant MEK (33,34) que a la vegada
activa les quinases p42 i p44 MAPK/Erk (35-38) (Figura 3). Aquestes a diferéncia de la
resta, tenen diversos substrats: p98ribosomal Sé6quinasa, cPLA2, PHAS-1 (39) i Rsk
(40) un altre Ser/Thr quinasa que té com a substrats moltes quinases i factors de
transcripci6 com Elkl (6 TCF), la seva fosforilacid6 permet la seva activitat
transcripcional que porta a la inducci6 de la transcripcid del proto-oncogen c-fos (41).

Aquesta via, molt ben caracteritzada, esta involucrada en varis processos
cel-lulars dependents de Ras com ara la progressio del cicle, la regulacié de 1’apoptosi i

la transcripci6 de gens (28).

1.3.2. RalGDS i la via de Ral

RalGDS es un efector de Ras (42-45) 1 a la vegada un factor intercanviador de
nucleotids de guanina de Ral. Possibles dianes de Ral son les GAPs de cdc42/Rac i la
fosfolipasa D (Figura 3), lligant aixi aquesta via amb el trafic de vesicules a Golgi i amb

el control del citoesquelet.

1.3.3. Via de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K)

PI3K catalitza la fosforilacié de fosfatidilinositol (4,5)-bifosfat (PtdIns[4,5]P,)
per esdevenir fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat (PtdIns[3,4,5]P3;) en resposta a varis
factors de creixement i citoquines. Ras uneix i activa la subunitat catalitica pl110a de
PI3K. PI3K i els seus productes actuen en vies de control de proliferacié cel-lular,
superviveéncia cel-lular i canvis metabolics. A través de PKB/AKT transmet un potent
senyal de supervivéncia (28). També PI3K pot ser un lligand entre Ras i les GTPases

Rho a través de Rac tot induint canvis al citoesquelet (46) (Figura 3).
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1.3.4. MEKK]1 i la via de JNK

MEKKI1 ¢és un altre efector de Ras. Activa a la JNKK que a la vegada activa les
JNK/SAPKquinases (47,48) (Figura 3). Les JNKs regulen c-Jun i ATF-2 (CRE-BP1),
que resulta en un augment de transcripcié de diversos gens diana (49). No esta clar com
regula Ras a MEKK1.

L’activitat de JNK també esta estimulada per Raf, produint un entrecreuament
entre les vies de diferents efectors de Ras (50). Recentment s’ha vist que Ras i Raf
activen al factor de transcripcié NF-kB (51), probablement a través de la estimulacié de

les INKs depenent de Raf (51).

1.3.5. GAPs

Algunes observacions impliquen les proteines activadores de GTPases (GAPs),
com a efectors del sistema de Ras a la vegada que actuen com a reguladors negatius

(52,53) (Figura 3).

1.3.6. Altres efectors de Ras

S’han identificat altres possibles efectors perque s’uneixen a la forma activa de
Ras pero la seva funcid encara no esta ben estudiada. Entre ells PKCC que sembla
lligada amb la inhibici6 de 1’apoptosi mitjancant Ras a través de NF-kB (54) (Figura 3).
AF6 1 Canoe semblen lligats amb les interaccions especifiques cel-lula-cél-lula i per

ultim Rinl i Norel, no se sap quina funcio tenen (55,56) (Figura 3).

1.3.7.Senyalitzacio via integrines

Les integrines son una familia de receptors d’adhesio de proteines de matriu
extracel-lular. Les integrines a la vegada generen senyals que influencien en una gran
varietat de funcions cel-lulars com la migracio, la proliferacié i 1’apoptosi. S’han
caracteritzat moltes vies de senyalitzaci6 downstream de les integrines, entre elles la de

la quinasa d’adhesio focal (FAK). S’ha descrit que les vies de senyalitzacid de les
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integrines comparteixen elements en comu amb la cascada de transduccidé de senyal de

Ras (57).

Un cop introduits l’estructura, I’activitat bioquimica, vies de transduccio de senyal i
processos en els que s’implica la proteina Ras, es passa a descriure el procés tumoral i
el paper dels gens ras en tumorogenesi mitjancant l’estudi de models in vitro, in vivo i

en tumors humans.

2. EL CANCER

2.1. Tipus de tumors

El cancer és un grup de malalties caracteritzades pel creixement excessiu i
descontrolat de cel-lules que invaeixen teixits i oOrgans, provocant finalment, sino
s’eradica, la mort de I’individu (58).

La majoria dels tumors (85%) deriven de cel-lules epitelials 1 s’anomenen
carcinomes (colon, pulmd6, mama, pancreas...). A un tumor benigne epitelial se
I’anomena adenoma i al corresponent tumor maligne adenocarcinoma. El prefixi adeno
es refereix a 1’epiteli secretor, mentre que escamos es refereix a 1’epiteli de recobriment
(58). Un 5% son leucemies, (medul-la oOssia) 1 un altre 5% son limfomes (ganglis,
melsa), tots dos originats en cel-lules de la sang i per ultim neuroblastomes 1 gliomes
originats en c¢l-lules del sistema nervids. El 2% restant el composen els sarcomes,

derivats del teixit mesenquimatic (teixit ossi, cartilag, mtscul...).

2.2. El procés tumoral

A continuacié es descriu el procés tumoral fent émfasi en 1’alteracid dels

processos de proliferacio 1 d’apoptosi 1 el paper que els gens ras juguen en aquests

Pprocessos.
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La tumorogénesi en humans és un procés de multiples passos que reflexen
alteracions genétiques que porten a la progressiva transformacio de les cel-lules
humanes normals en altament malignes. En principi, totes les cél-lules d’un tumor
deriven d’una sola c¢l-lula, els tumors tenen origen monoclonal; tot i que €s possible

que aixo no sigui cert en tots els casos.

El procés de formacio a partir d’una cel-lula implica ’acumulacié successiva
d’alteracions als gens durant anys, fins que es fan aparents. Una sola mutacié no
provoca I’aparicidé d’un tumor, es necessita I’acumulacié de varies mutacions en
diferents gens, perque¢ una cel-lula pugui créixer formant un tumor. Durant aquest
procés evolutiu, aquelles cél-lules que van adquirint alteracions al seu material genétic
que els proporciona avantatge de creixement, van sent seleccionades i seran finalment
majoritaries. Aixo és possible perque malgrat el seu origen monoclonal les cel-lules
canceroses son inestables genéticament i, aixo els permet acumular més alteracions tot
induint la posterior heterogeneitat que es troba als tumors. Aquesta inestabilitat
comengaria quan no funcionen adequadament les senyals d’alarma interna que indiquen
la preséncia d’errors en la duplicacio i segregacié de la informaci6 genética que encara

augmenten més, en crear clons més agressius, la malignitat de les cel-lules (59).

El cancer és el resultat de dos processos successius: el creixement descontrolat
d’un grup de cel'lules denominat tumor o neoplasia i la posterior adquisicié per
aquestes cel-lules de capacitat invasiva que les permet escapar del seu lloc natural a
I’organisme i colonitzar i proliferar en altres teixits o Organs, procés conegut com

metastasi. (58)



Introduceio

2.3. Alteracions de la fisiologia cel-lular que porten al creixement tumoral

Existeixen alteracions essencials en la fisiologia de la cel-lula que, quan es

donen conjuntament, porten al creixement tumoral (60):

2.3.1. Desregulacio de la proliferacio

Adquisiciéo d’independéncia als senyals mitogénics exogens de creixement.
Les cél-lules normals requereixen de senyals de creixement mitogenics exogens abans
de passar d’un estat quiescent a un estat proliferatiu actiu. En canvi, les cé¢l-lules
tumorals redueixen molt aquesta dependeéncia dels estimuls exogens, probablement
generant els seus propis senyals de proliferacid. Aquest fet, provoca el creixement
descontrolat del teixit. Un exemple de mecanisme per aquesta adquisicid, seria
I’activacio dels oncogens, com ras o la sobreexpressio de receptors per a factors de

creixement, com ¢l EGFr.

Adquisicié d’insensibilitat als senyals antiproliferatius. En un teixit normal,
hi ha multiple senyals antiproliferatius que intenten mantenir la quiesceéncia cel-lular i
I’homeostasi del teixit. Aquests senyals poden bloquejar la proliferacié mitjancant dos
mecanismes. Les cél-lules poden ser for¢ades a sortir del cicle proliferatiu actiu per
entrar en Go, estat del que pot tornar a sortir quan els senyals extracel-lulars ho indiquin.
Alternativament, es pot evitar la proliferacio cel-lular induint I’entrada en estats
postmitotics, usualment associats a 1’adquisici6 de trets especifics de diferenciacio.

La resposta de la cel-lula a aquest senyals antiproliferatius esta mediada pels
mecanismes de control del cicle cel-lular. Les cé¢l-lules tumorals evadeixen aquesta
resposta perque es produeixen canvis en la regulacié del cicle que fan que s’ignorin els
controls que s’encarreguen de la restricci6 de la proliferacid. Un exemple de mecanisme
per aquesta adquisicid, seria la manca de resposta cel-lular al senyal antiproliferatiu de
TGFB per la pérdua i/o mutacié d'alguns dels seus mediadors en la transmisio de

senyals (mutacions truncants a TGFbeta R-II o pérdua en homozigosis de Smad4).
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Cicle cel-lular

El procés de reproduccid de la cel-lula es denomina cicle cel-lular. Es troba
dividit en quatre fases (Figura 4).

La Fase G1, ¢s la fase d’interval que segueix a una divisio cel-lular, prévia a la
replicacié de DNA. La c¢l-lula augmenta de volum degut a la sintesis continua de
components. Existeix un punt de control anomenat punt de restriccio R, on decideix si
es donen les condicions adequades per comencar la sintesis de DNA.

La Fase Go, ¢s la fase on es troben les cel-lules que paren la progressio del cicle
a G1 1iresten en repos sense augment de massa per un temps indefinit.

La Fase S, és la fase de sintesi de DNA.

La Fase G2, ¢s la fase d’interval que precedeix a la fase de divisid cel-lular.
Existeix el segon punt de control G2-M, on la cel-lula comprova si la replicacié ha estat
correcta.

La Fase M, és la fase de Mitosi, els cromosomes es separen i la cel-lula es
segrega en les dues cel-lules filles. Es troba 1’altim punt de control M, on es comprova

I’alineacio correcta dels cromosomes que precedeix a la separaci6 (58).

Reguladors del cicle cel-lular

Les ciclines son proteines que regulen a les quinases que coordinen els processos
de control del cicle cel-lular (CDKs). Les regulen per associacié reversible, que fa que

la concentracio6 de ciclines sigui critica en el desenvolupament del cicle.

La Ciclina D1, és la ciclina de I’etapa G1, esta implicada en la regulacio del
punt de restriccio.

La Ciclina B1, és la ciclina mitdtica, esta implicada en el punt de control
mitotic.

El PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), és una subunitat de la DNA
polimerasa 0 a la que s’uneixen inhibidors de cicle per regular la sintesis de DNA (58)

(Figura 4).
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Punt de
control M

Punt
restriccio

Punt de
restricciéo R

Figura 4. Esquema de les fases del cicle cel‘lular i
alguns dels seus reguladors

2.3.2. Adquisicio de resistencia a l’apoptosi

L’habilitat de la poblacié de cél-lules tumorals per expandir-se no només esta
determinada per la velocitat de proliferacio cel-lular sind també per la velocitat de mort
cel-lular. L’apoptosi, mort cel-lular programada, representa la principal causa de mort
cel-lular en organismes normals. L’homeostasi en qualsevol poblacio cel-lular o teixit
requereix un equilibri entre la proliferacio6 cel-lular i la mort cel-lular, que la velocitat de
mort 1 creixement siguin iguals.

Al llarg dels darrers anys ha quedat clar que 1’adquisici6 de resisténcia a aquesta
mort apoptotica és essencial per la formacio dels tumors. Un exemple de mecanisme per
aquesta adquisicio, seria la perdua d’expressi6 del gen supressor de tumors p53.

L’acumulacié d’una poblacié de cel-lules anormals (neoplasia), pot estar
originada per una proliferacié descontrolada o una inhibici6 de la mort, que fa que
I’homedstasi es desequilibri i es produeixi un augment de la poblacio.

Malgrat aixo, l’estudi dels tumors humans induits per ras, es centren
fonamentalment en la proliferacié 1 no es t€ en compte 1’apoptosi, quan veiem que
aquesta €és molt important en el procés tumoral i en la prediccié de com evolucionara el
tumor. Aixi, el cancer s’origina perqué es dona una anormalitat en la proliferacié i/o

mort cel-lular que provoca un creixement tissular descontrolat.
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Apoptosi

Apoptosi és un terme descriptiu pel fenotip que presenten les cél-lules on es
déna mort cel-lular programada. La mort cel-lular per apoptosi t¢ dues fases: a la
primera, les cel-lules reaccionen davant un estimul (o a la seva abséncia) decidint iniciar
el procés de mort, a la segona o execucio, les cel-lules pateixen una série d’alteracions
estructurals que condueixen a la mort. En aquesta fase es produeix una disminuci6 de
I’adhesio cel-lular 1 els contactes intercel-lulars, reduccié del volum cel-lular 1
condensacid de la cromatina. La membrana cel-lular no esclata, sind que es formen els
cossos apoptotics, constituits per trossos de citoplasma rodejats de membrana. Per
I’execuci6 de ’apoptosi €s essencial 1’activacié d’uns enzims que degraden proteines
(caspases) (Figura 5), que es sintetitzen com proenzims inactius, les principals son les
caspases 8, 9, 71 6. També¢ cal I’activacié d’uns altres enzims que produeixen talls al
DNA (nucleases). Com no es produeix alliberaciéo de material cel-lular al medi, no es
dona resposta inflamatoria (58).

La familia de Bcl-2, és important en la regulacié del procés apoptotic (Figura 5).
La constitueixen un conjunt de proteines entre les que destaquen les anti-apoptotiques
Bcl-2 1 Bel-XL i les pro-apoptotiques Bax, Bad, Bak i1 Bid (61,62). Formen homo i
heterodimers entre ells i regulen I’alliberacié del citocrom C de la mitocondria al

citoplasma, que activa les procaspasa 9 i inicia el procés apoptotic (63).

Reduccio

3 ©J Bel-2iBelxL volum cel-lular

m inactivats

Citocrom C Condensaci6
Senyals ‘ —_— cromatina
8 supervivéncia Bal2 o
extracel: lulars Q m BelxL
J_ J_ Degradacié
del DNA

Iniciadors

apoptotics centrals 6

Proenzim
caspases
inactivat

Figura 5. Model del mecanisme central de I’apoptosi;
adaptat de Vogelstein B et al.The genetic basis of human cancer; 1998:196.
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2.3.3. Adquisicio de potencial replicatiu il-limitat

Degut a I’origen monoclonal dels tumors, aconseguir les grans poblacions de
cel-lules que els constitueixen no seria possible si aquestes cél-lules no poguessin
créixer il-limitadament. Les cél-lules normals tenen un programa autonom que limita la
seva multiplicacid. En arribar a cert nimero de passis les cel-lules deixen de créixer, en
un proces anomenat senesceéncia.

En els ultims anys s’ha descobert que pel desenvolupament d’aquest procés ¢€s
limitant la llargada dels telomers, la part final dels cromosomes. En c¢l-lules normals els
telomers es van escur¢ant a mesura que les cel-lules es van multiplicant. El tamany
d'aquests telomers és fonamental per provocar el procés de senescencia. Les cél-lules
tumorals evadeixen aquest procés mantenint la llargada dels telomers (anomals perod

viables); 1 aix0 les permet dividir-se il-limitadament.

2.3.4. Adquisicio d’angiogenesi sostinguda

El procés de creixement de nous vasos sanguinis s’anomena angiogénesi. Les
cel-lules tumoral cal que adquireixin aquesta habilitat si volen aconseguir un creixement
tridimensional identificable. La vascularitzaci6 de les masses de c¢l-lules canceroses €s
essencial per la seva supervivencia, perque a través dels vasos sanguinis arriben els
nutrients 1 1’oxigen necessaris per mantenir la funcié cel-lular. Un exemple de
mecanisme per aquesta adquisicio seria la elevada expressio6 de molécules
proangiogeniques com VEGF (vascular endotelial growth factor) per part de la cel-lula

tumoral que indueix la proliferacio i la motilidad de les c¢l-lules endotelials.

2.3.5. Adquisicio de capacitat d’envair teixits i de metastasi

Durant el desenvolupament de la majoria dels cancers humans, el tumor primari
envaeix els teixits adjacents 1 després colonitza llocs distants a 1’organ d’origen.
Aquests assentaments distants, anomenats metastasi, son la principal causa de mort en
els cancers humans. El mecanisme d’adquisici6 de la capacitat d’invasi6 i metastasi esta
relacionat amb 1’adquisicié de determinats circuits de regulacid i mecanismes

moleculars que governen aquests complicats processos.

13



Introduccio

L’adquisici6 d’aquestes propietats ¢€s essencial creixement tumoral 1 el

desenvolupament de la malaltia (Figura 6).

Capacitat adquirida
Independencia senyals de creixement

Insensibilitat senyals antiproliferatius

Resistencia a I’apoptosi

Potencial replicatiu il-limitat

Angiogenesi sostinguda

LD 20N

A Invasi6 de teixit i metastasi

Figura 6. Alteracions de la fisiologia cel-lular que porten al creixement tumoral;
adaptat de Hanahan D et al.Cell 2000;100:57-70.

3. TRANSFORMACIO PRODUIDA PELS GENS RAS

3.1.Estudi de la transformacio cellular in vitro

La sensibilitat i facilitat de transformaci6 de les linies cel-lulars de fibroblast de
rosegadors, fa que sigui el sistema triat per 1’analisi de les alteracions del fenotip
transformant produit per diversos oncogens. En particular, la gran sensibilitat de la linia
cel-lular de fibroblast de ratoli NIH3T3 per la transformacio per 1’activacio de la via de
transducci6 de senyal de Ras i la seva facilitat per ser transfectades ha fet d’aquest

sistema cel-lular una de les eines més valuoses per la investigaci6 dels gens ras (64).

L’expressio de formes oncogeniques de les proteines Ras, a la vegada que la
sobreexpressio de la proteina Ras normal, porta aquestes conseqiiéncies a les cel-lules
NIH3T3. La transformacid maligna, s'associa en aquest sistema, a 1’adquisicid
d’algunes o totes de les segilients propietats: alteracions en la morfologia cel-lular,

augment de la velocitat de creixement, disminucié de la dependéncia a factors de
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creixement, augment de 1’activitat metabolica tal com el consum de glucosa, pérdua de
la inhibici6 del creixement depenent dels contactes cél-lula-cel-lula, alteracié de
I’expressio de gens relacionats amb la proliferacid, adquisicié de potencial de
creixement independent d’ancoratge i I’habilitat de formar tumors en animals
experimentals (65).

Com aquesta linia cel-lular preestablerta és immortal, en comptes de
completament normal, pot transformar-se com a conseqiiéncia de la introduccié d’un
unic oncogen perque conté cert nimero de mutacions d’origen. Aquesta caracteristica
té, com a contrapartida, una alta tendeéncia a la transformaci6 espontania (sobretot si es
deixen arribar a confluéncia), que pot tant emmascarar com sobreestimar els resultats
obtinguts (66). Per minimitzar aquest problema cal limitar el nimero de passis, per no
deixar temps a que es produeixi la transformaci6 espontania; a més cal evitar que arribin
a confluéncia. Aixo optimitza la reproductibilitat dels resultats d’assaigs independents.

Una limitacio d’aquest model és que aquestes cel-lules son d’origen fibroblast i
la majoria de cancers humans tenen origen epitelial. Cal doncs, tenir precaucié a I’hora
d’extrapolar les observacions en els assaigs amb NIH3T3 transformades a la situaci6 en

tumors humans (67,68).

3.2. Efectes de la transformacio in vitro per ras

La majoria d’estudis de la transformaci6 in vitro per ras, s’han fet transfectant
el gen transformant, estudiant els canvis que provoca a la cel-lula 1 com s’afecten
determinades vies, lligades amb 1’adquisici6 de les propietats de la transformacio
maligne. A continuacié es descriuen els fenotips observats per activacid a diferents
nivells de les vies downstream de Ras. L’activaci6 d’aquestes vies per separat no
provoca la transformaci6é complerta sind que és la cooperacio entre totes la que porta al

fenotip de transformacié per Ras:

3.2.1. Augment de la proliferacio cel-lular

L’activacio de Raf juga un paper molt important en la transformaci6é per Ras
(69,70). En activar-se constitutivament les ERKs es produeix una desregulacié de la

senyal mitogenica, augmentant la proliferacio cel-lular. Es produeix un escur¢gament del
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cicle cel-lular a la fase G1, associat a un augment d’expressio de la ciclina D1 (71).
L’activacio de RalGDS contribueix a mediar la transformacié per Ras, estimulant la
proliferaci6 cel-lular (72,73). Aquests efectes necessiten de cel-lules préviament
immortalitzades ja que Ras oncogénic pot tenir efectes antiproliferatius i induir parada

cel-lular i senescencia quan es transfecta en cultius primaris de fibroblast (74,75).

3.2.2. Resistencia a ’apoptosi

L’activacio de Ras s’ha relacionat amb la inhibici6 de I’apoptosi. L’activitat
antiapoptotica de Ras esta relacionada amb 1’activacié constitutiva de PI3K. La senyal
de supervivéncia de PI3K estaria mediada per AKT/PKB (76-78) que donaria proteccio
fosforilant i1 inactivant Bad, una proteina proapoptotica, produint-se un alliberament de
Bcl-2, proteina antiapoptotica (79,80) o bé activant el factor de transcripcié NF-kB que

també té efectes antiapoptotics (81)

Supervivencia cel.lular: PAKT.

Una de les alteracions fisiologiques cel-lulars que porten al creixement tumoral,
és 1’adquisicié de resisténcia a 1’apoptosis (60). La proteina AKT és clau en la
supervivencia cel-lular mediada per factors de creixement. S’activa per fosforil.lacio per
un mecanisme depenent de la PI3K. Aquesta, s’activa per 1’accid de varis estimuls com
els factors de creixement i la uni6 a substrat. L’AKT promou la supervivéncia cel-lular i
bloqueja I’apoptosi. Regula directament la maquinaria apoptotica a varis nivells que
inclouen els membres de la familia del Bcl-2, les caspases 1 la integritat de la
mitocondria. L’activacid constitutiva de la via PI3K/AKT és un dels principals

mecanismes d’adquisici6 de resisténcia a I’apoptosi en tumors humans.
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3.2.3. Canvis en la morfologia cel-lular

L’activacio constitutiva de PI3K esta relacionada (82) amb 1’augment de volum
cel-lular i formacio de filopodia i lamelipodia. La filopodia és I’adquisicié de diversos
apendix estrets 1 la lamelipodia 1’adquisicid6 d’una sol apeéndix més gran tots dos
relacionats amb el moviment cel-lular;. Aquest canvis, quan estan provocats per Ras,

(83) estan associats a canvis en els nivells de cdc42, Rac i Rho (84-87).

3.2.4. Pertorbacio dels contactes cél-lula-cél-lula

L’efector AF6 sembla relacionat amb la pertorbacié dels contactes cel-lula-

cel-lula produida per la transformacié per Ras (88).

Contactes cél-lula a cél-lula.

En condicions normals, les c¢l-lules epitelials estan fortament interconectades a
través de diferents estructures d’uni6. Actualment s’accepta que la formacid i
preservacio adequada de les unions intercel-lulars es imprescindible per al manteniment
de la diferenciacio de les cel-lules epitelials i que la seva desestabilitzacid facilita la
desdiferenciacid6 i la adquisicio de capacitat invasiva (89).

La E-cadherina, que es troba en la unions adherents de les cél-lules epitelials, €s
essencial per el manteniment de les unions cel-lula a cel'lula. Es tracta d’una
glicoproteina transmembrana d’adhesié que estableix unions amb molécules de E-
cadherina de c¢l-lules veines (90,91). Per tal de que la E-cadherina estableixi unions
c¢llula a cel'lula fermes ha de formar un complex, a través del seu domini
citoplasmatic, amb la a o B-catenina. Aquestes la connectaran amb els microfilaments
d’actina via la B-catenina (90). La disrupcié dels complexes E-cadherina-catenina

causen la perdua d’adhesi6 cel-lular.
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3.2.5. Augment de la capacitat de créixer en suspensio

Les cel'lules transformades per Ras poden sobreviure en abséncia d’adhesio a
substrat. Ras, inhibeix 1’anoikis provocada per 1’abséncia d’adhesio. FAK és una peca

clau en aquesta senyal aberrant de supervivencia a través de via PI3K/AKT (92-94).

Contactes cél-lula-matriu extracel-lular

Les cél-lules no transformades necessiten la unié a la matriu extracel-lular, en
condicions fisiologiques normals, per poder sobreviure. La pérdua de contacte de la
cel-lula amb la matriu extracel-lular pot desencadenar mort cel-lular per apoptosi, que
quan es produeix per la pérdua d’adhesié s’anomena anoikis.

La majoria de cel-lules transformades poden sobreviure en abseéncia d’adhesi6 a
substrat, aixo els confereix un fenotip més agressiu, perque adquireixen la capacitat de
poder circular pel vasos sanguinis, crucial en el proses metastasic.

L’expressio constitutiva de FAK, permet evadir aquesta dependéncia al substrat,
tot donant capacitat de creixement en suspensio a les cél-lules a través d’un senyal de
superviveéncia (95,96).

Senyal de supervivéncia de FAK

Les unions focals uneixen la matriu extracel-lular amb el citoesquelet de
filaments d’actina a través d’unes proteines situades a la membrana cel-lular, les
integrines. Una de les proteines associades a les integrines ¢és la FAK (Focal adhesion
Kinase), una tirosina quinasa que regula les adhesions focals. La unié de les integrines a
proteines de la matriu extracel-lular provoca ’activacié de FAK per fosforilacio en
tirosina (97), i la conseqlient activacid de vies mitogeniques de les MAPK a través de
ras, de les JNK quinases i de vies de supervivéncia i prevencié de I’apoptosi (98). En
aquest sentit, s’ha descrit que FAK ¢és un dels principals reguladors upstream de la via
PI-3K/AKT. La uni6 de les cel-lules a la matriu extracel-lular indueix ’associaci6 de la
subunitat p85 de la PI3K a la FAK, activant I’AKT (92), i per tant el seu senyal de

superviveéncia cel-lular.
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Augment de la proliferacio

Canvis en la morfologia

Pertorbacio contactes cel-lula-cel:lula

Augment capacitat creixement en suspensio

/] \

Resisténcia a ’apoptosi

Fig 7. Efectes de la transformacio in vitro per ras

Encara manca el coneixement de com influeix 1’activacio dels altres possibles

efectors en la transformacio6 per Ras i a través de quines dianes.

3.3. Estudi de la tumorogénesi in vivo

Usualment, per fer estudis de capacitat tumorogénica de ce¢l-lules transformades
s’utilitzen animals immunodeficients com els ratolins atimics (99). Els ratolins atimics o
immunodeprimits (Swiss/Nu/Nu) presenten una mutacido autosdOmica recessiva amb
efectes pleotropics entre els que destaca la immunodepressié (100). Presenten una falta
de resposta immune secundaria mitjangant anticossos, que fa que puguin acceptar

cel-lules tumorals heterologues en alguns casos.

El metode més utilitzat per avaluar la capacitat tumorigeénica de cel-lules és la
injeccid subcutania. Aquesta consisteix en injectar les cel-lules tumorals en 1’espai que
hi ha entre la pell i el dors muscular de I’animal. Permet estudiar la capacitat de formar
tumors solids 1 seguir la seva cinética, perdo no la capacitat metastasica, perque en

creixement subcutani aquest procés esta inhibit (101-104).

A T’hora d’extrapolar resultats s’ha de tenir en compte que aquest és un model
animal 1 a més, ectopic: el tumor creix en un entorn que no ¢s el del seu organ d’origen
natural. En el model d’implantacié ortotopica es dipositen les cel-lules en 1’0rgan del
que deriva el tumor perd presenta més complexitat técnica i s’utilitza molt menys per

estudis de tumorogenesi.
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3.4. Capacitat tumorogenica de ras

La transfeccid de fibroblast amb el gens K-ras (105), N-ras (106) i H-ras (107)
mutats i la seva posterior injeccid subcutania produeix tumorogenesi en ratolins atimics.
La tumorogénesi provocada per la sobreexpressio del proto-oncogen ras no ha sigut
gaire estudiada en ratolins atimics. Perd en alguns treballs s’ha vist que la
sobreexpressio del gen ras wild type també produeix tumorogeénesi perd amb un grau de
malignitat més baix que 1’oncogen (108). Injectant les cel-lules transformades per ras en

la vena de la cua, s’indueixen tumors amb un patr6 de metastasi al pulmo (108-110).

3.5. Activacio de ras en tumors humans

L’activacio de les diferents formes de ras en tumors humans succeeix a través de
mutacions puntuals en els codons 12, 13 o0 61 que porten a un canvi d’aminoacid en una
regid critica de la proteina (llag P i llag L4) que fa que la proteina quedi
constitutivament activa (111,112). Aquest canvi altera la funci6 reguladora de la
proteina i predisposa a la cél-lula a un creixement descontrolat.

Tenen una gran importancia en patologia humana ja que la mutacio en el gen ras
¢s lalteracié més freqlient trobada en oncogens (gens que al mutar originen proteines
amb funci6 alterada que estimulen el creixement o la invasivitat cel-lular).
Aproximadament el 30% dels tumors humans contenen al-lels mutants de ras. La
prevaléncia de les mutacions 1 el gen ras activat varia molt segons el tipus de tumor
analitzat (113) (Taula 1).

Les mutacions en el gen K-ras son les més importants clinicament. Hi ha una
alta freqiiencia d'alteracions a tumors del pancreas exocri i de via biliar. Aquesta
incidéncia també¢ és important a tumors de colon 1 seminomes. El gen N-ras es troba
mutat en leucemies agudes 1 el gen H-ras en carcinoma de bufeta (113) (Taula 1).
També s’ha trobat sobreexpressio de la proteina Ras wild type en diferents tumors

humans (114-116) pero aquest ha estat un tema molt menys estudiat.
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Tipus tumoral

Gen ras activat

Incidéncia (%)

Adenocarcinoma pancreatic
Colangiocarcinoma
Carcinoma tiroidal
Carcinoma colorectal
Seminoma

Carcinoma endometrial
Adenocarcinoma pulmonar
Queratoacantoma de pell
Sindrome mielodisplasic
Leucemia mieloide aguda
Leucémia limfoide aguda
Melanoma

Carcinoma de bufeta

K-ras
K-ras
H-,N-,K-ras
K-ras
N-,K-ras
K-ras
K-ras
H-ras
N-ras
N-ras
N-ras
N-ras

H-ras

90%

90%

60%

40%

40%

40%

30%

30%

25%

25%

20%

15%

10%

Taula 1. Freqiiéncia d’activacio dels gens ras en diferents tipus de tumors;
adaptat de Rodhenius S. Cancer biology 1992;3:241-247.

4. ASPECTES DIFERENCIALS SEGONS EL CODO MUTAT EN ELS

GENS RAS O LA SOBREXPRESSIO DE LA PROTEINA NORMAL

Molts estudis de la transformacié oncogeénica de ras tracten de manera

equiparable les diferents mutacions puntuals (siguin localitzades al codo 12, 13, 59 o

61), atribuint-les, de fet, propietats similars (117,118). També es comparen les

alteracions en els gens H-, N- o K-ras de forma indistinta. Perd hi ha moltes linies

d’evidéncia que suggereixen que el potencial maligne de les cel-lules tumorals pot estar
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influenciat no només per la preseéncia o abséncia de mutacions a ras, sind també per la

naturalesa molecular d’aquestes i el gen en el qual estan.

4.1. Diferéncies fenotipiques associades a mutacions en un codo especific de

ras o a la sobreexpressio de la proteina normal

4.1.1. Les mutacions al codo 12 del gen ras son més transformants que al

codo 13 en sistemes in vitro

Les mutacions puntuals al cod6 12 dels gens ras sobn més transformants que al
codd 13 en experiments de transfeccid en fibroblast de ratoli. La capacitat transformant
in vitro es determina per la diferent capacitat de formacié de focus que tenen els
oncogens. La transformacié de cel-lules NIH3T3 amb el gen H-ras (119), K-ras (120) o
N-ras (121) mutats al cod6 12 confereix a les cel-lules un fenotip més transformant que
els corresponents mutats al cod6 13 (Taula 2).

En el cas d’H-ras, els estudis es van realitzar per mutagenesi del gen H-ras huma, amb
la seva posterior transfecci6. Es va observar que la capacitat d’induir focus del gen
mutat al codo 13 era fins a cinc cops més baixa que la mutacié al codo 12 (119). Pels
estudis de K-ras, es van transformar les cél-lules amb DNA de ratoli atimic amb
mutacid al codd 12 o 13 i es va observar un augment de la formacié de focus quan el
gen es trobava mutat al codo 12 (120). Per ultim, per N-ras, es va realitzar la transfeccio
de DNA de tumors de leucénmia aguda mieloide amb mutaci6 al cod6 13 i1 van veure
que tenien molt poca capacitat de formar focus, en comparacié a la mutacié al cod6 12
(121). Aixi podem veure, que els estudis més exhaustius respecte la diferent capacitat
transformant dels gens ras segons la posici6 del codd mutat, s’han realitzat més
extensament amb el gen H-ras, probablement per la més gran disponibilitat del plasmid
del gen H-ras en el moment (finals anys 80) en que es van realitzar la majoria d'aquests
experiments. El gen K-ras, va ser un dels que va costar més de clonar degut a que és el

gen ras meés gran.
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4.1.2. Les mutacions al codo 12 del gen ras estan associades amb increment

de l’agressivitat tumoral en carcinomes humans

La mutacio al codé 12 és més prevalent en estadis avangats de la malaltia i esta
associada amb fenotips tumorals més agressius, mentre la mutacié al cod6 13 és més
prevalent en lesions benignes o preneoplasiques (122-127). L’agressivitat tumoral,
referida a invasivitat local i capacitat metastasica, també¢ esta relacionada amb la posicid
del cod¢ afectat de ras en tumors humans (128) (Taula 2).

En D’adenoma colorectal coexisteixen multiples clons neoplasics diferents
genéticament, portant mutacions tant al codé 12 com 13. Els carcinomes, que
acostumen a ser genéticament més homogenis en el que es refereix a les mutacions en
K-ras, presenten una prevalenca més elevada de la mutacié al codd 12. Es possible
especular que la capacitat transformant més elevada d’aquesta mutacid porta a I’exitosa
expansio 1 seleccio dels clons que la contenen (127).

L’agressivitat més elevada de la mutacido de K- ras al codd 12 s’ha estudiat
basicament en carcinomes. Pero, 1’agressivitat relativa de les mutacions al cod6 121 13
¢s més dificil de determinar en tumors derivats de mesénquima, perqué en aquest
tumors les mutacions al codé 12 rarament ocorren. La preséncia de mutacions al codo
13 en tumors mesenquimals agressius (129,130), suggereix que la capacitat
transformant de ras varia segons el tipus cellular en el que ocorre. Aixi, les
observacions cliniques suggereixen que la mutacio al codé 12 de K-ras indueix un

fenotip tumoral més agressiu que les mutacions al codo 13 (Taula 2).

Fenotips Referéncies
In vitro Increment de la formacio de 119-121
focus

Augment del grau de malignitat

Augment de la invasivitat local 122-128

Clinica

Taula 2. La mutacid al cod6 12 de ras presenta un fenotip més transformant en sistemes
in vitro i carcinomes humans que la mutaci6 al codé 13
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4.1.3. Relacio entre la transformacio i el nivell d’expressio de Ras

L’augment d’expressio de la proteina Ras activada o wild type, augmenta la seva
capacitat transformant in vitro, conferint a la cél-lula un fenotip més agressiu. Aixi, és
important tenir en compte el nivell d’expressioé de la proteina Ras per estudiar la seva
transformacid. Les mutacions poc transformants de ras, requereixen més expressio de la
proteina per aconseguir uns nivells de transformacié similar al de les formes altament
transformants. En el cas de I’oncogen H-ras, que és el més estudiat, existeix un llindar
d’expressid per sobre del qual qualsevol mutacié o el mateix wt pot transformar les
cel-lules NIH3T3 (131-133). Les formes poc transformants (134) només poden produir
un fenotip plenament transformant quan s’aconsegueixen nivells molt elevats
d'expressio. Aixi, en totes aquestes observacions, les mutacions al cod6 12 del gen ras
presenten fenotips més transformants in vitro i en la clinica que les mutacions al codd

13, o que la sobreexpressio del proto-oncogen.

4.2. Diferéncies estructurals i funcionals induides per les mutacions

activants de ras

Les mutacions que activen els gens ras, no afecten les modificacions
posttranslacionals, ni canvien la seva localitzacié subcel-lular i la proteina continua
ancorada a la membrana (135). Per contra, es produeixen diferéncies estructurals en el
domini efector entre les formes oncogeéniques 1 la salvatge. Les proteines salvatges Ras
respecte els mutants presenten diferéncies significatives al llag L4 (Switch II) i en la
proximitat de la unié a y-fosfat (136) (Figura 8). Afinant més es veuen diferéncies
substancials en regions concretes que estan incloses al Switch 11 Switch II, i es troben a
llagos exposats, alguns dels quals estan involucrats en la funcié de la proteina Ras (137-
141) (Figura 8).

S’ha vist que espontaniament la forma salvatge de Ras podria adoptar la
conformacié de la forma activada perd, en ser inestable, es veu en baixa proporcio.
Aquesta conformacio, pero, explicaria perque la sobreexpressid de la proteina salvatge

donaria transformacio (141).
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Ras wt
Ras 12
Prpal canvis

estructurals

Figura 8. Comparaci6 de I’estructura de la proteina Ras wt i Ras mutada al cod6 12 (Ras 12);
figura adaptada de Monaco R. et al, J Protein Chem 1995; 14(6):457-466.

Els canvis estructurals que afecten les diferents oncoproteines de Ras alteren
I’afinitat d’interaccié de Ras amb els seus moduladors positius i negatius. Els mutants
de Ras deguts als canvis que presenten, violen els requeriments estérics o electronics
que calen per aconseguir la interaccié amb GAP, per tant es tornen insensibles a GAP
(142-144). GAP, accelera varis ordres de magnitud la baixa activitat GTPasica
intrinseca (145) de Ras. Els mutants insensibles a la seva acci6 no hidrolitzen GTP i la
proteina queda constitutivament activa. A més GAP, també s’ha descrit com un possible
efector de Ras (52,53). Per raons similars les proteines oncogéniques de Ras son també
insensibles a altres GAP especifiques com la neurofibromina (NF1) (146,147). Les
alteracions estructurals de les oncoproteines Ras també produeixen canvis en la
interaccid amb els seus activadors, els factors intercanviadors de nucleotids de guanina,
com Sos 1 Ras-GRF (148-151).

Malgrat aix0, els diferents efectes fisiologics observats entre els diferents
mutants de Ras, no es poden explicar només amb la insensibilitat als seus reguladors
positius o negatius. L’estudi de quines vies downstream de Ras s’activen
diferencialment segons el codé mutat portara a una millor comprensié del diferents
fenotips tumorals que presenten. I aixi, el coneixement del cod6 alterat podra millorar

I’estadiatge i la terapia dels tumors humans amb mutacio en ras.
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En aquest estudi hem emprat fibroblasts de ratoli per estudiar diferéncies de
transduccio de senyal i regulacio del cicle i de [’apoptosi per diferents mutacions en K-
ras. A continuacio introduim les caracteristiques histologiques, patologiques i
moleculars dels sarcomes de teixits tous que tenen rellevancia clinica ja que la
transformacio de fibroblast per ras indueix aquest tipus tumoral en el nostre model in

Vivo.

5. SARCOMES DE TEIXITS TOUS (STS)

Els sarcomes de teixits tous engloben un grup molt heterogeni de neoplasies que
deriven del teixit connectiu o muscular (teixits no epitelials extraesqueletics). Son
tumors poc freqiients, representant un 2% dels tumors humans i que presenten una gran
heterogeneitat. La superviveéncia als cinc anys en els no viscerals és d’un 60% (152).

Les mutacions en el gen K-ras juguen un paper en el desenvolupament dels sarcomes.

5.1. Tipus histologics

Segons la histologia; hi ha descrites més de 100 entitats diferents (153). Entre els
subtipus histologics de sarcomes de teixits tous més comuns es troben el fibrosarcoma i
I’histiocitoma fibrés maligne.

5.1.1. Fibrosarcoma

Es un tumor invasiu i maligne, molt comii en nens. Presenta una histologia de
cel-lules fusiformes amb patré de creixement uniforme, marcada atipia cel-lular,

col-lagen abundant i1 pseudocapsules distingibles (153). Presenta la caracteristica de ser

un tumor desdiferenciat (154) (Figura 9).
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Figura 9. Histopatologia del fibrosarcoma huma

5.1.2. Histiocitoma fibros maligne (M FH).

Es el sarcoma de teixit tou més comu en adults, és molt heterogeni en
morfologia 1 pronostic. Sén sarcomes de cel-lules fusiformes perd presenten molt
pleomorfisme. El llinatge d’aquestes ce¢l-lules neoplasiques s’ha discutit durant molts
anys, en un principi es pensava que derivaven d’histiocits. Darrerament hi ha evidéncies
que en realitat son fibroblasts.

Generalment, les cél-lules estan reordenades en forma estoriforme o patrd
“d’eixos radials" distribuint-se en radis curvats des d’un punt central. Les mitosi son
molt nombroses i també les zones amb necrosi (155-157) (Figura 10).

El MFH huma inclou tota una série de tumors que després de meticulosos
estudis es poden classificar en tipus especifics, per la diferent expressiéo de marcadors de

diferenciacio (158).

27



Introduccio
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Figura 10. Histopatologia de I’histiocitoma fibrés maligne

5.2. Grau de malignitat

5.2.1. Implicacions cliniques

Els diferents sarcomes classificats segons la histologia es poden presentar com
d’alt o de baix grau. Globalment els sarcomes d’alt grau son més freqiients que els de
baix grau. El grau de malignitat ajuda a distingir als pacients amb pitjor pronostic; de
fet, tipus histologics diferents amb el mateix grau de malignitat tenen similar
comportament clinic. Aixi el tipus histologic és menys ttil pels clinics que el grau d’un
sarcoma determinat i €s el grau el que ajuda a seleccionar el tractament. Es fa servir un
sistema de classificacid de tres graus, els sarcomes de baix grau son els de grau 1,
mentre els tumors de grau 2 sén de grau intermedi i els de grau 3 son d’alt grau. Els de
grau 3 tenen més risc de recidiva distant que els de grau 2 i aquests que els de grau 1

(159). E1 80% dels pacients amb sarcomes d’alt grau presenten metastasi pulmonar.
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5.2.2. Criteris patologics per determinar el grau

Actualment s’utilitza més d’un sistema per determinar el grau d’un tumor. Els
més importants son 1’america de Costa et al (160) i I’europeu de Trojani et al (161). Els
dos distingeixen tres graus de malignitat. El primer basa la classificacié en la histologia
1 el grau de necrosi, el segon en el grau de necrosi, el grau de diferenciacio

morfologica i I’index mitotic.

5.2.3. Reproductibilitat del diagnostic

El diagnostic dels sarcomes de teixits tous és dificil degut a la gran varietat de
tipus histologics que presenten i a la seva baixa incidéncia que dificulta I’adquisicid
d’experiéncia especifica. En el 5-20% dels casos una segona opini6 patologica canvia el
diagnostic de sarcoma a no sarcoma (162). La reproductibilitat respecte el tipus
histologic diagnosticat concret segons el patoleg que I’estudia és d’un 45-60%. I la
reproductibilitat respecte el grau de malignitat és d’un 75% (163). En aquesta situacid,
I’s d’alta tecnologia pot ser de gran utilitat. La citogenética i la microscopia electronica
poden permetre especificar el tipus histologic en alguns casos, tot ajudant al seu
diagnostic diferencial. Més recentment, utilitzant la técnica de microarrays d’expressio,
s’han identificat grups de gens que definirien a nivell molecular un determinat tipus de
sarcoma 1 aix0 facilitara la seva classificacié (164). Seran necessaris més estudis per

confirmar aquestes expectatives.

5.3. Factors de pronostic

El principal factor de pronodstic en els sarcomes de teixits tous és el grau de
malignitat pero també s’utilitzen com a factor pronostic el diametre del tumor, el grau
d’invasi6 local de la lesio, la localitzaci6 del tumor i la preséncia de metastasi.

S’han utilitzat també diferents marcadors moleculars com a factor de pronostic. La
sobreexpressid de Ki-67, pS3 1 c-myc, s’ha relacionat amb alt grau tumoral, increment
de potencial metastasic, mal pronostic clinic i reduida superviveéncia del pacient en
sarcomes humans de teixits tous (STS) (165-170) pero la utilitat clinica d’aquests

marcadors no ha estat validada.
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5.4. Biologia molecular dels sarcomes humans

L’analisi molecular dels sarcomes, s’ha trobat amb molts obstacles degut a la
baixa incidéncia i al gran numero d’entitats que els componen. Es troben limitacions i
discrepancies en els resultats moleculars degut a que habitualment s’han analitzat
diferents tipus de sarcomes de manera conjunta, el que porta a una gran variabilitat de

resultats.

5.4.1. Alteracions cromosomiques

S’han identificat translocacions cromosomiques especifiques segons el tipus
histologic del sarcoma que també serveixen pel seu diagnostic diferencial (171,172).
Per exemple, entre d’altres, la translocaci6 t(11-22)(q24;q12) en sarcomes de

Ewing o la translocacio t (X;18) (p11;q11) en sarcomes sinovials (153).

5.4.2. Analisi molecular dels oncogens

Mutacions puntuals en ras

Les mutacions en ras juguen un paper en el desenvolupament dels sarcomes. Les
mutacions en K-ras s’han referenciat amb freqiiéncia variable en aquest tipus de tumors,
1 s’ha descrit una associacid entre tipus especifics de sarcomes 1 mutacions al codd 13
(129,130) i al codd 12 (173,174) de K-ras. El 80% dels casos d’angiosarcoma de fetge
estudiats per DeVivo I et al (129), presentaven mutacié al codd 13 i el 44% dels
sarcomes estudiats per Yoo J et al (130), el 90% dels quals havien sigut classificats com
MFH també presentaven aquesta mutacid. En canvi, en els leiomiosarcomes
(fibrosarcomes) quan s’ha trobat K-ras mutat, només s’ha trobat mutat al codé 12 (173).
En el 14% dels leiomisarcomes estudiats per Hill MA et al (174) s’ha trobat mutaci6 a
K-ras al codé 12, no s’ha trobat una alta incidéncia de mutacid, pero els pacients que
presentaven mutacié a K-ras al codd 12 presenten menys supervivencia que els que no
tenien aquesta mutacio (174). Malgrat aixo, cap estudi s’ha dirigit a estudiar la relacio

entre la posicio del codd mutat a ras i I’agressivitat del sarcoma.
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Amplificacions

En alguns sarcomes es troben amplificats els oncogens c-myc (175) i MDM2 (176-181),
també es troben sobreexpressats receptors de factors de creixement com EGF-R, IGF-

IR (182,183) i factors de creixement com TGFa, PDGF-B, IGF-1, IGF-2 (182-184).

5.4.3. Analisi molecular dels gens supressors de tumors

S’observa perdua d’heterozigositat, delecid, mutacioé puntual o sobreexpressio de
p53 (185-191) i1 pérdua d’heterozigositat, delecid, mutacid puntual o disminuci6é de

I’expressio de pRB (185,192-198).

L'escassa freqliencia i la gran heterogeneitat que presenten els sarcomes de
teixits tous dificulten 1’obtencié de dades que permetin concixer millor les seves
caracteristiques biologiques 1 el seu tractament clinic. Actualment I’impacte de la
quimioterapia en sarcomes de teixits tous avangats és molt limitat. Per aixo, s’han de
valorar una série de factors relacionats amb el pacient i el comportament biologic del
tumor abans de decidir el tractament més adequat per un pacient concret. Qualsevol
model que millori el seu coneixement a nivell molecular, portara a una millora

substancial des de el punt de vista terapcutic.
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OBJECTIUS

OBJECTIU GENERAL

Trobar una explicaci6 molecular al diferent comportament clinic
previament descrit pels tumors humans segons el tipus de mutacio activant al gen

K-ras.

Hem emprat el model de transformacio de fibroblasts de ratoli immortalitzats
(NIH3T?3) per estudiar el fenotip tumoral induit pel gen K-ras amb mutacié al codd 12 o
al codo 13 o pel gen wild type (normal) sobreexpressat tant en cel-lules en cultiu, model
in vitro, com en ratolins atimics, model in vivo. S’ha triat el gen K-ras perque és el més
important clinicament. El coneixement d’aquestes diferéncies moleculars podria ajudar
a definir millor el pronostic i1 a determinar el tractament segons la mutaci6 en K-ras que

presenti el pacient.

Aquest objectiu general s’ha desglossat en els segiients objectius concrets:

OBJECTIUS CONCRETS

1) Estudi in vitro i in vivo de les diferéncies en fenotip transformant i tumoral,
induides pel gen K-ras segons la posicio del codé mutat (12 o 13) o la

sobreexpressio de la proteina normal.

Per estudiar les diferéncies en el fenotip transformant in vitro s’han estudiat
diferents caracteristiques; com ara: la morfologia cel-lular, la velocitat de creixement, la
dependéncia a factors de creixement, la inhibici6 del creixement per contacte i la
capacitat de creixement independent d’ancoratge.

Per estudiar les diferéncies en el fenotip tumoral in vivo s’ha estudiat 1’habilitat
de formar tumors en animals experimentals i s’han observat aquells parametres que

influeixen en el grau de malignitat d’un tumor: temps de laténcia, histologia,
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proliferaci6, index mitotic i index apoptotic. Aquest ultim és  particularment
interessant d’examinar perque la implicacid de I’apoptosi en el fenotip tumoral per Ras

no ha sigut gaire estudiada.

2) Estudi in vitro i in vivo de les diferéncies induides a nivell de les vies de
transducci6 de senyal associades a K-ras, segons la posicié del codé mutat (12

0 13) o la sobreexpressio de la proteina normal.

Hem centrat 1’estudi molecular a dos nivells:

Avaluacié de la implicaciéo de la diferent activacié de vies de inhibicié i
induccié d’apoptosi en el diferent fenotip transformant de Ras. Apart de la via
antiapoptotica de PI3K/AKT hem estudiat altres molécules relacionades amb la
induccié (Bax, Rho A) o la inhibici6 de 1’apoptosi: FAK, Stat-3, NFk-B per veure si la

seva activacio o expressio estan afectades.

Avaluacio de les vies de transmissié de senyal dels principals efectors de Ras
(Raf, PI3K, MEKK), per veure si es produeix activacié diferencial d’aquestes vies
segons el codd mutat. També hem estudiat d’altres de les que encara no es sap la
connexi6 amb Ras perd que estan implicades en 1’adquisici6 d’algunes de les propietats

de la transformacié maligna (FAK, E-cadherina, 3-catenina, GAPDH).

3) Desenvolupament de models animals de sarcomes humans.

Hem estudiat si els diferents transfectants podrien ser utilitzats com a models de
sarcomes humans ja que tenen el mateix origen mesenquimatic i les mutacions en K-ras
juguen un paper en el desenvolupament dels sarcomes.

Aquests models podria facilitar I’estudi molecular dels sarcomes. L’escassa
incidéncia 1 gran heterogeneitat d’aquest tipus de tumor dificulten 1’obtencié de dades
que permetin con¢ixer millor les seves caracteristiques biologiques i, per tant, millorar

el seu diagnostic i1 tractament.
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RESULTATS

ESTUDI DEL FENOTIP TRANSFORMANT IN VITRO

Es confirma que en un sistema in vitro la mutacié al cod6 12 del gen K-ras té
més capacitat transformant que la mutacié al codd 13 o la sobreexpressido del gen
normal (Guerrero S et al, 2000). Els tres tipus de transfectants presenten algunes
alteracions funcionals i moleculars comuns mentre que d’altres son clarament diferents.
Aquesta diferéncia es basa en la diferent capacitat d’induccio de les vies relacionades

amb ’apoptosi entre les distintes mutacions.

Canvis funcionals i moleculars comuns

1) Alteracions de la morfologia cel-lular. Tots els transfectants presenten un
augment en la formacié de filopodia i lamelopodia i s’observa un important percentatge

de cel-lules gegants i polinucleades quan creixen adherits a substrat.

2) Augment de la velocitat de creixement. Els transfectants presenten identica
reduccio en el temps de duplicacid respecte les cel-lules control que fa que proliferin
més rapid. Aixo es correspon amb un mateix nivell d’activacio de les ERKs, més elevat
que en les cél-lules control. A la vegada, presenten igual augment de 1’expressio de la
proteina metabolica GAPDH. Aquest resultat suggereix un augment simimlar de

P’activitat metabolica entre els transfectants.

3) Disminucio de la dependéncia a factors de creixement. Tots els

transfectants de K-ras tenen la capacitat de créixer en un medi al 0.5% de sérum.
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Canvis funcionals i moleculars diferents entre els transfectants segons la

posicio del codé mutat (12 o 13) o la proteina normal sobreexpressada

1) Diferéncies en la capacitat de creixement independent d’ancoratge. Els
transfectants K12 presenten espontaniament capacitat de creixement en suspensio. Es
desfa espontaniament la uni6 al substrat d’agregats multicel-lulars que passen a créixer
en suspensio formant esferoids, patint els tipics canvis morfologics associats al
creixement en suspensio. En canvi en els transfectants K13 o Kwt-oe, no s’observa
aquest tipus de creixement de forma espontania. En canvi, quan es forca el creixement
independent d’ancoratge, recobrint la placa amb polihema, els transfectants de K13 i
Kwt-oe son capagos de créixer sense adhesio. Aixo esta lligat amb un augment més

important de I’expressio de FAK en els transfectants K12 que en els K13 o Kwt-oe.

2) Diferéncies en inhibicio del creixement depenent del contacte cél-lula-
céllula. Els transfectants presenten diferent capacitat d’inhibicié del creixement
depenent de la densitat cel-lular. Els transfectants K13 o Kwt-oe mostren una
desregulaci6é dels contactes cél-lula-cel-lula ja que poden créixer formant colonies
denses. Pero la desregulacio en els de K12 és més important. Les colonies tenen una
densitat cel-lular a saturaci6 més elevada 1 son més grans, fins que arriba un punt que
passen a formar els esferoids. Degut a aixd, mai s’obté una monocapa de cel-lules
confluents de transfectants K12. Aquests canvis estan relacionats amb un augment de
I’expressié d’E-cadherina i B-catenina més important en els transfectants de K12 que en

els de K13 o Kwt-oe.

3) Diferéncies en activacio de vies relacionades amb la regulacio de I’apoptosi.
La diferéncia més important que presenten els transfectants entre ells és la diferent
capacitat d’induccié d’apoptosi. Els transfectants de K13 i Kwt-oe presenten una
induccié d’apoptosi depenent de I’arribada a confluéncia, que provoca una mort
sincronitzada de totes les cel-lules. En els transfectants K12 aquesta induccié no
s’observa. Aquesta diferéncia en la induccié de I’apoptosi entre els transfectants esta
relacionada amb la diferent activacié de molecules de vies proapoptotiques JNK, RhoA

1 antiapoptotiques AKT, Bcl-2.
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ESTUDI DEL FENOTIP TUMORAL IN VIVO

La injecci6 subcutania als ratolins atimics dels transfectants K12 i K13
(Guerrero S. et al, 2002), donen lloc a dos sarcomes de teixits tous diferents que
difereixen en la histologia, velocitat de creixement, nivells d’apoptosi 1 mitosi i perfil
molecular.

Els transfectants K12 originen tumors amb caracteristiques histologiques
similars al fibrosarcoma huma. Presenten baixa taxa apoptotica, baix nivell mitotic i la
expressio dels marcadors moleculars d’agressivitat per sarcomes de parts toves €s
elevada en aquest tumor. Aquests marcadors son Ki67, p53 i c-myc, que s’acostumen a
associar a agressivitat als sarcomes de teixits tous.

Totes aquestes caracteristiques ens fan pensar que els transfectants de K12

ofereixen un model de sarcoma altament agressiu, similar al fibrosarcoma huma.

Per una altra banda, els transfectants K13 originen tumors amb caracteristiques
histologiques similars a [I’histiocitoma fibrés maligne huma. Presenten una taxa
apoptotica elevada, un alt nivell mitotic (associat a una elevada expressio de ciclina B1)
1 una baixa expressio dels marcadors moleculars d’agressivitat en sarcomes de teixits
tous.

Totes aquestes caracteristiques dels tumors originats pels transfectants de K13
ofereixen un model de sarcoma moderadament agressiu, similar a I’histiocitoma fibros
maligne huma.

Els transfectants Kwt-oe son molt poc tumorogenics, només son capacos de
generar tumors microscopics en alguns dels animals, mentre que en la resta no sén

capacos de mantenir-se i desapareixen.
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K-ras codon 12 mutation induces higher level of resistance to apoptosis
and predisposition to anchorage-independent growth than codon 13

mutation or proto-oncogene overexpression

Silvia Guerrero, Isolda Casanova, Lourdes Farré, Adela Mazo, Gabriel Capella, and

Ramon Mangues

Cancer Research 2000; 60: 6750-6756.
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Codon 12 and codon 13 mutations at the K-ras gene induce different

soft tissue sarcoma types in nude mice

Silvia Guerrero, Agnées Figueras, Isolda Casanova, Lourdes Farr¢, Belen Lloveras,

Gabriel Capella, Manuel Trias, and Ramon Mangues

The FASEB Journal express article 2002; 10.1096/1].02-0050fje (versidé on line*);
FASEB Journal 2002;16(12):1642-1644 (versid paper*).

* Aquest article ha estat publicat ha través del métode FJ Express. Quan I’article és acceptat, es publica la

versié complerta d’aquest on line. Dos mesos més tard apareix un resum de tres pagines en la versio de

paper de la revista Faseb Journal.
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DISCUSSIO

ESTUDI DEL FENOTIP TRANSFORMANT IN VITRO

En el primer treball teniem com a objectiu 1’estudi de les possibles diferéncies
funcionals 1 en I’activaci6 de les vies downstream de K-ras segons el coddé mutat o la
sobreexpressid de la proteina wild type, per intentar trobar una explicacié al diferent
comportament clinic dels tumors segons la mutacié activant (122-128), com s’ha

introduit préviament.

Diferéncies funcionals i moleculars entre els transfectants.

Vam passar a estudiar les diferéncies a nivell funcional i molecular que es
produien entre els transfectants estables generats. Les diferéncies son atribuibles a
I’alteracio del codd mutat perque tots els transfectants presenten igual nivell d’expressio
de K-Ras. Aquest punt és molt important perque la capacitat transformant per Ras és

depenent de la concentraci6 de proteina (131-134).

Vam observar basicament tres diferéncies funcionals entre els transfectants. Els
transfectants K12 formaven colonies de més alta densitat cel-lular, creixien
espontaniament sense adhesio a substrat i tenien més baixa predisposicid a entrar en
apoptosi que els de K13 o Kwt-oe.

La diferéncia més important estava en la distinta regulacié de 1’apoptosi, mentre
els de K12 no presenten mort per apoptosi en condicions de creixement en adhesio a
substrat, els transfectants de K13 1 Kwt-oe, inesperadament, en arribar a confluéncia es
moren per apoptosi. L’activacié oncogenica de Ras en si mateixa, mai s havia relacionat
directament amb mort per apoptosi, només s’havia descrit D’activacié de vies
downstream de Ras en I’apoptosi provocada per determinats estimuls externs (199-203).
En el nostre model la reduida predisposicid a I’apoptosi que presenten els transfectants
K12 esta lligada molecularment amb un nivell d’activacié significatiu de 1’activacio
de la via de supervivéncia cel-lular d’AKT 1 I’expressiéo de bcl-2 1 una disminucié de

I’expressi6 de RhoA respecte els transfectants de K13 o Kwt-oe. A més, els
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transfectants de K13 1 Kwt-oe presenten un nivell d’activacié molt més elevat de JNK1
respecte els de K12. Aquests resultats sén consistents amb que la resisténcia a
I’apoptosi mediada per I’activacié de Ras s’ha relacionat amb 1’activacio d’AKT (76-
78) 1 la sobreexpressid de bcl-2 (204,205). També és consistent amb el paper
proapoptotic de la sobreexpressido de RhoA (206,207) 1 amb 1’associaci6 de 1’activacio
de JNK amb la inducci6 d’apoptosi (48). El fet d’arribar a confluéncia activaria una via
proapoptotica en els transfectants de K13 i Kwt-oe que no podria compensar la seva

activacidé més baixa de la via de antiapoptotica de PI3K/AKT.

També es van trobar diferéncies en els contactes cellula-cel-lula i cellula
substrat. Aqui també es produeixen diferéncies en els nivells de regulacié d’aquestes
vies per Ras. Els transfectants K13 i Kwt-oe presenten augmentada I’expressié de
proteines de contacte cél-lula-cél-lula (E-cadherina, B-catenina) i de proteines de
contacte cel-lula-substrat (FAK) perd no tant com els transfectants de K12. Aquesta
diferéncia podria ser la responsable de que els transfectants de K12 assoleixin densitats
cel-lulars més altes 1 presentin capacitat espontania de créixer en suspensio i en canvi els
transfectants de K13 o Kwt-oe només presenten la capacitat de créixer en suspensio, si
forcem la no adhesio al substrat. Els transfectants K12 presenten una expressio més alta
d’E-cadherina i B-catenina, associades amb la regulacié dels contactes cél-lula-cel-lula,
que podria ser la base molecular de la formacié de colonies més grans i de més alta
densitat cel-lular en els transfectants de K12. Aquests resultats son consistents amb el
fet que la sobreexpressid d’E-cadherina 1 [-catenina funcionals, augmenten els
contactes cel-lula-cél-lula (208). A més, els de K12 també presenten més expressio de
la proteina FAK, que portaria a la desregulacié de 1’adhesié amb el substrat que
portaria a la espontania capacitat de creixement en suspensid. L’expressio constitutiva
de FAK doéna capacitat de creixement en suspensio a les cél-lules a través d’un senyal de

supervivéncia mediat per la via PI3K/AKT (95,96).
A nivell de proliferacio tots els transfectants es comporten de manera similar.

S’observa igual activacié d’ERK1 1 ERK2, amb la corresponent reduccio en el temps de

duplicacié (augment de la proliferacid) i presenten similars nivells d’expressié de
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GAPDH. Aix0 és consistent amb la reduccio de la fase Gl (200) i I’augment
d’expressio de la proteina depenent de la proliferacio6 GAPDH (201) en la transformacio

mediada per Ras.

En resum, a partir de les nostres observacions podem inferir que el fenotip
transformant més agressiu que confereixen les mutacions a K-ras al codd 12 en el
nostre model és degut a que esta augmentat el llindar d’induccié d’apoptosi, no als
canvis que es produeixen en proliferacié o morfologia. En canvi, les mutacions al codo
13 o la proteina normal sobreexpressada conferirien una reduccidé d’aquest llindar

d’inducci6 d’apoptosi.

La base estructural responsable de les diferéncies funcionals: una hipotesi

Tots els canvis moleculars que hem trobat associats als canvis funcionals de les
diferents mutacions en el gen K-ras, son quantitatius no qualitatius. Aixo és consistent
amb el fet que la mutaciéo al coddo 12 o 13 provoca un canvi en la seqiiencia
d’aminoacids en la regié d’unié del nucleotid de guanina (211), que provoca que la
proteina es torni insensible a la regulaci6 per GAP (142-144), sense que |’estructura
global de la proteina quedi alterada (136). Aixi, els diferents efectes observats entre els
diferents mutants de Ras, no es poden atribuir a una diferent sensibilitat als seus
reguladors positius o negatius.

Pero si que s’han trobat petites diferéncies estructurals en regions concretes
situades dintre del Switch I i1 el Switch II (136, 138-141) entre els diferents mutants de
ras, que podrien ser consistents amb les diferéncies quantitatives que observem. La
regidé Switch I que inclou els residus 30 a 38 i la regi6 Switch II que compren els
residus 60 a 76 (27), formen part del domini efector de Ras, que compren els

aminoacids amb els que interaccionen els diferents efectors de la proteina Ras (26).

En el nostre model, la interaccié amb 1’efector Raf o altres efectors que activin la
via de MAPK i de Bax no estaria afectada per la naturalesa molecular de la mutaci6 de
ras el que €s consistent amb la manca de canvis significatius en 1’afinitat de Ras per Raf

comparant els diferents mutants de Ras (212,213).
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Per contra, els mutants 12 de ras presentarien un patré d’interaccid especific
amb els seus efectors PI3K, MEKK, Ras-GAP, o altres efectors no tan coneguts que
directe o indirectament produiria un augment de 1’activacio de les vies d’AKT 1 bcl-2 i
disminuiria la via de RhoA. Aquest patr6 d’interacci6 seria diferent dels mutants 13 de
ras o de la sobreexpressio de la proteina wild type que activaria la via JNKI.

Es sap que Raf (214,215) o RalGDS (215) interaccionen amb determinades
regions del Switch I, mentre PI3Kgamma (216) amb determinades regions del Switch I i
II. Aixi en el nostre model, la naturalesa molecular del codé mutat no provocaria canvis
conformacionals diferents en les regions del Switch I amb les que interacciona Raf pero
si provocarien canvis coformacionals diferents entre ells, en les regions del Switch I o
del Switch II amb les que interacciona PI3K.

Aquests diferents canvis conformacionals en les regions d’interacciéo amb PI3K,
podrien provocar impediments estérics a la proteina amb mutacié al codé 13 que fessin
que la interaccié amb el seu efector PI3K fos més feble, consistent amb 1’activacido més
baixa observada d’aquesta via. En canvi, en la proteina mutada al codé 12 no es
produiria aquest canvi conformacional i podria interaccionar amb gran afinitat amb
PI3K, el que seria consistent amb la major activacié d’aquesta via observada en aquest
transfectants (Figura 11).

Segons els nostres resultats, la naturalesa molecular de la mutacio en Ras
afectara la interaccié amb determinats efectors perd no amb d’altres. Aix0, explicaria les
diferéncies que trobem entre els transfectants a determinades vies downstream de Ras

(PI3K, FAK) pero no a d’altres (Raf) (Figura 12).

. Ras 13 |:|
A W 2

Senyal
Senyal via Raf/Erk
Senyal via  yja Raf/Erk Senyal via
PI3K/AKT PI3K/AKT
més feble
Estructura proteina K-ras Estructura proteina K-ras
amb mutacio al cod6 12 amb mutacio al cod6 13

Fig 11. Model dels canvis estructurals entre la proteina K-ras mutada al cod6 12 i al cod6 13 i els efectes
en la interaccié amb alguns dels seus efectors

72



Discussié

Activacié diferencial
entre K12,K13
1 KWt-0€  s—

Igual activacio
entre K12,K13
1 KWt-0¢  memm—

Figura 12. Model d’activaci6 diferencial amb efectors de determinades vies downstream segons la
mutaci6 activant o la sobreexpressio del gen K-ras

Implicacions cliniques de les troballes en el model in vitro

Els resultats de la més alta transformaci6 conferida per la mutacié al codd 12
respecte al cod6 13 o la sobreexpressio de la proteina normal, son consistents amb el
que s’havia trobat en d’altres models in vitro o en assaigs de tumorogenesi en ratolins
atimics (119,217), o amb el fet que la mutacio6 al codd 12 és més freqiient en carcinomes
que en adenomes o en les lesions metastasiques respecte les no metastasiques
(127,128,218) 1 en canvi la mutacié al cod6 13 es troba en tumors que no presenten
invasié local, ni metastasi (127). Mai s’havia trobat perd que aquest fet pogués estar

relacionat amb una diferent capacitat d’induir apoptosi segons la mutacié activant.
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Els nostres resultats respecte 1’apoptosi serien consistents amb el fet que els
tumors colorectals amb mutacié 12 a K-ras presenten un nivell d’apoptosi molt més
baix que els tumors que no la tenen (219).

Els nostres resultats ofereixen la base molecular a la falta de seleccio dels
mutants al cod6 13 de K-ras, al llarg de la transicié d’adenoma a carcinoma, ja que la
mutacid al codod 13 és més freqiient en adenomes i la mutacié al codd 12, és més
freqlient en carcinomes colorectals (126).

A més les alteracions a K-ras semblen desregular diferencialment les
interaccions cel-lula-cel-lula i cél-lula-substrat, afectant la predisposicio de les cel-lules
tumorals per la invasid local 1 la metastasi, que son importants al determinar
I’agressivitat del tumor, relacionat amb desregulaci6 de FAK (98) 1 d’E-cadherina/p-
catenina (220). La major desregulacié observada en els transfectants K12, probablement
els hi conferira més agressivitat tumoral. Aixo seria consistent amb el pitjor pronostic
observat en els carcinomes de pulmé amb mutaci6 al cod6 12 de K-ras que resulta en la

substitucio de glicina per cisteina (221).

ESTUDI DEL FENOTIP TUMORAL IN VIVO

En la segona part del nostre treball (Guerrero et al, 2002), vam intentar estudiar
si hi havia diferencies entre el model in vivo o in vitro. En haver utilitzat fibroblasts
com a c¢l-lula model vam poder discriminar si les diferents mutacions ens oferien un
model animal dels sarcomes. La disponibilitat de models per aquests tipus de tumors és
important perque la escassa incidéncia dels sarcomes de teixits tous i la seva gran
heterogeneitat dificulten el coneixement de les seves caracteristiques biologiques 1 no

permeten millorar el seu diagnostic 1 tractament.
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Diferents tipus histologics segons la localitzacié de la mutacio en K-ras

Vam trobar que segons si la mutaci6 es trobava al codd 12 o 13 del gen K-ras,
s’originaven in vivo dos tipus de sarcoma de teixits tous extremadament diferents a
nivell d’histopatologia, laténcia d’aparicid, nivells apoptotics i mitotics, marcadors
d’agressivitat. Finalment vam observar un patré d’activacid molecular especific que
explicaria les diferéncies funcionals observades entre ells.

Els tumors derivats de K-ras 13 s’assemblen a I’histiocitoma fibros maligne
(MFH), mentre els derivats de K-ras 12 s’assemblen al fibrosarcoma (FS).
L’especificitat de tipus histologic que es presenta segons la mutacié a K-ras en els
fibroblasts transformats sembla en concordanga amb les troballes cliniques prévies en
sarcomes de teixits tous humans (STS). La major part de mutacions en K-ras es donen
al codd 13 en els sarcomes de teixits tous de les extremitats, la majoria dels quals es
classifiquen com MFH (130). Un 44% dels sarcomes estudiats per Yoo J et al (130)
presentaven mutacié al codod 13 de K-ras, i un 90% dels que presentaven aquesta
mutacid havien sigut classificats com MFH. En canvi, en els leiomiosarcomes
(fibrosarcomes) quan s’ha trobat K-ras mutat, només s’ha trobat mutat al cod6 12 (173).
En el 14% dels leiomisarcomes estudiats per Hill MA et al (174) s’ha trobat mutaci6 a
K-ras al cod6 12, no s’ha trobat una alta incidéncia de mutacid, pero els pacients que
presentaven mutacio a K-ras al codd 12 presenten menys supervivencia que els que no

tenien aquesta mutacid (174).

Diferencies funcionals entre els tumors generats segons la mutacié en K-ras

Encara que els transfectants amb qualsevol de les dues mutacions sén
tumorogenics, els tumors K13 presenten velocitat de creixement més baixa que els de
K12, degut a que tenen un periode de laténcia d’aparicié de tumor més llarg. A més
malgrat que quan les cél-lules transformades es cultiven in vitro presenten nivells
similars d’expressi6o de K-ras, els tumors que deriven de K13 presenten un nivell
d’expressié de K-Ras molt més elevat que els tumors derivats de K12 . Aixi sembla que
in vivo, en els tumors K13, I’expressié de la proteina K-Ras va augmentant amb el

temps, fins que al final es troba sobreexpressada i es necessita aquesta sobreexpressio
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per mantenir el fenotip tumoral. En canvi, un nivell d’expressié de K-Ras similar a
I’endogen ¢és suficient per induir el fenotip tumoral provocat per I’oncogen K12. Aquest
fet recolzaria que la mutacid al codd 13 del gen K-ras és menys transformant que al
codo 12. Préviament s’havia descrit que les mutacions poc transformants de K-ras,
necessiten una sobreexpressio de la proteina per aconseguir uns nivells de transformacié
similar a les formes altament transformants (131,132).

Els transfectants amb la proteina normal K-ras sobreexpressada presenten una
capacitat tumorogeénica molt baixa i només es formen tumors microscopics en alguns

dels ratolins, mentre que a la resta no son capagos de mantenir-se i desapareixen.

Diferencies en apoptosi

Tant in vitro com in vivo, la diferéncia més remarcable entre els transfectants és
la resisténcia a I’apoptosi. En els tumors de K13 s’observa una alta prevaléncia de
figures apoptotiques, concentrades en determinades arees, que no existeix als tumors
K12. Aquesta alta induccié d’apoptosi és similar a I’apoptosi depenent de conflueéncia
observada in vitro en els transformant de K13 pero no en els de K12. El fet que en els
tumors K13 I’apoptosi es concentri en determinades zones pot estar generat per
I’assoliment d’una determinada densitat cel-lular en aquella zona del tumor que
produeixi el mateix senyal apoptotic que la confluéncia en el model in vitro. Aquesta
troballa és nova ja que mai s’havia relacionat préviament la menor capacitat
tumorogenica de certes formes de K-ras amb una diferent inducci6 de I’apoptosi.

El grau d’apoptosi és inversament proporcional al nivell de senyal antiapoptotic
a través de la via d’AKT. Aixi, els tumors de K12 presenten una baixa apoptosi i un alt
nivell d’activacié d’AKT, mentre els de K13 mostren alta apoptosi i baix nivell
d’activaci6 d’AKT. A més dintre els tumors de K13, I’heterogeneitat en el rang
d’activaci6 d’AKT correlaciona inversament amb el nimero de figures apoptotiques
observades. Fins i tot hi ha un tumor que es surt fora de la distribucié normal del grup
de tumors de K13 (RK1311), que mostra una elevada activacié d’AKT i una baixa
apoptosi 1 serveix per demostrar la estreta associacid que es dona entre aquests dos

parametres.
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Dianes de la senyal de supervivéncia de la via PI3K/AKT en !’adquisicio de

resisténcia a I’apoptosi

Tot sembla indicar que la via d’AKT juga un paper clau en la regulacié de
I’apoptosi en aquest model. Son varies les molécules dianes que podrien tenir un paper

en aquesta resisténcia a 1’apoptosi.

Aquesta regulacio pot tenir lloc, al menys en part, a través de 1’augment en
I’expressio de la proteina antiapoptotica bcl-2, mediada per Ras a través d’AKT (222-

224) i que trobem sobreexpressada en els tumors K12.

També, es produeixen canvis en d’altres molécules que regulen ’apoptosi a
través de la via d’AKT, resultats que recolzen la importancia d’aquesta via en la senyal
antiapoptotica de Ras. Aixi, trobem una expressid6 més baixa d’E-cadherina i FAK en
els tumors K13 respecte els K12. Les adhesions intercel-lulars mediades per E-
cadherina (225,226) promouen creixement independent d’ancoratge i inhibicio
d’apoptosi a través de 1’activacié de la via PI3K/AKT. I les adhesions cel-lula-matriu
extracel-lular mediades per FAK (95,227-229), també promouen creixement
independent d’ancoratge 1 inhibici6 d’apoptosi a través de I’activacié de la via
PI3K/AKT. Aquest senyal de FAK, esta lligat funcionalment a NFk-B (230) que trobem
sobreexpressat en els tumors K12. En el nostre model s’observa clarament 1’estreta
relacid entre la sobreexpressio de FAK i I’activacié d’AKT. El tumor K13 que es sortia
de la distribuci6é normal del grup en nivell d’activacid6 d’AKT (RK1311), mostrant una
elevada activaci6 d’AKT 1 una baixa apoptosi, presenta a la vegada uns nivells molt
elevats de FAK a diferéncia de la resta dels tumors K13. Aquest resultat també

suggeriria que FAK seria un possible efector de Ras que regularia I’activacié d’AKT.

La senyal de supervivéncia també pot anar a través de Stat-3, molecula
antiapoptotica que es troba asobreexpressada en els tumors K12 o per disminucié de
I’expressid de la proteina proapoptotica Bax, que en els tumors K13 es troba

sobreexpressada.

77



Discussié

A diferencia de la via d’AKT, la via de Erk, un altre regulador de I’apoptosi en
molts sistemes (231), no mostra diferéncies entre els tumors K12 1 K13. Aquest resultats
son consistents amb els obtinguts in vitro on ja haviem observat que la distinta mutacid
al gen K-ras, deu provocar una interacci6 diferencial de Ras amb PI3K, amb els
conseqiients efectes en la via d’AKT, pero no provoca interaccio diferencial amb Raf 1
per aix0 no trobem diferéncies en 1’activacio de la via de Erk entre els tumors K12 i

K13 pero si en I’activacié de la via d’AKT.

Diferencies en index mitotic i apoptotic

L’augment de 1’index mitotic observat en els tumors K13 va ser un resultat una
mica inesperat perqué¢ I’index mitotic és un dels criteris per determinar el grau de
malignitat dels sarcomes de teixits tous (161); i els tumors K13 presenten un fenotip
menys agressiu que els tumors K12. L’increment dels nivells de ciclina B1, que és la
ciclina mitotica, suggereix que en els tumors K13 hi ha un augment en la inducci6 del
pas de la fase G2 a M del cicle cel-lular. Per contra, els tumors K12 presenten un index
mitotic molt més baix junt amb una baix nivell d’expressi6 de ciclina B1. En canvi, els
dos tipus de tumors presenten similar fase G1, com indica I’analoga expressio de ciclina
D1 1 activaci6 d’ERK 1 una similar regulacié de la fase S, de sintesi de DNA, com
indica la semblant expressi6 de PCNA. Aixi les cel-lules dels tumors K13 presentaran
un augment de la proliferacio respecte als de K12. Perd com el creixement tumoral ¢€s el
resultat del balang de dos processos que son la proliferacié cel-lular i I’apoptosi, els
tumors K12 presenten una velocitat de creixement més elevada que els de K13 perque
malgrat la més alta proliferacio dels de K13, també presenten un nivell d’apoptosi molt
elevat, el que comporta un alt recanvi cel-lular dins del tumor i a la vegada limita el seu
creixement. Entre els dos tipus de tumor varia molt el nivell de recanvi cel-lular degut a
les diferéncies que presenten en regulacio del cicle cel-lular i en 1’apoptosi.

La desregulacié de la proliferacio i 1’adquisici6 de resisténcia a 1’apoptosi soén
les alteracions de la fisiologia cel-lular més importants que porten al creixement tissular
descontrolat. Malgrat aixo, historicament en 1’avaluaci6 clinica de 1’evoluci6 d’un
tumor sempre s’ha estudiat la hiperproliferacid, perque els meétodes d’estudi son
tecnicament més senzills 1 s’ha tingut molt poc en compte [’apoptosi. Pero,

I’acumulacié d’una poblacio de cél-lules anormals (neoplasia), pot estar originada per
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una proliferaci6 descontrolada o una inhibicié de la mort, que fa que 1’homeostasi es
desequilibri i es produeixi un augment de la poblacio.

Els nostres resultats recolzan la idea que a més de la proliferacid, s’ha d’estudiar
també 1’apoptosi per aconseguir un pronostic més acurat de 1’evolucié del tumor.
Perque si un tumor té una proliferacio elevada perd també un alt nivell d’apoptosi no
tindra una evoluci6 tan agressiva com es podria inferir només observant la elevada
proliferacio.

Aixi, quan en la clinica es considera I’index mitotic com a criteri per establir el
grau de malignitat tumoral (161), creiem que s’hauria de considerar també 1’index

apoptotic per aconseguir un pronodstic més exacte de I’evolucio6 del tumor.

Marcadors d’agressivitat

A més de les diferéncies morfologiques i les biologiques que suggerien un grau
de malignitat més elevat pels tumors de K12 que pels K13, altres parametres van a favor
d’una més elevada capacitat tumorogenica dels transfectants K12 respecte els K13,
consistent amb la més alta capacitat transformant observada en els resultats in vitro.
Aixi, al contrari dels K13, els tumors K12 sobreexpressen Ki67, p53 i c-myc, marcadors
d’alt grau de malignitat, augment del potencial metastasic, pobre eficacia de tractament

i/o reduida supervivencia del pacient en els sarcomes de teixits tous (165-170).

També recolzant 1’agressivitat més elevada dels tumors K12 es troba
I’associacié de la sobreexpressido de c-myc amb un baix grau de diferenciacid, com
s’observa en d’altres tipus tumorals (232). El baix grau de diferenciaci6 cel-lular és un
dels criteris patologics per considerar un STS d’alt grau de malignitat (161).

A més els fibrosarcomes humans, amb histologia similar als tumors K12, sén
tumors indiferenciats (154), en canvi el MFH, amb histologia similar als tumors K13, és
un grup de tumors que després d’un estudi meticulds es poden classificar en diferents

subtipus segons el patrd d’expressio de determinats marcadors de diferenciacio (158).

La sobreexpressié de FAK observada en els tumors K12 també aniria en aquest
sentit. La desregulacid diferencial entre els dos tipus de tumors de les interaccions

cel-lula-matriu extracel-lular, aniria associada amb una distinta predisposicié de les
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cel-lules del tumor a la invasid local i1 la metastasi que hauria de ser més elevada en els
tumors K12. Aquest fet esta recolzat per 1’associacié de la sobreexpressiéo de FAK amb
els STS d’alt grau (233) o amb agressivitat en d’altres tipus tumorals (98,234). Pero
degut a que en el métode d’implantacié subcutania, que és el que utilitzem pel nostre
model, el procés de metastasi es troba inhibit (101-104), no hem pogut observar si el

patré metastasic dels dos tipus de tumors ¢€s diferent, com semblen indicar les nostres

dades.

Malgrat que els nostres resultats indiquen que la mutaci6 al codo 12 de K-ras
confereix un fenotip tumoral més agressiu que la mutacié al cod6 13 o la sobreexpressio
de la proteina normal, aparentment la sobreexpressié de I’E-cadherina que es dona en
els tumors K12 aniria en contra del que s’ha observat en tumors epitelials agressius. En
tumors epitelials la disminuci6 d’expressiéo d’E-cadherina correlaciona amb la transicio
d’adenoma a carcinoma, amb desdiferenciacio, invasido i metastasi. En la transicido a
cancers invasius, les cel-lules tumorals epitelials han de trencar les unions cel-lula-
cel-lula per poder envair organs veins (89). Aquesta aparent contradicci6é podria tenir

diferents explicacions:

La via d’APC, proteina encarregada de controlar els nivells de B-catenina al
citosol (235), podria haver patit mutacions secundaries que fessin que la -catenina no
es trobés a la membrana i1 no pogués formar complex amb la E-cadherina i malgrat la
sobreexpressid d’aquesta es produis igualment una disrupci6 dels contactes cél-lula-

cél-lula.

El principal mecanisme de la disminucidé de 1’expressio d’E-caherina és la
hipermetilacié del seu promotor (236,237) que és un procés reversible. Pot ser que en el
moment que nosaltres observem els tumors, hagi una sobreexpressié d’E-cadehrina,
perd en el procés de metastasi perdés per hipermetilacié aquesta expressio. La limitacid

del model subcutani no ens ho permet observar.

La localitzacid subcutania d’aquests tumors no es la seva localitzacio natural. En

estudis fets en el nostre laboratori amb tumors epitelials, s’ha observat una major
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expressio d’E-cadherina dels mateixos tumors en la localitzacié subcutania respecte la

ortotopica (238).

L’origen mesenquimatic dels nostres tumors. La majoria dels estudis fets en
invasivitat 1 metastasi, s’han realitzat en tumors epitelials que son els majoritaris
clinicament. Pot ser que la perdua d’E-cadherina no tingui un paper fonamental en

I’adquisici6 del potencial invasiu i metastasic dels tumors mesenquimatics

Implicacions cliniques de les troballes en el model in vivo

Els nostres resultats demostren que les mutacions K12 i K13 generen dos tipus
diferents de sarcomes de teixits tous, presentant més caracteristiques d’agressivitat
tumoral els de K12, de manera consistent amb els resultats in vitro.

Els tumors K12, presenten una disminucio del temps de laténcia, una velocitat
de creixement més elevada degut a que presenten més resisténcia a I’apoptosi, i una
elevada expressio de marcadors d’agressivitat i de molécules relacionades amb la
invasio local 1 la metastasi (Figura 13).

Aixi, la posicié de la mutacido en K-ras modula la capacitat transformant dels
diferents fibroblasts regulant diferencialment determinades vies downstream de K-ras
que comporta diferéncies en 1’apoptosi, el recanvi cel-lular, la morfologia i I’agressivitat
dels distints tumors generats, generant els transfectants K12 tumors amb un fenotip
tumoral més agressiu (Figura 13). Aixo seria consistent amb els comportaments clinics
préviament descrits en s’havia trobat que la mutacié al codd 12 és més freqlient en
carcinomes que en adenomes o en les lesions metastasiques respecte les no
metastasiques (127,128,218) 1 en canvi la mutacié al cod6 13 es troba en tumors que no
presenten invasio local, ni metastasi (127). Mai s’havia trobat perd que aquest fet
pogués estar relacionat amb la diferent resistencia a ’apoptosi segons la mutacid

activant.
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També¢ trobem especificitat de tipus histologic conferida per la presencia de la
mutacid al codd 12 o 13 de K-ras. Per les caracteristiques histologiques, els tumors
originats en ratolins atimics derivats de la transformaci6 de cél-lules 3T3 per K-ras 13
podrien proporcionar un model per I’histiocitoma maligne fibros huma, mentre els
tumors derivats de K12 podrien proporcionar un model pel fibrosarcoma huma (Figura

13).

-E=-
-=-

Figura 13. Caracteristiques dels sarcomes de teixits tous (STS) generats en ratoli
atimic a partir dels fibroblasts K12 o K13

Acceptant la validesa de ’extrapolacid, els nostres resultats suggeririen que el
MFH i el fibrosarcoma, malgrat que comparteixen una ontogenia comu (els dos deriven
de fibroblast), son entitats diferents. Segons el nostre model aquestes diferéncies serien
atribuibles a canvis en la naturalesa molecular de la mutacié a K-ras.

Cal tenir en compte, que aquesta classificacid histologica s’esta deixant
d’utilitzar (239), degut a que la reproductibilitat respecte el tipus histologic diagnosticat

concret segons el patoleg que 1’estudia és d’un 45-60% (163). En realitat el tractament
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dels sarcomes de teixits tous actualment esta dictat molt més pel grau de malignitat que
pel tipus histologic.

Si es confirmés en sarcomes de teixits tous humans, 1’especificitat de tipus
histologic conferida per la presencia de la mutaci6é al codd 12 o 13, ajudaria a la seva
classificacio. La mutacié trobada a K-ras i en un codd concret seria un marcador
d’especificitat de tipus tumoral. I si en humans es confirmés tamb¢ la major agressivitat
dels sarcomes amb mutaci6 al codd 12 de K-ras també serviria per tenir un millor
pronostic de ’evolucié del tumor i permetria una individualitzacid del tractament

segons la mutacio activant que es presentés al gen K-ras.

L’estudi d’aquests models animals, podrien ajudar molt a coneixer les
caracteristiques biologiques d’aquests tumors que portaria a una millora terapeutica, la
qual és complicada en aquests moments degut a que I’escassa incidéncia i la gran
heterogeneitat dels STS dificulten 1’obtenci6 de mostres amb caracteristiques
biologiques homogenies. Els nostres resultats suggereixen la necessitat de considerar el
MFH i el fibrosarcoma huma com a entitats tumorals diferents, per tal de millorar la
seva comprensid biologica i avangar en el tractament clinic dels sarcomes de teixits

tous.
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1)

2)

3)

CONCLUSIONS

La mutaci6 al cod6 12 confereix un fenotip més transformant que la mutacié al codd
13 o la sobreexpressi6 de la proteina normal en un model de transformacié de

fibroblast tant in vitro com in vivo.

La causa principal d’aquestes diferéncies en transformacié es basa en la major
resisténcia a I’apoptosi que presenten els transfectants mutats al codo 12 respecte als
mutats al codd 13 o el gen normal sobreexpressat, tant en cultiu cel-lular com en els
tumors. Aquesta diferent capacitat d’induccié d’apoptosi ve donada, en els dos
models, principalment per la major activacio de la senyal de superviveéncia cel-lular

de PI3K/AKT per part dels transfectants mutats al codo 12 de K-ras.

In vivo, segons quin codd de K-ras es troba mutat (12 o 13), es confereix
especificitat tumoral de tipus histologic. Els tumors generats difereixen en
creixement tumoral (taxa apoptotica, index mitotic) 1 grau de malignitat (marcadors
d’agressivitat). Els tumors amb mutacions al codo 12 de K-ras son un possible
model animal de fibrosarcoma mentre que els tumors amb mutacions al cod6 13 de

K-ras sén un possible model animal per I’histiocitoma fibros maligne.

CONCLUSIO FINAL

La naturalesa molecular de la mutacié al gen K-ras condiciona el fenotip

tumoral.
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APENDIX

A continuaci6 es fa una descripcié d’aquells materials i metodes que penso que
cal destacar per entendre millor la generacid dels models emprats in vitro i in vivo,

basics pel desenvolupament posterior dels treballs presentats.

1. GENERACIO I ESTUDI DELS TRANSFECTANTS

1.1. Plasmid

El plasmid pMLC12 (cisteina) conté el minigen K-ras huma mutat al cod6 12, i
el pMLD13 (aspartic) al codo 13 (Figura 14). El plasmid pMLG12 (glicina) que conté la
seqliencia normal del gen K-ras huma, es va utilitzar per veure si 1’augment de
I’expressio del gen normal també tenia efectes funcionals i moleculars. Contenen els 4
exons del gen K-ras separats per part de les regions introniques, aixi com la senyal
menor de poliadenilacié fonamental per la traduccid6 de la proteina. Aquestes
construccions a més, contenen el gen neo (resisténcia a neomicina) sota el control del
promotor fort del gen TK (timidin quinasa). El mateix plasmid sense el gen K-Ras
s’utilitzara com control de transfecci6 (plasmid neo). Tots aquest plasmids son derivats
del plasmid pRB i es troben sota el control del propi promotor de ras normal, aixi ens
assegurem que els efectes no estan provocats per una gran sobreexpressido del gen
transfectat, sino per un lleuger augment d’expressi6 de la forma oncogenica i la mutada.
Vam poder disposar d’aquests plasmids inédits gracies a que el Dr. Manuel Perucho ens

els va proporcionar.

Prom otor

(13.5kB)

Minigen K-ras

Figura 14. Construcci6 del plasmid transfectat pML
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Caracteritzacio del plasmid

Abans de realitzar la transfeccid, vam comprovar que els plasmids tinguessin la
mutacié esperada, mitjancant la teécnica de SSCP (single strand conformation
polymorphism). La técnica d’SSCP es basa en la diferent mobilitat electroforética de
fragments amplificats i desnaturalitzats de DNA quan difereixen en una o poques bases
(240). Permeten identificar un tipus especific de mutacions si ho compares amb un

control caracteritzat.

1.2. Cél-lules

Vam triar els fibroblast NIH3T3 com a model perqué presenten una gran

sensibilitat a la transformacid per Ras (64).

1.3. Seleccio dels transfectants

La seleccio dels transfectants es fa amb geneticina (G418). Es realitza una corba
de concentracions, per trobar la minima concentracié que resulta letal per les cél-lules
wild type per després poder seleccionar els transfectants. Si la concentracié de farmac
fos massa elevada, només triariem els clons que haguessin incorporat moltes copies dels
plasmid 1 a nosaltres ens interessa una expressio no molt elevada de K-ras huma. Un
cop triada la concentracid de seleccid; es realitza la transfeccidé amb fosfat calcic
(CaPO4) (Figura 15) i es seleccionen els transfectants amb la concentracio de geneticina
que hem triat a partir de la corba de farmac; aixi es moriran les wild type i1 es

seleccionaran els transfectants (Figura 15).

@
e%g%? NIH3T3 (3T3-wt)

pMLD13

PMLG12 @ pMLC12 @ @

Kwt-oe K12 K13 3T3-neo

Figura 15. Esquema del métode de generaci6 de transfectants
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Un cop seleccionades les cel-lules, es clonen 1 es continuen cultivant amb la

seleccio de geneticina per evitar que perdin el plasmid.

1.4. Caracteritzacio dels transfectants

S’extreu DNA a partir dels clons dels transfectants i amb la técnica de SSCP, es
comprova que els transfectants realment contenen el gen K-ras huma i amb la mutacio

que ens esperem.

2. GENERACIO I ESTUDI DELS TUMORS

Injectem subcutaniament 10° cél-lules de cada clon estudiat (3T3-wt, 3T3-neo,
K12, K13) en mascles de quatre setmanes de ratolins atimics Nu/Nu Swiss; cada clon
als dos flancs de cinc ratolins (Figura 16). Els ratolins es mantenen en caixes

autoclavades, amb menjar i beguda esterils.

3T3-neo

INJECCIO SUBCUTANIA

— ]

27\
e \\ o
S Y| atimic x10
l 7 setmanes
S i
/M \‘
RS N

=

Figura 16. Esquema del métode de generacio dels tumors

87




Apéndix

Després de la injeccio, s’inspeccionen els ratolins dos cops a la setmana i es fa
un seguiment del volum del tumor. Quan els tumors assoleixen de 0.5 a 1 cm de
diametre s’extreuen i els ratolins son sacrificats. Els animals que no desenvolupen
tumors macroscopicament aparents també son sacrificats a les set setmanes i es pren
mostra del teixit del lloc on es va realitzar la injeccid per fer I’analisi histologic. Els
tumors son dividits en aliquotes 1 congelats en nitrogen liquid o fixats amb formalina.
Els tumors generats son codificats amb R (right) o amb L (left), descrivint el flanc del
ratoli del que provenen, seguit del tipus de cel-lules injectades i després pel nimero
assignat a cada ratoli. Els ratolins K12 son numerats del 16 al 20 i els K13 de 1’11 al 15.
Els tumors derivats dels transfectants K12 inclouen; RK1216, RK1217, LK1217,
RK1218, RK1219, LK1219, RK1220 i LK1220. Els tumors derivats dels transfectants
K13 inclouen; RK1311, LKI1311, RK1312, LK1312, RK1313, LK1313, RK1314,
LK1314, RK13151LK1315.
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